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BEVEZETES

A diacil-glicerol (DAG) és a C1 domeén

Az intracellularis  lipidmediator  sn-1,2-diacil-glicerol (DAG), masodlagos
messengerként, kozponti szerepet jatszik szamos membranreceptor (G-protein-kapcsolt
receptorok, receptor-tirozin-kindzok) aktivacios szignaljanak kozvetitésében. A DAG-
felszabadulast Kkivaltd enzimatikus kaszk&drendszer meghatarozo eleme, tébbek kozott,
jonéhany hormon (angiotenzin, vazopresszin, kolecisztokinin), neurotranszmitter (acetilkolin,
noradrenalin, glutaminsav) és novekedési faktor (PDGF: trombocita eredetii névekedési
faktor; EGF: epidermalis ndvekedési faktor) szignaltranszdukciés mechanizmusanak. Ezen
extracellularis mediatorok bekotédésének hatasara (1.A abra) a sejtfelszini receptorok
kiilonboz6 foszfolipaz C (PLC) izoenzimeket aktivalnak (a G-protein-kapcsolt receptorok a
PLCP izoformakat, a receptor-tirozin-kinazok pedig a PLCy izoformakat), amelyek a
membranban elhelyezked6 foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP;) lipidmolekuldbdl DAG-
ot és inozitol-1,4,5-triszfoszfatot (IP3) hasitanak ki (1.B abra). Alternativ lehet6ségként a
DAG egy masik membranlipidbél, a foszfatidil-kolinbol is keletkezhet a foszfolipdz D és a
foszfatidsav-hidroldz szekvencialis enzimaktivitdsanak hatésara, azonban ezen utvonal
jelentésége alarendeltebbnek tlinik a PLC enzimen keresztiil torténd felszabaduldshoz képest.
A keletkez6 TIP3 az intracelluldris raktarakbol kalciumot szabadit fel az IP3-vezérelt
kalciumcsatornék aktivalasan keresztiil. Az megemelkedett ic. Ca®* koncentracié ezutan egy
sor Ca?*-szenzitiv jelatviteli folyamatot indithat el a sejten beldl [1-5]. A PIP, molekula
hidrolizisének masik végterméke, a DAG pedig olyan szignal-proteinek aktivalasat (és
szubsztrtokhoz vald targetaldsat) indukalja, amelyek rendelkeznek a DAG felismerésére
szolgal6 intramolekularis receptor alegységgel, az un. C1 doménnel [6-8]. Ezen downstream
effektor molekulak C1 domenen keresztili aktivacidja meghatarozo szerepet jatszik olyan
alapvetd sejtfolyamatok jelatvitelében, mint példaul a sejtproliferacid, a differencialodas, az
apoptozis, az angiogenezis €s a gyogyszer-rezisztencia [9]. Mindezek alapjan tehat nem
meglepd, hogy az utdbbi idében jelentds figyelem iranyul a C1 doménnel rendelkez6
szignalizaciés molekulak jelatviteli rendszerekben betoltott szerepének kutatdsara, hiszen
idealis molekularis tamadaspontjai lehetnek, tobbek kozo6tt, a tumorellenes farmakoterapias
fejlesztéseknek is [10,11].



A DAG-specifikus felismerd alegységként funkciondlé C1 domén egy ciszteinben
gazdag, cink-ujj-szeri szerkezettel bird peptiddomén, amely két cink ionnal alkot komplexet,

koordinativ kotés segitségével (lasd 15.A abra).
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1. abra: A DAG felszabadulassal jardé jelatviteli Gtvonal molekularis mechanizmusa, valamint a
legjelentdsebb DAG-effektor enzimcsaldd, a protein kindz C (PKC) rendszer tagjainak elsédleges
szerkezete. A: Kiilonbozé sejtfelszini receptorok ligandkotésének hatdasdra aktivalodik a PLC enzim, amely
B: a sejtmembranban elhelyezkeds PIP, molekuldbdl IP;-at és DAG-ot hasit ki. Az IP; az endoplazmatikus
retikulum kiilsé membrdnjdan taldlhaté receptordhoz (IPs-R) kapcsolodva ic. Ca®" emelkedést valt ki. A
felszabadulé DAG a Ca’"-mal egyiitt részt vesz a klasszikus (cPKC) izoformak aktivacidjaban. A novel
izoformak (nPKC) aktivacidja kizarolag DAG hatdsara megy végbe. Az atipusos izoformak (aPKC) sem
DAG-ra, sem pedig Ca?*-ra nem érzékenyek. C: A PKC-k szerkezete sematikusan. PS: pszeudoszubsztrat
régid, C1-4: konzervalt domének, Cla/b: DAG kot domén, C2: Ca**-ot kété domén, C2': C2-szerii domdn
(Ca®* kotésre alkalmatlan) C3: ATP-kit6 domén, C4: kindz domén, V1-5: variabilis régidk, PB1: "Phox and
Bem1" domén (protein-protein interakciok) (Marquez és Blumberg, 2003 alapjan).



Az atlagosan 50 aminosavbol 4allo, erdsen konzervalt aminosav-Osszetételll
peptidmotivumra az alabbi jellegzetes szekvencia jellemzo:
HX1,CX,CX,CX,CX4HX,CX;C, ahol H a hisztidint, a C a ciszteint jeloli, az X barmely
aminosav lehet, az n értéke pedig 13 vagy 14 (lasd 16. abra legfelsé sora) [12,13]. A
rendhagyé szerkezeti domén jelenlétét elséként a protein kindz C (PKC) izoenzimek
esetében irtak le [14]. A szerin/treonin kindzként funkcionalé enzimcsalad tagjainak
aktivacios mechanizmusait kutatd vizsgalatok kimutattak, hogy a DAG molekula C1 domén
altali megkotése kulcsfontossagd a kinazok sejtmembranba (és egyéb intracellularis
membranstruktdrakba) iranyulo transzlokacioja soran [6,15-17]. (A PKC enzimek aktivacios
mechanizmusat a kovetkez6 alfejezet targyalja részletesen.) A kutatisok alapjan ugyanakkor
arra is fény deriilt, hogy a C1 domén (a sejtekben termel6dé endogén PKC aktivator, DAG
molekulan kiviil) szamos, novényekbdl izolalt, lipofil természetli vegyiilet megkotésére
képes, amelyek ezaltal, a DAG-hoz hasonl6an (illetve annal permanensebb mddon), képesek
aktivalni a C1 doménnel rendelkez6 enzimeket. Ilyen vegyiiletek példaul a forbol-észterek
csaladjaba tartoz6 anyagok (legismertebb és egyik legpotensebb tagjuk a forbol-12-mirisztat-
13-acetat; PMA), amelyek tumor promoter tulajdonsagait (egér bor karcinogenezis modell
segitségével) mar a PKC enzimek identifikalasa el6tt leirtak. A forbol-észtereken kiviil, még
jonéhany olyan természetes, névényi anyagot (bryostatin, indolactam, ingenol-3-angelate)
azonositottak, amelyekrdl bebizonyosodott, hogy szintén nagy affinitassal kotddnek a Cl
doménhez; emiatt jelenleg is intenziv kutatdsok folynak bioldgiai funkcioik részletes
felterképezesere. A bryostatin 1 és az ingenol-3-angelate tumorellenes farmakonként vald
hasznalatanak potencialis lehetdségeit jelenleg szdmos klinikai fazisban 1év0 vizsgalat kutatja
[8,11,18-20].

Bar a DAG felismerésére szolgalé C1 domént elséként a PKC enzimek esetében irték le
[14], a kés6bbi vizsgalatok ravilagitottak, hogy nem a PKC az egyetlen enzimcsalad, amely
rendelkezik a jellegzetes Cl-domenstruktdraval. Szadmos egyéb szignaltranszdukcios
molekula esetében sikerllt ugyanis kimutatni homoldég C1 domének jelenlétét. Ezen C1
doménnel rendelkez6 proteineket DAG/forbol-észter-szenzitivitdsuk alapjan az alabbi két
csoportba soroltak: i) ,tipusos” Cl doménnel rendelkezé szignal-proteinek, melyek
bizonyitottan képesek ezen ligandok megkdétésére; ii) ,,atipusos” C1 doménnel rendelkezd
proteinek, melyek nem mutatnak DAG/forbol-észter-szenzitivitast. A (klasszikus és novel
csoportba tartoz6) PKC izoenzimeken kivil hat masik enzimcsalad tagjairdl bizonyosodott
be, hogy tartalmaznak DAG/forbol-észter megkotésére alkalmas, tipusos C1 domént (2.

abra). Ezek kozul ket csalad tagjai rendelkeznek (a PKC-khoz hasonléan) kinaz aktivitassal.
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Az egyik, a korabban PKC enzimcsalddhoz, ma mar inkdbb kilénall6 csoportba sorolt
PKCu/protein kindz D (PKD) enzimcsalad, amelynek tagjai eltérd szubsztratspecificitassal €s
katalitikus domén szerkezettel birnak, mint a PKC enzimek; ebben a vonatkozasban
leginkabb a kalcium-kalmodulin dependens kindzokhoz (CAMK) hasonlitanak.

PKD (PKCp) _ _ —
(1.2.3) — 10 —{Gii—{@il— ru Protein
CC C Foszfo-
MROK | - G- | | proten
o,
N DAG
DAG kiniz EF karok
(B, 7) —{H——{ o1 Kiniz — Foszfa-
- tidsav
Chimaern | T
e e = =
Rac-GDP
EF karok Ras-GDP
rucre | oG — C
(1.3.4) | > RasGTP
Unec-13
. C2 C2 =
Unc-13 és |\ func-13-2/3 o) Adapter
Munc-13
Munc-13-1 = €2 =il C2 2 = |

2. dbra: Tipusos C1 doménnel rendelkezd jeldtviteli fehérjék szerkezete és funkcidja. C1: DAG/forbol-
észter-szenzitiv C1 domén; PS: pszeudoszubsztrat domén; TD: transzmembran domén; PH: ,,pleckstrin
homology”” domén; SH2: ,,Src homology” 2 domén; Rac-GAP: ,,Rac GTPase-activating protein” domén;
REM: ,,Ras exchange motif”’; GEF: ,,guanine nucleotide exchange factor’; CC: ,,coiled—coil”” domén; CH:
,citron homology” domén; PBD: ,,p21 GTPase binding” domén. Az egyes fehérjék jelatviteli
folyamatokban betdltdtt funkcidjat részletesen lasd a szévegben (Blumberg és Kedei, 2008, valamint Griner
és Kazanietz, 2007 alapjan).

Egy tovabbi kinaz aktivitassal bird csalad a DAG kinazok csoportja, amelynek tagjai a
sejtekben  keletkezett DAG  foszforildlasdval — termindljdk a  DAG-szenzitiv

szignaltranszdukcios utvonalak aktivitasat. Ezen két molekulacsalad tagjai mindannyian keét,
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tandem elhelyezkedésti C1 doménnel rendelkeznek (2. abra). A masik négy csaladot alkotd
szignal-proteinek szerkezetében csak egy C1 domén talalhatd meg. A chimaerin-ek GTP-az
aktivalo proteinként funkciondlnak a Rac protein szamara (Rac-GAP). A RasGRP csalad
tagjai guanin nukleotid kicsereld (GNE) aktivitassal rendelkeznek, és a Ras/Rap1 fehérjékhez
kapcsolodd GDP/GTP cseréjet katalizaljak. A Munc-13 csaladba tartozo6 molekulak a kémiai
ingeruletatvitel soran a szinaptikus vezikulumok Kitrtlésének szabalyozasaban vesznek részt,
adapter (scaffold) fehérjeként. Végul pedig az MRCK enzimek a Rho csaladba tartozd
(Cdc42 jelolési) kis GTP-4z molekula downstream effektoraiként szerepet jatszanak a

migralo sejtek filopodiumainak létrehozasaban és mozgasanak szabalyozasaban [7,8,13].

A protein kindz C csalad

A PKC enzimcsalad az un. AGC kinazok (protein kindz A, protein kindz G, protein
kinaz C) csoportjaba tartozik, amelynek tagjai szerin/treonin kinaz aktivitassal birnak, és
alapvet6 strukturalis tulajdonségaikat tekintve nagyfokban hasonlitanak egymaésra. A csoport
minden tagjara jellemzd, hogy rendelkezik egy er6sen konzervalt Kkatalitikus
alegyseggel/domeénnel, amely a szubsztrat megkotéséért és foszforilaciojaért felelds, valamint
egy regulatérikus alegységgel/doménnel, amely aktivalatlan allapotban az enzim inaktiv
felépitésiiket és funkciondlis sajatsagaikat tekintve harom fO csoportba sorolhatéak (1.C
abra). Az elso, un. ,klasszikus” (vagy konvencionalis) csoportba az a, a BI, a BII (a BI splice-
variansa, amely az N terminalison 43 aminosav molekulaval nagyobb, mint a I varians) és a
v jelzésti izoformak tartoznak (cPKC-k). K6z6s jellemzdjiik, hogy aktivaciojukhoz kalciumot
és DAG-ot egyarant igényelnek. A masodik, un. ,,novel” csoport tagjai a 8, az €, azn és a 0
izoenzimek, amelyek teljes aktivalasahoz csupan diacil-glicerol szlkséges, kalcium nem
(nPKC-k). A harmadik, un. ,atipusos” csoportba tartoz6 { és A1 izoformak aktivacidja
fuggetlen mind a kalciumtol, mind pedig a DAG-t6l (aPKC-K) [16,17].

A PKC izoenzimek felépitése és aktivacios mechanizmusa

Az enzimcsalad tagjainak strukturalis felépitésére (1.C abra) és az enzimaktivaciod
mechanizmusara az alabbiak jellemzOk: az erésen konzervalodott szerkezetii katalitikus
domén a molekula N-terminalisan helyezkedik el valamennyi izoformanal. Ez az egység

felelds az enzim szubsztratjainak (szerin/treonin oldallancokon torténd) foszforilacigjaért. Az
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itt talalhatdo C3 domén az ATP, a C4 jelzésli pedig a szubsztrat molekulak megkotését végzi.
A domén Kkatalitikus aktivitasanak hatasara a szerin és a treonin oldallancok hidroxil
csoportjaihoz kapcsolodik a nukleozid trifoszfatrol (ATP) lehasitott terminalis foszfat
molekula. A C-terminalison elhelyezkedd regulatorikus domén pedig az alabbi alapvetd
funkciokat latja el: i) Enzimaktivator mediatorok hianyaban a pszeudoszubsztrat rész révén a
katalitikus alegység szubsztratk6té doménjahoz (C4) kapcsolodik, ezéltal fenntartja az
enzimfunkcié szempontjabdl inaktiv konforméciét (autoinhibicid). ii) Az aktivicid soran
megfeleld szubsztratmolekuldk (citoszkeletalis fehérjék, ioncsatorndk, receptorok,
transzkripcids faktorok) targetalasaban. iii) Szerepet jatszhat protein-protein interakcidkban
is. A PKC aktivacié mechizmusa soran a PLC ttvonalon keletkezo intracellularis mediatorok
(DAG és Ca?*) az enzimek regulatorikus egységén taldlhaté C1 és C2 doménekhez
kapcsolodnak. Az aktivator bekotddése kettds kovetkezménnyel jar: i) A C1 és a C2 doménen
keresztiil az enzimek a megfeleld intracellularis membranstruktirdhoz (sejtmembran, Golgi-
komplex, maghértya, citoszkeletalis komponensek) transzlokalodnak. ii) A kotédés olyan
konformécidvaltozast indukal, amelynek hatasara a pszeudoszubsztrat régid eltavolodik a
katalitikus rész szubsztratk6té doménjatol, igy az szabadda valik a foszforilalando szubsztrat
szamara. A katalitikus domén ezutan foszforilalja az enzimre specifikus szubsztratot, majd
pedig (a tartds enzimaktivitas elkeruilése érdekében) intracellularis proteolitikus enzimek
hasitjak és bontjak le az aktivalt PKC enzimeket (down-regulécid). (Az aktivatorok hatasara
bekovetkezd intracellularis transzlokéacid ¢és a tartdos aktivacid hatasara fellépé down-
regulacié tehat kivald indirekt markere az enzimaktivacionak; ezért ezen folyamatok
detektalasa segitségével fontos kisérletes kdvetkeztetéseket vonhatunk le az egyes izoformak
jelatviteli folyamatokban betdltott funkcionalis szerepérdl [6,16,21,22].)

A PKC alcsaladok kozotti funkcionalis kilonbségek a regulatérikus (féként C1 és C2)
domeénjeik szerkezeti felépitésében rejlé eltérésekbdl adodnak. Bar mind a klasszikus, mind
pedig a novel csoportba tartoz6 izoformak tartalmaznak C2 domént, csak a klasszikus
izoforméak C2 doménja képes Ca?*-ot kétni. A novel izoformékban 1év6 C2 domén szerkezete
nem alkalmas Ca’*-kotésre, mivel hidnyoznak beldle azon savas karakterti aminosav
oldallancok, amelyek a Ca?*-kétés szempontjabol alapvetd jelentéséggel birnak. Az atipusos
izoformék regulatorikus alegysége pedig egyaltalan nem tartalmaz C2 domént, ennek
megfelelden természetesen nem aktivalhato Ca**-mal. A cPKC izoformak a C2 domén altal
megkotott Ca®*-on keresztiil kezdetben egy lazébb interakciot alakitanak ki a membréannal

(pontosabban a membran anionos foszfolipid molekuléival), amely kapcsolat 6nmagaban
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még nem alkalmas az enzim stabil kihorgonyzasara az adott membranterilethez. Ez a kis
affinitasti elektrosztatikus kapcsolat nem teszi lehetévé az enzimaktivaciohoz sziikséges
konformacidvaltozast sem, ugyanakkor eldsegiti, hogy a membran kozelében 1évd enzim a
C1 doménen keresztiil kapcsolatba keriiljon a megfelelé membranrégiokban keletkez6 DAG
molekuldkkal. A C1 domén altal kozvetitett DAG kotédés Oonmagaban szintén gyenge
membranasszociaciora adna csak modot, viszont a C1 es C2 domének (agonistaik megkotése
utan) egydttesen mar képesek nagy affinitassal kihorgonyozni az enzimmolekulat a membran
adott régiojadhoz. A mindkét domént érint6 receptor-ligand-membranlipid interakciok
kiépiilése ugyanakkor mar elegendd szabadenergia-valtozassal jar ahhoz is, hogy az aktivacio
kulcslépéseként leirt konformaciovaltozast eldsegitse, igy az enzimatikus aktivitast az
autoinhibicio aldl felszabaditsa.

Mivel a novel PKC izoformak nem rendelkeznek funkciondlis C2 doménnel, ezért
aktivaciojuk soran Ca®*-on keresztiili laza membréanasszociaciéra nincs lehetdség.
Ugyanakkor a novel izoformak C1 doménja egy nagysagrenddel nagyobb affinitassal kéti a
DAG molekulédkat tartalmazé membranszakaszokat. Mivel ez az er6s kotédés dnmagaban is
clégséges az elébb emlitett konforméacidvaltozas kivaltasara (és a PKC molekula stabil
kihorgonyzasara), ezért a novel izoformak aktivacidja Ca**-tél fuggetleniil is végbemehet,
kizardlag a C1-domén-DAG-membran interakcid hatasara.

Az atipusos PKC izoformak ugyanakkor a DAG molekulaval szemben sem mutatnak
szenzitivitast, annak ellenére, hogy rendelkeznek C1 doménnel. Az aPKC izoformakban
megtalalhatdo Cl1 domén ugyanis nem alkalmas DAG kotésre, bar a ligandkotéhely
geometriaja nem mutat jelentOs strukturalis torzulast a klasszikus és novel csoport tagjainak
C1 doménjahoz képest. Laboratériumunk korabbi vizsgalatai ramutattak, hogy az atipusos
PKC izoformak C1 doménjanak csokkent ligandaffinitdsdért a kotdzseb peremén
elhelyezked6 (csak az atipusos PKC-kra jellemz6) nem-szokvanyos aminosavak (pozitivan
toltott arginin molekuldk) jelenléte tehetd felel6ssé. Az atipusos izoformak aktivaciojaban
tehat sem a Ca’*, sem pedig a DAG nem jatszik szerepet. A csoportba tartozd izoenzimek
aktivacios mechanizmusanak pontos feltérképezése még tovabbi vizsgalatokat igényel, de
esetiikben az enzimaktivitas legfontosabb szabalyozoi valdszintileg a foszfoinozitol-
dependens protein kindz-1 (PDK-1) altali foszforilacio, valamint a kiilonb6z6 protein-protein
interakcidk lehetnek. (Az utdébbirdl arulkodik a kizarolag atipusos PKC-k szerkeztében
megtalalhatd PB1 jelolési domén, amelyen keresztil az aPKC-k egyéb PB1 doménnel
rendelkez6 ,,scaffold” proteinekkel l1éphetnek interakcioba [16,17,21-24].)
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A PKC rendszer biologiai funkcioi

A PKC enzimcsalad képvisel6i gyakorlatilag az emberi szervezet dsszes sejtféleségeben
megtalalhatok, ugyanakkor az egyes szovetek jellegzetes és egymastol eltérd izoenzim
mintdzattal rendelkeznek. Egyes izoformak, példaul a cPKCa, az nPKC5 és € vagy az aPKC(,
csaknem minden sejtféleségben expresszalddnak, ubikviternek tekinthetdek. Mas izoformak,
igy a cPKCy vagy az nPKCO és az aPKCM, expresszidjat sokkal kevesebb sejtféleségben
irtdk le [3,25-28]. A cPKCy-t szinte kizarolag az agyban és egyéb neuronalis szovetekben
mutatték ki [29,30], az nPKC0-t jellemz6en harantcsikolt izomban és T-sejtekben, az aPKCi-t
pedig a testisben és az inzulin-szekretdlo sejtekben [31-35]. Az utdbbi két izoforma
kifejez6dését késébb az epidermisben is sikeriilt detektalni [36].

Az enzimcsalad rendkiviil sokrétli szabalyoz6 szereppel bir, tobbek kozott, olyan
alapvet6 sejtfolyamatok regulaciojdban, mint a sejtproliferacio, a differencialodas, valamint
az apoptozis és a sejtmigracid. Ezek alapjan tehat nem meglepd, hogy a PKC funkcio
szabalyozésanak rendellenessegei fontos patogenetikai faktorként szerepelhetnek a
tumorgenezis folyamatanak szdmos pontjan [20,37-39]. A PKC izoenzimek az 1980-as
¢vekben kertiltek elészor a daganatkutatas fokuszaba. Meggy6z6 kisérletes bizonyitékokkal
sikerilt ugyanis alataimasztani, hogy az egérbdr-karcinogenezis modellben tumor
promoterként viselkedé [19,40] forbol-észter molekuldk képesek kdzvetlenil a PKC csalad
tagjaihoz kotédni, és azok enzimatikus funkcidit aktivalni [41-43]. A PKC funkcid
karcinogenezisben betoltott szerepének ezen elsé kisérletes leirdsa Ota szamos bizonyiték
latott napvildgot az enzimcsalad neoplasztikus folyamatokban valé részvételere
vonatkozolag. Az ezt kovetd évtizedekben ezért rendkiviil intenziv kutatds indult a PKC-k
altal kontrollalt szignaltranszdukcios utvonalak pontos feltérképezésére, valamint azok
farmakologiai befolydsolhatosaganak lehetéségeire. Az enzimcsalad tagjainak kezdetben
egyértelmiien proliferaciot serkentd funkciot tulajdonitottak. A késébbi kutatasok ugyanakkor
ravilagitottak, hogy a PKC rendszer szerepe ennél joval Osszetettebb, és a proliferaciot
serkenté hatasokon Kivil a PKC enzimek ndvekedést gatld, proapoptotikus szignalokat is
kozvetithetnek [20,22]. Az egyes izoformak specifikus szerepét vizsgalo kutatdsokbol
nyilvanvaldva valt, hogy azok, akar ugyanazon sejttipus esetében is, kiilonb6z6 és gyakran
egymassal ellentétes mdédon befolyasolhatjak a sejtproliferaciot, a differencialddast és az
apoptozist. A legmarkéansabb példa ezen izoforma-antagonizmusra, a novel csoportba tartozé
két (a legtobb sejttipusban jelentds expresszids szintet mutatd) izoenzim, az nPKCe és az

nPKCo ellentétes sejthatasokat kozvetitd szerepe. Mig az nPKCe a legtobb sejtféleség
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esetében proliferacios szignalokat kozvetit és elOsegiti a sejtek tuléléséért felelds jelatviteli
utvonalak érvényre jutasat, addig az nPKCd izoforma proapoptotikus és antiproliferativ
aktivitassal bir, ezéltal gatolva a sejtndvekedést [20]. NIH 3T3 fibroblaszt sejtvonal
felhasznalasaval kimutattak példaul, hogy mig az nPKC3 overexpresszido gatolta a
sejttenyészetek proliferacidjat, addig az nPKCe overexpresszidé fokozta azt [39]. A két
izoforma antagonisztikus funkciojat tdmasztjdk ald azon transzgenikus &llatmodellek is,
amelyekben az nPKCd overexpresszid hatdsara az adott egértdrzs rezisztenssé valt a forbol-
észter altal indukalt tumor-promdcioval szemben; mig az nPKCe-t overexpresszalo
tarsaikban, ugyanezen kezelés nagy metasztatikus potenciallal bird, alacsonyan differencialt
laphamcarcinomak kifejlodését eredményezte [44-46]. Ezen eredményekkel @sszhangban,
szamos human tumorban (hugyholyag, emld, prosztata, agy) talaltdk emelkedettnek az
nPKCe expresszids szintjét; ezzel ellentétben az nPKCo expresszid kifejezett csokkenést
mutatott jonéhany szévet (hugyholyag, agy, endometrium, bér) malignus elvaltozasaiban.
Raadasul az expresszids szintek gyakran mutattak korrelaciét a tumor gradusaval is, ezéltal
prognosztikus markerként is felhasznélhatok [20,22]. Az nPKCd és az nPKCe izoformak
funkcionalis antagonizmusan kivil egyéb izoformak esetében is leirtak egymassal ellentétes
szerepeket, azonos sejtféleségek jelatviteli folyamatainak szabalyozasaban. Igy példaul
kiderllt, hogy K-562 erythroleukémia sejtekben a cPKCa a felelds a forbol-észter altal
el6 [37].

Tovébb arnyalja a PKC rendszer biologiai szerepét az a tény, hogy egyes izoformak
eltérd sejttipusokban ellentétes modon befolyasolhatjak ugyanazon sejtfolyamatot; vagyis az
egyes izoforméak funkcidja sejt-, illetve szovetspecificitast mutat. Igy példaul, az elébb
emlitett, proapoptotikus es antiproliferativ funkciokkal bir6 nPKCoé izoforma egyes
sejttipusokban (pl. emlétumor) akar ¢l6 is segitheti a sejtproliferaciot, mely hatas feltehet6en
az ERK-stimulacion keresztll valdsult meg [47,48]. Ezen eredményekkel 6sszhangban
C2C12 myoblast sejtek vizsgalata sordn laboratériumunk kimutatta, hogy az nPKCo-
aktivacio reszt vesz az inzulin-szeri novekedési faktor-1 (IGF-I) novekedést serkentd
celluléris hatasanak szignaltranszdukcids utvonaldban. Ezen felil, a vad tipusu nPKCgd
overexpresszidja fokozta a sejtproliferaciot (utdnozvan ezéltal az IGF-I altal Kivaltott
sejthatasokat), ugyanakkor a dominans negativ nPKCS mutans overexpresszidja gatolta a
sejtosztodast (és megakadalyozta az IGF-I altal indukalt proliferaciofokozodast) [49].

Mindezek alapjan tehat elmondhato, hogy a PKC csalad tagjainak izoforma-specifikus
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sejtfunkcioin tul, a rendszer komplexitasat még tovabb fokozza az a kisérletes tény, hogy az
egyes izoformak kiilonbozo sejtféleségekben heterogén moddon befolyasolhatjak ugyanazt a
sejtfolyamatot. Ez pedig egyertelmiien felhivja a figyelmet az egyes izoforma-specifikus
funkciok pontos feltérképezésének sziikségességére a kiilonbozé sejt- és szdvetféleségek

bioldgiai folyamatainak szabalyozéasaban.

A PKC rendszer és a bor

A bor 1étfontossagu barrier funkciojanak ellatdsdhoz a keratinocytak egy komplex, jol
0sszehangolt sejtprogramot hajtanak vegre. A folyamat soran az allandé proliferacio altal
megujuld bazalis réteg sejtjei (kilépve ezen rétegbdl) a kiils6 felszin felé kezdenek haladni,
mialatt a terminalis differencialédas Utjara 1épve morfoldgiai és biokémia valtozasok egész
sordn mennek keresztul; ezek végeredményeként végul élettelen sejtekként a mechanikai és
fiziko-kémai hatasoknak, valamint a korokozok szervezetbe valo behatolasanak ellenallo,
elszarusodott stratum corneum rétegét alkotjak [55-58].

Nagyszamu kisérletes adat tamasztja ald a PKC enzimrendszer kdzponti szerepét a bor
biolégiai folyamatainak szabalyozdsaban. A Kkeratinocytak PKC expressziés mintazatat
feltard vizsgalatok altalaban 6t izofoma (cPKCa, nPKCS, nPKCe, nPKCn és aPKC{)
kifejezddésérdl szamolnak be, de az irodalomban akadnak kisérletes bizonyitékok a cPKCp, a
cPKCy, az nPKC6 és az aPKCM1 izoformak expresszidjara is [36,50-54].

A PKC rendszer a borbarrier kialakitasanak eseménysoraban is meghatarozd szerepet
ugyanis, hogy szerepe van az extracellularis Ca®* emelkedés hatasara indukal6do
differencialodasi program szabalyozéasaban [51,59,60]. A késébbi kutatasok ramutattak, hogy
a cPKCa mellett az nPKC9, az nPKCeg, az nPKCn, az aPKC( és az aPKCt is meghatarozo (és
gyakran antagonisztikus) szereppel bir a keratinocytdk olyan alapvetd sejtfolyamatainak
szabalyozésaban, mint a sejtadhézio, a migracio, a basalis sejtek proliferacioja, a sejtciklus
szabalyozésa, a terminalis differencialodas és az apoptotikus folyamatok kontrollja, valamint
szamos citokin és ndvekedési faktor cellularis hatasanak kozvetitése [36,50,61-65]. Nem
meglepd tehat, hogy a PKC izoenzimek aktivitdsaban bekdvetkezd valtozasok fontos
patogenetikai faktorként szerepelhetnek a bor neoplasztikus burjanzassal jaro korképeiben,
hiszen az epidermis folyamatos megujuldsat biztositd proliferacio és a stratum corneum

létrehozasaért  felelds termindlis  differencidlodési  program finom egyensulyanak
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megbomlasat egyardnt okozhatja a sejtosztddast serkentd izoformak talmiikodése, illetve a
differencialodast eldsegitd izoenzimek csdkkent aktivitasa is.

Jol bizonyitjak ezt a kovetkez6 kisérletes megfigyelések. Az nPKCe-t overexpresszalo
transzgenikus egerekben epiderméalis hyperproliferaciét figyeltek meg. Ezenfelll, az
epidermalis karcinogenezisre iranyuld vizsgalatok soran (kémiai karcinogén + tumor-
prométer forbol-eszter topikalis alkalmazasa az egerek bérén) joval nagyobb aranyban fordult
elé ezen torzseknél nagy metasztatikus potencidllal bird malignus laphdmcarcinoma, mig a
kontroll csoportban leginkabb benignus papillomakat figyeltek meg [45,66]. Ezzel szdges
ellentétben, az nPKCd-t overexpresszald transzgenikus egerekben dramaian lecsékkent mind
a benignus papillomak kialakulasa, mind pedig a malignus transzformacio incidenciaja [44].
Ugyanakkor nPKC3 ,,knock-out” egerekben az apoptotikus folyamatok csokkenéset figyelték
meg, amely a tumorgenezis fokozddasat eredményezheti [67]. Az nPKC6-rél ugyanis
kimutattdk, hogy részt vesz példaul az UV-sugarzas hatdsara indukalodo apoptotikus
folyamatok jelatviteli Gtvonalaban, amely, a malignusan transzformalddott keratinocytak
eltavolitasaval, fontos védé mechanizmust jelenthet a karcinogenezissel szemben [68]. Ezen
eredményekkel Osszhangban, humdn laphdmcarcinomékban csokkent nPKCd expresszids
szinteket irtak le [69]. Mindezeket Osszevetve tehat elmondhatjuk, hogy az nPKCd (az
nPKCe-nal ellentétben) proapoptotikus és antiproliferativ hatasai révén fontos
tumorszupresszor funkcidkkal bir keratinocytakban.

Ezen feliil ugy tiinik, hogy az epidermis sejteiben az nPKCd mellett az nPKCn is fontos
szerepet jatszhat a tumorgenezis megfékezésében, hiszen i) az nPKCn-deficiens egerekrél
kider(lt, hogy nagyobb fogékonysagot mutatnak a forbol-észterck altal indukalt bértumorok
kialakulésa ir&nt [70]; és ii) az nPKCd-hoz hasonloan az nPKCn kifejezédése is lecsokkent
malignus laphdmcarcinomék esetében [50].

Bar a cPKCa aktivitasnak szintén fontos regulatorikus szerepet tulajdonitanak a
keratinocytak differenciacios/proliferacios folyamataiban, az a izoenzimet overexpresszald
transzgenikus egerek bdrében nem taldltak valtozast a tumorgenezis vonatkozasaban
[46,51,71]. Ugyanakkor a cPKCa expresszio fokozodasa jelentds intraepidermalis gyulladast
okozott ezen egerek boérében (topikalis forbol-észter kezelés hatasara), amely azt sugallja,
hogy az o izoenzim aktivacidja fontos szabalyozd szereppel birhat a koérokozok elleni
immunvédelem folyamataban. A ¢cPKCa overexpresszio fokozta tovabba a forbol-észterek
altal indukalt apoptotikus folyamatokat mind in vivo, mind pedig a transzgenikus
keratinocytak primer tenyészeteinek esetében [64]. Ezenfeliil a ¢cPKCa izoforma csékkent

expressziot mutat a bor bazalsejtes carcinomajaban, amely Osszhangban van azzal a
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megfigyeléssel, hogy a cPKCa a normal epidermis fels6bb, differencialt rétegeiben mutat
jelentds expressziot [72,73]. Ezen kisérletes megfigyelések alapjan tehat ugy tiinik, hogy az
epidermis immunvalaszaban betoltott kulcsfontossaghi  szerepe mellett a cPKCa
antiproliferativ és proapoptotikus funkcidkkal bir keratinocytakban.

A fenti kisérletekkel 6sszhangban, laboratériumunk korabban, immortalizalt HaCaT
sejtvonal segitsegével bebizonyitotta, hogy a PKC rendszer meghatarozo szerepet jatszik a
human boérbdl szarmazdé keratinocytdk alapvetd sejtfolyamatainak szabalyozasaban
(proliferacid, termindlis differencialédas, apoptdzis). Kimutattuk tovabba, hogy az egyes
izoformék specifikus, ugyanakkor gyakran egymassal ellentétes modon befolyasoljak ezen
sejtfolyamatokat; hiszen amig a cPKCa és az nPKC3 izoformak overexpresszidja a HaCaT
keratinocytak termindlis differencialodasat és apoptotikus folyamatainak indukalodasat
segitette ¢l6, addig a cPKCp és az nPKCe emelkedett szintje a proliferacios folyamatoknak
kedvezett mind in vitro (HaCaT sejtkultdrak), mind in vivo (tumor novekedés
immundeficiens egerekben) [52,63]. Tovabbi kisérleteink soran meghataroztuk az egyes PKC
izoforméak specifikus szerepét a HaCaT keratinocytdk differencialodasi markereinek
(adhézidés molekulak, pl. dezmogleinek, kadherinek) expressziojat szabalyozd jelatviteli
folyamatokban. Kimutattuk, hogy a differencialodé keratinocytakra jellemz6é dezmoglein-1
expresszigjat az nPKCo izoforma fokozza, az nPKCe pedig csokkenti. A proliferald
keratinocytak meghatarozé adhéziés molekulajanak, a dezmoglein-3-nak az expresszidjat
ezen izoenzimek a fentiekkel ellentétes modon befolyasoljak (az nPKCd csokkenti, az nPKCe
fokozza); emellett a molekula kifejez6dését a cPKCa aktivitas is gatolja. A proliferald
keratinocytak masik markerének, a P-kadherinnek a kifejez6dését szintén antagonisztikusan
befolyasoljak a differencidlodast eldsegité cPKCo/ nPKCo izoformak, valamint a
proliferaciot indukalé cPKCB/nPKCS izoformak [74].

A PKC rendszernek a bdr bioldgiai folyamataiban betoltott funkcidjat az epidermis
hamsejtjein kiviil egyes borfiiggelékek esetében is vizsgaltdk. A szortliszé esetében
bebizonyosodott, hogy az enzimcsalad egyes tagjai kodzponti szerepet jatszanak a
szOrszalnovekedés és a szortlisz6 életciklusanak (az un. hajciklusnak) szabalyozasaban [75-
77]. Tébb izoforma specifikus expresszidjat sikeriilt kimutatni a sz6rtiisz6 felépitésében részt
vevo kiilonbozd rétegekben és sejtcsoportokban. A dermalis papillat alkotd sejtekben az
alabbi izoformak expresszigjat bizonyitottak: cPKCa, cPKCy, nPKCS, nPKCe és aPKCu [78].
Ezen felil a kiilsé gyokérhiively sejtjein leirtdk a cPKCa ¢és az nPKCn izoformak

expressziojat, az nPKCo kifejezddését pedig a belsé gyokérhiivelyt alkotd sejteken sikertilt
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Kimutatni [72,75,79]. Kiilonb6z6 egérmodellekben emellett azt talaltak, hogy egyes
izoformék expresszioja valtozik a hajciklus bizonyos fazisaiban, és ezen expresszidvaltozas
szoros korrelaciot mutat a szdérszalndvekedés iitemével. Kimuttdk példaul, hogy a cPKCa
expresszid a hajciklus Un. anagén fazisdban a legkifejezettebb, amely ciklusra az intenziv
szor/hajszal-novekedés jellemz6; az izoforma ugyanakkor egyaltalan nem mutathato ki a
hajciklus utolsd, un. telogén (vagy nyugalmi), fazisaban, amelyben tovabbi
szOrszalndvekedés nem kovetkezik be. Ezek alapjan tehat felmeriil a cPKCa izoforma
specifkus szerepe a szOrszalndvekedést indukaldo folyamatok —szignéltranszdukcids
utvonalaban [75,76]. Ezzel ellentétben Ugy tiinik, hogy a nPKCd aktivitisa gatolja a
kontrollalatlan szérszalnovekedést [76]. Mindezeken tal a PKC enzimeknek a szOrtiisz6
biolégiai folyamataiban betoltott kdzponti szerepét tadmasztjak ald azon kisérletes
megfigyelések is, melyek szerint a PKC rendszer aktivitasanak szelektiv farmakolG4giai
modulacioja (PKC aktivatorok és inhibitorok felhasznalasaval) képes befolyasolni a
szOorszalnovekedés intenzitdsat és a szOrtliszO egyes sejtcsoportjainak (pl. dermalis papilla

fibroblastjai) sejttenyészetben valé talélését és proliferacios képességét [77,80].

A faggyumirigy és sejtjei, a sebocytak

Bar a PKC rendszer kdzponti szerepérdl nagyszamu adat all rendelkezésre az epidermist
alkotd kertinocytak és a szOrtiiszok esetében, egyre tobb olyan kutatdsi eredmény lat
napvilagot, amely alahuzza a PKC rendszer fontossagat a borfiiggelékek biologiai
folyamataiban is; ennek ellenére a pilosebaceous egységet alkotd masik szervecske, a
faggyamirigy esetében az enzimcsalad lehetséges funkcionalis szerepét mindezidaig nem

vizsgaltak.

A faggyumirigy biolégiai funkcidja

A faggyumirigyek (glandulae sebaceae) a bér irha rétegében talalhatd, holokrin
szekréciora képes alveolaris mirigyek. Az esetek dontd tobbségében szdrtiiszékhoz
kapcsoltan helyezkednek el, igy alkotva az un. pilosebaceus egységet. A faggytimirigyek f6
feladata a valtozatos lipidosszetételli faggya (sebum) termelése, amely foként neutralis
lipideket (di- és triglicerideket, szabad zsirsavakat, koleszterint, viaszésztereket és, a
sebocytakra kilondsen jellemz6, szkvalént) tartalmaz [81-83]. A faggyu a felszinen

szétteriilve vizhatlan védoréteget képez a boron, hozzédjarulva a boér viztartalmanak
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konzervélasahoz. Allatokban, a killtakar6 impregnacioja altal, szerepet jatszik a nedvesség
elleni vedekezésben és a hészigetelésben [84]. Ezenfellil, egyes fajok faggyumirigyei a tarsas
viselkedésben fontos feromonok kivalasztasara specializalédtak. Mivel emberben ezen
funkciok jorészt csokevényesek, ezért az emberi faggyumirigyet sokaig evollicios
maradvanynak tartottdk, amelynek valodi élettani szerepe kérdésesnek tiint [85]. Az utdbbi
idok kutatdsai azonban kétséget kizardan igazoltdk, hogy a mirigyek szerepe nem
korlatozodik csupan a bér ,,passziv” barrier funkcidjanak kialakitasara. A sebocyték ugyanis
szdmos endokrin és parakrin mechanizmusban vesznek részt, amelyeken Kkeresztil
hozzajarulnak a boér fiziologids homeosztazisanak fenntartdsdhoz. Tovabba fontos
immunologiai funkciokat is betoltenek, amelyek segitenek a korokozok bdrben valod
elszaporodésat megfekezni [86-89].

A mirigyek felépitésére jellemzd, hogy a sejtek végkamrakba, Un. acinusokba
csoportosulnak, amelyek széli reszen talalhato bazalis sejtsor folyamatos proliferacio révén
gondoskodik a sejtek utanpdtlasarél. A bazalis sejtsor proliferal6 sebocytaibol szarmazo
utddsejtek egy része megdrzi nagy osztddasi potencidljat (fenntartva ezaltal a bazalis sejtsor
allomanyat), az utodsejtek masik csoportja viszont a differencialodas iranyaba valik
clkotelezetté. A differencialodasi folyamat utjara 1épé sebocytak folyamatosan az acinus
kozéppontja felé nyomulnak, mikdzben citoplazmajukban nagy mennyiségli neutralis lipidet
halmoznak fel. A folyamat végén a sejtmembranok feltéredeznek, a sejtek szétesnek, majd a
citoplazmajukban 1év6 lipidek (egy€b sejttormelékkel egyiitt) a kivezetdcsovekbe keriilnek, a
sebum alapanyagat alkotva. Ezt az eseménysort, amely a mirigysejtek teljes destrukcojaval
jar, nevezzik holokrin szekrécionak. A sebocytadk terminalis differencialodasi programjat
iranyitd komplex szabalyozasi folyamatok, valamint a proliferacio és a sejthalal egyensulyat
meghatarozé faktorok részletes feltérképezése intenziv kutatas targyat képezi napjainkban is
[90,91].

Az elmult evekben szamos endokrin és parakrin mediatorrdl bizonyosodott be, hogy, a
sebocytak komplex proliferaciés/differencialodasi programjanak befolyasoldsan keresztiil,
fontos szerepet jatszhatnak a faggyumirigyek bioldgiai folyamatainak szabalyozasaban [89].
Ezek koziil az egyik legjelentésebb csoportot az androgének alkotjak, amelyekrdl régota
ismert, hogy serkentik a faggyumirigyek miikodését és a sebum termelését [81,85]. Az
androgénreceptor-expresszion til mara mar az is egyértelmilen bebizonyosodott, hogy a
sebocytdk maguk is rendelkeznek a szteroid hormonok szintéziséhez sziikséges
enzimaparatussal [92,93], valamint, hogy képesek az androgenek metabolizalasara is [94,95].

Az androgén hatas kifejlédéséhez a peroxiszoma proliferator aktivalt receptorok (PPAR-0K)
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aktivitasa is kulcsfontossagiinak tiinik [96,97]. A nuklearis receptorok kozé tartoz6 PPAR-
okrol kimutattak, hogy fokozzak a sebocytak terminalis differencialodasat és az ezt kisérd
lipidszintézist [98-100]. Az androgének és a PPAR ligandok mellett szdmos egyéb
(neuro)endokrin és parakrin mediator szerepét irtdk le a sebocytak differencidlédasanak
szabalyozésaban [89]. Ide tartozik példaul a ndvekedési hormon, az inzulin és az IGF-I,
amelyek egyarant szerepet jatszanak a differencidlodas és a proliferacio szabalyozasaban
[101]. Ezen felil a hipothalamusz-hipofizis rendszer mediatorai kozil a kortikotropin
»releasing” hormonrdl (CRH), az o-melanocitastimulaldé hormonrél (o-MSH) és a B-
endorfinrdl is bebizonyosodott, hogy képes fokozni a sejtek lipidszintézisét. Fontos
megemliteni, hogy az 6sszes emlitett mediator molekula receptorat sikerilt azonositani
sebocytakban [87,89,102-105]; hangsulyozand6 tovabba, hogy kozulik szamos anyag
esetében felmertilt a PKC rendszer potencidlis szabalyozo szerepe a receptoraktivaciot kisérd

jelatviteli mechanizmusokban.

A faggyumirigyek patogenetikai szerepe

A faggyumirigy sebocytainak megvéltozott proliferacios és differencidcids képessége
szamos borbetegség (seborrhoea, acne vulgaris, rosacea, rhinophyma, sebaceous carcinoma)

Incidencidja és prevalencidja alapjan kiemelkedik ezen betegsegek kozll az acne, amely
a leggyakoribb dermatoldgiai korkép, és, bar a legtobb esetben nem jar sulyos tlinetekkel,
jelentds mértékben befolyasolja (foként) a fiatal populacid életmindségét [107]. A betegség
patogenezise rendkivil komplex, ugyanis szamos faktor koroki szerepe ker(lt leirasra a tébb
évtizedes kutatomunkanak koszonhetden. Ezen vizsgalatok alapjan mara mar egyértelm,
hogy a koéros faggyumirigy-funkcié a patogenezis egyik kozponti elemét jelenti, hiszen a
legtébb acne forma (hyper)seborrhoea talajan alakul ki. A seborrhoea 6rokletes faktorok altal
meghatarozott koros allapot, melyre a fokozott sebumtermelés (a mirigyek sebocytainak
fokozott lipidszintézise) miatt kialakulo zsiros fénylé arcbdr jellemzé. Az orokletes
tényezOkon kivul az acne kialakulasanak nagyon jellegzetes életkorfiiggése (jellemzden a
pubertas koril a legkifejezettebb a fokozott sebumtermelés) felhivja a figyelmet az androgen
hormonalis statusz fontossagara. A bér felszinén 1évé, nagy mennyiségii sebum kivalod
taptalajt nyujt olyan, az acne patogenezisében jelentds baktériumok szaméra, mint pl. a
Propionibacterium acnes és a Staphylococcus epidermidis. Ezen mikroorganizmusok lipaz

enzimei a sebum di- és trigliceridjeib6l szabad zsirsavakat hasitanak ki. A szabad zsirsavak
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clésegitik az un. comedo-k (a faggytmirigy kivezetdcsoveinek eltombdését okozod
szarucsapok kovetkeztében 1étrejovo koros faggyuafelhalmozdodas) kialakulasat azaltal, hogy
keratinocyta-hyperproliferaciot és  kovetkezményes hyperkeratosist indukalnak a
kivezet6csovek teriiletén. A comedo-ban felhalmozodd (kilrilni nem tudd) faggyd azutan
még tobb baktérium szamara nyujt idealis ,taptalajt”, melyek aktivaljak az immunrendszer
sejtjeit, mig végiil kialakulnak a betegségre jellemz6 gyulladasos papulak €s pustulak [112].

Az acne-s tiinetek kialakulasahoz vezeté eseménysorozat 1épéseinek pontos sorrendjére
azonban a mai napig nem sikerllt fényt deriteni. Magyarazatot igényel példaul, hogy az
emberi bor felszinén gyakorlatilag ubikviternek tekinthetd baktériumok miért okoznak egyes
embereken sulyos acnés tiineteket, mig mas betegek bdrén jelenlétilk semmilyen koros
elvaltozassal nem jar. Ezen felll az sem tisztdzott, hogy a seborrhoeés tiineteket mutatd
egyénekben egyes esetekben miért nem alakulnak ki az acne-ra jellemz6 elvaltozasok. A
legujabb kutatasok a lokalis gyulladasos folyamatok egyensulyanak megbomlasat, valamint a
kronikus gyulladasos allapot fenntartasahoz vezet6 koéros immunologiai valaszok
patogenetikai szerepének elsddlegességét hangsulyozzak; ennek megfelelden az acne
tiinetegyiittesének kialakuldsat akar bakterialis kolonizacié hidnyaban is elképzelhetonek
tartjak [106,107,112,113]. A faggyumirigy sebocytdi a koros gyulladasos valaszok
kialakitdsaban és fenntartasaban is kulcsszerepet jatszhatnak. Kiilonb6z6é gyulladasinduktor
szignalok (pl. UV sugarzas, mikrobialis fert6zések, substance-P és arachidonsav) hataséara a
sejtek szamos gyulladasos lipidmediatort (leukotrién-B, (LTB,), prosztaglandin-E, (PGE,))
és egyéb proinflammatorikus citokint (IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-8/CXCLS8, TNFa) képesek
termelni [114-117]). Ezen molekuldk (valamint a keratinocytdk altal termelt hasonlo
mediatorok) hatasara ezutan limphocytak (CD4 + T-sejtek), neutrophil granulocytak és
macrophagok infiltraljak az adott borteriiletet, amelyek fenntartjak a lokalis gyulladasos
allapotot.

A fent emlitett gyulladasinduktor szignalok kozul kiemelt figyelmet érdemel a
prosztaglandin és leukotrién lipidmediatorok prekurzora, az arachidonsav (AA). Az AA-rol
bebizonyosodott, hogy parakrin faktorként képes indukalni a sebocytak terminalis
differencialodasat eldsegitd jelatviteli folyamatokat, amelynek eredményeképpen fokozodik
lipidtermelésik és, ezzel parhuzamosan, apoptotikus folyamataik [115,118]. Ezek alapjan
tehat elmondhatd, hogy az AA részt vesz mindkeét, az acne patogenezisének alappilléreként
szamontartott kulcsfontossagi folyamatban: a (hyper)seborrhoedhoz vezetd lipidszintézis,
valamint a sebocytak altal termelt gyulladasos mediatorok termelésének fokozésaban is;

ezaltal fontos 6sszekotd kapcesot jelenthet a patogenezis eme két kulcstényezdje kozott.
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A faggyamirigyek biologiai folyamatait vizsgald kutatasok teriiletén a kiilonb6zo
allatmodellek hasznalata utan (pl. ragcsalok preputionalis mirigyébdl szarmazod sejtek
[119,120] vagy horcsdg fulének faggyumirigyei [121]) egyre nagyobb teret nyertek a huméan
sebocytak in vitro tenyészetei [122,123]. Ennek oka, hogy az olyan koréllapotok, mint
példaul az acne, kizardlag emberekben fordulnak eld; valamint, hogy a faggyumirigyek
szekrécios kapacitasa jelent0s fajspecificitast mutat. A primer sebocyta tenyészetek
fenntarthatosagat ugyanakkor jelentdsen korlatozza a sejtek termindlis differencidlodasa
[124,125], ezért a tovabbi kutatdsokat nagyban eldsegitették a human faggyumirigybol
letrehozott immortalizalt sejtvonalak, igy a SEB1 [93], az SZ95 [126], vagy a legujabban
kifejlesztett Seb-E6E7 [127] eldallitasa. A human SZ95 sebocytdk gyakorlatilag korlatlan
ideig fenntarthatok, ugyanakkor jél hasznélhatok a normal humén sebocytak biologiai
folyamatainak modellezésére, mivel megérzik a faggyumirigy sejtekre jellemzd alapvetd
fenotipusos sajatossagokat (sebocytakra specifikus lipiddsszetétel, citokeratin expresszio,
antigén kifejez6dés, funkciondlis androgén receptor expresszio, androgén metabolizmus
enzimeinek jelenléte). Mindezek miatt, a PKC rendszernek a faggyumirigy bioldgiai
folyamataiban betoltott szerepét vizsgald kutatadsainkban az SZ95 sejtvonalat valasztottuk
modelliinknek [126].

Az atipusos C1 doménnel rendelkezd szigndal-proteinek

Ahogyan azt fentebb mar emlitettiik, az els6ként azonositott DAG/forbol-észter-effektor
molekulakon, a PKC enzimeken kivil [41,42,128] szamos egyéb jelatviteli molekulardl
(PKD, RasGRP, DGK, chimaerin sth.; lasd 2. abra) bizonyosodott be, hogy rendelkezik ezen
ligandok megkotésére alkalmas tipusos C1 doménnal. Ezért méara mar egyértelmiivé valt,
hogy a kiilonbozd extracellularis mediatorok receptoraktivaciojanak hatésara felszabadulo
masodlagos messenger, a DAG molekula, a szignaltranszdukcids utvonalak joval szélesebb
spektrumat képes aktivalni, mint ahogyan azt kordbban gondoltdk. A DAG-szenzitiv
molekuldk nagycsaladjaba sorolt Gjabb szignélproteinek az enzimatikus funkciok széles
skalajaval rendelkeznek, hiszen talalhatok koztuk, tobbek kodzott, protein és lipid kinazok
(PKD, DGK), valamint kis GTP-azok (Ras, Rac stb.) aktivitasat szabalyzo jelatviteli fehérjék
is (RasGRP, chimaerin stb.). Enzimatikus funkcidikon keresztul ezen molekuldk szdmos
alapveté fontossdgu sejtfolyamat szabalyozasadban vehetnek részt, mint pl. a sejtek
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osztddasanak és differencialodasanak, valamint a sejtmotilitdsnak és a sejtek talélésének
regulécidja [2,7,8,13].

A tipusos C1 domént tartalmazo, nagyszamu DAG-effektor molekula mellett jelentds
szamban irtak le olyan proteineket is (lasd részletesen felsorolva itt: [13]), amelyek
rendelkeznek ugyan C1 doménnel, de a kisérletes bizonyitékok alapjan azok nem mutatnak
DAG/forbol-észter-szenzitivitast. Ide tartoznak példaul (a teljesség igénye nélkil) az atipusos
PKC izoenzimek (aPKC( és aPKCM); a fent emlitett RasGRP csalad 2-es izoformdja
(RasGRP2); a MAP kinaz ttvonalban részt vevd protoonkogén, c-Raf molekula; a Ras
szignalizacioban részt vevé KSR (Kinase Suppressor of Ras); valamint a guanin nukleotid
cser¢ld faktorként (GEF) funkcionalé Vav molekulak. A ligandkotés hidnya miatt ezen
proteinek C1 domenjét ,,atipusos” C1 doméneknek nevezték el. Laboratériumunk korabbi, az
aPKC izoenzimek DAG/forbol-észter-szenzitivitasara iranyulo kisérletei alapjan ugyanakkor
felvet6dott, hogy ezen atipusos csoportot két tovabbi alcsoportra lehet bontani [24].

Az els6 alcsoportba tartoz6 C1 domének esetében a ligandkotés hidnya a kotdzseb
geometriai felépitésének nagyfoku torzulasaval magyarazhatd. Az ide sorolhatdé c-Raf és
KSR molekuldk esetében példaul (szamos kulcsfontossagi aminosavat érintd) deléciod
kovetkeztében a ligandkotOhely egyik oldalat alkotd, C-termindlis peptidhurok
,csokevényes” felépitésli, ezaltal a domén alkalmatlannd valik a ligand stabil megkdtésére
[129,130].

A masik alcsoportba tartozé proteinek C1 doménjainak geometriai felépitése azonban
nem mutat ilyen nyivanvalo strukturdlis hianyossagot; esetiikben ezért egyéb faktorok
okozhatjak a ligandszenzitivitds hianyat [24]. J6 pelda erre a csoportra az atipusos PKC
csalad, amelynek ligandaffinitasat laboratériumunk korabbi kutatasai részletesen jellemezték.
Molekulamodelljeink szerint az aPKC izoenzimek C1 doménjanak geometriai felépitése
erételjes hasonldésagot mutat a nagy ligandszenzitivitassal bir6 nPKCd Clb doménjaval.
Ugyanakkor a szerkezeti analizis tobb olyan, a ligandko6tézseb peremén talalhatd arginin
molekula jelenlétére hivta fel a figyelmet, amelyek a klasszikus és a novel csoportba tartozo
(DAG-szenzitiv) PKC-kban nem fordulnak elé. A ligand bekotddésének és a C1 domén lipid-
membranba valé beagyazodasanak szempontjabol kulcsfontossagu poziciokban (a kotézseb
,csucsan”) elhelyezkedd arginin molekuldk tobb lehetséges mechanizmus szerint is
hatréltathatjak a hatékony ligandkotést és a membrénasszociécidt anélkiil, hogy a kotéhely
geometriai felépitését 1ényegesen megvaltoztatnak. Egyrészt, az arginin molekulak bizonyos
konformaciokban részlegesen elzarhatjdk a kotézseb ,bejaratat”, ezaltal a ligand

molekuldknak bekotddésiik sordn ezen arginin molekuldkkal kell versengeniiik a kotéhelyre
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vald ,,bejutds” érdekében. Masrészt, az arginin molekulak jelenlétébdl adodo pozitiv toltések
nagyobb denzitasa megvaltoztathatja a kotOhely csucsi részének toltéseloszlasat, ¢és ezaltal
torzulhatnak a C1 domen és a lipidmembranok kozott Kkialakuld koélcsénhatasok
(elektrosztatikus és hidrofob kotések). Az nPKCd ligandkotésének mechanizmuséra iranyuld
részletes strukturalis elemzések ramutattak, hogy a ligand-C1 domén komplexnek a
lipildmembrannal kialakulé kolcsonhatasait (vagyis a membranhoz torténd stabil
asszociaciojukat) meghatarozdé molekularis faktorok kiemelt fontossaggal birnak az effektiv
ligandszenzitivitds vonatkozasaban. Ezen vizsgéalatok alapjan a kotézsebet alkotd két
peptidhurok ,,csticsi” részein elhelyezkedd lipofil természetli aminosavak alapvetd
jelentdségiinek bizonyultak a membranasszociacié (és ezaltal a ligandkotés) tekintetében
[131]. Az izolalt nPKCS Clb domén forbol-13-acetattal alkotott receptor-ligand
komplexének krisztallografids vizsgalata ramutatott, hogy a lipofil természetli ligand
molekula a kotézsebet alkotd (B-lemez szerkezetii) N- és C-termindlis peptidhurkok kézotti
hidrofil arokba illeszkedik be, ezaltal kiszoritva onnan az oldat hidrofil vizmolekulait. A
bekotddés utdn a ligand molekula a kotdzseb ,,csucsi” peremén elhelyezkedd lipofil
aminosavakkal egyutt tulajdonképpen egy folytonos hidrofob felliletet hoz létre. A kialakuld
,hagy kiterjedésti” hidrofob felszin eldsegiti a ligandot k6t6 C1 domén membranba vald
bedgyazodasat, igy a ligand-C1-membran harmas komplexének stabil Iétrejottét. A komplex
tovabbi stabilizaloddsdhoz hozzajarulnak azon pozitivan toltétt aminosav molekulék is,
melyek kozvetlenil a csucsi régié alatt helyezkednek el, és a membran anionos
foszfolipidjeinek negativan toltétt csoportjaival ionos kdlcsonhatasokat alakitanak ki (az
utobbi megfigyelés magyarazhatja a tipusos C1 doméneknek, a ligandk6tédési
vizsgalatokban tapasztalt, nagyfoku preferencidjat foszfatidil-szerin-tartalmd
membranvezikulumok irant). Ezek alapjan tehat érthetd, hogy a lipidmembran és a
ligandk6t6zseb csucsi részének megfelelé kdlcsonhatasat (vagyis a ligand-C1 komplex stabil
DAG és forbol-észter ligandok iranti affinitasat. Akar a kotShely részleges okkluziojabol
ad6dd kompeticio, akar a kotdzseb csucsi peremének megvaltozott elektrosztatikus
potencialja miatt kialakulo gatolt membranasszociacié okozza az atipusos PKC molekulak
csokkent ligandaffinitasat, annyi bizonyos, hogy a kothely alapvetdé geometriai felépitése
nem zarja ki (teljesen) a ligandkotés lehetdségét. Erre utal azon korabbi megfigyelésink,
hogy amikor az aPKC( és az aPKCi C1 doménjaban (iranyitott mutagenezis segitségével)
kicseréltiik ezen arginin molekulakat az nPKCd azonos pozicidiban talalhaté aminosavakra,

jelentds ligandaffinitast detektalhattunk [24]. (Megforditva pedig, az addig nagy affinitasd
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ligandkotés teljes megsziinését tapasztaltuk, amennyiben ezen arginin molekuldkat a
megfeleld poziciokban az nPKCé Clb doménjaba juttattuk ugyancsak mutagenezis
segitségevel.) Tehat az atipusos PKC izoenzimek C1 doménjat tulajdonképpen tekinthetjik
egy dramaian lecsokkent affinitdsu, de potencidlisan szenzitiv ligandkotd struktiranak. Ezt
tamaszthatjak ala egyes szerzOk azon megfigyelései (valamint sajat vizsgalataink
eredményei), melyek esetében nagyon magas ligandkoncentraciok mellett, bizonyos
kortlmenyek kozott, sikertlt gyenge transzlokaciot kimutatni a vad tipusi aPKC
izoformékkal is [132]. Ezek alapjan felmeriil annak a lehet6sége, hogy amennyiben a Cl
domén alapvet6 struktarajat célzo, nagy affinitast ligandok (DAG, forbol-észterek, bryostatin
stb.) szerkezetének megfelelé kémiai modositasaval sikeriilne olyan vegyiileteket
kifejleszteniink, amelyek a kotdhelyre valdo megfeleld beilleszkedés mellett ezen arginin
molekulékkal is képesek lennének kémiai kapcsolatot létesiteni, Gigy lehet6ségiink nyilna
olyan ligandok kifejlesztésére, amelyek nagy szelektivitast mutatnak az aPKC izoformék C1
doménje irant. Ezirdnya vizsgalatok vegyész munkacsoportokkal eggyiittmiikddésben
jelenleg is folynak laboratériumunkban.

Az intenziv kutatomunka eredményeképpen ugyanakkor az aPKC(-n és az aPKCi-n
Kiviul a jovoben valosziniileg szamos egyéb, a ligandkotés szempontjabol megfeleld(nek
tiné) C1 geometriaval rendelkezd, atipusos csoportba sorolt szignal-protein (pl. Vav,
RasGRP2) DAG-szenzitivitasanak pontos feltérképezésére nyilik lehetdségiink. Az eziranyt
vizsgalatok hdrmas haszonnal kecsegtetnek:

1. A Cl domén ligandkotédés szempontjabol fontos strukturalis determinansainak
részletesebb megismerése segitségiinkre lehet abban, hogy az alapvetd
sejtfolyamatokat (proliferécid, differencialodas, tumorgenezis) kontrollalé nagyszamu
DAG-szenzitiv molekula esetében feltérképezzilk azokat a finom szerkezeti
kiilonbségeket, amelyek erésen konzervalodott C1 doménjaikat megkilonboztethetik
egymastol. Ez megteremtheti annak a lehet6ségét, hogy az egyes protein csaladok
(s6t, pl. a PKC enzimek esetében, az egyes alcsaladok izoenzimjeinek)
enzimaktivitasat a C1 doménen keresztiil, szelektiven befolyasolhassuk.

2. A DAG-szignalizacios utvonal komplex halozatanak melyebb és részletesebb
megismerésére nyilik lehetOségiink azaltal, hogy olyan 1j szignal-proteineket
azonositunk, amelyek funkcidja DAG-gal modulédlhat6. Egyes proteinek esetében
felmeriilhet, hogy aktivitasuk DAG altal torténé modifikacioja eltér attol a
konvencionalis mechanizmustél, amelyben a DAG szerepe az enzimek

lipidmembranokba val6 transzlokacidja és ezaltal szubsztratjaik targetalasa. Szamos
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C1 doménnel rendelkezd protein esetében vetddott fel ugyanis a domén lehetséges
szerepe protein-protein interakciok szabalyozasaban [13]. Ezen intermolekularis
kapcsolatok DAG altal valo lehetséges befolyasolhatosagardl jelenleg nem
rendelkeziink kielégité ismeretekkel, hiszen a DAG szenzitivitds megitélésére
irdnyulo kisérletek klasszikusan a DAG-Cl-membranlipid harmas komplexének
vizsgalatan alapulnak.

3. Az atipusos Cl doménnel rendelkez6 molekuldk ligandaffinitdsanak pontos
feltérképezése megteremtheti az alapjadt olyan 0 farmakonok kifejlesztésének,
amelyeket a tipusos C1 ligandumok (DAG, forbol-észterek, indolaktamok,
képesek lehetnek nagy affinitassal (és adott esetben nagy szelektivitassal) kotodni a
megfeleld geometriaval rendelkezé atipusos Cl1 doménekhez. Ezéltal 0j lehetdség
kinalkozhat azon atipusos C1 doménekkel rendelkezé szignal-proteinek funkcidjanak
intramolekularis szabalyozé elemeként funkcional.

Az aPKC alcsaladba tartozé izoenzimeken Kivil, laboratériumunkban jelenleg négy
atipusos C1 doménnel rendelkezd protein esetében folynak a ligandaffinitds tisztazasara
irdnyulod intenziv kutatasok. Az egyik ezek kozul a RasGRP2 molekula, amely a RasGRP
csaladba tartoz6 harom masik izoenzimt6l (RasGRP1, RasGRP3 és RasGRP4) eltéréen nem
rendelkezik kimutathaté DAG/forbol-észter affinitassal, annak ellenére, hogy C1 doménja
nagyfoku homologiat mutat a tébbi izoenzim C1 doménjaval. A masik harom protein a Vav
csaladba tartoz6 Vavl, Vav2 és Vav3 izoenzim, amelyek kozul a Disszertacioban a Vavl-

gyel kapcsolatos eredményeinket szeretném bemutatni.

A Vavl molekula

A Vavl bioldgiai funkcidja

A Vavl protein egy sokoldalu intracellularis szignal-transzducer molekula, amely
kdzponti szerepet jatszik szamos jelatviteli Gtvonal regulaciojaban. A Vavl legfontosabb és
legjobban jellemzett funkcidjat a guanin nukleotid kicserélé (guanine nucleotide exchange,
GNE) enzimatikus aktivitasa jelenti, amelynek segitségevel részt vesz a Rho/Rac csaladba

tartoz6 kis GTPazok funkcidjanak szabdlyozasdban. Ezaltal olyan alapvetd fontossagu
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szignaltranszdukcios Gtvonalakat képes aktivalni, amelyek részt vesznek, tébbek kozott, a
citoszkeleton organizaciojanak, a sejtciklus progresszidjanak, a génexpresszionak, az
adhézidnak, a migracionak, valamint a sejtosztddasnak és a sejthalalnak a szabalyozasaban
[133-135]. A Vavl, katalizator funkcidja segitségével, eldsegiti a Rho/Rac proteinekhez
kapcsoldédd GDP molekuldk kicserélodését GTP molekulara, amelynek hatdsara ezen
proteinek inaktiv (GDP-kotott) konformacioja megvaltozik és enzimatikusan aktiv (GTP-
kotott) konformaciot vesznek fel. A Rho/Rac csalad tagjai kézil a Vavl nukleotid cseréld
aktivitasanak elsddleges célpontjat a Racl molekula jelenti [136], de a legfrissebb kutatasok
alapjan bebizonyosodott, hogy (kisebb mértekben) a Cdc42 és a RhoA proteinek funkcidjat is
vehet nukleotid cseréld aktivitasatol fiiggetlen modon. Ezekben az esetekben szabalyozo
szerepét protein-protein interakciok elésegitése révén fejti ki, mialtal fontos adapter
funkciokat tolt be [138].

A Vav csalad emlésokben harom tagb6l all (Vavl, Vav2 és Vav3), amelyek erésen
konzervalddott struktaraval rendelkeznek. A Vavl izoforma expresszidja szinte kizardlag
csontveldi eredetli sejtekben mutathatd ki, azonban a masik két izoforma szamos egyéb
sejtféleségben kifejezddik, gyakorlatilag ubikviternek tekintheté [139-142]. A csontvel6i
eredetli sejtekben a Vavl kozponti szerepet jatszik az aktin sejtvaz extracelluléris szignalok
hatasara bekovetkez6 atépiilési folyamatainak szabalyozasaban. T-lymphocytakban példaul a
T-sejt-receptorok (TCR) aktivalasa a Vavl GNE funkcidjanak aktivalasan keresztiil (Racl
altal iranyitott) citoszkeleton reorganizaciét indukal. Ennek a eseménysornak alapvetd
jelentdsége van az Gn. immunoldgiai szinapszis létrejottében és a T-lymphocytak megfelel6
aktivaciojaban [134,143]. Az immunrendszer mas sejttipusaiban még szamos egyéb receptor
fel6l aktivalhatok a Vavl-et involvalo szignaltranszdukcids utvonalak. A teljesség igénye
nélkal ilyen receptorok példaul a B-sejt receptorok (BCR), az FcRI, a kiillonb6zé citokin és
kemokin receptorok, valamint az integrin receptorok és a Natural Killer (NK) receptorok. A
citoszkeleton atépulését iranyitod jelatviteli folyamatok szabalyozasan kivil a Vavl molekula
képes ezen csontvel6i eredetii sejtek génexpressziojat is kontrollalni, olyan transzkripcios
faktorok aktivitasanak kozvetlen szabalyozasa altal, mint pl. az NFAT (Nuclear Factor of
Activated T-cells), az AP-1 (Activator protein-1) és az NF-kB (Nuclear Factor- kB)
[133,135,138,144]. Ezenfelll a Vav1-rél bebizonyosodott, hogy alapvetd szerepet jatszik a T-
lymphocyték differencidlddasi folyamataiban is, mivel Vavl ,knock-out” egerekben ezen

érési folyamat nem zajlik le megfeleléen a thymus allomanyaban [145].
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utobbi évek kutatasai alapjan a nem-haemopoetikus eredetii solid tumorok patogenezisében is
felmerult [146], bar a molekula pontos funkcidja ezen folyamatokban nem egyértelmiien
tisztazott. A Vavl protein N-terminalison deletalt fragmentumardl (65 aminosav delécidja a
teljes fehérjéhez képest) bebizonyosodott, hogy NIH-3T3 fibroblastokban onkogénként
funkcional, hiszen képes volt neoplasztikus transzformaciot indukalni a VVavl-el transzfektalt
sejtekben [142]. Ugyanakkor, eddig egyetlen human tumorban sem sikerllt onkogén
potenciallal rendelkez6, mutans Vavl-expressziot kimutatni. Mindazonaltal, a legujabb
kutatasi eredmények az ectopias lokalizaciokban (olyan sejtféleségekben, ahol fiziologias
koriilmények kozott egyébként nem fejezddik ki) aberrdnsan expresszalodd, vad tipusu
molekula patogenetikai szerepére hivjak fel a figyelmet a human malignomék kialakulasanak
¢és progressziojanak eseménysoraban. A Vavl kifejezédését kimutattdk tobbek kozott
neuroblastomékban, a pancreas ductalis adenocarcinomajaban és melanomakban [147-150].
Bar a molekula tumorgenezisben betoltétt patogenetikai funkciojanak molekularis
mechanizmusa jelenleg még nincs pontosan feltérképezve, valdsziniinek tlinik, hogy az
ectopias Vavl-aktivacio olyan jelatviteli kaszkadokat indit el, amelyek a fokozott
sejtproliferacionak kedveznek, illetve eldsegitik a tumorosan transzformalt sejtek tulélését és

“ sz

GTP-azok aktivitdsanak szabalyozasan keresztul).

A Vavl molekula szerkezete és az enzimaktivitas szabalyozasa

A Vavl szerkezeti felépitésében szamos kiillonbozd funkciot betdltd strukturalis elem
talalhatd6 meg [133], amelyek jelenléte magyarazatul szolgalhat a molekula rendkivil
sokoldall szabalyoz6 szerepére a jelatviteli folyamatokban (3. abra). A Rho/Rac csalad kis
GTP-4azainak nukleotid cseréjét katalizalo enzimatikus aktivitasért a DH (Dbl homology)
domén a felel6s [136]. A DH domeént az N-termindlis oldalon az an. Ac régio (savas (acidic)
karakterli aminosavakat tartalmaz6 régio), valamint a CH (calponin homology) domén
hatarolja. A molekula C-terminalis vége felé haladva pedig a PH (pleckstrin homology) és a
C1 doméneket talaljuk. A DH domént koriilvevé strukturdlis elemekrdl bebizonyosodott,
hogy a GNE aktivitast szabalyozzak [146]. Ugyanakkor a Vav enzimek felépitése egyedilallé
a Rho/Rac proteinek funkciojat szabalyz6 GEF-ek kozott, mégpedig azért, mert az exchange
aktivitasért és annak szabalyozasaért felel6s doméneken (CH-C1 région) kivil, a molekula C-

terminalis vegén, tartalmaz egy SH2 (src homology domén 2) és SH3 (src homology domén
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3) doménekbdl allo régiot is. Ezen, a fehérje-fehérje interakciokat facilitalo domének
jelenléte tirozin-foszforilacidés ttvonalak jelatviteli molekulaira jellemz6. Az SH2 domén
segitségevel a Vavl molekula egyéb proteinek foszforilélt tirozin oldallancaihoz képes
kapcsolodni, az SH3 domén pedig bizonyos prolinban gazdag aminosavszekvenciakat képes
felsimerni, igy azokhoz kapcsolni a Vavl molekulat [144]. Ez a C-terminalisan elhelyezkedd,
SH3-SH2-SH3 felépitésti alegység tehat megteremti annak a lehetdségét, hogy a Vav
proteinek (a GEF-ek kozott egyedilallé mddon) részt vegyenek szdmos olyan
szignaltranszdukcids Utvonalban, amelyekben a fehérje-fehérje interakciokon keresztil
»scaffold” funkciokat lathatnak el [138].

GDP/GTP kicserélo (GEF) aktivitas Adapter funkciok

< ~ <
= - ~ -~

Regulatérikus R
Ca?* Tirozinok PI3K termékek Membran-

regulacié? {—\ kitése? asszociacio?

0 YYY S~

N N p

GEF aktivitas GEF aktivitas

szabalyozasa szahalyozasa
GEF Kitodes
pTyr-hoz
Inaktiv Aktiv

[ Citoszkeleton ateplilése } [GEF-t(jI fliggetlen funkciék}

3. abra: A Vavl protein elsodleges szerkezetének kialakitisaban részt vevd strukturdlis domének
sematikus diagramja és az egyes domének szabalyozo funkciéja. CH: ,,calponin homology” domén,
Ac:,,acidic” régio, DH: ,,Dbl homology” domén, PH: ,,pleckstrin homology’domén, C1: C1 domén,
SH2/3: ,,src homology” domén 2/3. Az egyes domének funkcidinak leirasat lasd a szdvegben. pTyr:
foszfo-tirozin, Pro: prolin, GEF: guanin nukleotid ,,exchange” faktor, Rho: kis GTP-az molekulacsalad
(RhoA, Racl, Cdc42), PI3K: foszfatidilinozitol-3-kinaz.
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A Vavl molekula nuklotid cseréld aktivitasat szamos faktor képes befolyasolni és
szabalyozni. Talan az egyik legfontosabb tényezd a tirozin foszforilacid, amely az Ac
régidban talalhatd (erésen konzervalodott) tirozin (Tyr'™*) molekulan jatszodik le [151,152].
A Tyrt™ -foszforilacié meghatarozd szerepet jatszik a Vavl molekula tirozin kinazok éltali
aktivalasaban. A kozponti jelentdségii tirozin molekula a csalad mindharom tagjaban (Vavl,
2, 3) megtalalhaté a struktdra identikus helyein. Az Ac région beliil egy olyan a-helikalis
szerkezetli peptidszakaszon helyezkedik el, amely szamos intramolekularis kontaktust tart
fenn a DH domén szubsztratkotdé régidjaval, ezaltal (a PKC-k esetében leirt
pszeudoszubsztrat régidval analog modon) tulajdonképppen elfedi ezt a terlletet a kis GTP-
azok el8l, megakadalyozvan azok effektiv kotését (autoinhibicio). A Tyr'"* foszforilaci6ja
olyan intramolekularis konformacios valtozasokat indukal, amelyek hatasara ezen a-hélix
eltavolodik a DH domén szubsztratkoté régiojatol, igy a DH domén felszabadul az
autoinhibicio alol; ezaltal képes lesz a szubsztrat molekulakkal kapcsolatot Iétesiteni es a
GDP/GTP csere altal azokat aktivalni [153].

Bar a pontos mechanizmus részletes feltérképezése még varat magara, a PH doménrél
ugy tartjék, hogy a PI3K (foszfatidilinozitol-3-kindz) Gtvonalon keletkez6 lipid mediatorok
hatdsara képes a Vavl aktivitast allosztérikus modon befolyasolni, illetve a molekula
membranba torténd lokalizacidjat elésegiteni. A foszfatidilinozitol-3,4,5-trifoszfat (PI1P3)
bekotédésének hatasara (in vitro vizsgalatokban) a GNE aktivitds mérsékelt ndvekedeset
talaltdk, mig a foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat (PIP;) kotdédése ezzel ellentétes modon
befolyasolta az enzimaktivitast. Ezen Kkisérletek alapjan tehat feltételezhet6, hogy a
kiilonbozd intracellularis lipidmedidtorok megkotése (a PH domén altal) eltérd6 modon
befolyasolja a PH domén és a DH domén kozott fennallé intramolekuléris kapcsolatokat (a
PIP; fokozza a két domen kozotti asszociaciot, mig a PIP, a disszociaciot segiti el6), ezaltal
ellentétes hatast gyakorolva a DH domén szubszratkotOhelyének hozzaférhetdségére és a
Rho/Rac proteinek irdanyaban megvaldsuld exchange aktivitasra [154-156]. Mindazonaltal a
PH domén szabalyozé funkciojara iranyuld kutatasok nem mentesek az ellentmondasoktol,
ezért annak részletes és pontos megismerése tovabbi vizsgélatokat igényel.

A molekula N-terminalis végén elhelyezkedé CH doménrdl szintén azt feltételezik,
hogy autoinhibitorikus funkcidval birhat, mivel ezen szakasz (parcialis vagy teljes) delécidja
jelentésen fokozza a molekula enzimatikus aktivitasat [140,157]. A CH domén regulatérikus
funkciojat leir6 modellek ezek alapjan az enzimaktivitds (CH domén &ltali) gatlasat azzal
magyarazzak, hogy a CH domén intramolekularis kapcsolatokat létesit a C1 doménnel, és

ezen kotddés hatasara a molekula egy olyan ,,zart", hurokszeri konformaciot vesz fel, amely
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tulajdonképpen a molekula belsejébe zarja a DH domént, igy annak szubsztratkotd régidja
fedésbe kerll. A modell alapjan tehat a CH és a C1 domének kozotti interakciok tovabb
stabilizalhatjak az Ac régio kritikus a-hélixe és a DH domén kozott fennallé intramolekularis
kotéseket, amelyek egydttesen allosztérikusan gatoljak a szubsztratok bekotédését, és ezaltal

(foszforilalatlan Tyr'™ esetén) inaktiv allapotban tartjak a Vavl molekulat [152,158].

A Vavl molekula C1 doménja

A Vav proteinek egy tovabbi aspektusban is kilonleges molekuldknak szdmitanak a
GEF proteinek népes tabordban; ugyanis ez az egyetlen GEF enzimcsalad, amelynek
szerkezeti felépitésében megjelenik a C1 domeén. Raadasul Gjabb kutatasi eredmények alapjan
ugy tlinik, hogy a domén alapvetd fontossagli szerepet jatszik a Vav funkcidjanak
szabalyozédsdban. Az enzimaktivitds (fent emlitett, CH-C1 interakciok altal megval6sulo)
allosztérikus gatlasan tul a kisérletes adatok szamos egyéeb olyan mechanizmusra vilagitanak
ra, amelyeken keresztil a C1 domén a Vavl enzimaktivitdsat szabalyozhatja. Iranyitott
mutagenezist alkalmazd vizsgalatok segitségével példaul kimutattdk, hogy a C1 domén
alapvet6 fontossaggal bir a megfelelé exchange aktivitas fenntartdsaban, hiszen ezen régiot
érinté mutaciok (egyes esetekben) dramaian lecsokkentették a Rho/Rac proteinek iranyaban
mutatott enzimaktivitast [152,159]. Ezek alapjan olyan feltételezések/modellek is napvilagot
lattak, melyek szerint a C1 domén tulajdonképpen képes kozvetleniul kapcsolatba Iépni a
Vav-szubsztratokkal. Ezek értelmében a GTP-4z molekulak C1 altali megkdtése lehetne az
alapja a domén Vav-aktivitast szabalyozo funkciojanak [160]. Mindazonaltal a legfrissebb
kutatasok eredményei nem tadmasztjak ald ennek a modellnek a létjogosultsagat.
Nagyfelbontasu rontgenkrisztallografias mérések altal egészen (j betekintést nyerhettiink a
Cl domén regulatorikus szerepébe [137,161]. A Vavl protein (Ac)DH-PH-C1
fragmentumanak Racl-el alkotott kristalyos komplexét vizsgalo térszerkezeti analizis alapjan
egy kilonleges intramolekularis kapcsolati rendszer jelenlétére dertlt fény a PH-C1 régio és a
DH domén kozott. Ugy tiinik, hogy ezen intramolekularis kotések legfobb funkcidja abban
all, hogy segitenek stabilizalni egy, a DH doménben elhelyezkedd, kritikus strukturdlis
helikalis peptidszakasz intermolekularis kotések segitsegével kontaktusba lép a Racl
molekula erésen konzervalt szerkezetii, Un. ,switch 11” régiojaval. A két protein kozotti
intermolekularis kontaktusok kialakulasa alapvetd szerepet jatszik a (Racl-hez annak inaktiv

allapotaban kot6dé) GDP molekula Racl-r6l torténé levalasztasaban. Ezek alapjan tehat agy
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tlinik, hogy a C1 domén (a korabbi nézetekkel ellentétben) nem vesz részt kozvetleniil a
szubsztrat molekula (Racl) megkotésében, hanem (a PH doménnel kdzdsen) a DH doménnel
Iép kozvetlen kapcsolatba és korlatozza a domen bizonyos peptidszakaszainak (féként az a6
hélixnek) strukturélis flexibilitdsat. Ezaltal stabilizdlja a DH domén azon konformacios
allapotat, amely sziikséges a Racl molekulaval torténd interakcidok hatékony kialakulaséhoz
¢s a megfeleld enzimatikus aktivitashoz.

A krisztallogréafias elemzések tovabbi fontos adatokkal is szolgéltak a Vavl molekula
Cl domén struktirajat illetben. Az adatok egyértelmiien azt mutattdk, hogy a Cl1 domén
rendelkezik egy ligandkoté zsebbel, amely alkalmas lehet egy kis molekula befogadéasara. A
mérések egyuttal meglepd hasonlosagot talaltak a Vavl C1 és a nagy ligandszenzitivitassal
bird nPKCS Clb szerkezeti felépitése kozott [137]. Ugy tiinik tehat, hogy a ligandkotdhely
geometridja a Vavl esetében sem z&rnd ki a DAG vagy egyéb C1 ligandumok (forbol-
észterek, bryostatinok) kotédését. Ugyanakkor, kordbbi Kisérletek tantsaga szerint, a Vavl
nem kepes DAG/forbol-észter koteésre, hiszen tisztitott Vavl molekulak affinitasvizsgalata
soran ultraszenzitiv anyagok (radioaktivan jelélt [*H]Bryostatin) felhasznalasaval sem
sikeriilt ligandkotést kimutatni még olyan Kisérleti elrendezés mellett sem, amely alkalmas
volt nagyon gyenge szenzitivitas kimutatasara is [162]. Ezen kisérletek alapjan a Vavl
molekula C1 doménjét az atipusos (DAG/forbol-észter szenzitivitassal nem rendelkezd) C1
domének csoportjéba soroltak [13].

A fentiek alapjan ugyanakkor szdmos kérdés fogalmazodik meg. Mi lehet az oka a
rontgenkrisztallografids adatok és a ligandaffinitast célzd vizsgalatok kozott fennalld
latszdlagos ellentmondasnak? Lehetséges volna, hogy az aPKC-k esetében tapasztaltakhoz
hasonloan léteznek egyéb faktorok, amelyek a kotohely megfeleld geometriai felépitése
ellenére is akadadlyozzdk a ligandkotddést? Amennyiben sikeriilne ezen faktorokat
azonositanunk, ugy (az aPKC( és az aPKCt mellett [24]) a Vavl esetében is lehet6ségiink
nyilhat olyan modositott szerkezetii DAG/forbol-észter-analogok Kkifejlesztésére, amelyek
képesek lehetnek a Vavl Cl1 struktirahoz vald szelektiv kotddésre. A ligandszenzitivitas
strukturalis determinansainak részletes vizsgalata kilondsen azon megfigyelések fényében
kecsegtet értékes eredményekkel, melyek szerint a Vavl C1 doménjanak ligandkotd zsebe a
DH domén azon (fent emlitett) a-hélixének a kozvetlen szomszédsagaban helyezkedik el,
amely az enzimaktivitds szempontjdbol meghataroz6 intermolekularis kapcsolatokat
azzal a kovetkezménnyel is jarhat, hogy ezen szoros intermolekularis kapcsolatok

felbomlanak, igy a Vavl enzimatikus aktivitasa lecsokken. Vajon elképzelhet6 lenne, hogy
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egyes DAG/forbol-észter-szarmazékok megfeleld affinitassal kotddjenek a Vavl Cl
kotéhelyére és ezaltal befolydsoljak annak enzimatikus funkcidjat? A Vavl molekula
immunoldgiai folyamatokban betdltott fizioldgias szabalyozd funkcidjanak, valamint egyes
malignomdk esetében felmeriild lehetséges patogenetikai szerepének ismeretében, az
enzimaktivitas befolyasoldsanak 1j, potencidlis lehetOségei kozvetlen farmakoterapias
haszonnal kecsegtetnek a gyogyitas olyan teriletein, mint peldaul az immunszuppressziv

kezelés, valamint a daganatellenes terapia.
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CELKITUZESEK

Az epidermist alkotd keratinocytak esetében nagyszamu adat tamasztja ala az egyik
legjelentdsebb (és sokaig egyediilallonak tartott) DAG effektor molekulacsalad, a PKC
enzimrendszer meghatarozé szerepét a sejtek alapvetd Dbiologiai  funkcidinak
szabalyozasaban; a folyamatok részletes megismeréséhez tobbek kodzott laboratdriumaink
korabbi kiserletes eredményei is hozzajarultak [20,50,52,63,68,74]. Jelen kisérleteink elsd
feleben azt a célt tiztik magunk elé, hogy feltérképezziik a PKC rendszer szerepét a
faggyamirigyek funkciojat meghatarozo jelatviteli folyamatok szabalyozésidban, amelyrdl
korabbi irodalmi adatok nem alltak rendelkezésre. A normal huméan faggyumirigy sejtjeinek
j6 modelljéll szolgald [126], immortalizalt SZ95 sebocyta sejtvonal felhasznalasaval az

alabbi specifikus kerdesekre kerestiik a valaszt ezen kisérletsorozatunk soran:

1. Milyen protein kindz C izoenzimeket expresszalnak a huméan SZ95 sebocytak?

2. A PKC rendszer farmakologiai befolyasolasaval sikerll-e kimutatnunk a PKC
rendszer funkcionalis szerepét az SZ95 sebocytak olyan alapvetd sejtfolyamatainak
szabalyozasaban, mint a sejtek proliferacioja, differencialédasa (lipidtermelés), illetve
a sejtek életképességét meghatarozo6 apoptotikus és nekrotikus folyamatok?

3. Molekularis  biologiai  modszerek  (szelektiv  géncsendesités)  segitségével
azonosithatdk-e az enzimcsalad egyes tagjainak izoforma-specifikus funkcidi?

4. A faggyumirigyek esetében fontos patogenetikai faktornak tartott, gyulladasos
prekurzor molekula, az AA altal kivaltott sejthatdsok szignaltranszdukcios

utvonalaban vajon szerepet jatszhatnak-e a PKC enzimcsalad egyes tagjai?

Laboratoriumaink masik fontos érdeklédési teriilete a PKC rendszer és az Gjonnan
azonositott egyéb DAG effektor proteinek (PKD, RasGRP, MRCK) C1 domeénen keresztili
szelektiv farmakoldgiai befolyasolasanak vizsgalata; valamint Uj, potencidlis DAG targetként
miikodé jelatviteli fehérjék azonositasa és jellemzése [24,163]. Ezen vizsgélatsorozatokhoz
kapcsolodva, jelen kisérleteink masodik felében az volt a célunk, hogy tanulmanyozzuk az
immunsejtekben sokoldalt szabalyozé funkcidval bird, GEF molekulaként a citoszkeleton
atépllésében kdzponti szerepet jatsz6 Vavl molekula [133] DAG/forbol-észterek iranti
szenzitivitasanak lehet6ségét. Az in vitro ligandkotodési vizsgalatok, a rekombinans

géntechnoldgia (molekularis klonozas, iranyitott mutagenezis), valamint a szamitogépes
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molekulamodellezés eszkoztarainak szdmos elemét felhasznalva az alabbi kérdésekre
kerestiink magyarazatot:

1. A Vavl molekula rekombinans technologiaval létrehozott, izolalt C1 doménje adott
korilmények kozott rendelkezik-e kimutathatdé DAG/forbol-észter szenzitivitassal?

2. Szémitdgepes molekulamodellek segitsegével megallapithato-e, hogy milyen
strukturdlis determinansok allhatnak a Vavl C1 domén csokkent/hianyzo
ligandszenzitivitasdnak hatterében?

3. lIrényitott mutagenezis segitségével pontosan beazonosithatdk-e a ligandkot6hely
kozelében taladlhatd mindazon aminosavak, amelyek felelések lehetnek a Vav C1l
csokkent/hianyzé ligandaffinitasaert?

4. A receptor struktira csokkent/hidnyzé ligandkotéséért felelés molekuléris faktorok
figyelembevételével lehetséges-e olyan Uj, szintetikus DAG analogok kifejlesztése,
amelyek képesek lehetnek nagy affinitassal kdtddni az ezen aminosavak jelenléte altal
meghatarozott ligandkot6helyre, ezaltal Vavl C1 domén-szelektiv ligandként

funkcionéalva?
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Felhasznélt anyagok

Az SZ95 sebocytakon végzett farmakolOgiai kisérletek soran, a PKC rendszer
funkcionalis vizsgalatahoz az alabbi farmakonokat hasznaltuk fel: a PKC aktivator forbol-12-
mirisztat-13-acetatot (PMA), az altalanos PKC inhibitor GF109203X-et (GF) (mindkettd
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), a ,klasszikus” csoport (cPKCa, B, y) specifikus
gatloszerekent alkalmazott G66976-ot (G6), valamint a ,,novel” csoport & izoformajanak
(nPKC?9) szelektiv inhibitorat, a Rottlerint (utobbi kett6: Calbiochem; Nottingham, Egyesult
Kiralysag). Ezen farmakologiai vizsgalatok soran alkalmazott arachidonsav (AA) szintén a
Sigma-Aldrichtdl szarmazott.

A LNCaP sejtek felhasznéldsaval elvégzett transzlokacios kisérletek soran hasznalt
PMA az LC Laboratories-tol (Woburn, MA, USA) szadrmazott. A ligandkotédés vizsgalata
soran hasznalt jel6letlen forbol-12,13-dibutiratot (PDBu) az LC Laboratories-t6l, a radioaktiv
tricium izotoppal jelzett PDBu-t ([20-°H]PDBuU) pedig a Perkin Elmer Life Sciences-tdl
(Waltham, MA, USA) szereztik be. A foszfatidil-L-szerint (PS) és a foszfatidil-kolint (PC)
az Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) biztositotta szamunkra. A
baktériumtenyesztéeshez hasznalt anyagok (LB Broth médium, kilonféle szelekcios
antibiotikumot tartalmaz6 LB agar taptalajok, stb.) a K-D Medical, Inc.-t6]1 (Columbia, MD,
USA) szarmaztak. A PCR-kl6nozés, a szekvenciaanalizis, valamint az irdnyitott mutagenezis
sorén felhasznalt oligonukleotid primereket a Life Technologies-t61 (Grand Island, NY, USA)
szereztuk be.

A Western immunoblot és az immuncitokémia soran poliklonalis, nyulban termeltetett
elsddleges antitesteket hasznaltunk. A cPKCa, BI, BIL y; az nPKCe, n; az aPKC(, és a PKD-
PKCp izoformék elleni antitestek a Sigma-Aldrichtdl szarmaztak. Az nPKC9 ¢és 0, valamint
az aPKCM7 elleni specifikus antitesteket a Santa Cruz Biotech-t6l (Santa Cruz, CA, USA)
szereztik be. Laboratériumunk korabbi vizsgalatai soran valamennyi antitest specifikusnak
bizonyult az adott PKC izoformat illetéen [31,32]. A PKC-ellenes antitestek specificitdsdnak
kimutatasahoz ezenfelll izoforma-specifikus blokkolé peptidekkel (Sigma-Aldrich és Santa
Cruz) torténé eldinkubaciot hasznaltunk, amely minden esetben megakadalyozta az
immunfestédést (adat nincs feltiintetve). Mindemellett, az egyes PKC izoformak expresszios

szintjének kvantitativ meghatarozasa soran bels6 kontrollként a haztartasi géntermék,
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citokrom-C fehérje kifejez6dési szintjét is meghataroztuk Western blot segitségével, nyulban

termeltetett, poliklonalis citokrom-C ellenes (Santa Cruz) antitest felhasznalasaval.

Sejttenyésztés

A human faggyumirigybdl szarmazdé SZ95 sejteket Sebomed Basal Medium-ban
(Biochrom, Berlin, Németorszag) tenyésztettiik, amelyet 10%, hdvel inaktivalt embrionalis
borju szérummal (FBS) (Life Technologies), 1 mM CaCl,-dal, 5 ng/ml human rekombinans
epidermalis novekedési faktorral (Sigma-Aldrich), valamint 50 IU/ml penicillinnel és 50
pug/ml streptomycinnel (mindketté Teva, Debrecen, Magyarorszag) egészitettiink ki. A
tenyésztést 5% CO, tartalmu légtérben, 37 °C-on végeztik. A tapoldatot kétnaponta
lecseréltlik, és a sejteket a 80-90%-0s konfluencia szint (szubkonfluens allapot) elérésekor
passzaltuk (megelézvén ezaltal termindlis differencidlodasukat).

A transzlokacios kisérletekhez human prosztata adenocarcindmabol szarmazé LNCaP
sejtvonalat hasznaltunk, amelyet az American Type Culture Collection-t61 (ATCC;
Manassas, VA, USA) szereztink be. A sejteket 10% FBS-sel és 2 mM L-glutaminnal
kiegészitett RPMI-1640 médiumban tenyésztettiik (mind ATCC), 5% CO, tartalmu
legtérben, 37°C-on. A LNCaP sejtek passzalasa es tapoldataik cseréje a sebocytak esetében

emlitett elvek szerint tortént.

Western immunoblot

A sejttenyészetet jéghideg foszfat-pufferben (PBS) mostuk, lizis pufferben (20 mM
Tris-HCI, pH 7,4, 5 mM EGTA és proteaz inhibitor keverék 1:100 aranyu higitasban; mind a
Sigma-Aldrichtdl) homogenizaltuk, majd jégen ultrahangos feltarast (szonikalast) végeztink.
A lizatumok proteintartalmanak meghatarozasa maodositott BCA protein assay segitségével
tortént (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA). A protein koncentraciok
ismeretében Osszeallitottuk a mintainkat, majd natrium-dodecil-szulfat (SDS) mintapufferben
(10% glicerin, 2% SDS, 62 mM Tris, 20 mM ditiotreitol, 0,002% bromfenolkék és 5% -
merkaptoetanol; mind Sigma-Aldrich) 10 percig fézve 100°C-on denaturdltuk azok
fehérjetartalmat. Az igy elkészitett mintakbol azonos mennyiségeket felhasznalva SDS
poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE) [164] végeztiink, 100 V konstans fesziltségen.
A gélelektroforézishez 10%-o0s g@élt készitettlink, amelyre 30-50 pg protein/valya
mennyiségben vittiik fel mintainkat. Ezutdn a gélben 1év6 proteineket nitrocelluloz

membranra transzferaltuk (Whatman, Maidstone, Egyesilt Kirdlysag) 100 V konstans
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fesziiltségen, majd a membran szabad kotéhelyeit 5% zsirmentes tejport tartalmazo PBS-sel
30 percig blokkoltuk. Ezutan a felvitt molekulasuly-indikator alapjan a membranokat a 40
kDa alatti savban a futdsi irdnyra merdlegesen két részre valasztottuk. A 40 kDa felletti
tartomany membranrészletét ezutan a fent emlitett PKC-ellenes els6dleges antitestekkel
inkubaltuk 5%-os tejport tartalmazo PBS-ben (higitas:1:100-1:1000), egy éjszakan at 4°C-o0s
homérsékleten. A 40 kDa alatti proteineket tartalmaz6é membranszakaszt pedig a fent emlitett
citokrom-C ellenes antitesttel jeldltik meg (higitas:1:50), a PKC antitestek esetében hasznalt
modszer szerint. Az inkub&cié utdn a membranokat 30 percig PBST (0.1% Tween-20
tartalmd PBS oldat; Sigma-Aldrich) oldatban mostuk, majd kecskében termeltetett, torma-
peroxidazzal (HRP) konjugélt, nydl immunglobulin Fc-szakasza elleni masodlagos antitesttel
(Bio-Rad, Life Science, Hercules, CA, USA) 1 6ran at szobahémérsékleten inkubaltuk dket
(higitas: 1:1000, 5% tejport tartalmazé PBS oldatban). Ujabb 3 x 15 perc PBST-ben torténd
mosas utan az immunjeleket kemilumineszcens SuperSignal® West Pico Chemiluminescent
Substrate kit (Thermo Fisher Scientific) segitségevel tettiik lathatova, LAS-3000 Intelligent
Dark Box (Fujifilm, Toki6é, Japan) készilék felhasznédldsaval. A kapott immunjelek
szemikvantitativ denzitometrias analizisét Image Pro Plus 4.5.0 szoftver (Media Cybernetics,
Silver Spring, MD, USA) felhasznalasaval végeztik. A PKC-specifikus immunjelek
intenzitdsat az azonos kisérletben meghatarozott citokrom-C jelintenzitas értékeére
normalizaltuk, majd a kontroll (kezeletlen, illetve nem-transzfektalt sejtekbdl szarmazo

mintdk PKC expresszidja) szazalékaban kifejezve szamszertsitettiik.

A PKC rendszer vizsgalata immuncitokémia és konfokalis mikroszkopia segitségével

Az egyes PKC izoenzimek expresszidjat immuncitokémia segitségével vizsgéltuk az
SZ95 sebocytdkban. Az izoenzimek szubcellularis lokalizacidjat immunfestést kovetd
konfokalis mikroszkopiaval detektaltuk a megfeleleld farmakoldgiai kezelések utan. Az SZ95
sebocytakat 24-1yuk tenyésztéedényekben, steril fedélemezekre szélesztettiik és 60-70%-0s
konfluencia eléréséig tenyésztettiik 6ket. (Az egyes izoformak szubcellularis lokalizaciojanak
vizsgalata soran a kovetkez6 1épés elbtt elvégeztilk a megfelelé farmakologiai kezeléseket
(PMA és AA kezelések; lasd 9. abra), mig az expresszios vizsgalatok el6tt ilyen kezelések
természetesen nem torténtek; lasd 5. abra). Ezutan a sejteket (t6bbszéri PBS-sel torténd
mosast kdvetden) 5 percig 4°C -0s acetonnal fixaltuk, majd 0,1%-o0s, PBS-ben oldott Triton-
X-100 (Sigma-Aldrich) oldattal permeabilizaltuk 10 percig. Ezutan ismét PBS-sel mostuk
sejtjeinket, majd 30 percre 1%-0s BSA oldattal (Sigma-Aldrich) blokkoltuk az aspecifikus
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kothelyeket. A sejteket ezutan 60 percig inkubaltuk 4°C-on a megfeleld6 PKC-izoforma-
ellenes, nyulban termeltetett, elsédleges antitesttel (higitas: 1:100-1:200, blokkol6 oldatban).
Ezutan a fed6lemezeket haromszor mostuk PBS-sel, majd a mintdkat 1 6ran keresztil
inkubaltuk kecskében termeltetett, fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) konjugéalt, nyul
immunglobulin Fc-szakasza elleni méasodlagos antitesttel (37°C, higitas: 1:200 PBS-ben;
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Végul PBS-sel térténé haromszori mosas utan
Vectashield fedémédiummal (Vector Laboratories) fedtilk le 6ket. Az igy feldolgozott
sejtpopuléciokrél  Nikon Eclipse E600 tipust fluoreszcens mikroszkop (expresszids
vizsgalatok; Nikon, Tokio, Japan), illetve Zeiss Laser Scanning konfokalis mikroszkdp
(lokalizéciés vizsgalatok; Carl Zeiss Inc., Oberkochen, Németorszag) segitségével

felvételeket készitettlink.

Kvantitativ ,,real-time” PCR (Q-PCR)

A kvantitativ-polimeraz lancreakciét az ABI PRISM 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) segitségével, 5’ nukleaz assay hasznalataval
vegeztik. A sejtek teljes RNS tartalmat TRIzol (Life Technologies) felhasznalasaval
izolaltuk, a gyarto protokolljanak megfeleléen. A teljes RNS 3 pg-jabol kiindulva 15 U AMV
reverz transzkriptazt (Promega, Madison, WI, USA) és 0,025 pg/pl oligodT primert
(Promega) felhasznalva allitottunk el6 cDNS-t. Az igy eldallitott cDNS-bdl kvantitativ ,,real-
time” PCR segitségével mutattuk ki az egyes PKC izoenzimek specifikus transzkriptjeit. A
PCR amplifikacios reakciot (a kovetkezd) TagMan primerekkel és probakkal végeztiik (assay
ID-k: Hs00176973 ml a cPKCa, Hs00176998 m1 a ¢cPKCpB, Hs00177010 m1 a cPKCy,
Hs00178914 m1 az nPKCos, Hs00178455 ml az nPKCe, Hs00178933 ml az nPKCn,
Hs00234709_m1 az nPKCO, Hs00177051 ml az aPKCC és Hs00702254 sl az aPKCM
esetében), a TagMan Universal PCR Master Mix Protocol-t kdvetve (Applied Biosystems).
Bels6  kontrollként ~a huméan  glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz ~ (GAPDH)
transzkriptjének mennyiségét hataroztuk meg (assay ID: Hs99999905 m1), majd az egyes
PKC izoenzimek relativ génexpresszidjat a GAPDH-ra vonatkoztatva adtuk meg.

Az intracellularis lipidtartalom meghatarozasa

A sebocyték lipidtartalmanak szemikvantitativ vizsgélatahoz a sejteket Oil-Red O
festésnek vetettiik ald (Fluka/Sigma-Aldrich). A sejteket tiveg fed6lemezen tenyésztettiik és a

megfeleld farmakonokkal adott ideig kezeltiik 6ket. Ezutan a fedélemezeket kétszer mostuk
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PBS-sel, majd a sejteket 4%-o0s paraformaldehiddel (Sigma-Aldrich) fixaltuk, 1 &ran
keresztlil. Ezt kovetden tjabb két mosas kovetkezett PBS-sel, majd egy mosas 60%-0s
izopropanollal (Spektrum-3D, Debrecen, Magyarorszag), amit a frissen készitett 0,3% Oil-
Red O oldattal (60%-os izopropanolban oldva) torténd festés kovetett (20 perc, 37°C-on).
Végul, jabb PBS-sel torténé mosas utan, a sejtmagokat Mayer-féle hematoxilinnal (Sigma-
Aldrich) tettik lathatova. Az igy megfestett sejteket vizes bazisu bedgyazé médiummal
(Dako, Glostrup, Dénia) fedtiik, majd fénymikroszkoppal vizsgaltuk [118].

A sebocyték lipidtartalménak kvantitativ vizsgalatdhoz fluoreszcens Nile Red (Sigma-
Aldrich) jel6lést alkalmaztunk. A sejteket egy specidlis, fluorimetrias mérésekhez hasznalatos
(,,black-well/cear bottom™) 96-lyukd lemezre (Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Németorszag) szélesztettiik, 15.000 sejt/lyuk denzitasban, majd elvégeztik a megfeleld
kezeléseket. A fellilisz6 eltavolitasa utan 100 ul PBS-ben oldott Nile Red oldatot (Sigma-
Aldrich) mértiink a sejtekre 1 pg/ml végkoncentracioban, majd 20 percen keresztiil 37°C-on
inkubaltuk Oket. Az egyes lyukak fluoreszcencia intenzitasat FlexStation®®* 11 FLuorescence
Image microPlate Reader (FLIPR, Molecular Devices, San Francisco, CA USA) készilék
segitségevel detektaltuk. Kihasznalva, hogy a Nile Red emisszids spektruma kék iranyba
tolddik a lipidkdzeg polaritasanak csokkenésével, a sebocytak citoplazmajaban felhalmozodo,
jorészt neutralis lipidekkel Kitoltott vakudlumok elkiilonithetévé valtak a membranokat
alkotd (dont6 tobbségében) polaros lipidekt6l [165]. Az eltéré gerjesztési €és detektalasi
hulldamhosszok miatt (neutrdlis lipidek: excitacié 485 nm-en, emisszié 565 nm-en; polaros
lipidek: excitacio 540 nm-en, emisszio 620 nm-en) lehetdségiink nyilt a kétféle lipidtartalom
egymds melletti detektalasara. Mivel a sebocytdk terminalis differenciaciojat jelzo
citoplazmatikus lipidakkumulacio soran a sejtek neutrélis lipideket halmoznak fel [166], ezen
lipidek mérésével betekintést nyerhettiink a differencidlédas folyamatdba; emellett a polaros
lipideket mintegy belsé kontrollként hasznélhattuk, hiszen felhalmozodéasuk leginkabb a
sejtszam novekedésével korrelalt. (A polaros lipidek mérésének adatait abrainkon nem
tlntettlik fel.) Minden kezelést 3-5-sz6r0s ismétléssel végeztiink, a kapott intenzitasértékeket
pedig atlag + SEM formaban a kontrollhoz viszonyitott relativ fluoreszcencia egységek

(RFU) szé&zalékaban adtuk meg.

Az éldsejt-szam meghatarozasa

A sejtek novekedesenek vizsgalatahoz kolorimetrias MTT-assay-t (Sigma-Aldrich)

alkalmaztunk. A moédszer 1ényege, hogy a sarga szinli metilthiazol-tetrazolium (MTT) (3-
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{4,5-dimetilthiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazolium bromid), az ¢é16 sejtek mitokondriumaiban
elhelyezkedd mitokondrialis dehidrogenézok hatésara, lila szinli formazan kristallya alakul at,
mert az enzimek hasitjdk a kiindulasi vegyliletben taldlhato tetrazolium gytrtit. Az SZ95
sejteket 96-lyukd lemezeken szélesztettik 15.000 sejt/lyuk denzitdsban, majd a megfeleld
farmakonok kiilonb6z6 koncentracioival kezeltiik 6ket meghatarozott ideig. Ezt kovetden, a
oldatot pipettadztunk (szérummentes Sebomed Basal Mediumban feloldva), majd 37°C-on 3
oran at inkubaltuk a sejteket. Ezutan az MTT oldatot eltavolitottuk és minden lyukhoz 100
»MTT szolubilizal6 oldatot” (81 v/v% 2-propanol, 9 v/v% 1 M HCI, 10 v/v% Triton X-100
(Sigma-Aldrich)) adtunk, majd tiz percig szobahdmérsékleten inkubaltuk a sejteket,
kozepesen intenziv razatds mellett. A sejtekben keletkezd formazan kristalyokat ezen eljarés
segitségével feloldottuk, koncentracidjukat pedig kolorimetrias uton hataroztuk meg, 550 nm-
en. A mért abszorbancia az ¢él6 sejtek szamaval korreldl. Minden kezelést 3-5-sz6ros
ismétléssel végeztiink, az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg és a kontroll (nem

kezelt sejtpopulacio) szazalékaban fejeztik ki.

Az apoptotikus folyamatok vizsgélata

A mitokondrialis membranpotencial-csokkenes detektadldsa a korai apoptotikus
folyamatok kimutatasanak egyik szenzitiv modszere [167,168]. Kisérleteinkben ezért, a
kiilonb6z6 farmakonokkal torténd kezelések utan, elvégeztiik az SZ95 sejtek mitokondrialis
membranpotencialjanak fluorimetrias mérését a MitoProbe™ DilC(5) Assay Kit (Molecular
Probes/Life Technologies) segitségével. A kisérlet soran alkalmazott festék a mitokondrialis
membranpotencial nagysaganak fuggvényében akkumulalodik a sejtek mitokondriumaiban,
ezert a korai apoptotikus jeleket mutatdé (csokkent mitokondrialis membranpotenciallal
rendelkezd) sejtekben csokkent fluoreszcencia intenzitast detektalhatunk. A sebocytékat
15.000 sejt/lyuk denzitasban szélesztettiik, a Nile Red meghatarozas soran mar emlitett,
(,,black-well/clear-bottom™) 96-lyuka lemezekre (Greiner Bio-One), majd az egyes
farmakonok kiilonb6z6 koncentracioival adott ideig kezeltiik dket. A feliiliszo eltavolitasa
utan a sejteket 30 percig inkubaltuk szérummentes tapoldatban 1:200-ra higitott DilC,(5)
munkareagenssel (50 pl/lyuk) 37°C-on, a gyartd altal megadott protokoll szerint. Ezt
kovetéen PBS-sel kétszer mostuk Oket. A fluoreszcencia-intenzitdst 630 nm-es
hullamhosszon gerjesztve és 670 nm-en detektdlva mértiik, FlexStation 384 Il FLIPR

(Molecular Devices) segitségével. A pozitiv kontrollként hasznalt sejteket kdzvetlenil a
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oldatban inkubaltuk, amely anyag szelektiven csokkenti a sejtek mitokondrialis
membranpotencialjat. Minden kezelést 3-5-sz6rds ismétléssel végeztiink; a relativ
fluoreszcencia intenzitast a nem kezelt kontroll szazalékédban, atlag + SEM formaban adtuk

meg.

A citotoxicitas/sejtnekrozis vizsgalata

Az alkalmazott farmakonok citotoxicitasanak vizsgalatat fluoreszcens SYTOX Green
(Life Technologies) jeloléssel végeztiik. A nagyméretli fluoreszcens festékmolekuldk csak a
sérilt és dezintegralodott plazma-, illetve magmembranon keresztil képesek bejutni a
sejtmagba, ahol azutadn a duplaszali DNS-hez kétédnek. Az ép sejtmembrannal rendelkez6
sejtek esetében viszont a festék nem képes a sejtmagba bejutni. Mindez tehat azt jelenti, hogy
a nekrotikus sejtek esetében magas fluoreszcencia intenzitast detektalhatunk, mig az ép
sejtmembrannal rendelkezd sejtek esetében ez az érték alacsonynak adodik. A sebocytakat
96-lyukd (,,black-well/clear-bottom™) lemezekre (Greiner Bio-One) raktuk ki 15.000 sejt/lyuk
denzitasban, majd a megfelelé farmakonok kiilonb6z6 koncentracidival adott ideig kezeltiik
Oket. A kezelések vegeztével a fellluszét eltavolitottuk, majd a sejteket szérummentes
tapoldatban higitott SYTOX Green (Life Technologies) reagenssel (végkoncentracié 1 pM)
30 percig inkubaltuk 37°C-os homérsékleten (50 ul/lyuk). Az inkubaciot kovetden a sejteket
kétszer mostuk CMF PBS-sel, majd FlexStation 384 I (Molecular Devices)
spektrofluorométerrel detektaltuk a fluoreszcencia intenzitast, 490 nm gerjesztési es 520 nm
emissziés hullamhossz mellett. Pozitiv kontrollként lizis pufferben inkubalt sejtpopulaciét
hasznaltunk. Minden kezelést 3-5-szOrds ismétléssel végeztink; a relativ fluoreszcencia
intenzitast a nem kezelt kontroll szazalékaban, atlag + SEM forméaban, adtuk meg.

A sejtnekrézis indikatoraként szolgald SYTOX Green festék, és az apoptozis
vizsgalatdhoz hasznalt DilCy(5) festék eltér6 gerjesztési és detektalasi spektruménak
koszonhetéen (valamint a fluoreszcens jelolési protokollok nagyfoka hasonlosaga
kovetkeztében), az apoptotikus folyamatokat, illetve a sejtnekrozist lehetdségiink nyilt
ugyanabban a mintaban megvizsgalni, a két jelolé molekulat egyszerre adva a
munkaoldatunkhoz.  Kisérleteink kezdetén @&sszehasonlitdo  vizsgalatokat —végeztiink,
melyekben egyértelmiien bebizonyosodott, hogy a fluoreszcens festékek egyidében torténd
hasznalata semmilyen kilonbséget sem okoz a csak egyetlen festéket tartalmazd

munkaoldattal elvégzett mérésekhez képest (adatok nincsenek feltlintetve). Tovabbi
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kisérleteink soran tehat a SYTOX-Green, illetve DilC(5) jeldlést egyszerre végeztik. A 4.
abran lathatd, hogy az apoptdzis vizsgalata soran pozitiv kontrollként alkalmazott CCCP
anyag (Isd. fent) lecsokkenti a sejtek mitokondridlis membrénpotencialjat (a DilCy(5)
mitokondrialis akkumulécidjanak csokkenése; sziirke oszlop), azonban nem okozott nekrozist
(a SYTOX-Green felvétel a kontroll szinten maradt; fekete oszlop). A sejtek lizalé oldatban
valé inkubalasa ugyanakkor nagymértékben megemeli a SYTOX-Green bejutasat a serult
sejtekbe, a ruptdralt membranokon keresztil (valamint lecsokkenti a mitokondrialis
membranpotencialt is, hiszen a kezelés kovetkeztében a mitokondrium membrénja is serdil).
Az apoptozis és a sejtnekrozis vizsgalatara iranyuld kisérletek soran minden esetben
elvégeztiik ezen, pozitiv kontrollként szolgalo kezeléseket is (CCCP, illetve lizis); a jobb

atlathatosag kedvéért a tovabbi abradkon ezen kontroll eredményeket nem tiintettiik fel.

I DilCy(5) ) _ )
B Sytox Green 4. abra: Az apoptotikus folyamatok és a

500 - * sejtnekrézis  fluorimetrids  vizsgalata
parhuzamosan  vegzett DilC (5) és
SYTOX Green jel6léssel.

A mitokondridlis  membranpotencial

] valtozasat (apoptozis) DilC, (5) jelGléssel

T kovettik nyomon  (sziirke oszlopok).

100 Pozitiv kontrollként CCCP-vel
| (karbonilcianid-3-klorofenil-hidrazon)

inkubdlt sejteket hasznaltunk. A nekrozis

50 7 * vizsgalatahoz  SYTOX-Green  jeldlést

| T * (fekete oszlopok) alkalmaztunk, pozitiv

,—‘L‘ kontrollként lizalt sejtpopulaciot

felhasznalva. N=4,*p<0,05.

100)

400

Fluoreszcencia intenzitas
(A kontroll atlaga

K K+CCCP K+ lizis

RNS interferencia (RNSi)

Az SZ95 sejteket 6-lyukt tenyésztéedényekben szélesztettiik €s antibiotikum-mentes
Sebomed tapoldatban (kiegeszitve a ,,Sejttenyésztes” alfejezetben emlitett egyéb anyagokkal)
40-60%-o0s konfluencia eléréséig tenyésztettiik Oket. A tapoldatot ezutdn szérummentes
OptiMEM médiumra (Life Technologies) cseréltik, majd az egyes sejtpopulaciokat 40 nM
human cPKCa-, nPKCd- és aPKC{-specifikus, duplaszald kis interferdld RNS (siRNS)
oligonukleotidokkal transzfektaltuk (Santa Cruz, azonositd kodok: cPKCa: sc-44227,
nPKCd: sc-36253 és aPKC(: sc-29451), Lipofectamin RNAIMAX (Life Technologies)

transzfekcios reagens felhasznalasaval. Negativ kontollként a sejteket Santa Cruz Control
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SIRNA-A (sc-37007) és siRNA-B (sc-44230) duplaszali siRNS-sel transzfektaltuk, amelyek
semmilyen ismert mMRNS szekvenciaval nem mutatnak homoldgiat (scrambled siRNS). A
szelektiv géncsendesitésnek az adott PKC izoforma expresszidjara kifejtett hatasat Western
blot segitségével naponta ellendriztiik, a transzfekciot kovetd 4 napon at. A lipidszintézisére,
a sejtndvekedésre, valamint az apoptotikus és citotoxikus folyamatok vizsgalatara iranyuld
Kisérleteink soran a transzfekcion atesett SZ95 sejteket 24 oOraval a beavatkozas utan
feltripszineztlk, és 96-lyuku tenyésztéedényekben ujraszélesztettiik 6ket. Ezutan elvégeztiik

a fent emlitett végpontokra iranyuld vizsgalatainkat.

GST-fuziés C1 domének létrehozasa

A PKCS Clb domén szekvenciajat tartalmazé rekombinéns, bakterialis expresszids
vektort (tovabbiakban PKC8-C1b-GST) laboratériumunk korabbi kisérletei soran hoztuk létre
[163], egy a glutation-S-transzferdzt (GST) N-terminalis fGzios proteinként kddolo plazmid, a
pGEX-5X-1 (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) felhasznalasaval. A jelen Kisérletek
soran létrehozott, a Vavl C1 domént N-terminalis GST fuzids proteinként expresszald
rekombinans vektor (tovabbiakban Vav1-C1-GST) megalkotasa ehhez teljesen hasonlé elvek
alapjan tortént. Els6ként a teljes Vavl proteint kdédold c¢DNS szekvenciat (Origene,
Rockville, MD, USA) templatként felhasznalva elvégeztik a Vavl C1l doménjat kodold
szakasz PCR amplifikacidjat, a Platinum PCR Supermix High Fidelity (Life Technologies)
Kit segitségével, a gyarto utasitisainak megfeleléen. A kovetkez6 oligonukleotid primereket
hasznaltuk a PCR reakcio soran: forward primer: 5’-
CGGAATTCAATGCTACAGCCAATGGGC-37, reverse primer: 5’-
CGGAATTCGAAATCTTGCCCATGGCG-3’. A reakcid soran keletkezett, specifikus DNS
szakaszokat QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA) segitségével
megtisztitottuk, majd ezutan EcoRIl (New England BiolLabs Inc., Beverly, MA, USA)
restrikcidos  endonuklazzal hasitottuk Oket. Ezaltal a restrikcidos enzim specifikus
felismerdhelyeinek megfeleléen (amelyet el6zleg a primerek szekvencigjaba is
bekldnoztunk) tapadds végeket hoztunk létre a Vavl C1 domént kddold szakasz mindkét
oldalan. Ezutan az ,,ures” (rekombinans proteint kodol6 szakaszt nem tartalmazé) pGEX-5X-
1 vektort is alavetettilk az EcoRI-gyel torténd hasitasnak, végiil pedig, egy Gjabb tisztitasi
lépés utan (ismét a QIAquick PCR Purification Kit felhasznalasaval), elvégeztik a két
linearis DNS fragmentum kovalens 0Osszekapcsolasat (ligacid). Az igy létrehozott
rekombinans DNS (Vav1-C1-GST) szekvencidjanak ellenérzése a DNA Minicore
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laboratériumaban (Center for Cancer Research, NCI, National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA) tortént, DNS szekvenalas segitségével. A kapott nyers szekvenciaadatok
feldolgozasat és ellendrzését a kovetkezd szoftverek segitségével végeztiik el: BioEdit
Sequence Alignment Editor VV7.0.5 (lbis Biosciences, Carlsbad, CA, USA) és DNA Baser
Sequence Assembler VV2.91 (Heracle BioSoft S.R.L., Pitesti, Romania).

Iranyitott mutagenezis (site-directed mutagenesis)

A PKCd C1b domént, illetve a Vavl C1 domént kodoldo DNS szakaszokon, a megfeleld
lokalizaciokban pontmutaciokat hoztunk létre, a GeneTailor™ Site-Directed Mutagenesis
System (Life Technologies) segitségével, a gyarto altal javasolt protokollt kdvetve. Az igy
Iétrehozott pontmutaciok mindkét C1 domén esetében a 9-es, a 10-es, a 11-es, a 22-es, a 24-
es és 26-0s aminosavakat érintették. (Az itt alkalmazott szdmozas nomenklatdraja az izolalt
C1 domen aminosavszekvencidjat veszi alapul és nem a teljes fehérjére vonatkozik. Bévebb
magyarazatot lasd a Disszertacio ,,Eredmények” fejezetenek a Vavl C1 0sszehasonlitd
szekvenciaanalizisét targyald részében.) A Cl domén mutansok megalkotdsanal az elézo
részben emlitett rekombinans, vad tipusi GST-fuziés C1 doménekbdl indultunk ki (pGEX-
5X-1 expresszios vektorba klonozott PKCs-C1-GST, illetve Vavl-C1-GST). A fent emlitett
poziciokban megvaltozott aminosavszekvenciaval bird egyszeres mutansokon Kivil
tobbszorés mutansokat is létrehoztunk, melyek ezen mutans szekvencidk kiilonb6zé
kombinacidit tartalmaztdk. A dupla- és tripla mutansok megalkotdsa (a vad tipusu
konstruktokbol kiindulva) egy lépésben tortént, mig a negyszeres és 6tszoros mutansok
letrehozasa (a koradbbi lépésben megalkotott tripla mutansokbdl kiindulva) egy tovabbi
mutacios lépést foglalt magaba. A létrehozott C1 domén mutansok szekvencidjat a DNA
Minicore laboratériuméaban analizaltdk, és a kapott szekvenciadatok helyességét az el6zd
részben emlitett szoftverekkel (Bioedit, DNABaser; Ibis Biosciences és Heracle BioSoft
S.R.L) ellenériztiik.

GFP- flziés C1 domének létrehozéasa

Az intracelluléris transzlokacios vizsgalatok elvégzéséhez a PKC6 C1b domént és a
Vavl C1 domeént zo6ld fluorszcens fehérjével (green fluorescent protein, tovabbiakban GFP)
jeloltiik meg, ezaltal 1étrehozva a kovetkez6 fuzids proteineket: PKC3-C1b-GFP és Vavl-Cl-

GFP (mind a vad tipusu, mind pedig a mutans C1 domének esetében). Az el6zd részekben
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emlitett (a korabbi Iépésekben létrehozott) GST-fuzids proteinek (PKCos-C1-GST és Vavl-
C1-GST) kddolo szekvenciait tartalmazd rekombinans bakteridlis expresszios vektorokat
(pGEX-5X-1 plazmid) EcoRI restrikciés endonukleaz (New England Biolabs) kezelésnek
vetettik ala, mialtal az adott C1 doménnek megfelelé cDNS szakaszok kihasitasra kertltek a
pGEX-5X-1 vektorbdl. Az ily modon keletkezett DNS fragmentumokat QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen) segitségével megtisztitottuk. Vegil a C1 doméneket kodold6 DNS
fragmentumokat, az EcoRI-gyel hasonlé modon elékezelt (és ezaltal EcoRI-specifikus
tapadds végeket tartalmazd, linearizalt) pEGFP-C2 (Clontech, Mountain View, CA) eukaritta
expresszids vektorhoz ligaltuk, amely a GFP szekvenciat C-terminalis fazios ,tag”-ként
kodolja. (Az eredeti pGEX-5X-1 vektorba torténd ,,visszaligalodas” megelbzésére azt a tényt
hasznaltuk ki, hogy a két expresszids vektor eltéré antibiotikum-rezisztenciagént kédol.) Az
igy eldallitott rekombinans expresszids vektorok szekvencidjanak helyességét a korabban
emlitett modon ellendriztiik (DNA Minicore altali szekvenalas, valamint Bioedit/DNABaser

szoftverekkel torténé ellendrzés (Ibis Biosciences/Heracle BioSoft S.R.L.)).

A teljes Vavl molekula GFP-faziés formajanak létrehozasa (vad tipus, tripla mutans,

Otszorés mutans)

Az izolalt Vavl C1 domének ligandaffinitasanak vizsgalata utan a teljes nagysagu Vavl
protein ligandkotd sajatossagait is vizsgalni kivantuk. Az izoldlt Vavl Cl doménnel
ellentétben, a teljes Vavl fehérjét, a fehérjetisztitas korlatai miatt, nem allt modunkban
tisztitott formaban eldallitani, igy radioaktiv ligandkdtési vizsgalatok elvégzésere nem nyilt
lehetoség. Ugyanakkor, a ligandkotést kozvetetten vizsgédld intracelluléris transzlokacids
kisérletek a teljes Vavl esetében is kivitelezhetOk voltak (annak ellenére, hogy a teljes
molekula expresszios szintje nem érte el az izolalt C1 domén expresszids szintjét). A GFP-vel
jelélt fazids Vavl protein (tovabbiakban Vavl-GFP) vad tipusanak klonozasa a pENTR™
Directional TOPO® Cloning Kit (Life Technologies) segitsegével tortént, a gyarto altal
meghatarozott elveknek megfeleléen. Templatként a teljes Vavl proteint kodold6 cDNS
szekvenciat (Origene) hasznaltuk és a Platinum® PCR SuperMix High Fidelity Kit (Life
Technologies) segitségevel végeztiik el ezen szekvencia PCR amplifikécidjat. A PCR reakcio
soran az aldbbi oligonukleotid primereket alkalmaztuk: forward primer 5’-
CACCGAGCTCTGGCGACAGTGC-37, reverse primer: 5’-
TCAGCAATATTCGGAATAGTCTTCC-3’. Az igy ,felamplifikalt linedris, kettds szalu,

tompa végli DNS szakaszt, a modszer alapjaul szolgalo TOPO reakcio [169] felhasznalasaval
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kozvetlenll (azaz endonuklazzal valo hasitas nélkil) a pENTR/D-TOPO jel6lésu vektorba
juttattuk, amely un. ,,Entry"-vektorként (koztes vektor) funkcionalt a kdvetkezd 1épéseknél.
(Ezen klon Vavl-Entry-ként kerll megemlitésre a tovabbiakban.) Ezutan, kihasznélva az
Invitrogen altal kifejlesztett Gateway modszerben rejlé lehetoségeket [170], az LR
rekombinacios reakcio segitsegével ezen Vavl-et kodol6 DNS szakaszt a fent emlitett Entry
vektorbdl egy lépésben a pcDNA-DEST53 jelolésti (Life Technologies) Gateway
»Destination” vektorba (célvektor) juttattuk. Ez az eukariota expresszios vektor tartalmazza a
GFP fehérje kodolo6 szekvenciajat, amely N-termindlis fuzids ,,tag"-ként keriil kifejez6désre a
sejtekben, a Vavl proteinhez kapcsoltan. A teljes Vavl protein tripla- (Vavl
E9M/E10S/T11P), illetve 6tszords mutans (Vavl EOM/EL0S/T11P/T24L/Y 26K) véltozatai, a
C1 doméneknél leirt iranyitott mutagenezishez teljesen hasonlé médon, a GeneTailor™ Site-
Directed Mutagenesis System (Life Technologies) segitségével kerlltek megalkotasra. A
mutagenezis Kkiindulépontjaul ebben az esetben a vad tipust (teljes) Vavl szekvenciat
tartalmazd Vavl-Entry klon szolgalt; a mutagenezishez hasznalt oligonukleotid primerek
pedig megegyeztek a Vavl C1 domén tripla és 6tsz6r6s mutans valtozatainak létrehozasanal
alkalmazott primerekkel. Hasonléan a C1 doménnal alkalmazott stratégidhoz, elsdként a
teljes Vavl esetében is a tripla mutanst hoztuk létre egy lépésben, majd egy masodik
lepésben az 6tsz6rés mutans megalkotasa kdvetkezett, amelynél templatként a tripla mutanst
alkalmaztuk. Az igy létrejott Vavl EOM/E10S/T11P és Vavl EOM/E10S/T11P/T24L/Y 26K
mutansok Entry klonjait (pENTR/D-TOPO vektorban), a vad tipus (Vavl-Entry) esetében
ismertetett Gateway LR rekombinacios maodszer segitségével, egy lépésben a fent emlitett
PCDNA-DESTS53 expresszios vektorba juttattuk, mialtal ezen mutansokat is lehetéseégunk
nyilt eukaridta sejtekben GFP-fGzios proteinként expresszaltatni. Az igy létrehozott GFP-
fuzids Vavl-et (vad tipus és mutéans) tartalmazo vektorok szekvencidinak helyességét szintén
a mar emlitett modon ellendriztik (DNA Minicore 4altali szekvenalds, valamint
Bioedit/DNABaser szoftverekkel torténé ellenérzés (Ibis Biosciences és Heracle BioSoft
S.R.L)).

A GST-fuziés C1 domén fehérjefragmentumok termeltetése E.coli-ban; fehérjetisztitas

Az izolalt PKCd Clb domént, illetve a Vavl Cl domént tartalmazé pGEX-5X-1
expresszios vektorokat kompetens E.coli baktériumokba (BL21-Al™ One Shot® Chemically
Competent E. coli; Life Technologies) juttattuk transzforméacio segitségével. A transzformalt
sejteket LB Broth Médiumban (K-D Medical) novesztettik 37°C-on, amig a baktérium
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szuszpenzo optikai denzitdsa elérte a 0,6-0,8-as ertéket. A GST-flzids géntermékek
kifejez6dését ekkor a szuszpenziohoz adott 0,3 mM izopropil-O-D-tiogalaktopiranozid és
0,125% L-arabin6z (mindketté Sigma-Aldrich) hozzéadasaval indukaltuk 4 6rén keresztul
37°C-on. Ezutan elvégeztilk a bakterialis sejtek jégen torténd ultrahangos feltarasat egy
specialis Osszetételli protein extrakcidos reagensben (B-PER Bacterial Protein Extraction
Reagent), amelyet 50 mg/ml lizozimmel és 2,500 U/ml DNaz I-gyel egészitettunk ki (mind
Thermo Fisher Scientific). A sejtekben termelt GST-fuzids peptideket a B-PER GST spin
purification kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével tisztitottuk meg a gyartd utasitasainak
megfeleléen. A fehérjetisztitds hatékonysagat SDS-PAGE segitségével ellendriztik. A

- sz

Science) segitségével hataroztuk meg. Tarolasuk -80 °C-on tértént 30%-0s glicerol oldatban.

A GFP-jeldlt proteinek intracellularis transzlokéacioja

LNCaP sejteket (6t és hlisz kozotti passzazs-szamnal) 60,000 sejt/edény denzitasban
szélesztettiink specialis Ibidi tenyésztéedényekre (Ibidi, LLC, Verona, WI), és 48 0ran
keresztll 37°C-on novesztettik 6ket, 10% FBS-sel és 2 mM L-glutaminnal kiegészitett RPMI
1640 médiumban. Ezutan a sejteket az adott GFP-jeldlt rekombinans konstrukttal
transzfektaltuk, Lipofectamine és Plus reagens felhasznéldsdval (mindkett6 Life
Technologies), a gyartd altal javasolt protokollt kdvetve. A fluoreszcens fizids proteineket
expresszald sejteket 24 dra elteltével vizsgéltuk Zeiss LSM 510 NLO konfokalis mikroszkop
segitségével (Carl Zeiss, Inc., Thornwood, NY). (A gerjesztes 488 nm-en tortént 30 mW-o0s
argon lézer segitségével, az emissziot pedig BP 500-530 nm filter segitségevel detektaltuk).
A GFP-jelolt proteineknek (PKC3-C1b-GFP, Vavl-C1-GFP, Vavl-GFP, sth.) a PMA kezelés
hatasara bekovetkezd intracelluldris transzlokéacios folyamatait sorozatfelvételek segitségével
kovettik nyomon. Harminc percen keresztul fel percenkent készitettlink felvételeket a Zeiss
AIM szofver (Carl Zeiss, Inc.) segitségevel, 63x-0s olaj immerzids objektivet hasznalva (1.4

NA Zeiss Plan-Apochromat; Carl Zeiss, Inc.).

A konfokalis mikroszkopia kvantifikalasa

Az LNCaP sejtekrdl késziilt konfokalis felvételeken harom, egyenként 4 um? atmérdji,
teruletet valasztottunk ki; egyet a citoplazmaban, egyet a sejtmembranban, egyet pedig a
sejtmagban (lehetdség szerint keriilvén az olyan teriileteket, amelyek szubcelluléris

organellumokban — mint pl. Golgi vagy nukledlusz — gazdagok voltak). Ezutan a sejtrol
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kiilonb6z6é idépontokban készitett felvételeken, a Zeiss AIM szoftver (Carl Zeiss, Inc.)
segitségével, meghataroztuk ezen dedikalt tertiletek atlagos fluoreszcencia intenzitasat, amely
az adott idopontban ide lokalizalodo GFP-jel6lt proteinek mennyiségével volt aranyos. Ezt
kovetéen pedig az egyes id6pontokban meghatéroztuk a sejtmembrén/citoplazma, illetve a
sejtmag/(sejtmembran + citoplazma) jelintenzitds-hanyadost, amelyet a kezd6idépontra
(ligand hozzaadasa el6tti idépont) normalva adtunk meg. Amennyiben az egyes
sorozatfelvételeken beliil, a ligand hozzaadasa utan ezen sejtmembran/citoplazma hanyados
emelkedett és/vagy a sejtmag/(sejtmembran+citoplazma) hanyados csdkkent, Ggy az a
transzlokaci6 egyértelmli jele volt. Ezutdn minden egyes sorozatfelvétel esetében
meghataroztuk a  legnagyobb  sejtmembran/citoplazma  és/vagy a  legkisebb
sejtmag/(sejtmembran + citoplazma) hanyadost, amely az adott sorozatfelvétel esetében a
maximalis transzlokéciot adta meg. Az egyes GFP-jelolt proteinek meghatarozott
korialmények kodzott készult sorozatfelvétel-replikatumok maximalis transzlokacioinak atlaga

képviselte (amelyet atlag + SEM formaban adtunk meg).

DAG laktonok kémiai szintézise

A Vavl protein atipusos C1 domeénjét celzo, specifikus DAG analog ligandok (DAG
laktonok) kémiai szintézisét teljes egészében Victor E. Marquez munkacsoportja végezte
(Chemical Biology Laboratory, Molecular Discovery Program, Center for Cancer Research,
NCI-Frederick, Frederick. MD, USA) a laboratériumunkkal fennallé kooperacid keretében. A
szintézis egyes lépéseinek részletes leirdsa, valamint az egyes molekuldk vegytani
karakterizalasa az alabbi publikacidkban talalhato meg: i) DAG laktonok szintézisenek
alapelve: [171]; ii) a 6a, 6¢, €s a 8b-e jelit DAG laktonok szintézise és kémiai karakterizalasa:
[172]; iii) a 6b, 8a, és 8f jelii DAG laktonok szintézise és kémiai karakterizalasa: [173]. A

Disszertacidban mindezek részletes ismertetésétdl eltekintettem.

Radioktiv ligandkitédés (PH]PDBuU-kotés) vizsgélata

Az egyes Cl domének (mutans/vad tipusi PKCS Clb/Vavl Cl) forbol-észter-
affinitasat vizsgalo kisérletekben a tisztitott protein fragmentumokat in vitro [*H]PDBu-
kotesi vizsgalatoknak vetettilk ala. Ennek sordn meghataroztuk az egyes Cl domének
ligandaffinitdsanak nagysagat kifejez8, az adott receptor-ligand (C1 domén-[*H]PDBuU)
parosra jellemz6 disszociacios konstans (Ky) értékeket. A polietilén-glikol precipitacion
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alapulé modszer a laboratoriumunkban kerult kifejlesztésre. A részletes, minden |épésre
kiterjed6 protokollt az alabbi metodikai publikacio tartalmazza: [174]. A modszer f6bb
elemei a kovetkezdk: a vizsgalando tisztitott proteineket az alabbi anyagokat tartalmazé
oldathoz adtuk hozzé: 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 100 pg/ml foszfatidilszerin (Avanti Polar
Lipids), 4 mg/ml marha immunglobulin G (IgG; Sigma-Aldrich), 1 mM EGTA, valamint a
radioaktiv ligand [*H]PDBu (Perkin Elmer Life Sciences) kiilsnbdz8 koncentracidi (8-10
komponensbdl allé higitasi sor). A receptor (jelen esetben a Cl1 domén fragmentumok)
hozzdadasa utan a reakcidelegyet 37°C-on 5 percig inkubaltuk, mely sordn megtortént a
ligand-receptor kotédés. A mintakat ezutan 10 percig jégen tartottuk, majd 200 pl 35%-0s
polietilénglikolt (50 mM Tris-HCI-ben oldva (pH 7,4)) adtunk az elegyhez, amely a receptor-
ligand-komplex precipitaciojat valtotta ki. Ezutan tovabbi 10 perc inkubéacié kovetkezett
jégen, majd a mintakat tartalmazé csovecskéket 12.200 rpm fordulatszamon, 15 percen
keresztul centrifugaltuk. Az igy elvalasztott felliliszo tartalmazta a (receptorhoz nem kétott)
szabad ligandokat, mig a pelletben a receptorhoz kotott (a fehérjékkel egyutt precipitalddott)
ligandok voltak kimutathatok. A fellliszébol 100 pl-nyi mintat vettink a tovabbi
mérésekhez, a maradék feluliszét pedig Ovatos vakuumszivas mellett eltavolitottuk a
pelletrél. A csovecskékben maradt pelletet, a csovecske aljanak levagasa utdn, specialis
szcintillacios tivegesékbe transzferaltuk. Hasonloan jartunk el az elébb emlitett 100 pl-nyi
feluliszé minta esetében is. Ezutan az lvegcsékhez Cytoscint-ES (ICN, Costa Mesa, CA,
USA) folyékony szcintillacios koktélt adtunk. Az iivegesékben 1évé mintdk (pellet vagy
feliilusz6) radioktivitasanak mértékét (amely a mintaban 1évd radioaktiv [3H]PDBu
mennyisegével volt aranyos) Tri-Carb 2810TR szcintillacios szamlalo (Perkin Elmer Life
Sciences) segitségével analizaltuk. Az adott ligandkoncentracio mellett detektalhatd
specifikus ligandkotést a teljes ligandkotés és a nem-specifikus ligandkotés mennyiségének a
kilénbsége adta. A 8-10 kiilénbdz6 ligandkoncentracio esetében meghatarozott, specifikus
ligandkotodés-ertékek ismeretében abrazoltuk a ligandtelitési gorbét, majd a gorbe analizisét
Graphpad Prism szoftverrel (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) elvégezve,
meghataroztuk az egyes receptor proteinek (adott ligandra vonatkoz0) Ky értékét. A
radioaktivan nem jelzett DAG-laktonok C1 doménekkel szembeni affinitdsat ezen maddszer

egy modositott valtozatanak segitségével vizsgaltuk, amely az azonos kotOhelyért vald

crer

(DAG laktont) adtunk, amely az adott recoptorral szembeni affinitds mértéke szerint szoritja
le a radioaktiv [*H]JPDBu-t a kotShelyérél. Az ily modon meghatéarozott ,,inhibitorikus”
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disszociacios konstans (K; értek) megadja a receptor molekulanak az adott jel6letlen ligand
iranti affinitdsat. A modszer ezen véltozata szintén részletesen targyaldsra keril a fent
emlitett metodikai kozleményben [174]. A disszocidcids gorbék analiziséhez ebben az
esetben is a fent emlitett Graphpad Prism szoftvert (GraphPad Software) alkalmaztuk.

A molekulaszerkezet modellezése

Az egyes Cl domének (mutans/vad tipusu PKCS C1b /Vavl C1) DAG/forbol-észter
kotdhelyeinek térbeli szerkezetét, az egyes ligandok kotéhelyre vald beilleszkedését
(docking), illetve a kiilonb6z6 receptorstrukturak felszini lipofilicitasat vizsgald szamitogépes
modellek elkészitése teljes egészeben Megan L. Peach (Basic Research Program, SAIC-
Frederick, NCI-Frederick, Frederick, MD, USA) munkajanak kdszonhetd, aki ebben a
projektben  laboratériumunk  kollaboratoraként — vett részt. A  molekulaszerkezet
modellezésének modszertani leirasa megtalalhato a Disszertacio alapjaul szolgalo kézlemény
»Anyagok és modszerek” fejezetében [173]. A Disszertacidban annak részletes ismertetésétol

eltekintettem.

Statisztikai analizis

A kapott eredményeket, ha azt a tovabbiakban masként nem jelezziik, a megfeleld
kontroll szazalékaban adtuk meg. Hibasavban az egyes eredménypontok atlaganak standard
hibgjat (SEM) tintettuk fel, szintén a kontroll szazalékdban kifejezve. Az &tlagok
kilénbségeét paros t-prébaval analizaltuk. Szignifikansnak a 0,05 szignifikancia szint alatti
kilénbségeket fogadtuk el (p<0,05).
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EREDMENYEK

A human SZ95 sebocytak jellegzetes PKC izoenzim mintazata

Kisérleteink els6 1épéseként arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az SZ95 sebocytak
a PKC rendszer mely izoformait expresszaljak. Immuncitokémia, Western blot valamint
kvantitativ ,real-time” PCR segitségével (az irodalomban eldszor) sikeriilt kimutatnunk a
klasszikus csoportba tartozé cPKCa, a novel csoportba tartozé6 nPKC9, €, és 1, valamint az

atipusos PKC( kifejez6dését mind protein, mind pedig mRNS szinten (5. és 6. abra).

nPKCd nPKCe
~80kDa | ou— ~90kDa | w—

aPKC{
- ~70kDa | (i NK 20

5. dbra: A human SZ95 sebocytak jellegzetes PKC izoforma mintazattal rendelkeznek. A feddlemezeken
80-90%-o0s konfluenciaszintig tenyészetett SZ95 sejteket acetonos fixalas utan a kiilonbézé PKC izoformdk
ellen, nyulban termeltetett elsddleges antitestekkel inkubdltuk. Ezutin FITC-konjugalt kecske-anti-nyul,
masodlagos antitestekkel végeztik a fluoreszcens jeldlést (zold fluoreszcencia). NK: negativ kontrollként
elsddleges antitest nélkiili jelolést haszndltunk. A sejtmagokat DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindole) festéssel
tettlik lathatova (kék fluoreszcencia). Belsé panelek: A 80-90%-0s konfluenciaszintnél osszegyiijtott SZ95
sejtek lizatumaiban Western immunoblot segitségével is meghatdiroztuk a PKC izoformdk protein szintii
exnresszioiat.




Fontos kiemelni, hogy

2x107 A egyik  modszerrel  sem
tudtuk  detektdlni  az

- enzimcsalad tébbi
tagjdnak (azaz a cPKCpI,

BIT és y; az nPKCn ¢és 0;

valamint az aPKC AN)
expressziojat, sem mRNS,

1x102

:1)

3x103
2x 103

1x103 . . .
sem pedig protein szinten.

A Q-PCR  vizsgalat

segitségével ezenfelll

PKC transzkriptek relativ expressziéja
(GAPDH

cPKCa nPKCd nPKCe nPKCn aPKCC

6. abra: Az egyes PKC izoformdk mRNS szintii expresszidja SZ95
sebocytadkban. A 80-90%-os konfluenci&ju SZ95 sebocytakbol izolalt RNS
felhasznalasaval, reverz-transzkripciot kévetd kvantitativ "real-time" PCR  ysszehasonlitani az egyes
(Q-PCR) segitségével vizsgaltuk a kiilonboz6 PKC izoformdk mRNS

transzkriptiének  Kifejezédésér. Az eredményeket a belsé kontrollként  120formak MRNS
haszn’éllt glicerin-aldehid-3-foszfat-dehidrogendz (GAPDH) expressziora transzkriptjeinek relativ
normalva adtuk meg.

maodunk nyilt egymaéssal is

expresszigjat. A 6. abran
lathato, hogy a fent emlitett 6t izoforma koziil a cPKCa, az nPKC3 és az aPKC( (GAPDH-ra
normalt relativ) expresszidja volt a legmarkansabb, ¢és jelentésen meghaladta az nPKCe és n
kifejez6dését, amely izo-enzimek alacsony expressziot mutattak. Ezen eredményink tehat
felvetette a harom PKC izoforma Kkitiintetett szerepének lehetdségét a sebocytak alapvetd

sejtfolyamatainak szabalyozasaban.

A PKC rendszer farmakoldgiai moduléciéja megvéaltoztatja az SZ95 sejtek lipidtermelését,

ugyanakkor nem befolyésolja életképességuket

Ahogy azt a ,,Bevezetés” fejezetben mar emlitettik, a sebocytak differencialodas
iranyaba torténé elkotelezédésének legmarkansabb ismertetdjele az intracellularis
vakuo6lumaikban tarolt lipidmolekulak (leginkabb neutralis lipidek) mennyiségének jelentds
emelkedése, a megnovekedett lipdiszintézis kovetkeztében [91,122,124,175]. Korabbi
vizsgélatok kimutattak, hogy az SZ95 sejtvonal (bar proliferacidos kapacitasa jelentdsen
meghaladja a normal human sebocytakét) korlatozott mértékben képes megdrizni terminalis
differencidlodasra vald képességét, mely folyamat szembetiind bizonyitéka a konfluencia

elérehaladtaval bekovetkezd lipidszintézis fokozodas és a kdvetkezményes citoplazmatikus

53



lipidakkumulacié, valamint a posztkonfluens allapotban bekovetkezé apoptozis €s

sejtpusztulas [118,126].

A Kontroll PMA (10 nM)
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7. abra: A forbol-12-mirisztat-13-
acetat (PMA) kezelés fokozza az SZ95
sebocytak lipidszintézisét. Az SZ95
sejteket 2 napon keresztiil a kovetkezd
anyagokkal  kezeltlik:  oldészerrel
(Kontroll, K), a PKC aktivator, PMA-
val (a feltlintetett koncentracidkban;
lasd A és B é&bra), az egyes PKC
inhibitorokkal  (GF109203X (GF),
G66986 (GO), és Rottlerin (Rottl.) 10
nM-os koncentracioban), valamint a
PMA és az inhibitorok kombinaciéjaval
(C abra). A: A lipidszintézis kvalitativ
vizsgalatahoz OQil-Red O  festés
segitségével  tettlik  lathatova az
intracellularis lipidcseppeket, a
sejtmagot pedig Mayer-féle
hematoxilinnel jeloltik. B és C: A
lipidtermelés kvantitativ
meghatarozasa végett Nile-Red jeldlést
végeztiink, majd FLIPR-alapu
fluorimetrias ~ mérés  segitségével
meghataroztuk a sejtek neutralis
lipidtartalmat (amely az intracellularis
vakuolumok  de-novo  szintetizalt
lipidtartalmardl adott tajékoztatast). A
kapott értékeket mindkét abra esetében
atlag £ SEM alakban, (az oldészerrel
kezelt) kontroll szazalékaban
abrazoltuk, amelyet az x-tengellyel
parhuzamos folytonos vonal jelél. A B
és C jelii abran lathato ,,*” jelzés a
kontrollhoz képest szignifikans
(p<0.05) eltérést jelzi, mig a C panelen
levé  #7  jelzés a PMA-kezelt
csoporttol vald szignifikans (p<0.05)
kilonbséget mutatja. N=4, mindegyik
esetben

Kovetkezd kisérletiinkben farmakologiai moddszerek segitségével vizsgaltuk a PKC

enzimcsaldd lehetséges funkcionalis szerepét a sebocytdk ezen alapvetd jelentdségli

sejtfolyamataiban (differencialodast jelzé lipidszintézis fokozodas, a sejtek életképességének

valtozasa). A sebocyta kultiradkat két napon keresztil az altalanos PKC aktivator PMA

kiilonb6z6 koncentracidival kezeltiik. Ezt kovetden, kiillonbozé kvalitativ (Oil-Red O) és
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kvantitativ (Nile Red) mddszerek segitségével, meghataroztuk a differencialtsagi allapotot
tikkr6z0 lipidtartalmat. Az Oil-Red O festést kovetden elkészitett reprezentativ
fenymikroszkopos képek tanisaga szerint (7.A é&bra) a PKC rendszer farmakoldgiai
aktivaldsa (10 nM PMA-val) fokozta a sejtek lipidszintéziset, melyet a citoplazmatikusan
elhelyezkedd, pirosan festddd, lipidekkel telt vakudlumok megnovekedett szama mutatott.
Nile Red-alapu fluoreszcencia intenzitds mérés segitseégével (FLIPR készilék
felhasznalasaval) szamszer(sitettilk a PMA altal kivaltott lipidszintézis-fokozodas mertekeét a
kiilonboz6 sejtpopulaciok esetében. Az 7.B abran lathaté koncentracidtartomanyban a PMA
dozis-fiiggd modon fokozta a sejtek neutralis lipidtartalmat. (A sejtek polaros lipidtartalma,
mely leginkabb a sejtszdmmal korrelal, nem mutatott eltérést a kontrollhoz képest, egyik
koncentracional sem (adat nincs feltiintetve)).

Ezutan a kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt: i) Vajon az altalanos PKC aktivator
PMA lipidszintézis-fokozd hatasa valoban a PKC rendszeren keresztll valosul-e meg?
il) Kimutathato-e az egyes izoformacsaladok, illetve (esetlegesen) egyes izoformak kitlintetett
szerepe ezen folyamat jeldtviteli mechanizmusaban? A kerdések elddntéséhez
sejttenyészeteinket PKC inhibitorokkal és PMA-val szimultan kezeltiik két napon keresztil
(az inhibitorokat 30 perccel a PMA hozzaadasa elétt adtuk a tapoldathoz). A kisérlet soran a
kovetkez6 inhibitorokat alkalmaztuk: GF109203X (cPKC és nPKC izoformak inhibitora),
G066976 (cPKC izoformak gatloszere) és Rottlerin (nPKC4 inhibitor). Kontrollként minden
esetben a csak inhibitorokkal kezelt tenyészetek szolgéltak. A fluorimetrids Nile Red jel6lés
(7.C abra) alapjan megallapithatd, hogy mindharom inhibitor szignifikdns mertékben
(ugyanakkor csak részlegesen) csokkentette a PMA lipidszintézist fokozo hatasat. Mindezek
alapjan tehat felvetédott, hogy a PMA hatasdnak kozvetitésében tobb PKC izoforma is
szerepet jatszhat. Az 7.C abra alapjan ugyanakkor az is nyilvanvald, hogy az altalunk
alkalmazott PKC inhibitorok énmagukban (tehat PMA alkalmazésa nélkil) nem valtoztattak
meg a sejtek bazalis lipidszintézisét. Ezek alapjan tehat feltételezhettiik, hogy a bazélis PKC
aktivitas (leaglabb is in vitro) nagy valosziniiséggel nem vesz részt a sebocytak
lipidtermelésének szabalyozéaséaban.

A sebocytak terminalis differencialodasat jelz6 neutralis lipidtermelés valtozasai mellett
arra is kivancsiak voltunk, hogy vajon a PKC rendszer farmakoldgiai befolyasolasa
megvaltoztatja-e a sejtek életképességét; vagyis okoz-e valtozast a sejtek proliferacios
folyamataiban, illetve kivaltja-e a sejthalal valamely formajat (apoptdzis vagy nekrézis). A

8.A abran lathato kolorimetrids MTT-assay tanusaga szerint sem a PKC aktivator PMA sem
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pedig a fentebb emlitett inhibitorok (6nmagukban alkalmazva) nem valtoztattdk meg a

sebocyta-koloniak €16 sejtszamat két napos kezelést kovetden.

A

120+ T 8. abra: A PKC rendszerre hato
farmakonok nem befolyasoljadk az
SZ95 sebocytak életképességét. Az
SZ95 sejteket 2 napon keresztul
kezeltik a PKC aktivator PMA-val és
egyes PKC inhibitorokkal
((GF109203X (GF), Gb6986 (Go), és
Rottlerin (Rottl.)), az abran feltiintetett
koncentraciokban.  A: A sejtek
201 életképességében bekévetkezo
valtozasokat kolorimetrias MTT-assay
segitségével hataroztuk meg. B: Az
K PMA  GF G6  Rottl. apoptotikus folyamatokat a

10 nM mitokondrialis membranpotencial

B valtozdsat  detektalé  fluorimetrias

DilC,(5) jelolés segitségeével kovettik
[ DilCy(5) ({ fluoreszcencia: apoptézis? - nyomon (szirke oszlopok). A
120 - Il Sytox Green (1 fluoreszcencia: nekrozis) sejtnekrézis meghatarozasahoz pedig a
T SYTOX Green beépiilés mértékét
100 — . vizsgaltuk, ami a  sejtmembran
T dezintegralodasaval korreldl (fekete
0 A oszlopok). A fluoreszcencia
intenzitasokat mindkét esetben FLIPR
segitségével mértik. A kolorimetriaval
(A) és a fluorimetriaval (B)
meghatarozott értékeket atlag + SEM
alakban, (az oldoszerrel  kezelt)
kontroll ~ szazalékdban  &brézoltuk
(amelyet az x-tengellyel parhuzamos
folytonos vonal jelél). N=4, mindkét
esetben.
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A 8.B abran pedig azt lathatjuk, hogy az alkalmazott farmakonok nem voltak
citotoxikusak, hiszen a sejtnekrdzist (vagyis a dezintegralédott sejtmembrant) jelzd
intracellularis SYTOX Green akkumulacié nem emelkedett meg a kezelések hatasara, a nem
kezelt kontroll csoporthoz képest. Ezenfelil egyik kezelési protokoll sem indukalt
apoptotikus folyamatokat, hiszen a fluoreszcens DilC;(5) festék mitokondriumban torténé
felhalmozddasa nem mutatott csokkenést a két napos kezelés utan, amely alapjan (lasd
»~Anyagok és modszerek” fejezet) a korai apoptotikus markernek tekintett mitokondrialis

membranpotencial-csokkenés kizarhatd volt (8.B abra). Ezek alapjan tehat elmondhatd, hogy
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sem a PKC rendszer aktivalasa (exogén forbol-észter aktivator, PMA segitségével) sem pedig
az endogen PKC aktivitas gatlasa (GF109203X, G06976 és Rottlerin segitségével) nem

befolyasolja a sebocytak proliferacios és tulélési folyamatait.

A PMA lipidszintézis-stimulalé hatdsa a cPKCa és az nPKCo aktivaldsdn keresztiil valosul

meg SZ95 sebocytakban

Farmakologiai kisérleteink alapjan tehat valdszinGsitheté volt a PKC rendszer
specifikus szerepe a PMA altal kivaltott sebocyta-differencialédasi folyamatokban.
Ugyanakkor szamos kozlemény veti fel az egyes PKC inhibitorok kérdéses szelektivitasanak
és/vagy specificitdsdnak nem elhanyagolhaté problémajat, hiszen nem egy esetben
tapasztaltak, hogy egyéb jelatviteli molekulak aktivitasat is befolyasolhatjak [176-178]. Ezen
feliil, mivel a PKC( aktivitasanak gatlasara jelenleg nem all rendelkezésre megfeleld
inhibitor, ezért a sejtek egyik legmagasabb expresszios szinttel bird izoformajanak jelatviteli
folyamatokban bet6tltétt szerepe farmakoldgiai megkdzelitéssel nem volt vizsgalhatd. Az
egyes PKC enzimek izoforma-specifikus szerepének vizsgalatdhoz ezért a tovabbiakban
kiilonb6z6 sejt- és molekularis biologiai mddszereket alkalmaztunk; kikiiszobolvén ezaltal a
farmakoldgiai mdodszerek megkérddjelezhetd szelektivitasabol adodo nehézségeket, valamint
a PKC( farmakologiai gatlasanak hianyossagait. Ezen kisérleteink sordn azok az izoformak
(cPKCa, nPKC3, aPKC() alltak a vizsgalatok kdzéppontjaiban, amelyek expresszids szintje,
a Q-PCR vizsgalatok alapjan, a legmagasabbnak adodott (lasd 6. abra)

crer

Ahogy azt a ,,Bevezetés”-ben emlitettiik, a PKC izoformak aktivalédasa rendszerint
egyutt jar a molekulanak a citoszdlbdl/nukleoplazmabdl a sejtmembranba (illetve egyéb
bizonyitékaként) a PKC izoformak szubcellulédris lokalizacidjaban bekovetkezd lehetséges
valtozasokat vizsgaltuk, rovidtdvi PMA kezelés (1 6ra) utdn. Az immunfluoreszcens
modszerrel jelolt PKC izoforméak intracellularis elhelyezkedését konfokalis mikroszkopia
segitségével tettiik lathatdva. A 10 nM PMA-val torténé kezelés utan a cPKCa illetve az
nPKCS transzlokéciojat detektalhattuk (9. ébra). A cPKCa esetében a molekuldnak a
citoplazmabol a sejtmembranba iranyulo kihelyez6dését figyelhettilk meg, mig az nPKCS a

citoszolbal és a sejtmagbdl, a mag korili membranstruktidrakba (endoplazmatikus retikulum?,
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Golgi apparatus?) transzlokalodott. Ugyanakkor, amint az varhato volt, a PKC( szubcellularis
lokalizacioja nem valtozott meg, hiszen atipusos izoforma lévén, nem rendelkezik forbol-

észterre szenzitiv C1 doménnel (l&sd 1.C &bra).

Kontroll PMA

cPKCa

nPKCo

9. abra: A PMA és az AA kezelés eltérd PKC izoenzimek transzlokdcidjat valtja ki. A fedblemezeken
szélesztett SZ95 sejttenyészeteket letapadas utan 10 nM PMA-val vagy 50 uM AA-val kezeltik, 1 6ran
keresztiil. Acetonos fixalast kévetden elvégeztiik a PKC izoformak immunjelolését, nyulban termeltetett anti-
PKC elsddleges antitestek, valamint FITC-konjugalt, kecske-anti-nylal masodlagos antitestek
felhasznalasaval (z6ld fluoreszcencia). Ezt kiovetden, a PKC izoformdk szubcelluldris lokalizacidjat
konfokalis mikroszkop segitségével tettilk lathatova. A nyilak a transzlokacié helyét jeldlik. A felvételek
alapjan jol lathato, hogy a PMA transzlokadlja a cPKCa és az nPKCo izoformadkat (az aPKC{-t viszont nem),
mig az AA kezelés hatasara csak az nPKC9 transzlokalodik (a cPKCo és az aPKC( sem).

Az egyes PKC izoformak aktivaciojanak masik jellegzetes bizonyitéka a folyamatos
enzimmiikodést koveté down-reguldcid, melynek soran a sejtben 1év6 proteazok lebontjak az
adott enzimet, emiatt csOkken annak sejtben mérhetd expresszidos szintje; igy az
enzimmiikodés negativ visszacsatolasos regulacioja kovetkezik be. Ezért kovetkezo
kisérletiinkben Western blot segitségével vizsgaltuk a hosszutavd (max. 3 nap) PMA kezelés

PKC-expressziora kifejtett hatdsat. A 10. &brén lathatd, hogy a forbol-észterrel torténd
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kezelés jelentdsen lecsokkentette a cPKCa, illetve az nPKCo kifejezddését. Az immunjelek
denzitometrids analizise (az immunjelek felett szamszeriien jelolve) alapjan jol latszik, hogy
mar az elsé napon kb. 50%-0s csokkenés detektalhatd mindkét izoforma expresszidjaban, a
mésodik naptdl pedig szinte teljesen eltiinnek a sejtekb6l (3-6 %-0s maradék expresszio).
Ugyanakkor (varakozasainknak megfeleléen) a PMA kezelés nem valtoztatta meg a PKC(
expresszidjat. A transzlokacids vizsgalatok eredményei, 6sszhangban a down-regulaciot célzé
vizsgalatok eredmeényeivel igy arra utalnak, hogy a PMA kezelés kovetkeztében aktivalodnak
a CPKCa és az nPKC9 izoformak.

Kontroll AA50 uM PMA10 nM
A A A

L r
KezeIeS|deje(nap)ZI 1 2 3 | 1 2 3 | 1 2 3 |

OD (%) __100 100 100 122 93 91 36.4 5.9 4.3

CPKCQO -80kDa (e Sumes s atsmms Sms sl s

OD (%) 100 100 100 765 618 244 599 35 2.6
nPKCd ~80koa‘-- D aEp G = - -

OD (%) 100 100 100 103 107 87.3 924 104 91.6

aPKC( -7okpa| “:ﬁ ...-.--.d

10. dbra: A PMA és az AA kezelés eltéréd PKC izoenzimek esetében okoz down-regulaciot. Az SZ95
sejteket tenyésztGedényekben szélesztettiink, majd 3 napon keresztiil 10 nM PMA-val vagy 50 uM AA-val
kezeltiik Jket. Ezt kovetéen Western immunoblot segitségével meghataroztuk az egyes PKC izoforméak
(cPKCoa, nPKCo és aPKC() expressziojat. Belsé kontrollként (mindharom PKC esetében) a citokrom-C-
expresszio immunjelei szolgaltak, amely egyik kisérlet soran sem mutatott valtozast a kezelések hatasara
(nincs feltiintetve). A proteinexpresszid (szemi)kvantitativ meghatarozasahoz elvégeztik a kapott
immunjelek denzitometrias analizisét (optikai denzitas, OD). A kapott értékeket a citokrom-C expressziora
normaltuk, majd az (azonos naphoz tartozo) kezeletlen kontroll szdzalékaban fejeztiik ki Sket. Ldthato,
hogy (6sszhangban a transzlokécios kisérletek eredményeivel) a PMA hatasara down-regulalodik a
c¢PKCo és az nPKC9 (de az aPKC{ nem), mig az AA kezelés hatdasdra csak az nPKCé down-regulalédik (a
cPKCo és az aPKC({ nem). Harom tovabbi fiiggetlen kisérlet hasonlo eredményt hozott.

A cPKCo és az nPKC9 izoformdk részt vesznek a PMA okozta lipidtermelés-fokozodas
jelatviteli utvonaldban, az aPKC{ ugyanakkor gatolja a lipidszintézist és az apoptotikus
folyamatokat

A cPKCa ¢és az nPKCo molekuldk PMA dltali aktivacidjara utald kozvetett
bizonyitékok (transzlokacio, down-regulacio) megismerése utan arra kerestik a valaszt, hogy

vajon ezen izoenzimek valdban részt vesznek-e a PMA lipidszintézist fokozé cellularis
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hatdsanak szignaltranszdukcios utvonaldban. A kérdés megvalaszolasdhoz az egyes
izoformak expresszidjanak szelektiv gatldsa utan vizsgaltuk a lipidtartalomban bekdvetkezd
valtozasokat (Nile-Red festés segitségével). Az izoforma-szelektiv ,,géncsendesités” RNS
interferencia technika felhasznalasaval valdsult meg, az egyes izoenzimekre specifikus siRNS
oligonukleotidok tranziens transzfekcidjanak segitségével. MindenekelOtt azt szerettiik volna
bizonyitani, hogy az RNS interferencia valoban lecsokkenti az adott izoforma kifejez6dését.
Ezenfelll, arra is kivancsiak voltunk, hogy ez a tranziens hatas (a specifikus siRNS
oligonukleotiddal tortént transzfekcié utdn) mely napokon a legkifejezettebb. Ezen
kérdéseinket megvalaszolandd, Western blot segitségével vizsgaltuk az izoenzimek protein
szintli expressziojat, a transzfekciot kovetd négy napon keresztiill. A 11.A abra bal oldali
oszlopanak immunjelei alapjan lathato, hogy az nPKCo-specifikus sSiRNS oligonukleotiddal
transzfektalt (,,géncsendesitett”) sejtekben jelentdsen lecsokkent ezen izoenzim expresszidja a
kontrollhoz képest. A Western blot alapjan az is jol lathatd, hogy ezen expresszioszint-
csokkenes a masodik napon a legkifejezettebb (80%-0s csokkenés a denzitometrias analizis
alapjan; 11.C abra bal oldali oszlopai), ugyanakkor az nPKCd kifejez6dése még a kovetkez6
napokon (harmadik-negyedik nap a transzfekcié utan) is alacsony szinten maradt. Az
immunjelek denzitometrias analizise segitsegével ezeken a napokon 40-50%-0s csokkenest
detektalhatunk. (A jobb atlathatosdg kedvéért a denzitometrias merések eredményeit a
méasodik nap (11.C abra) kivételével nem tintettik fel). A géncsendesités ezen felil
specifikusnak és szelektivnek is bizonyult, hiszen i)a PKCé-ra specifikus  siRNS
transzfekcioja nem valtoztatta meg a tébbi vizsgalt PKC izoenzim (cPKCa és aPKC{)
expresszidjat (11.A abra kozépsé és jobb oldali oszlopai); ii) a nem specifikus (un.
»Scrambled”) siRNS-sel torténd transzfekcid6 nem valtoztatta meg egyik izoenzim
expresszidjat sem. Ezutan az nPKC3-hoz hasonldan, az altalunk vizsgélt masik két izoenzim
(cPKCa, aPKC() esetében is elvégeztiik az RNS interferencia hatékonysaganak vizsgalatat.
Hasonloan az nPKCo-nél tapasztaltakhoz, a ¢cPKCa és az aPKC{ izoenzim esetében is
sikertilt jelent6s expressziocsokkenést elérniink az adott izoenzimre specifikus siRNS-sel
torténd transzfekcid utdn (11.B abra). Az abran a két izoenzim mésodik napon detektalt
expresszidcsokkeneset mutatjuk be, mivel a hatékonysag, esetiikben is, ezen a napon volt a
legkifejeztettebb (a 11.C abran bemutatott denzitometrias analizis taninaga szerint kb. 70-
80%-0s expressziocsokkenést értlink el ezen a napon). A transzfekcid specificitasara, illetve
szelektivitasara vonatkoz6 megallapitdsok (az nPKCd esetében tapasztaltakhoz hasonldan)
ezen két izoenzim esetében is igaznak bizonyultak; azaz a ,,scrambled” siRNS esetiikben sem

okozott valtozast a génkifejez6désben és az adott izoenzimre (cPKCa-ra, ill. nPKCé-ra)
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specifikus siRNS-sel tortént transzfekcidé nem valtoztatta meg a kontrollként vizsgalt nPKCo

expresszidjat (11.B abra).

A WB: anti-nPKCd WB: anti-cPKCa WB: anti-aPKC(

I | | I I I
K Scr.si siPKCd K Scr.si siPKCd K Scr.si siPKCd

1nap | e W e o G Sm— ---
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11. abra. Az RNS interferencia (RNSi) hatékonyan és specifikusan csokkenti az egyes izoformak
expressziOjat. Az SZ95 sejteket nPKCd-ra specifikus siRNS-sel transzfektaltunk. Kontrollként, a nem
specifikus, (Un. ,,scrambled”) siRNS-sel (Scr. si) transzfektalt sejtek szolgaltak. A ,,géncsendesités”
hatékonysagat a transzfekcio utan (négy napig) naponta elvégzett Western blottal kdvettilk nyomon, az egyes
PKC izoenzimek és a belsd kontrollként szolgalé citokrom-C (Cyt-C) esetében. A: Az nPKCd-specifikus
SiRNS kizarolag az nPKC§ izoforma expresszidjat csokkentette le (bal oldali oszlop), a tobbi izoforma
(cPKCa és aPKC{; kozépsd és jobb oldali oszlop) kifejezédése valtozatlan maradt. A Scr. si-vel tortént
transzfekcido nem okozott expresszid valtozast a nem-transzfektalt kontrollhoz képest. B: 4 ¢PKCo és az
aPKC{ szelektiv ,, géncsendesitése”. A protein expressziot ebben az esetben is 4 napon Kkeresztil
ellendriztiik. A masodik naphoz (legnagyobb expressziocsokkenés) tartozo reprezentativ felvételek szerint
mind az siPKCa-val (fenn), mind az siPKC(-val (lenn) torténd transzfekcio szelektiven csékkentette a
megfeleld izoformdk (o és ) expresszidjdt, ugyanakkkor sem az nPKCo, sem pedig a Cyt-C expresszidjat
nem valtoztatta meg. C: A masodik naphoz tartozé6 immunjeleket (harom fiiggetlen kisérlet esetében)
szemikvantitativ denzitometrids analizisnek (optikai denzitas, OD) vetettik ala. Az igy kapott értékeket (a
Cyt-C expresszidra normalva) atlag + SEM forméban adtuk meg, a nem-transzfektalt, kontroll (K) populacié
expresszidjanak szazalékdban kifejezve. A ,,*” jelzés a Scr. si RNS-sel transzfektalt csoporthoz képest
szignifikans (p<0,05) expresszié valtozast jelzi.
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A 12. dbra. A PMA lipidszintézist fokozd
C_1 RNSi 6nmagaban % cellularis hatisa a cPKCa és az nPKCo
B RNSi +10 nMPMA * aktivalasan keresztiil valésul meg. Az
2001 —|_ aPKC({ expresszio szelektiv ,,géncsende-
g * sitése”  fokozott  lipidtermelést  és
apoptdzist indukal. Az SZ95 sejtekben

100)

n 150 A elvegeztiik a kiilonbozé PKC izoformdak

# #
(cPKCa, nPKCo és aPKC() szelektiv
- ,-géncsendesitését”. A: A transzfekcio
ﬁ utani masodik naptol sejtjeinket tovabbi
két napon keresztil 10 nM PMA-val
kezeltlink. Ezek utdn megmértik a sejtek
neutralis lipidtartalmat (Nile Red,
FLIPR). B: A transzfektalt sejtek
életképességét MTT-assay-vel hataroztuk
meg (Ures oszlopok). Az apoptdzist
DilC,(5)  jeloléssel  (mitokondrialis
membranpotencial; sziirke oszlopok), a
B nekrézist pedig SYTOX Green jel6léssel
1 MTT (életkepesseq) vizsgéltuk  (fekete  oszlopok). Az
[ DilCu(5) (| fluoreszcencia: apoptdzis) eredményeket atlag + SEM formaban
140 - Il Sytox Green (1 fluoreszcencia: nekrozis) adtuk meg, a _scrambled” SiRNS-sel
] transzfektalt (Scr. si), kezeletlen (PMA-
120 | I val nem kezelt) sejtpopuléacio
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N szazalékaban kifejezve (amelyet az x-
tengellyel parhuzamos folytonos vonal
jelol, (N=4). A Scr. si konrollhoz képest

* szignifikans (p<0.05) eltérést ,,*-gal

jeloltik, a PMA-val kezelt kontroll

csoporthoz képest szignifikans (p<0.05)
eltérést pedig ,,#”” szimb6lummal. A Scr.
si RNS-sel transzfektalt csoport nem
mutatott kilonbséget az azonos kezelési
sémaknak alavetett, nem-transzfektalt
SZ95 sejtekhez képest (nincs feltlintetve).
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Az RNS interferencia technika hatékonysaganak bizonyitasa utan ratérhettink a
lipidszintézist célzd funkcionalis vizsgalatokra, az adott izoformat csokkent mértékben
expresszald sejtpopulaciok felhasznalasaval. A transzfekcid utan 24 6raval sejtjeinket 10 nM
PMA-val kezeltiik, majd a kezelést kovetdé mdasodik napon elvégeztiik a lipidtartalom
meghatarozasat az ,,Anyagok es Mddszerek” fejezetben leirtak szerint. A 12.A abran lathato,
hogy a cPKCa, valamint az nPKCd szelektiv gatlasa (RNS interferencia segitségével)
onmagaban semmilyen hatassal nincs a sejtek bazalis lipidszintézisére. Ezenfelul az is

nyilvanvaléva valt (12.B abra), hogy a két izoforma expresszidjanak visszaszoritasa
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6nmagaban nincs hatassal sem a sejtproliferaciora (ures oszlopok, MTT-assay), sem pedig az
apoptotikus (szirke oszlopok, mitokondrialis membranpotencial) és a nekrotikus (fekete
oszlopok, SYTOX Green) folyamatokra. Az 12.A és B &brak alapjan ugyanakkor azt a fontos
kovetkeztetést vonhattuk le, hogy (a fent emlitett farmakoldgiai vizsgalatok esetében
tapasztaltakkal 6sszhangban) mind a cPKCa, mind pedig az nPKCd expresszidjanak szelektiv
gatlasa képes részlegesen kivédeni a PMA lipidszintézisfokozé hatasat. Ez tehat alatdmasztja
a farmakoldgiai vizsgalatokban kapott azon eredményeinket, melyek szerint a PMA Altal
aktivalt két izoforma részt vesz a forbol-észter mediator lipidszintézist fokoz6 cellularis
hatdsanak szignaltranszdukcids Gtvonalaban.

Az RNS interferencia segitségével lehetdségiink nyilt a sebocytdk legmarkansabb
expressziot mutatd PKC izoformajanak, az aPKC{-nak a vizsgalatara is, amelynek aktivitasat
célzott farmakologiai modszerekkel nem allt moédunkban vizsgéalni, a megfeleld aktivatorok,
illetve inhibitorok hianya miatt. Meglepetéssel tapasztaltuk, hogy a cPKCa és nPKCd
esetében észleltekkel szoges ellentétben, az aPKC( aktivitas szelektiv ,,lecsendesitése”
jelentésen fokozta a sejtek lipidtermelését (12.A 4abra). A lipidszintézis fokozddasa az
aPKC{-géncsendesitett sejtekben olyan nagymértékii volt, hogy ezen sejtpopulaciok esetében
a PMA kezelés nem volt képes tovabb fokozni a mar jelentésen megemelkedett
lipidtermelddést (12.A abra). A bazalis lipidszintézis fokozodasa mellett az aPKC( izoforma
expresszidjanak szelektiv gatlasa jelentdsen csokkentette a géncsendesitett sejtpopuléciok €16
sejtszamat is (a kontrollként alkalmazott scrambled siRNS-sel transzfektalt sejtpopulaciohoz
képest), eltéréen a cPKCa ¢és nPKCd izoformaktél, amelyek a fentiek alapjdan nem
befolyasoltak a géncsendesitett sejtek eletképességet (12.B abra). Az abran az is lathato, hogy
ezen életképességesokkenés hatterében valdszinilileg az allhat, hogy az aPKC( izoforma
szelektiv lecsendesitése jelent6sen fokozza a sejtek apoptotikus folyamatait (hiszen
szignifikansan csokkentette a mitokondrialis membranpotencialjukat) a kontrollhoz képest;
sejtnekrozist ugyanakkor az aPKC(-val torténd transzfekcidé sem okozott (12.B abra).
Mindezek alapjan tehat elmondhatd, hogy a PKCC endogén aktivitasa kdzponti szerepet
jatszhat olyan szignaltranszdukcios utvonalak aktivalasaban, melyek gatoljok a sebocytak
lipidtermelését, valamint kivédik a terminalis differencialédas kovetkeztében beindulo

apoptotikus folyamatokat.
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Az AA cellularis hatasa az nPKCo aktivalasan keresztiil valosul meg SZ95 sebocytikban

A Kklasszikus és a novel izoformacsalad két tagjarol (cPKCo ¢és nPKCS) tehat
bebizonyosodott, hogy aktivaldsuk fokozza a sebocytdk termindlis differencialodasat jelzo
lipidszintézist. Ugyanakkor, a varakozasunkkal némikepp ellentétes modon, a két izoforma
endogén aktivitasa, ugy tiint, nem jatszik jelentOs szerepet a sejtek bazalis lipidszintézisének
és apoptotikus folyamatainak szabalyozasaban. Ahogyan azt a ,,Bevezetésben” ugyanakkor
emlitettiik, szamos endokrin és parakrin mediator szerepelhet a sebocytak differencialodasi
programjanak szabalyozasaban. Fiziologias vagy patologias koriilmények kozott a bOrben
felszabadulva, ezen mediatorok (a sebocytédkban expresszalodo valtozatos receptorkészlet
egyes elemeihez kotddve) aktivalhatjak a sejtek PKC rendszerét, és (részben) ezen rendszeren
keresztll befolyasolhatjak a terminalis differencialodast szabalyzo jelatviteli utvonalakat. Az
egyik ilyen anyag a gyulladasos lipidmediatorok prekurzora, az AA, amelyr6l az irodalmi
adatok alapjan ismert, hogy (a PMA hatasahoz nagyon hasonldan) jelent6sen képes fokozni a
human sebocytak lipidszintézisét; ezen felil pedig (a PMA-tdl eltéréen) szerepet jatszik a
sejtek apoptotikus folyamatainak indukcidjaban is [115,118,179]. Ezért a kovetkez6kben azt
szerettuk volna megvizsgalni (a mar bemutatott farmakoldgia modszerek, valamint sejt- és
molekularis biologiai technikak alkalmazésaval), hogy a PKC izoformak részt vesznek-e az

AA cellularis hatasait kozvetitd szignaltranszdukcios utvonalakban.

A GF109203X és a Rottlerin kivedi az AA altal indukalt lipidtermelést és apoptozist

Az Oil-Red O festés (13.A abra) és a Nile-Red jeldlés (13.B abra) alapjan lathato, hogy,
az irodalmi adatokkal 6sszhangban, az alkalmazott AA kezelés jelentés lipidszintézis-
fokozodast okozott a sejtekben (a Nile Red fluorimetria tanlsaga szerint mintegy 120%-0s
ndvekményt tapasztaltunk;13/B abra). Ezutan PMA-val és a fent emlitett PKC inhibitorokkal
torténd eldkezelés mellett vizsgaltuk az AA hatasat a lipidtermelésre (13.B abra). Negativ
kontrollként a csak PKC aktivatorral (PMA), illetve inhibitorokkal (GF109203X, G66976,
Rottlerin) kezelt kultirdk szolgaltak, amelyek a korabbiakkal egyezd mértékli valtozasokat
okoztak ezen kisérletben is (ezek adatait ezen az abran nem tuntettik fel; lasd 7.B és C abra).
Az abran lathatd, hogy mig a klasszikus izoformak gatldszere (G66976) nem vedte ki az AA
lipidszintézist fokoz6 hatasat, addig a GF109203X (amely mind a klasszikus mind pedig a
novel izoformék gatlasara képes) részlegesen kivédte azt, hasonléan az nPKCd specifikus

inhibitordhoz, a Rottlerinhez. Ezek alapjan felmeriil, hogy az nPKCd részt vesz az AA
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lipidszintézis-fokoz6 hatasanak medialasaban; ugyanakkor ezen kisérletek alapjan a cPKCal

szerepe a jelatviteli utvonalban nem tiinik valoszintinek. Ezen talmenden az is lathatd, hogy a

PMA képes volt még tovabb fokozni az AA altal elért lipidszintézis-névekményt.
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13. dbra A GF109203X és a Rottlerin
kivédi az AA altal okozott lipidtermelés
fokozodast és apoptozis indukciot. A
PMA tovabb fokozza az AA hatasara
megemelkedett lipidszintézist. Az SZ95
sejteket 2 napon keresztiil a kovetkezo
anyagokkal kezeltlk: oldészerrel
(Kontroll, K), 50 uM AA-val, 10 nM
PMA-val, PKC inhibitorokkal
(GF109203X (GF), Gb6986 (G0), és
Rottlerin (Rottl.) 10 nM-os
koncentracioban), valamint AA és a PKC
rendszerre hato farmakonok
kombinacidjaval. A: Az AA
lipidszintézisre gyakorolt hatasat Oil-
Red O festés segitségével tettiik lathatéva
(a sejtmagot Mayer-féle hematoxilinnel
jeloltuk). B: Az intracellularis
lipidtartalom kvantitativ
meghatarozasahoz fluorimetrias Nile-
Red assay-t végeztiink. C: Az apoptotikus
folyamatokat a mitokondrialis
membranpotencial mérésén keresztill
(fluorimetrias DilC,(5) jeloles) kovettik
nyomon (szlirke oszlopok). A nekrotikus
folyamatokat fluorimetrias SYTOX Green
assay felhasznalasval vizsgaltuk (fekete
oszlopok). A kapott értékeket mindkét
abra esetében atlag + SEM alakban, (az
olddszerrel kezelt) kontroll szazalékaban
abrazoltuk (amelyet az x-tengellyel
parhuzamos, folytonos vonal jeldl). A
<7 jelzés a kontrollhoz  képest
szignifikans (p<0.05) kilénbséget jelzi,
mig a ,,#” jelzés az AA-kezelt csoporttdl
valé szignifikdns (p<0.05) eltérést
mutatja. N=4, mindegyik esetben.

Az irodalmi adatok, és sajat munkacsoportunk korabbi kisérletei alapjan [118,179]

ismert volt az a tény, hogy az AA a lipidszintézis fokozasan kivil, a sebocytak apoptotikus
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folyamatait is képes indukalni. Ezért a kovetkezd kisérletiink soran azt vizsgéltuk, hogy a
PKC rendszer egyes tagjainak vajon szerepe lehet-e az AA ezen sejthatasaban is. Sejtjeinket
két napig kezeltiik a 13.C abran lathatd farmakonokkal, majd elvégeztiik a DilC4(5), illetve a
SYTOX Green jel6lés fluorimetrias merését. (Negativ kontrollként ebben az esetben is a
kizarélag PMA-val/PKC inhibitorral kezelt sejtkulturak szolgaltak, amely anyagok ezen
vizsgalatunk sordn sem okoztak valtozast a sejtek apoptotikus folyamataiban. Az adatokat
nem tlntettik fel.) Az abrén lathato, hogy a kétnapos AA kezelés jelentdsen fokozta a korai
apoptotikus jeleket (mitokondridlis membranpotencial csokkenés), ugyanakkor az
alkalmazott kezelés nem okozott sejtnekrozist (a SYTOX Green akkumuldcié nem
fokozodott). Fontos eredmeényink emellett, hogy (hasonléan az AA Aaltal indukalt
lipidtermelés esetében tapasztaltakhoz) a GF109203X és a Rottlerin majdnem teljesen
Kivédte az AA apoptozis-fokoz6 hatasat, mig a G66976 anyag nem befolyasolta azt. Ezek
alapjan ismét felmeriilt az nPKCo szerepe az AA cellularis hatdsainak kozvetitésében.
Megjegyzendd ugyanakkor, hogy a PKC aktivator (PMA) nem volt semmiféle hatassal az
AA-indukalt apoptézisra (13.C abra).

e rer

A PMA-nal ismertetett gondolatmenethez hasonléan, farmakologiai Kkisérleteink
eredmeényei az AA esetében is ravilagitottak a PKC rendszer izoforma-szelektiv (nPKC3)
szerepére a gyulladasos lipidmediator jelatviteli utvonaldban. A farmakoldgiai megkozelités
korébban emlitett hidnyossagai miatt az AA szignaltranszdukcios Utvonalat vizsgalo tovabbi
kisérletek soran a fentebb mar ismertetett sejt- és molekularis bioldgiai mddszereket hivtuk
segitségll, hogy kétséget kizaréan bizonyithassuk a PKC-szelektiv mechanizmusok
jelenlétét. Elsoként az egyes izoforméak aktivaciojat bizonyitdé tranziens transzlokéciot,
valamint a tartds aktivalast kovetd szelektiv down-regulaciét vizsgaltuk. Az
immunfluoreszcens jelolést kovetd konfokalis mikroszkopia (9. dbra) ravilagitott, hogy a
rovidtavd (1 ora) AA-kezelés megvaltoztatia az nPKCS izoforma szubcellularis
lokalizacidjat; a sejtmembranba, illetve a mag koriili membranstruktirakba transzlokalvan az
enzimet. (A kontroll esetben tapasztalt homogén citoszolikus festddés szinte teljesen eltiint!)
A sebocytakban jelentés mennyiségben kifejez6dé masik két izoforma (cPKCoa, aPKC{)
esetében ugyanakkor nem tapasztaltunk transzlokaciot. Az nPKC3 AA altali aktivacidjanak
maésik bizonyitékat a 10. abra Western blot felvételei, valamint az immunjelekhez tartozo

denzitometrids analizis eredményei szolgaltattak (utobbi az immunjelek felett szamszertien
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jelélve). Az abrakon lathato, hogy a hosszutavd (max. 3 nap) AA kezelés a fenti izoformak
kozul kizarolag az nPKCo expressziojat csokkenti le szignifikansan, mig a masik két
izoforma kifejez6dését nem valtoztatja meg jelentdsen. Mindezek alapjan tehat elmondhato,
hogy a jelentds cellularis expresszids szintet mutatdé PKC izoformak (cPKCa, nPKCd és

aPKC{) koziil az AA szelektiven aktivalja a nPKCo izoformat.

Az nPKCo részt vesz az AA cellularis hatdasainak szignaltranszdukcios utvonalaban

Ezt kovetden arra voltunk kivancsiak, hogy az AA-kezelés hatasara torténd (tobb
maodszerrel is bizonyithatd) aktivacion tul, vajon valéban kimutathato-e az nPKCd izoforma
részvétele az AA sejtszintii hatasainak (lipidszintézis-fokozas, apoptozis-indukcio) jelatviteli
folyamatdban. Ezért a kordbban megismert, és bizonyitottan hatékony (lasd 11. abra), RNS
interferencia technika ismételt felhasznalasaval az AA esetében is elvégeztik a
»géncsendesitett” sebocytak sejtfolyamataira iranyuld celzott funkcionalis vizsgalatainkat
(lipidtartalom meghatarozas, apoptotikus-nekrotikus folyamatok mérése). A 14.A abran
lathato, hogy (a korabbi farmakoldgiai eredményekkel 6sszhangban) az nPKCd expresszidjat
csokkentd ,,géncsendesités” eredményeképpen az AA nem volt képes (teljes mértékben)
kifejteni lipidszintézis-fokozo cellularis hatasat; mig ezzel ellentétben a cPKCo szelektiv
»lecsendesitése” nem befolyasolta ezt a folyamatot. Mindezek alapjan tehat elmondhato,
hogy az nPKCd valdban részt vesz az AA lipidszintézis-fokozo hataséanak jelatviteli
utvonaldban. A lipidtermelésre vonatkozd megéallapitdsokon tul az nPKCoé-rél az is
bebizonyosodott, hogy részt vesz az AA masik fontos cellularis hatasanak jelatviteli
mechanizmusaban is, hiszen a 6 izoenzim kifejezdédésének szelektiv gatlasa csaknem teljes
mértékben kivédte az lipidmediator apoptozist indukalo hatésat is (14.B &bra). Az abrén jol
lathatd, hogy az AA-kezelés hatdsdra a kontroll sejtekben bekdvetkez6 mitokondrialis
memranpotencialcsokkenés (korai apoptozismarker) nem volt megfigyelhetdé az nPKCo-
specifikus siRNS-sel transzfektalt sejtek esetében.

Ezen feliil az abran az is jol lathato, hogy az aPKCC-t csokkent mértékben expresszald
»géncsendesitett” sejtekben az AA képes tovabb fokozni a mar amugy is jelentsen
felfokozott (bazalis) lipidtermelést (14.A abra). Ugyanakkor ezen sejtpopuléaciok esetében
valoszinlileg mar olyan Kkifejezett volt az apoptozis (vagyis annyira lecsokkent a
mitokondrialis membranpotencial), hogy az AA kezelés mar nem volt képes tovabbi
apoptdzis-fokozodast indukalni (14.B &bra).
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1 RNSi 6nmagéaban * #
[ RNSI +50 pM AA 14. abra. Az nPKCo részt vesz az AA

lipidszintézisfokoz0 és  apoptdzist
3001 * * indukalé  cellularis hatasainak
T jelatvitelében. Az SZ95 sebocytak
2507 kiilénbozé PKC izoformdinak (cPKCa,
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T meghataroztuk (A) az intracellularis
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valamint (B) az apoptdzis mértékét
Scrsi siPKCa  siPKC3  siPKCZ (DiIC,(5), FLIPR). Az atlag + SEM
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szignifikans eltérést (p<0.05) ,,*”
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(p<0.05) eltérést pedig ,,#”. A Scr. si
RNS-sel transzfektalt csoport nem
mutatott kiilonbséget az azonos kezelési
sémaknak alavetett, nem-transzfektalt
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Az izolalt Vavl C1 domén a megfelelo szerkezetii kotohely birtokaban sem kot forbol-
észtert

A legljabb rontgenkrisztallografidss mérések tanusdga szerint meglepben nagy a
szerkezeti homologia a forbol-észtereket nagy affinitassal koté PKCs C1b, valamint a Vavl
molekula C1 doménjanak ligandkotéhelye kozott [137]. A ligandaffinitas szempontjabdl
meghataroz6 jelent6ségli geometriai struktira (15.A abra) konzervalodasa azt sejteti, hogy, a
PKC3 C1b-hez hasonldan, a Vavl C1 is képes lehet DAG/forbol-észterek megkdtéseére.
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15. abra: A Vavl Cl domén haromdimenzios
szerkezete nagyfokiu homologidat mutat a PKCo C1b
struktargjaval. A: A Vavl C1 doménjanak
térszerkezeti modelljeit (zold, kék, lila) a PKCo Clb
(piros) alapvazara vetitettllk, hogy a strukturalis
hasonlésagokat  érzékeltethessiik. (A protein
adatbazisban (PDB) szerepld mindharom Vavl
kristalyszerkezetet felhasznaltuk; PDB azonositok:
2VRW-z06ld szin; 3KY9-kék szin; és 3BJl-lila szin). A
Cl alapvaizakat alkotéo aminosavakat (PKCo:231-
274; Vavl: 516-559) egymés mellé igazitva jol
latszik, hogy a két Cl domén ligandkotohelyének
felépitése lényegében teljesen identikus, és a
ligandkotShelyet alkoté N- és C-termindlis hurkok
kozott létrejovo kotozseb is egyforma nagysagu. (A
két struktira kozotti kis kilénbséget csak a C-
terminalis a-hélix délésszége adja, azonban ez nem
befolyasolja a ligandkotdhely felépitését.) B és C: A
forbol-13-acetdt bekotédése az nPKCS Clb (B) és a
Vavl Cl (C) kotéhelyére. A ligand molekula és a
kotéhelyet alkoté  aminosavak kozott  kialakuld
hidrogénkotéseket szaggatott vonallal jeldltik..

B C

Felmerdl tehat: Vajon valoban alkalmas a Vavl CI1 ligandkot6helye ezen molekulak
megkotésére? A kérdés megvalaszolasdhoz elséként molekularis szerkezeti modelleket

hivtunk segitségiil. A PKCo C1b és annak kotohelyére illeszkedd forbol-13-acetat (forbol-
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észter) molekula receptor-ligand komplexét leird [131] kristalyszerkezeti modellb6l
("virtualisan™) kiemeltik a forbol-észter ligandot, majd beillesztettik a Vavl C1 identikus
kot6zsebébe (a Vavl C1 térszerkezetét a legnagyobb felbontasd krisztallografias struktdra
alapjan modelleztik [137]). Az 15.C &bréan lathato szerkezeti modell alapjan megallapithato,
hogy a Vavl C1 esetében is fennall annak a lehetdsége, hogy a forbol-13-acetat a megfeleld
orientacioban illeszkedjen be a domén feltételezett ligandkotohelyére, hiszen a liganddal
hidrogénkotésket 1étesitd aminosavak (T12, L21, G23) teljesen azonosak a PKC3-nal
talalhatdakkal (15.B abra). Emellett a forbol-észter kotddés kovetkeztében kialakuld intra-,
illetve intermolekularis hidrogénkotések mintazata is teljesen analég a PKCd C1b esetében
tapasztalt mintazattal. A 15.A abran lathatd megdobbentd szerkezeti homologia, valamint a
forbol-13-acetatnak a ligandkotéhelyre vald optimalis beilleszkedési lehetésége (15.C abra)
alapjan felmerl, hogy a Vavl képes lehet DAG/forbol-észterek megkotésére.

A nyilvanvalo6 szerkezeti homologia ellenére, a Vavl ligandaffinitasat vizsgald korabbi
kisérletek [162] nem taldltak a molekula DAG/forbol-észter-kotésére utald bizonyitékokat.
Ezen ellentmondas egyik lehetséges magyardzatakent felmertlhet, hogy a C1 domén a Vavl
protein belsejében helyezkedik el (nem pedig a molekula kiilsé felszinén), igy a domén
feltételezett ligandkotohelye nem elérhetdé a megfelelé ligandok szaméara, mivel egyéb
domének elfedik azt. A C1 domén kotéhelyének ilyesfajta ,,learnyékolasara™ az irodalomban
is akad példa, mégpedig a B2-chimaerin [180], illetve a PKCP [181] esetében; habéar ez a
hatas egyik molekula esetében sem gatolja meg teljes mertékben a ligandkotodést.

Mindezek miatt els6ként azt szerettilk volna tisztazni, hogy vajon a fent emlitett
proteineknél tapasztalt ,,learnyékolashoz” hasonlo jelenség okozhat-e a teljes nagysagu Vavl
molekulanal is csokkent ligandaffinitast. Ezért els6 kiserletlinkben, rekombinans
géntechnoldgia segitségével, izolalt proteinfragmentumként allitottuk elé a Vavl Cl1
domeénjet. Az izolalt C1 domént bakteridlis expresszios vektorba klénoztuk (pGEX), majd
GST-fazios proteinként fejeztettik ki. A tisztitott, rekombinans Vavl-C1-GST ligandkoto
képességét in vitro [*H]PDBu-kétési vizsgélat segitségével hataroztuk meg. A nagy affinitasu
DAG/forbol-észter receptor, a PKC3 Clb szolgalt pozitiv kontrollként ezen kisérlet soran.
Azonos Kisérleti korilmények kozott vizsgalva a két tisztitott C1 fragmentum (PKCs-Clb-
GST és Vavl-C1-GST) ligandkotését, a Vavl esetében nem taldltunk [*H]JPDBu-kotésre
felilmalo, 1-2 mM-os) receptorkoncentracio esetében sem (adatokat nem tuntetttink fel).

Mivel a bakterialis rendszerben expresszalt és tisztitott protein molekulak nem

megfeleld ,,folding”-ja gyakori probléema ezen mddszerek hasznalata soran, ezért a
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kovetkezOkben szerettiik volna kizarni annak a lehetéségét, hogy a ligandkotési vizsgalatokat,
a bakterialis expresszid ¢és a tisztitads soran felmeriilé esetleges hibalehetdségek miatt, tévesen
interpretaljuk. Ezért a a ligandaffinitast eukaridta sejtekben is megvizsgaltuk. Az izolalt Vavl
C1 domént, N-termindlis GFP-,tag”-et kodolo eukariota expresszids vektorba kldnoztuk,
majd pedig a rekombinans plazmidot LNCaP sejtekbe transzfektalva a Vavl-C1-GFP fuzids
proteint intracellularisan expresszaltattuk. A DAG/forbol-észter-szenzitiv proteinek (tipusos
Cl domént tartalmazo fehérjék) a ligandokkal torténd interakcid hatasara (az aktivacios
mechanizmus részeként) a sejtmembrénba illetve egyéb intracellularis membranokba
(magmembran, ER stb.) transzlokalnak; ezért ezen redisztriblcios folyamat tényének
detektalasa indirekt bizonyitéka a bekovetkezé receptor-ligand kdlcsonhatasnak. A Vavl-C1-
GFP-t overexpresszald6 LNCaP sejteket PMA kezelésnek vettettiik ald, majd a szubcellularis
lokalizacio megvaltozaséasat ,real-time” konfokalis mikroszkdpia segitsegével kovettik
nyomon. A Kkisérletek soran, pozitiv kontrollként, a GFP-fuziés PKCS Clb-t hasznaltuk,
amelynek transzlokacios sajatossagait részletesen jellemeztuk tébb koradbbi vizsgalatunk
sorén [24,163]. A sejteket 1 uM PMA-val kezelve, a PKC3 Clb esetében egy gyors és
tranziens, sejtmembranba iranyuld transzlokaciot figyelhettiink meg, amelyet a sejtmagon
beliil elhelyezked6é molekuldk magmembranba torténd kihelyezddése kovetett (lasd 18. abra
masodik sor). Ezzel ellentétben, Vavl-C1-GFP esetében a 10 puM-os PMA kezelés sem
okozott detektalhato transzlokaciot LNCaP sejtekben (lasd 19. abra felsé sor), amely, a
radioaktiv ligandkotési vizsgalattal 6sszhangban, valamint azt kiegészitve, az izolalt Vavl C1

forbol-észter-szenzitivitasa ellen szol.

A Vavl C1 domén 0sszehasonlitd szekvenciaanalizise tobb nem-szokvanyos aminosav

jelenétére deritett fényt a kotohely kornyékén

Az izolalt C1 doménnel elvégzett kisérleteink tanisaga szerint a Vavl molekula C1
domeénja nem képes forbol-eszter-kotésre, annak ellenére, hogy ligandkotohelye megdérizte a
nagy affinitasi C1 domén struktirdk jellegzetes szerkezeti felépitéset. Ezen ellentmondas
egyik lehetséges magyardzata, hogy a ligandkotézseb ,,falat” alkotd (vagy annak kozvetlen
szomszédsagaban elhelyezkedd) aminosavak koziil egyesek gatolhatjak a receptor-ligand
interakcio létrejottét. Feltevésiink szerint ennek a gatld hatdsnak a legvaldszinlibb
mechanizmusai a kovetkezOk lehetnek: i) Egyes aminosav-oldallancok, bizonyos

konformaciokban, elfoglalhatjdk a kotohely belsejét, kiszoritvin onnan a megfeleld
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ligandokat. ii) A szdban forgd aminosavak a kotéhely belsejét szabadon hagyjak ugyan a
ligandok szamara, viszont akadalyozzak a C1 doménnek a membréan lipidjeihez torténd
kotédését; igy meghiusitjdk a molekula aktivacios mechanizmusénak egyik legfontosabb
Iépését, nevezetesen a receptor-ligand-membran harmas komplexének létrejottét, amely (a
bevezetében emlitettek szerint) alapveté feltétele a stabil ligandkotésnek és az
enzimaktivaciot el6idéz6 konformacio kialakitasanak. A két lehetdség barmelyikének
megvaldsulasa esetén, ezen nem szokvanyos (az adott pozicidban csak a Vavl molekula C1
doménjaban eléforduld) aminosavak az alapvetd geometriai szerkezet megvaltoztatasa nélkiil
is képesek lehetnek a ligandaffinitas jelent6s csokentésére. Korabbi vizsgalatok soran, az
atipusos PKC izoformdk (aPKC{ ¢és 1) esetében sikeriilt kimutatnunk az itt felvazolt
jelenséget, igy molekularis szintli magyarazatot talalni ezen PKC izoformak forbol-észter-
szenzitivitdsanak hidnyara. (Részletesen lasd a ,,Bevezetés” fejezetben [24]).

A Vavl C1 doménjanak szekvenciaanalizisét a 16. abran tuntettik fel, amelynek
legfelsé soraban a jellegzetes C1 motivum (HX12CX,CX,CX,CX4HX,CX7C, részletesen
lasd: ,,Bevezetés") lathato. Az erdsen konzervalddott hisztidin és cisztein molekuldkat sziirke
hatterrel emeltlik ki [12]. A kovetkezOkben az egyes C1 doméneket alkotd aminosavakat a
doménen beldl elfoglalt pozicidjuk alapjan fogjuk szamozni, nem pedig a teljes proteinen
beliil elfoglalt tényleges aminosavsorrend alapjan. Ezzel a moddszerrel a kiilonbozé Cl1
domének konnyebben d&sszehasonlithatova valnak és a szekvenciaanalizis eredménye
kdnnyebben interpretalhatd. Példaul: a domén N-termindlis végén elhelyezkedd, altalunk
His-ként jel8lt aminosav, a teljes proteinen beliil elfoglalt pozicié alapjan, a Vavl-nél a
His®*® -nak, a PKC3 esetében pedig a His?*! -nek (C1b domén) felel meg.

Az elvégzett &tfogé szekvenciaanalizis soran az atipusos Vavl C1 domént az
irodalomban eddig leirt, dsszes tipusos (tehat DAG/forbol-észter-érzékeny) C1 domén
szekvencidjaval dsszehasonlitottuk (16. abra). Elemzésiink szdmos olyan egyedi aminosav
jelenlétét mutatta ki a Vavl Cl domén szekvencidjaban, amelyek felelések lehetnek a
ligandaffinitas csokkenéséért. A 17.B abran lathatd, hogy ezen nem-szokvanyos aminosavak
kodzil hat (Glug, GIu®®, Thrt, Argzz, Thr* és Tyr26) a feltételezett ligandkotézseb peremén
vagy annak kozelében helyezkedik el.

Az irodalomban szamos tanulmény utal a ligandk6téhely peremén elhelyezkedd
hidrofob aminosavak fontossadgara. A kotézsebet alkotd két peptidhurok ,,csucsi” részén (9-
12-es pozicio az N-termindlis peptidhurokban, valamint a 21-24-es poziciok a C-termindlis
hurok esetében) talalhatd lipofil természetli aminosavak elésegitik a kotOhely felsd

egyharmadanak a membran lipidkettésrétegébe torténd beagyazodasat [13,182].
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Bazikus karakter

Apolaros (hidrofob)
Polaros, toltéssel nem rend.
Savas karakter

1 10 20 30 40 50

C1 motivum HXXXXXXXXKXXKEXKEXKXXKXX ~XXXXXXXEXXEXXXXHXXEXXXXXXXC

Vavl hVavl C1 HDFQMFSFEBTTSCKACQMLLRG-TFYQGYRCHRCRASAHKECLGRVP-PC
mVavl C1 HDFQMFSFETTSCKACQMLLRG-TFYQGYRCYRCRAPAHKECLGRVP-PC

PKC cPKCa Cla HKF I ARFFKQPTFCSHCTDF IiG-EGKQGFQCQVCCFVVHKRCHEFVTFSC
cPKCBI Cla HKFTARFFKQPTFCSHCTDF 11G-FGKQGFQCQVCCFVVHKRCHEFVTFSC

cPKCBII Cla HKFTARFFKQPTFCSHCTDF IWG-FGKQGFQCQVCCFVVHKRCHEFVTFSC

cPKCy Cla HKFTARFFKQPTFCSHCTDF 1G-JIGKQGLQCQVCSFVVHRRCHEFVTFEC

nPKCS Cla HEF I ATFFGQPTFCSVCKDFVIG-ENKQGYKCRQENAA THKKC IDK I 1GRC

nPKCe Cla HKFMATYLRQPTYCSHCRDF 1GVIGKQGYQCQVCTCVVHKRCHEL 1 ITKC

nPKCn Cla HKFMATYLRQPTYCSHCREF IGVEGKQGYQCQVCTCVVHKRCHHL IVTAC

nPKCO Cla HEFTATFFRQPTFCSVCHEFVIG-ENKQGYQCRQCNAA THKKC DKV 1AKC

¢PKCa Clb HKFK IHTYGSPTFCDHCGSLLYG-E 1HQGMKCDTCDMNVHKQCV INVPSLE

cPKCPI Clb HKFK IHTYSSPTFCDHCGSLLYG-L 1HQGMKCDTCMMNVHKRCVMNVPSLC

cPKCBII Clb HKFK IHTYSSPTFCDHCGSLLYG-L IHQGMKCDTCMMNVHKRCVMNVPSLC

cPKCy Clb HKFRLHSYSSPTFCDHCGSLLYG-LVHQGMKCSCCEMNVHRRCVRSVPSLC

nPKCS C1b HRFKVHNYMSPTFCDHCGSL LIiG-EVKQGLKCEDCGMNVHHKCREKVANLC

nPKCz Clb HKFG I HNYKVPTFCDHCGSL LG -LLRQGLQCKVCKMNVHRRCETNVAPNG

nPKCn Clb HKFS IHNYKVPTFCDHCGSL LIG-IMRQGLQCK I CKMNVH IRCQANVAPNC

nPKCO Clb HRFKVYNYKSPTFCEHCGTLLIG-LARQGLKCDACGMNVHHRCQTKVANLC

MRCK MRCKa HQFFVKSFTTPTKCHQCTSLMYG-EIRQGCSCEVEGFSCHITCVNKAPTTC
MRCKB HQFS IKSFSSPTQCSHCTSLMVG-L IRQGYACEVCSFACHVSCKDGAPQVC

MRCKy HTLRPRSFRSPTKCLRCTSLMLG-LGRQGLGCDACGYFCHTTCAPQAP-PC

DAG kindiz DGKp Cla HVWRLKHFNKPAYCNLCLNML 1G-¥/GKQGLCCSFCKYTVHERCVARAPPSC
DGK y Cla HAWTMKHFKKPTYCNFCH IMLMG-MRKQGLCCTYCKYTVHERCVSRNIPGC

Munc-13  Mucn13-1 HNFEVWTATTPTYCYECEGL LiG-JARQGMRCTECGVKCHEKCQDLLNADC
Munc13-2 HNFEVWTATTRTYCYECEGLLWG-JARQGMRCSECGVKCHEKCQDLLNADC

Munc13-3 HNFEVWTATTRTYCYECEGL LIG-JARQGMKCLECGVKCHEKCQDLLNADC

RasGRP  RasGRP-1 HNFQETTYEKPTFCDNCAGFLIIG-I1KQGYRCKDCGMNCHKQCKDLVVFEC
RasGRP-3 HNFQEMTYLKPTFCEHCAGFLWG- I IKQGYKCKDCGANCHKQCKDLLVLAC

RasGRP-4 HTFHEVTFRKPTFCDSCSGFLIG-MTKQGYRCRECGLCCHKHCRDQVKVEC

Chimaerin  a1-chimaerin HNFKVHTFRGPHWCEYCANFMIG - 1 AQGVKCADCGLNVHKQCSKMVPNDC
a2-chimaerin HNFKVHTFRGPHWCEYCANFMIG - 1 AQGVKCADCGLNVHKQCSKMVPNDC

B1-chimaerin HNFKVHTFRGPHWCEYCANFMIG - L 1 AQGVRCSDCGLNVHKQCSKHVPNDC

B2-chimaerin HNFKVHTFRGPHWCEYCANFMIG - 1 AQGVRCSDCGLNVHKQCSKHVPNDC

PKD PKD1 Cla HALFVHSYRAPAFCDHCGEMLIG-EVRQGLKCEGCGLNYHKRCAFK I PNNC
PKD2 Cla HALTVHSYRAPAFCDHCGEMLEG-LVRQGLKCDGCGLNYHKRCAFS IPNNC

PKD3 Cla HTLYVHSYKAPTFCDYCGEMLIG-LVRQGLKCEGCGLNYHKRCAFK I PNNC

PKD1 C1b HTFV IHSYTRPTVCQYCKKLLKG-EFRQGLQCKDCRFNCHKRCAPKVPNNG

PKD2 C1b HTFLIHSYTRPTVCQACKKLLKG-LFRQGLQCKDCKFNCHKRCATRVPNDC

PKD3 C1b HTFAVHSYTRPT 1CQYCKRLLKG-LFRQGMQCKDCKFNCHKRCASKVPRDC

16. abra: Az 6sszehasonlitd szekvenciaanalizis tdbb ,,nem-szokvanyos” aminosavat azonositott a Vavl
CI kétéhelyének kozelében. A Vavl C1 doménjanak aminosav szekvenciajat 6sszehasonlitottuk az 6sszes
(eddig leirt) tipusos C1 doménnel rendelkezd protein szekvencidjaval. A Vavl Cl1 feltételezett kotShelyének
kdzelében azonositott, "nem-szokvanyos" aminosavakat kiilonbozd szinekkel emeltiik ki. Oldallancaik
kémiai sajatossagai alapjan négy kategériaba soroltuk dket: 1. apolaros (hidroféb), 2. polaros-toltéssel
nem rendelkezd, 3. bdzikus karakterii, 4. savas karakterii. Az egyes kategoridknak megfelelé szinkddot a
szekvenciak folott abrézoltuk. A C1 konszenzus szekvenciat szlirke szinnel emeltik ki.
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Az N-terminalis hurok csucsi régidjaban a Vavl C1 domen esetében két negativan
toltott glutamatot (Glu® és Glu™) talalunk. Habar a tipusos C1 doménnel rendelkezd
proteineknél is megfigyelhetd egy mérsékelt fok variabilitds az ebben a pozicidoban
fellelhet6 aminosavak tulajdonsagait illetéen (Isd. 16. abra), a szekvenciaanalizis tanusaga
szerint negativan t6lt6tt aminosav egyetlen tipusos C1 domén esetében sem fordul el6 a 9-es,

illetve a 10-es poziciokban.

A

17. abra: A CI domének kotohelye kizelében létrehozott mutdciok pontos lokalizdcidja. A: Az iranyitott
mutagenezis segitségével megvdltoztatasra keriils aminosavak pontos térbeli helyzete a PKCo C1b domén
forbol-észter-kotéhelyét alkotéo N- €s C-termindlis peptidhurkokban. (Az eredeti, mutdcié eldtti dllapotot
tlintettlk fel.) B: Ugyanezen poziciokban talalhaté aminosavak a Vavl C1 doménjanak ligandkétéhelyén.

11
)

molekula talalhatd. Bar a kisérletes bizonyitékok nem egyértelmiick a 11-es pozicidban
talalhato prolin ligandkotésben betoltott szerepét illetéen [24,183,184], kétségtelen tény,
hogy a Pro' jelenléte nagymértékben konzervéalodott az 6sszes tipusos C1 domén
szekvencidjaban. A kot6zseb masik oldalat alkotd C-terminalis hurok (20-27-es pozicidkban
talalhaté aminosavak) esetében harom nem-szokvanyos aminosav (Arg®?, Thr?* Tyr®®)
jelenlétét azonositottuk a szekvenciaanalizis soran. A 16. abran lathatd, hogy a Vavl C1
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domeénjaval ellentétben gyakorlatilag az 6sszes, tipusos C1 domént tartalmazé molekula
erOsen hidroféob aminosavakkal rendelkezik a 22-es, illetve a 24-es poziciokban (a PKD
izoforméak C1 doménjain kiviil). A PKCS esetében a hidrofob Trp? és Leu? aminosavaknak
a ligandkotésben betoltott fontos szerepét mar szamos tanulmany aladtdmasztotta [131,184-
186]. Ezért felmeriil a lehetdsége annak, hogy a Vavl Cl-ben talalhaté hidrofil természetii
Arg? és Thr** molekulak negativan befolyasoljék a domén ligandaffinitasat. A C-terminalis
hurokban elhelyezkedd harmadik nem-szokvanyos aminosav, amely felelds lehet a csokkent
ligandaffinitasért, a Tyr®®. A 16. 4bra tan(saga szerint, majdnem mindegyik DAG/forbol-
szenzitiv C1 domén pozitivan toltétt aminosavval rendelkezik ebben a poziciéban (Arg®,
LyS26 vagy HiSZG). A PKCo Clb kristalyszerkezetének elemzése megmutatta, hogy a domén
,,k0z¢éps6” harmadanak felszinén pozitivan t6ltott aminosavak csoportosulnak, kdzvetlenil a
membranba bedgyazddd ,.fels6” harmad alatt. Ezek a bazikus aminosavak kotéseket
alakitanak ki a membran foszfolipid molekuldinak ,feji” végén talalhaté anionos
csoportokkal, ezaltal tovabb erdsitve a C1 domén és a membran kozotti szoros kapcsolatot
[131]. A ,kdzéps6é” harmadban elhelyezkedd, bazikus aminosavak koziil a PKCs Clb
doménjében a Lys® esik a legkdzelebb a ligandkotézseb felsé harmadahoz (17.A abra), ezért,
nagy a valdszinlisége annak, hogy részt vesz ilyen tipust (C1 domen-membran) kotések
kialakitasaban. Mivel a Vavl C1 doménjanak 26-0s poziciojaban (a tipusos C1 doménekkel
ellentétben) egy toltéssel nem rendelkezd tirozin molekula talalhato, ezért a fent emlitett

ionos kdtéseken alapuld interakciok kialakulasanak csokken az esélye.

A Vavl-re jellemzé aminosavakat tartalmazo PKCo C1b mutdansok ligandaffinitisa

Az egyszeres PKCo C1b mutansok ligandaffinitasa enyhén csokkent a vad tipushoz képest

A szekvenciaanalizis sordan a Vavl C1 domenjaban azonositott, nem-szokvanyos
aminosavaknak a domeén ligandszenzitivitdsara gyakorolt potencidlis negativ hatasat
radioaktiv ligandkotés segitségével vizsgaltuk. Elsé megkozelitésben az ismerten nagy
DAG/forbol-affinitassal bir6 PKC3 Clb doménjaban hoztunk létre Vavl-szerti mutaciokat
(17. abra). A fent emlitett poziciokban (9-es, 10-es, 11-es, 22-es, 24-es és 26-0s) talalhatd
aminosavakat, iranyitott mutagenezis segitségével, a Vavl C1 domén azonos poziciojaban
talalhatd aminosavakra cseréltiik. Az igy eléallitott hat darab (Vavl-szerii) egyszeres PKCS
Clb mutéanst [*H]PDBu-kétési vizsgalatoknak vetettik ald. Az 1. tablazat alapjan lathato,
hogy a hat mutéacio kozll 6t esetében (MOE, S10E, P11T, L24T, és K26Y) detektalhattunk
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enyhe (azaz mintegy 1 nagysagrendii) affinitascsokkenést a [*H]PDBu irant, mig a hatodik

mutacio (W22R) nem valtoztatta meg a ligandkotési sajatossagokat.

1. thblazat: Az egyszeres és tobbszorés PKCS Clb mutansok [PH]PDBu iranti affinitasa a
radioaktiv ligandkotédés vizsgalatok soran. Az egyes Cl domeéneket GST-fuzids proteinként,
bakterialis expresszids rendszerben fejeztettiik ki. Tisztitds utdn megmértiik a proteinek [*H] PDBu
kotését az "Anyagok és Mddszerek™ fejezetben leirtak szerint. A disszociaciés konstansokat (Ky érték)
atlag + S.E.M. forméban adtuk meg. N=3 fiiggetlen kisérlet alapjan. NK: nincs kimutathat6 kot6dés.

Receptor (PKC6 CI1b) Ky Vad-tipushoz képest
nM

Vad tipus (WT) 0,193 + 0,005 1x

Eavszeres mutansok

M9E 2,11+£0,11 10,9 x

S10E 1,77 + 0,06 9,1x

P11T 1,76 £ 0,21 9,1x

W22R 0,16 £ 0,02 0,8 x

L24T 2,63+0,15 13,6 x

K26Y 0,97 +£0,10 5,0 x

Tobbszéros mutansok

M9YE/S10E 505+21 261 X
MOYE/S10E/P11T 186,1 +6,0 963 X
L24T/K26Y 96,4 +17,6 499 x
MOE/S10E/P11T/L24T/K26 NK NK

A 9-es pozicioban 1év6, erésen hidrofob metionin molekuldnak negativ toltéssel biro,
hidrofil glutamatra torténd cseréje (M9E mutans) 11-szeres affinitascsokkenest okozott a vad
tipussal 6sszehasonlitva (Kg =2,11 + 0,11 nM). A tdltéssel nem rendelkezé, polaros szerin
molekula glutamattal torténd helyettesitése (a 10-es pozicioban; SI0E mutans) az el6z6hoz
nagyon hasonld, 9,2-szeres szenzitivitascsokkenést valtott ki (Kq =1,77 £ 0,06 nM). Ezek
alapjan elmondhato, hogy bar a negativ toltéssel bir6 aminosavak a PKCd Clb domén
ligandkotésének erdsségét egy nagysagrenddel lecsokkentették, jelenlétiik egyik pozicidban
sem akadalyozta meg teljes mertékben a receptor-ligand-membran stabil komplexének
létrejottéért felelds intermolekularis kapcsolatok kiepulését, hiszen az M9E és az S10E

mutansok esetében tovabbra is szamottevé PDBu-affinitast tudtunk detektalni.
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A P11T mutacio hatasara 9,1-szer kisebb ligandkotest mértink (Kq =1,76 £ 0,21 nM), a
vad tipushoz képest. Az apolaros prolin molekula (amely a tipusos C1 doménekben
nagymértékben konzervalddott), polaros treoninnal vald helyettesitése lecsokkentette ugyan a
PKC6 Clb ligandaffinitasat (az el6z6 MOYE és S10E mutédciok esetében tapasztaltakkal
nagyjabol azonos mértékben); ugyanakkor a P11T mutans esetében fennmarado, jelentékeny
ligandszenzitivitas arra enged kovetkeztetni, hogy a (11-es) prolin molekula hianya
onmagaban nem okozna dramai affinitascsokkenést a Vavl C1-ben, hiszen annak treoninnal
val6 helyettesitése utan is jelentds mértékti forbol-észter affinitas észlelheté (a PKCd Clb
P11T mutansnal). Mindez 6sszhangban van azon korabbi kisérletes megfigyeléstinkkel,
melynek sordan a PKC3 Clb Pro** molekul4jat argininre cserélve mindossze 4,4-szeres
affinitascsokkenést a detektdltunk, a [*H]PDBu irant [24]. A kordbban mért
affinitascsokkenés mértéke tehat azonos 1éptéki a jelenlegi kisérleteink soran tapasztaltakkal.

A 22-es pozicidban 1évo triptofan mutacioja (W22R) nem volt hatassal a PKCd Clb
molekula forbol-észter-kotésére. A W22R mutans disszociéciés konstansa (0,16 £ 0,02 nM)
tulajdonképpen teljesen azonos a vad tipus esetében mért értékkel (0,193 + 0,005 nM). Ez az
eredmény jol Osszeegyeztethetd azon korabbi megfigyelésiinkkel, mely szerint a 22-es
triptofan lizinre torténd cseréje csak elhanyagolhaté mértéki ligandszenzitivitas csokkenést
okozott a PKCd C1b doménnal [185]. Ezek alapjan azt a kdvetkeztetest vonhattuk le, hogy,
bar csaknem az 0sszes tipusos C1 domén esetében hidrofob aminosavat talalunk a 22-es
pozicidban (kivéve néhany PKD izoformat), a pozitiv toltéssel bird, hidrofil aminosavak
jelenléte ezen a helyen semmiféle negativ kdvetkezménnyel nem jar a kotéhely
ligandaffinitasara nézve (legaldbbis a forbol-észterek tekintetében nem). Ezzel szemben, az
irodalmi adatok alapjan ugy tiinik, hogy, a PDBu-affinitassal ellentétben, a DAG iranti
szenzitivitas nagymértékben fligg a triptofan jelenlététél ebben a pozicioban [184-186].

A 24-es pozicidban 1€vo leucin, illetve a 26-os pozicioban 1évé lizin molekulak Vavl-
szerit megfelel6 mutacioja (L24T és K26Y) hasonlé mértékii affinitascsokkenést valtott ki,
mint az elézéekben mar bemutatott mutaciok (kivéve W22R). Az 0Osszehasonlitd
szekvenciaanalizisb6l (16. abra) ugyan az derul ki, hogy gyakorlatilag egyetlen tipusos C1
domén sem rendelkezik polaros aminosavval (mint a Thr**) a 24-es poziciéban (ami felveti az
apolaros aminosavak jelenlétének dont6 fontossdgat ebben a pozicidban), a kisérletes
adataink azonban egyértelmiien arra utalnak, hogy a polaros aminosavak jelenléte
valdszintileg (ezen a helyen) sem okozna dramai affinitdscsokkenést. Ehhez hasonléan a 26-
os pozicidban elhelyezkedd bazikus aminosavak jelenléte is meghatarozo jelentdséglinek tiint

a szekvenciaadatok alapjan, hiszen a tipikus C1 domének, csaknem teljesen egységes maodon,

7



ilyen kémiai természetli aminosavakkal rendelkeznek ezen a helyen (ezen jelegzetesség alol
csak a chimaerin-ek jelentenek kivételt). Ennek ellenére a bazikus természetii lizin molekula
toltéssel nem rendelkezé tirozinra vald cseréje csupan szerény mértékii affinitascsokkenést
okozott.

Osszefoglalva, a PKC§ Clb egyszeres mutansainak affinitisvizsgalata alapjan, az
alabbi lényeges kovetkeztetéseket vonhatjuk le a Vavl C1 forbol-észter-szenzitivitasanak
vonatkozasaban. A C1 domének szekvencidinak osszehasonlitasa alapjan a Vavl Cl-ben
identifikalt, nem-szokvanyos aminosavaknak a PKC3 Clb doménjaba juttatasa (mutaciok
segitségével) ugyan okozott némi affinitdscsokkenest (kb. 5-10 szeres redukcio, kivéve a
W22R esetében). Eredmenyeink alapjan azonban vilagosan latszik, hogy ezen aminosavak
koziil onmagaban egyetlenegy sem tehetd feleldssé azért, hogy a Vavl Cl molekula

gyakorlatilag egyaltalan nem képes forbol-észter kdtésre.

Az Ot Vavl-szerii mutacio kombinacioja drasztikusan lecsokkenti a PKCo C1b domén PDBu
irénti affinitasat

Adataink alapjan ugyanakkor az is valoszintisithet6, hogy a forbol-észter-affinitas teljes
hianyat az egyes aminosavak (6nmagukban relative csekély) negativ hatasainak 6sszegz6dése
okozhatja, ami altal az Onmagukban szerény strukturalis hatasok olyan jelent6s gatld
tényez6vé valnak (a receptor-ligand-membran harmas komplexének intermolekularis
kapcsolatrendszerében), amely mar elegendd lehet a Vavl Cl1 teljes valaszképtelenségének
kivaltasahoz. A kovetkez6 kisérleteinkben ezen hipotézisiinknek szerettiink volna utanajarni.

A fent emlitett mutaciok azonos konstrukton belili kombinaciojaval azt kivantuk
megvizsgalni, hogy az énmagukban csekély affinitdsvaltozast okozd aminosavak egyittes
jelenléte milyen mértékii szenzitivitascsokkenést képes indukalni. Ezért dupla, tripla és
Otszoros PKCd Clb mutansokat allitottunk elé (lasd 1. tablazat), amelyek a fent emlitett
Kitlintetett poziciokban Vavl-szerii aminosavak kiilonb6z6 kombinacidit tartalmaztak. Mivel
a 22-es pozicidban létrehozott W22R mutécié nem volt hatassal a domén PDBu affinitasara,
ezért ezt a mutécidt a tbbbszords mutansok esetében nem vizsgaltuk tovabb. Az 1. tablazat
alapjan megallapithatd, hogy amennyiben a ligandkot6zseb két oldalat alkotd N- és C-
terminalis peptidhurkok ,,cstcsi” részeiben dupla mutaciokat hoztunk létre, gy mindkeét
hurok esetében jelent6s affinitascsokkenést mérhettiink. A C-termindlis hurkon Iétrehozott
L24T/K26 mutaci6 esetében ez a redukcid kifejezettebbnek adddott (499-szeres csokkenés a

vad tipushoz viszonyitva), mint az N-terminalis hurok M9E/S10E mutacidja esetében (261-
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szeres csokkenés a vad tipushoz viszonyitva), bar a csokkenés mértéke tulajdonképpen
azonos tartomanyba esett mindkettdjiiknél. Erdekes modon az affinitascsokkenés mindkét
dupla mutans esetében nagyobbnak adodott, mint a megfeleld egyszeres mutansok esetében
mért redukciok szorzata. Példaul az L24T muténs esetén 13,6-szoros csokkenést, a K26Y
mutansnal pedig 5-sz0r6s csokkenést mértink a vad tipushoz képest; azaz az
affinitascsokkenések szorzata alapjan kb. 70-szeres redukciét prognosztizalhattunk az
L24T/K26Y mutansnal, de valdjaban 499-szeres csdokkenést mértiink a vad tipushoz képest.
Ez azt mutatja, hogy a Vavl Cl-ben elhelyezkedé nem-szokvanyos aminosavak egyiittes
jelenlétének a ligandaffinitasra kifejtett Osszetett hatasat nem lehet egyszeriien, az egyszeres
mutansok szenzitivitascsokkenése alapjan eldrejelezni.

Az N-termindlis peptidhurkon létrehozott tripla mutacio (M9E/S10E/P11T) még tovabb
fokozta a PKCS Clb affinitascsokkenését (963-szoros redukcid a vad tipushoz képest), bar a
P11T mutacié bevezetése nem okozott olyan mértékii (tovabbi) affinitdscsokkenést, mint
ahogy azt a dupla mutansok eredmenyei alapjan vartuk volna. Végezetul bebizonyosodott,
hogy az 6t mutacio egydttes jelenléte mellett gyakorlatilag semmiféle PDBu-kotédést sem
tudtunk detektalni a PKCS Clb doménndl. Ez tulajdonképpen azt jelenti, hogy az altalunk
alkalmazott kisérleti kortilmények kozott az 6tszords mutans (MOE/S10E/P11T/L24T/K26)
forbol-észter affinitasa tébb mint 6t nagysagrenddel (10°) csokkent le a vad tipushoz képest
(azaz az Otszords mutans a 10 pM-os koncentraci6tartomanyban sem képes [*H]PDBu
kotésre, szemben a vad tipus szubnanomolaris érzékenységével).

Mindezek alapjan tehat elmondhatd, hogy a szekvenciaanalizis soran azonositott 6t
nem-szokvanyos aminosav (GIu®, GIu®™, Thr', Arg?, Thr®*, and Tyr®) egyiittes jelenléte a
Vavl Cl1 feltételezett ligandkotozsebének kornyezetében mar megfeleld nagysagu gatld
tényez6t képviselhet ahhoz, hogy a Vavl molekula forbol-észterek iranti teljes

valaszképtelensegére indokkal szolgéljon.

A transzlokacios kisérletek a radioaktiv ligandkotési vizsgalatokhoz hasonl6 ligandaffinitas-
csokkenest mutatnak a PKCo C1b mutansoknal

A kovetkez6 kiserletlinkben azt szerettiik volna megvizsgalni, hogy a fent emlitett
mutaciok hogyan befolyasoljak a PKCo Clb forbol-észterre adott valaszat az intracellularis

kornyezetben. Ehhez LNCaP sejteket transzfektdltunk a megfeld mutacidkat tartalmazo

crer

(0,2-10 uM) PMA kezelés hatasara bekovetkez6 membrantranszlokacios valaszokat. A 18.
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abran lathato konfokalis mikroszkopos felvételek egy-egy reprezentativ kisérletet abrazolnak.
A citoplazmabdl a sejtmembranba, illetve a nukleoplazmabdl a magmembran felé iranyuld
transzlokéacios folyamatok mértékét az azonos koriilmények kdzott vizsgalt replikatumok (3-5
minden esetben) maximalis transzlokacidjanak atlagaval jellemeztik, majd az értékeket az
Osszetartozd kepek mellett tlntettik fel. (A kvantifikalas mddszerének leirasat lasd az
»Anyagok és modszerek” fejezetben).

A 18. abran lathato, hogy 1 uM PMA hozz4adéasa utan a vad tipusu PKCS C1b gyorsan
a plazmamembrénba transzlokal, amelyet a magmembranba torténd athelyez6dés kovet. A
plazmamembranba irdnyul6 redisztriblcios folyamat kévetkezteben a citoszol 5-7 perc alatt
csaknem teljesen ,.kiliriil” (nincs feltiintetve), mig a magmembranba torténd athelyezddés
kortlbell 10-15 perc alatt valik teljessé. (Megjegyzés: elvileg felmeriil a lehetésége a
nukleoplazméabdl a plazma membranba illetve a citoszolbdl a magmembranba torténd
transzlokacionak is, de az egyszerliség kedvéért ezeket a lehetdségeket a tovabbiak soran
figyelmen kivil hagytuk). Ezt kdvetéen, mintegy 15-20 perccel a ligand hozzdadésa utén, a
fluoreszcens szignal kezd ujra megjelenni a citoszolban (jelezvén a membrantranszlokacio

tranziens voltat) és a 30. percben mar ismét markans expresszio detektalhat6 a citoszolban. A

crer

,,,,,,,,

alkalmazott PMA Kkoncentraciojaval, azaz amennyiben a ligand koncentracidjat
csokkentettiik, a transzlokacio sebessége is mérséklodott. 0,1 pM PMA hatasara csak nagyon
gyenge transzlokaciot észleltiink 2-5 perc utan, és a plazmamembrénba torténé athelyez6dés
15 perc utan valt csak igazan markanssa (ellentétben az elébb emlitett 1 uM-0s kezelés
kapcsan tapasztaltakkal). Ugyanakkor a PMA koncentraciojat 10 pM-ra emelve (nincs
feltintetve) mér 2 perc utdn csaknem teljes redisztribdciét lathattunk a citoszolbdl a
sejtmembran irdnyaba, majd ezzel parhuzamosan megindult az athelyez6dés a magmembran
felé is (amelyet az 1 uM-os kezelés esetén csak késobb észleltiink). Ezenfeliil a fluoreszcens
szignal citoszolba torténd visszatérése is hamarabb kovetkezett be, mint az 1 uM-os kezelés
esetében (kb. 10-15 perc utan). A vad tipusu PKC3 Clb-vel elvégzett transzlokacios

kisérletek tantisdga szerint tehat az athelyezddés dinamikéja egyértelmii 6sszefiiggést mutat

-7z
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PKC® Cl1lb domén .
Transzlokacio

PMA membran
O perc 2 perc 15 perc 30 perc sejtmag
11,88 + 2,68
Vad tipus 0,1pM 018 + 0.11
11,41 +£1,87
Vad tipus 0,32+ 0,10
3,28 + 0,50
M9OE/S10E
0,25 + 0,02
r1luM
2,03+ 0,22
L24T/K26Y 0,41+ 0,16
1,18 £ 0,06
MOE/S10E/P11T 089+ 0.15
4,68 £ 0,96
M9E/S10E 0,12 + 0,03
3,58 = 0,62
L24T/K26Y 0.12 + 0.03
+10uM
2,15+ 0,83
MOE/S10E/P11T
0,33+ 0,19
MOE/S10E/P11T 0.98+ 0,02
L24T/K26Y 1,09 + 0,06
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€— 18 4bra: A GFP-jelolt PKCo C1b mutansok intracelluldris transzlokdciojanak dinamikdja
PMA kezelés utan LNCaP sejtekben. A vad tipusii PKCo Clib-t, illetve a kiilonbézé PKCo Clb
muténsokat expresszald sejteket PMA-val kezeltik (0,1-10 puM), majd a forbol-észter hatasara
bekévetkezo transzlokdciot konfokalis mikroszkopia segitségeével kovettiik nyomon. A PMA hozzaaddsa
utan 30 mp-ként készitettiink felvételeket. Az abrakon a kezelés eldtti allapot (0.perc), és a kezelés
utani 2., 15., és 30. perc reprezentativ felvételeit (3-5 kisérlet jellemzé mintdzata) tiintettiik fel. Az

- zez

egyes sorozatfelvételeken belll az adott fehérje maximalis transzlokaciéjat a legnagyobb
sejtmembran/citoplazma jelintenzitas-hanyadosndvekedés (,,membran’), illetve a legnagyobb
sejtmag/(sejtmembran+citoplazma) hanyadoscsokkenés (,,sejtmag”™) adta, amelyeket a kezelés eldtti
allapotra normalva adtunk meg. Az azonos kezelési protokollhoz tartozé replikatumok maximalis
transzlokaciojanak értékeit (,,membran” vagy ,,sejtmag™) atlag + S.E.M. forméaban tiintettik fel.

A [®H]PDBu-kétési vizsgalatok soran 260-szoros affinitascsokkenést mutaté MOE/S10E
dupla mutans a transzlokacios kisérletek soran is sokkal kisebb PMA-szenzitivitast mutatott,
mint az elézéekben bemutatott vad tipusii molekula. A dupla mutans egyaltalan nem reagalt
(transzlokacioval) a 0,1 pM koncentracioban alkalmazott PMA-ra (nincs feltiintetve),
emellett az 1 pM-os ligandkoncentracio esetében is csak egy gyenge sejtmembranba torténd
atrendez6dést detektalhattunk 15-30 perc utdn (amit nagyon csekély magon belili
redisztribacio kisért) (18. abra, harmadik sor). A PMA koncentracidjat 10 uM-ra emelve (18.
abra hatodik sor) ugyanakkor mar egy sokkal gyorsabb kinetik4ju és jelentdsebb nagysag
valaszt kaptunk, mely tulajdonsagait tekintve hasonlitott a vad tipus esetében 0,1 uM-o0s
ligandkoncentracional detektalt transzlokacios dinamikahoz: i)a sejtmembranba torténd
athelyez6dés elsd jelei kb. 2 perc utan valtak lathatova; ii) sokkal kifejezettebb (bar nem
teljes) transzlokaciot detektalhattunk a késébbi idOpontokban; iii)a sejtmagon belll is
megfigyelhettiink egy jelentésebb mértékii redisztribuciot 20-30 percnél. A masik dupla
muténs (L24T/K26Y) transzlokaciés mintazata is nagyban hasonlitott az MOE/S10E esetében
észlelt kinetikdhoz (18. abra negyedik és hetedik sor). Ezek az eredmények tehat
alatamasztjadk az in vitro Kkisérletek soran a két dupla mutansnal mert két-harom
nagysagrendnyi (M9E/S10E: 260-szoros, illetve L24T/K26Y: 498-szoros) affinitas-
csokkenést.

A dupla mutansokkal osszehasonlitva az el6z6, in vitro kisérletek tanisaga szerint a
tripla mutans (M9E/S10E/P11) affinitasat még jelentGsebb csokkenés jellemezte. Ezzel
0sszhangban, a tripla mutans a transzlokacios kisérletek soran is csak alig detektalhatd
mértékii membran-athelyez6dést mutatott 1 UM PMA kezelés hatasara (18. &bra 6todik sor).
Ugyanakkor, a dupla mutansokhoz hasonléan, meglehetdsen gyors és viszonylag jelentékeny
mértékii transzlokacid jellemezte a 10 pM-os ligandkoncentracié hatasara bekovetkezo

valaszat (18. abra nyolcadik sor). A ligand hozzaadasa utan kb. 2 perccel ugyanis mar
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detektalhat6 volt némi plazmamembran felé iranyuld athelyez6dés, majd a késébbiekben (20-
30. percnel) még némi részleges redisztribuciot is megfigyelhettiink a sejtmagon beldl.
Mindezek egyfel6l Osszhangban vannak az in vitro kisérletekben kapott 960-szoros
affinitdscsokkenéssel, masfeldl azt is jol demonstraljak, hogy egy csekély mértékli forbol-
észter szenzitivitas in vivo (LNCaP sejtekben) is kimutathat¢ a tripla mutansnal (hasonloan az
in vitro vizsgalatokban tapasztalt alacsony [*H]PDBu-affinitashoz).

A dupla és tripla mutansokkal ellentétben, az  Otszorés  mutans
(MOE/S10E/P11/L24T/K26Y) esetében egyaltalan nem tapasztaltunk transzlokaciot PMA
kezelés utan (18. abra kilencedik sor). Az altalunk alkalmazott koncentraciétartomanyban
(0,1 puM-10 pM) az Otszéros mutans egyaltalan nem reagalt forbol-észter ligandra, jo
0sszhangban az in vitro ligandk6tddés esetében kapott eredménnyel (lasd 1. tablazat). (A 10
uM felletti ligandkoncentraciok az alapvetd sejtstrukturak olyan mérték(i dezorganizaciojat

Osszefoglalva megallapithatd, hogy a PKC§ Clb mutdnsok intracellularis
transzlokécidjanak vizsgalatara irdnyuld kisérleteink is aldtdmasztjak azt a fontos felismereést,
hogy a ligandkotézseb kornyezetében elhelyezkedd, 6t nem-szokvanyos aminosav jelentdsen

hozzajarulhat a Vavl C1 forbol-észterek iranti valaszképtelensegéhez.

A PKCo-szerii mutdciokat tartalmazo izolalt Vavl C1 ligandszenzitivitasanak jellemzése

Az 6t PKCo-szerti mutacié hatdasara a Vavl Cl nagy affinitasu forbol-receptorra ,,valt"

Bar a PKCd Clb doménjanak (Vavl-szerll) mutansaival elvégzett kisérletek azt
sugalltak, hogy a szekvenciaanalizis soran identifikalt, 6t nem-szokvanyos aminosav jelenléte
okozza a Vavl C1 teljes valaszképtelenségét, egyéb aminosavak szerepe sem zarhatd ki a
csokkent ligandszenzitivitds hatterében. Ezt a kérdést a kovetkezOképpen szerettiik volna
megvizsgalni: a vad tipusi Vavl C1l-ben létrehoztunk &t, an. forditott”, mutaciot
(EOM/EL10S/T11P/T24L/Y26K). Ezek a mutaciok tulajdonképpen ugyanazokat a poziciokat
érintették, mint a PKC3 C1b mutansoknal (azaz 9-es, 10-es, 11-es, 24-es és 26-0s), de ebben
az esetben a Vavl C1 szekvenciajaba kerlltek beépitésre olyan aminosavak, amelyek
eredetileg a vad tipusu PKCd Clb doménben fordulnak el6. Azaz a korabbi mutaciok
,megforditasaval” olyan Vavl Cl mutinst kaptunk, amely 6t PKCo-szerli aminosavval
rendelkezett a fent emlitett, nem-szokvanyos aminosavak helyett. Ezt az 0tszorés muténst

elészor GST-fuzios proteinként expresszaltattuk baktériumokban, majd a tisztitott fehérjét in
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vitro [*H]PDBu-kétési vizsgalatoknak vetettiik ald. Azt a megddbbentd eredményt kaptuk,
hogy az 6t mutacié hatasara a Vavl C1 molekula képessé valt [PH]JPDBuU kétésére; méghozzé
nagyon jelentds affinitassal (Kq = 1,05 £ 0,15 nM) (2. tablazat), amely majdnem teljesen
megegyezett a vad tipust PKCS C1b disszociacios konstansaval (Kyq=0,193 + 0,005 nM) (1.
tabazat). Ezek alapjan tehat elmondhato, hogy sikerilt azonositanunk a Vavl C1 forbol-
¢szter iranti valaszképtelenségéért felelds (csaknem) valamennyi fontos aminosavat. A
fennmaradd csekély mértékii (5-szoroés), a vad tipusa PKCd Clb és a Vavl Cl
EOM/EL10S/T11P/T24L/Y26K kozott fellallo affinitaskllonbséget, nagy valoszintiséggel, még

egy tovabbi nem-szokvanyos aminosav jelenléte okozhatja.

2. tablazat: A vad tipust Vavl C1 és a Vavl C1 mutansok [’H]PDBu kétését jellemzé Ky értékek
Bakterialis rendszerben, GST-f(iziés proteinként expresszaltatott Vavli C1 domének [*H]PDBu iranti
affinitasat vizsgaltuk radioaktiv ligandkotédés felhasznalasaval az ,,Anyagok és Modszerek” fejezetben
leirtaknak megfeleléen. A kotés erésségét jellemz§ disszociacios konstansok (Ky értékek) atlagat harom
fliggetlen kisérlet alapjan adtuk meg (atlag+ S.E.M. formaban). NK: nincs kimutathat6 kotodés

Vavl C1
PKCo CI1b WT E9M/E10S/T11P/T24L/Y26K
Receptor (Vavl C1) Kyq -hoz képest -hoz képest
nM
Vad tipus (WT) NK NK NK
E9M/E10S NK NK NK
T24L/Y26K NK NK NK
E9M/E10S/T11P 7334 + 491 38000 x 6985 x
EOM/E10S/T11P/T24L/Y 26K 1,05+ 0,14 5,4 x 1x
Négyszeres mutansok
E10S/T11P/T24L/Y26K (-E9M) 975+121 5052 x 929 x
EOM/T11P/T24L/Y26K (-E10S) 264+24 137 x 25,1 x
EOM/E10S/T24L/Y26K (-T11P) 198 £ 18 1026 x 189 x
EOM/EL10S/T11P/Y26K (-T24L) 349+39 181 x 33,2 x
EOM/E10S/T11P/T24L (-Y26K) 31,4+£51 163 x 29,9 x

Kovetkezé kisérletiinkben az 0tszords mutaciot (EOM/E10S/T11P/T24L/Y26K)
tartalmaz6 Vavl C1 domént, GFP-fizids proteinként, LnCaP sejtekben expresszéltattuk,
majd az intracelluldris forbol-észter szenzitivitds kimutatasa céljabol transzlokacios

vizsgalatokat végeztink.

84



VavlC1ldomén o
Transzlokacié

PMA membran
sejtmag

Operc 2 perc 15 perc 30 perc

1,11 + 0,04

Vad tipus
. 1,03 + 0,06
N

1,00 + 0,03

a‘\

19. abra: A GFP-jel6lt, izolalt Vavl C1 mutansok intracellularis transzlokaciés mintazata PMA kezelés
hatasara LNCaP sejtekben. 4 vad tipusi Vavl Cl domént, valamint a haromszoros és az otszorés (PKCo
Clb-szerii) mutdcioval biré Vavl CI konsruktokat (Vavl Cl1 E9M/E10S/T11P és  Vavl C1
EOM/E10S/T11P/T24L/Y26K) expresszald sejteket PMA-val kezeltik (10 pM, 1uM és 0,1 puM). A
transzlokacio dinamikajat konfokalis mikroszkopos sorozatfelvételek (30 sec) segitségével kovettiik nyomon.
Az dbran a kezelés eldtti dllapot (0. perc), valamint a kezelés utani 2., 15. és 30. perc reprezentativ
felvételeit (3-5 kisérlet jellemzd mintdzata) tuntettik fel. Az egyes sorozatfelvételeken bellll az adott fehérje
maximalis transzlokaciojat a legnagyobb sejtmembran/citoplazma jelintenzitas-hanyadosndvekedés
(,,membran™), illetve a legnagyobb sejtmag/(sejtmembran+citoplazma) hanyadoscsokkenés (,,sejtmag™)
adta, amelyeket a kezelés elétti dllapotra normdlva adtunk meg. Az azonos kezelési protokollhoz tartozé
replikatumok maximalis transzlokacidjanak értékeit (,,membran” vagy ,,sejtmag”) atlag = S.E.M. formaban
tlntettik fel.

E9M/E10S/T11P =10 uM|

0,90 + 0,03

8,82+ 1,26
0,11 + 0,02

5,93+ 0,80

E9M/E10S/T11P 1uM

T24L/Y26K 0,22+ 0,08

7,72 + 2,40
0,1pM 0,21 + 0,07

Azt tapasztaltuk, hogy, ellentétben a korabban vizsgalt (19. abra, felsé sor) vad tipusu
Vavl C1 doménnel (amely teljes forbol-észter valaszképtelenségrol tett tantibizonysagot), az
Otszorés Vavl C1 muténs esetében mar viszonylag csekély PMA koncentraciok (0,1 puM)
mellett is szignifikans transzlokaciot detektalhattunk (19. abra utolso sora); ami jelentds, a
vad tipust PKC6 C1b doménnel csaknem Osszevetheté in vivo forbol-észter szenzitivitast

sugall. Hasonléan a vad tipusi PKCS Clb esetében tapasztaltakhoz, az 6tszorés Vavl Cl
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mutans transzlokaciojanak kinetikaja is doézis-fiiggé modon valtozott a  PMA
koncentracidjanak fuggvényében; azaz az emelked6 PMA koncentraciok hatasara felgyorsult
mind a plazma membranba iranyuld transzlokacio, mind pedig a sejtmagban megval6suld
redisztribacio (19. dbra harmadik és negyedik sora).

Elmondhatjuk tehat, hogy az 6t PKCd-analog aminosav (EQM/E10S/T11P/T24L/Y 26K)
jelenléte a Vavl C1 domént nagy affinitdsi PDBu-receptorra alakitja at, amely ennek
hatésara csaknem akkora ligandaffinitassal rendelkezik, mint a vad tipusit PKC3 Clb. Ezen
eredmények (6sszhangban a PKC C1b mutansok esetében tapasztaltakkal) jol alatdmasztjak
a koradbbi rontgenkrisztallografias mérések kovetkeztetéseit [137] (valamint a 15. abran
bemutatott szerkezeti modellek feltevéseit), melyek szerint a Vavl C1 domén térszerkezete
nagyfokd strukturalis homolégiat mutat a PKC3 Clb doménjanak szerkezetével, igy a
ligandkotézseb geometridja tulajdonképpen alkalmasnak tiinik a ligandkotésre. Az altalunk
identifikalt 6t aminosav nem valtoztatja meg jelentdsen a kotdhely haromdimenzids
struktarajat; valoszinisithetd, hogy a ligandkotézseb cstcsi részén elhelyezkedd aminosavak
akadalyozzdk a C1 domén és a membran Osszekapcsolodasat. Mivel a C1l-domén-ligand-
membran harmas komplexének stabilizalodasa alapvetd jelentéséggel bir a molekula
ligandaffinitasa szempontjabdl, ezért a C1 domén eés a membran kozétti intermolekularis
kapcsolatokat gatlo tényezOk drasztikusan csokkentik a domén DAG/forbol-észter

szenzitivitasat.

A nem-szokvanyos aminosavak ligandaffinitasra gyakorolt hatasanak tovabbi részletes

elemzeése a Vavl C1 doménben létrehozott dupla, tripla és negyszeres mutaciok segitsegével

Annak megitélése céljabol, hogy vajon mind az o6t altalunk felismert aminosav
ténylegesen hozzjarul-e a Vavl C1 molekula forbol-észter kotésenek akadalyozédsahoz, a
kovetkezOkben dupla, tripla, valamint négyszeres Vavl C1 mutdnsokat hoztunk 1étre (lasd 2.
tablazat), amelyek a megfelelé poziciokban (hasonldéan a fent emlitett 6tszoros Vavl Cl
mutanshoz) a PKC3 Clb-re jellemz6 aminosavakat tartalmaztak. (A PKC C1b mutansokkal
kapott eredmények ugyanis nem feltétlenul érvényesek maradéktalanul a Vavl C1 molekula
ligandaffinitasara, az Otszordés Vavl C1 mutanssal kapott eredmények alapjan pedig nem
lehet biztonsaggal megallapitani, hogy az 6t mutacié kozil vajon valoban mindegyik szerepet
jatszik-e a Vavl C1 ligandaffinitdsanak ,,helyreéllitdsdban™).

A Vavl CI1 feltételezett kotOhelyét alkotdé N- és C-termindlis peptidhurkokban
letrehozott dupla mutaciok (E9M/EL0S es T24L/Y26K) nem bizonyultak elegendének ahhoz,
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hogy helyreallitsak a domén forbol-észter szenzitivitasat; igy az in vitro ligandszenzitivitasi
vizsgalatokban nem tudtunk [*H]PDBu-kotést detektalni (2. tablazat), illetve az in vivo
kisérletek esetében sem figyeltink meg transzlokaciot (10 uM PMA-val torténd kezelés
hatasara sem; abra nincs feltlintetve). Az N-terminalis hurokban létrehozott tripla mutacio
(EOM/EL10S/T11P) hatasara ugyanakkor mar ki lehetett mutatni egy nagyon gyenge
ligandkotest (Kg = 7330 £ 490 nM; 2. tablazat); am mindezt csak in vitro vizsgalatokban
tudtuk detektalni, a transzlokacids kisérletekben nem kaptunk vélaszt forbol-észter kezelésre
(19. abra masodik sor). Mindezek alapjan tehat elmondhatoé, hogy megfeleld nagysagu
ligandaffinitas csak abban az esetben lehetséges, ha mindkét peptidhurok csucsi részén jelen
vannak olyan aminosavak, amelyek eldsegitik az intermolekuléris kapcsolatokat a C1 domén
¢s a lipidmembran kozott. Ez a megfigyelés ugyan némileg ellentmond a PKCé Clb
mutansok esetében kapott eredményeknek (1. tablazat és 18. abra), hiszen esetiikben a dupla
(MOE/S10E; L24T/K26Y) és a tripla (M9E/S10E/P11T) mutéaciok nem valtottak ki teljes
valaszképtelenséget forbol-észterek irant (annak ellenére, hogy ezekben az esetekben az N-
vagy a C-termindlis hurok a ligandkétés szempontjabdl teljesen inkompatibilis
aminosavakkal rendelkezett). Ugyanakkor ez az ellentmondas felhivja a figyelmet arra, hogy
a ligandaffinitas szempontjabol a két C1 domént (PKCs C1b versus Vavl C1) alkoto egyéb
aminosavak szerepe sem hanyagolhato el. Elképzelheté ugyanis, hogy a PKCé Clb esetleg
rendelkezhet egyéb olyan (normal esetben redundans) aminosavakkal, amelyek tovabbi
stabilizl6 funkcidval birhatnak, am normal kértlmények kozott tovabb nem képesek fokozni
a mar amugy is nagy affinitasu ligandkotest.

A kovetkezOkben (a 2. tablazatban felsorolt) négyszeres Vavl C1 mutansok
segitségevel szerettik volna részletesen megvizsgalni a fent emlitett, 6t nem-szokvanyos
aminosav egyedi hozzajarulasanak mértékét a Vavl C1 forbol-észter-szenzitivitasanak
csokkentesehez. Azaz tisztazni kivantuk, hogy vajon az egyes aminosavak ugyanolyan
mértekben jarulnak-e hozza a ligandaffinitas csokkentéséhez, amikor a Vavl szekvenciajaban
foglalnak helyet, mint amikor a PKC C1b szekvenciajaban talalhatéak (amikoris, csaknem
egységesen, kb. 5-15-sz6ros mértékben csokkentették a forbol-észter szenzitivitast). Ebben a
Kisérletsorozatban az 0Otszorés Vavl C1l mutans (EOSM/E10S/T11P/T24L/Y26K) szolgalt
kontrollként, amely megfeleltethetd a vad tipust PKCo Cl1b molekulanak (hiszen az 6t
kulcspozicidban azonos aminosavakat tartalmaznak). A 2. tabladzatban szerepld négyszeres
Vavl C1 mutansok (az analdgiat tovabb folytatva) megfelelhetnek az 1. tdblazatban felsorolt
egyszeres PKCo Clb mutansoknak, mivel a ligandkotés szempontjabol legmegfelelébb

aminosavszekvencidhoz képest (a PKCd Clb mutansokhoz hasonldan), eggyel kevesebb

87



»kompatibilis” aminosavval (vagyis eggyel tobb nem-kompatibilis aminosavval)
rendelkeznek. (Az egyszeriiség kedvéért ezeket a mutansokat ugy fogjuk jel6lni, hogy a
szekvenciabol hianyzd ,,kompatibilis” aminosav mutécidja elé egy negativ eldjelet tesziink,
kiemelvén annak hianyat az 0tszérds mutanshoz képest. A 2. tablazatban megtalalhaté a
mutansok pontos leirdsa és zarojelben a roviditett jelolésiik). Az eredmenyek alapjan lathato,
hogy az 6t négyszeres mutans kozil harom esetében nagyjabdl azonos affinitdscsokkenést
detektalhattunk. A (-E10S), (-T24L) és (-Y26K) jelzésii Vavl C1 mutansok egységesen,
kériilbeliil 25-35-sz6rds szenzitivitascsokkenést mutattak [*H]PDBu irant, az 6tszords Vavil
C1 mutanshoz viszonyitva (2. tablazat). Ez az eredmény Osszhangban all a PKCS Clb
egyszeres mutansainak csaknem egyontetli (5-13-szoros) affininitascsokkenesevel, a vad
tipust molekuldhoz viszonyitva (1. tablazat); a szenzitivitds redukciojanak mértéke a Vavl
esetében egy kissé magasabbnak adodott, mint a PKCS Clb mutansoknal. A 9-es és 11-es
pozicidban 1évé, nem-szokvanyos aminosavak esetében ugyanakkor az affinitascsokkenes
mértéke kiilonbozének adodott a két kisérletes megkozelités soran. Ugyanis mig a PKCd Cl1b
MOE és P11T mutansai hasonlo szenzitivitdscsokkenést mutattak (a vad tipushoz képest),
mint a tobbi egyszeres mutans (1. tablazat), addig a veliik analdgnak tekintheté (-E9M) és (-
T11P) jelzésii, négyszeres Vavl Cl mutansok szenzitivitascsokkenése sokkal kifejezettebb
volt (929-szeres és 189-szeres), az 6tszords Vavl C1 mutanshoz viszonyitva (2. tablazat). Ez
tehat arra utal, hogy amennyiben az 6t nem szokvanyos aminosav ligandaffinitasban bet6ltott
funkciojat kdzvetlenul a Vavl C1 molekula alapvazanak felhasznalasaval vizsgaltuk, ugy a
Met® és a Pro** molekulak (a tobbi aminosavhoz képest) kifejezettebb hozzajarulasét
detektalhattuk a ligandkdtés csokkentéséhez (ellentétben a PKCo Clb alapvazat felhasznald
Kisérletes elrendezés esetében tapasztaltakkal).

Ezen in vitro eredményekkel Osszhangban, a fent emlitett négyszeres Vavl C1l
mutansok GFP-jeldlt valtozataival elvégzett in vivo transzlokacios kisérletek megerdsitették,
hogy a Met® és a Pro** molekuldk a masik harom aminosavnal (Ser'®, Leu* és Lys®)
nagyobb jelentdséggel birnak a ligandkotés befolydsolasaban (20. 4bra). 10 uM PMA
alkalmazasa utan ugyanis gyors plazmamembran transzlokaciot detektalhattunk a (-E10S), a
(-T24L) és a (-Y26K) mutansok eseteben. Ezenfelil, bar a citoszolbdl a plazmamembran felé
iranyul6 athelyez6dés nem valosult meg teljes mértékben, a PMA hozzéaadasa utan 15 percen
belil mar meglehetésen kifejezett fluoreszcens jelet detektalhattunk a membranban; emellett
a sejtmag belsejében is majdnem tokéletes redisztribucid zajlott le a magmembran felé. Ezzel
ellentétben a (-E9M) jelzésti mutans sokkal kisebb mértékii és sokkal lassabb Kkinetikajd

plazmamembran-transzlokaciot mutatott, mint az el6z6 harom mutans;, emellett az
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athelyez6dés csak a membran egyes szakaszaira korlatozodott és a sejtmagban észlelt

redisztribucio is nagyon korlatozott mértéki volt.

Vavl Cl domén , .,
Transzlokacio

0 ) 15 320 membran
perc perc perc | perc sejimag

EOM/E10S/T11P 8,82 + 1,26
T24L/Y26K 0,11 + 0,02
1,43+ 0,18
"ESM 0,75 + 0,04
-E10S 3,39+ 0,24
0,26 + 0,15
2,23+ 0,45

-T11P
0,49 + 0,10
3,70 + 0,15

-T24L
0,31+ 0,10
-Y26K 3,05+ 0,32
0,24 + 0,04

10 uM PMA

20. abra: A GFP-jeldlt, izolalt Vavl C1 6tszéros és négyszeres mutansainak transzlokacios mintazata
PMA kezelés utdn LNCaP sejtekben. Az otszords (PKCO Clb-szerii) mutdciot tartalmazé Vavl CI domént
(ESM/E10S/T11P/T24L/Y26K), valamint az dbran (és a 2. tablazatban) feltiintetett négyszeres Vavl C1
muténsokat expresszalé sejteket 10 uM PMA-val kezeltiik. Az intracellularis redisztriblcidt konfokalis
mikroszkdpiaval koévettik nyomon, 30 méasodpercenként elkészitett sorozatfelvételekkel. Az dbran lathatd
reprezentativ felvételek (3-5 kisérlet jellemzé mintdzata) a kezelés eldtti dallapotot (0. perc), valamint a
kezelés utani 2., 15. és 30. percet abrazoljak. Az egyes sorozatfelvételeken bellll az adott fehérje maximalis
transzlokaciojat a legnagyobb sejtmembran/citoplazma jelintenzitas-hanyadosndvekedés (,,membran”),
illetve a legnagyobb sejtmag/(sejtmembran+citoplazma) hanyadoscsokkenés (,,sejtmag’) adta, amelyeket a
kezelés eldtti allapotra normdlva adtunk meg. Az azonos kezelési protokollhoz tartozé replikatumok

-7z
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A (-T11P) jelzésti mutans transzlokaciés mintazata tulajdonképpen atmenetet képviselt
a harom kifejezettebb valaszt adé mutans (-E10S, -T24L és és -Y26K), valamint a (-E9M)
jelzésti mutans kozott. A (-T11P) mutdnsndl ugyanis egy meglehetdsen gyors kezdeti
plazmamembran-transzlokaciét ~ figyelhettink meg; ugyanakkor csupan részleges
athelyezOdést lathattunk a citoszolbol a membran felé, valamint a plazmamembran egyes
teriletein hidnyzott a transzlokaciéra utaldo fluoreszcens szignal. Ezenfelil a sejtmag
belsejében alig detektalhattunk redisztriblciora utalo jeleket.

Mindezeket 6sszefoglalva tehat elmondhatjuk, hogy a négyszeres Vavl C1
mutansokkal kapott eredmények aldhtizzak a Met® and Pro™ aminosavak kiemelt jelentéségét
az Otsz6rés Vav C1 mutans (EOM/EL10S/T11P/T24L/Y26K) nagy ligandaffinitasanak
kialakitasaban. Adataink ravilagitanak arra is, hogy a Glu® és a Thr** molekula nagyobb
mértékben jarul hozzd& a wvad tipust Vavl C1 forbol-észterek irdnti teljes
vélaszképetelenségéhez, mint a mésik harom nem-kompatibilis aminosav (Glu®, Thr** és

Tyr®).

A ,,molekularis lipofilicitas” korrelécioja a forbol-észter szenzitivitassal

Az eddigi eredményeink alapjan azt feltételeztik, hogy a Vavl C1 szekvenciajaban
identifikalt 6t nem szokvanyos aminosav szerepe abban nyilvanul meg, hogy jelenlétiikkel
receptor-ligand-membran harmas komplexének kialakuldsat, igy kozvetve a ligandkotés
stabilizalodasat is. Ennek hatasara a Vavl C1 alkalmatlannd valik forbol-észter kotésre,
annak ellenére, hogy a kotéhely térszerkezete onmagaban nem tenné azt lehetetlenné.

A kovetkezokben molekularis modellek segitségével szerettiink volna meggy6zddni
feltételezéseink helyességér6l. (Megj.: Ahogy azt mar emlitettem, a molekulamodelleket
teljes egészében kollaboracios partnerink, Megan L. Peach készitette, ezen modellek
kovetkeztetései azonban elengedhetetlenek eredményeink megfeleld interpretdlasdhoz, ezért
azokat belefoglaltam Disszertaciomba és aldbb ismertetem 6ket). Létrehoztunk egy modszert,
amelynek segitségével a kiilonb6z6 C1 domén mutansok felszini lipofilicitasat kvantifikalni
tudtuk. Kisérleteinkben azt szerettik volna meghatarozni, hogy vajon a PDBu-affinitas,
illetve a transzlokacios dinamika tekintetében az egyes mutansok kodzott fenndlld jelentds
eltérések osszefligghetnek-e a ligandkotohely kiilsé felszinének eltéré membranaffinitasaval

(a kiilonboz6 lipofilicitasi tulajdonsdgok miatt).
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Az egyes C1 domén mutansok felszini lipofilicitdsanak jellemzésére bevezettiik az an.
»molekularis lipofilicitasi potencial” (tovabbiakban MLP) mennyiségét, amely a VASCo
nevili szoftver [187] felhasznalasaval kerllt meghatarozasra. (A szdmitasi mddszer részletes
jellemzése az értekezés alapjaul szolgalé aldbbi kozlemény ,,Anyagok és Modszerek”
fejezetében talalhato: [173]). Az eljarast nagyon leegyszeriisitve, a C1 domén peptidmolekula
egyes atomjainak lipofilicitasat a oktanol-viz megoszlasi hanyados (logP érték) segitségével
jellemezhetjlik [188].

21. dabra: Az egyes C1 domén mutinsok (PKCo és Vavl) ligandkotéhelyének lipofilicitisa ,,feliilnézetbdl”.
A CI domeének kiilsé felszinét alkoto aminosavakat a VASCO nevii szoftverrel meghatdrozott ,,molekularis
lipofilicitasi potencial” (MLP) értékek alapjan lattuk el szinkédokkal. A jelolések a kéktdl (leghidrofilabb
teruletek) a piros (leglipofilabb teriletek) szinig terjednek. A koztes lipofilicitassal bir6 tartoméanyok a z6ld
kiilonbozd arnyalataival vannak megjelolve. (a): vad tipusii PKCS Clb, (b): PKCo C1b M9E/S10E/P11T,
(c): PKCo Clb MY9E/SIOE/P11T/L24T/K26Y, (d): Vavl Cl1 EOM/E10S/T11P/T24L/Y26K, (e): Vavl CI
E9M/E10S/T11P, (f): vad tipust Vavl C1. (Megjegyzés: A 26-os pozicidban 1évé aminosav egyik C1 domén
mutdns esetében sem lathaté ebbdl az irdnybdl, mivel az a kiotdhely ,,cslcsi”’részét alkotd aminosavak
»alatt” helyezkedik el; ezen modellek esetében tulajdonképpen “feliilrél” tekintiink bele a ligandkotd
zsebbe).

A VASCo szoftver a C1 doméneket alkotd atomok ezen logP értékeit figyelembe véve,
megfeleld algoritmus segitségével, meghatarozza a molekula felszinének lipofilicitasat,
pontrdl pontra. A szoftver segitségével meghataroztuk a PKCS C1b és a Vavl C1 mutansok
felszini lipofilicitasat jellemzé MLP értékeket [187,189,190]. A 21. dbran az egyszeres, a
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tripla és az Otszoros mutansok kiilsé felszine ,.lathato feliilnézetb6l”, amelyet gy kell
elképzelni, mintha feliilrél beletekintenénk a ligandkotozsebbe. A felszin minden egyes
pontjahoz tartozik egy MLP érték, amelyet szinkdd segitségevel jelenitettink meg. Lathato,
hogy lényegében az 6sszes C1 domén kotdhelyének felszine tulnyomorészt kozepes foku
(&tmeneti) lipofilicitast mutat (z6ld szin), amelyet egyes mutansoknal, foltokban er6sebb
hidrofobicitasu (piros) tertletek szakitanak meg. Az is nyomonkdévethetd, hogy a vad tipusu
PKCd Cl1b erdsebb lipofilicitast mutat mint a vad tipusa Vavl C1 domén, és ez leginkdbb a
Met®, a Pro' és a Leu® jelenlétének koszonhetd. A vad tipusi Vavl mindossze egy
erdsebben lipofil teriilettel rendelkezik, mégpedig a Leu® aminosavnak készonhetSen. A
vérakozasokkal szemben a Glu® és a GIu' jelenléte nem kolesondz jelentds hidrofil karaktert
(kék szin) a Vavl C1 kotohely kiilsé felszinének, mivel a karboxilat csoportok polaritasat
,learnyékoljak™ a kornyez6 apoldros molekuldk. Ehhez hasonldéan a 22-es pozicidban 1évo
arginin (Arg® ) sem tfinik szignifikansan hidrofilebbnek, mint a PKC8 C1b Trp®* molekulgja,
mivel toltéssel rendelkezd, guanidinium funkcids csoportja a kétéhely kiils6 (felsd) felszine
alatt helyezkedik el, igy inkdbb az oldallanc metilén csoportjai lesznek azok, amelyek a
kotdzseb peremének alkotdsdban részt vesznek.

A szinkodok segitségével megjelenitett molekularis lipofilicitas (21. abra) alapjan mar
jol kérvonalazhatd, hogy a nem-kompatibilis aminosavak egymagukban miért okoznak csak
relative kis ligandaffinitas-csokkenést (pl. a PKCS Cl1b egyszeres mutansaiban). Lathato,
hogy 6nmagéban egyik Vavl-re jellemz6 aminosav sem csokkenti le dramaian a kotézseb
felszinének lipofilicitasat, ugyanakkor tébb ilyen aminosav jelenléte Osszességeben mar
jelentdsen csokkenti a kotzseb felszinének 6ssz-lipofilicitasat (hasonlitsuk 0ssze a 21.a és ¢
vagy a 21.d és f jelzésii modelleket!); ezaltal feltehetdleg képesek teljesen meggétolni a
kotéhelynek a membran kettOsrétegébe torténd beagyazdodasat, amelynek kovetkeztében a
domén ligandaffinitasa dramaian lecsokken.

Az egyes C1 domén mutansok felszini lipofilicitasa és ligandszenzitivitasa kozti
Osszefliggés szamszeriisitése végett a felszin egyes pontjaira jellemzd MLP értékeket
szummaltuk, és az igy kapott, Un. ,,0sszesitett lipofilicitds” értékét, a ligandaffinitas és a
transzlokacios potencial flggvényeben abrdzoltuk (22. abra). (Megjegyzes: az egyes
mutansok transzlokaciojanak intenzitasat szinkdd segitsegével jelemeztiik; Isd.: az abra alatt.
Az egyszeres PKCS Clb mutansok esetében ugyan nem végeztink transzlokacios
vizsgalatokat, de az PDBu-kotési vizsgalatokban mutatott csekély affinitas-csokkenés alapjan

esetiikben erételjes transzlokaciot feltételezhettlink.)
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22. dabra: Az egyes PKCo CIb és Vavl Cl mutinsok
ligandkotohelyeinek dsszesitett ,,molekuladris lipofilicitasi
potencidlja” (MLP). A kotdhelyek lipofilicitasanak
szamszerusitéséhez a kiilso (,felso”) felszint (a forbol-
észter kotésben és a membrén-asszocidcioban részt vevd
teriilet) alkoto molekulak MLP értékeit megfelelo
algoritmus szerint szummaltuk. A: 4 PKCS C1b mutinsok
MLP értékei (szines oszlopok). A vad tipusi molekula
talalhato a bal oldalon, téle jobbra a mutansok, sorrendben
a leglipofilebbtél a leghidrofilebbig. B: A Vavl Cl1
mutansok MLP értékei (szines oszlopok). A vad tipusi
molekula talalhato a bal oldalon, téle jobbra a mutansok,
sorrendben a leghidrofilebbtdl a leglipofilebbig. Zold szin:
gyors transzlokacio; vilagoszold: lassabb transzlokacids
valasz; sarga: részleges transzlokacio; piros: nincs (vagy
csak nagyon elhanyagolhato mértékii) transzlokdacio. A jobb
oldali tengelyen logaritmikus skalan abrazoltuk az egyes C1
domének ligandaffinitdasat jellemzé K értékeket (kek pontok

és vonalak).
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A 22. abran jol lathato, hogy
a spektrum egyik oldalan azok a C1
domén kotéhelyek allnak, amelyek
magas  felszini lipofilicitassal
rendelkeznek. Ennek megfeleléen
magas in vitro PDBu-affinitassal
rendelkeznek és PMA hatédsara
erteljes in vivo transzlokaciot

mutatnak. Ezzel ellentétben a
spektrum masik végét olyan C1
domének

alkotjak, amelyek

kotohelye alacsony felszini
lipofilicitasal jellemezhetd, igy sem
in vitro, sem pedig in vivo nem
forbol-észter-szenziti-

kozott,

mutatnak
A két
nagyjabol az MLP=0 értékhatar

vitast. veglet
folotti tartomanyban, helyezkednek
el azon mutansok, amelyek még
elfogadhatd  nagysagu ligand-
szenzitivitassal birnak. Azok a C1
domén muténsok, amelyeknél a

kotohely Osszesitett MLP értéke -10

alattinak  adodik, gyakorlatilag
teljesen érzéketlenek  forbol-
észterre. A 0-10 terjed6 tarto-

manyban pedig olyan mutansokat
amelyek
de

forbol-észter-szenzivitassal birnak.

talalunk, jelentésen

csokkent, még detektalhatd



Az 06sz6rés Vavl Cl1 mutans kotOhelyének felszine (Kis mértékben) kevésbé lipofil,
mint a vele analog felépitésti, vad tipust PKC8 C1b molekulaé; hasonléan, az 6tszéros PKCS
Clb muténs lipofilicitdsa egy kissé magasabb, mint a (kot6helyszerkezet tekintetében
hasonld) vad tipusu Vavl C1 molekul&é. Ez tehat azt jelenti, hogy az 6t mutacio ugyan nem
képes teljesen ,,atkonvertalni” az egyik C1 molekulat a mésikba (a kotohely lipofilicitdsanak
tekintetében), de a két struktura lipofilicitasa egymashoz nagyon koézel kerul. Az MLP
értékekben fennmaradd kilonbséget legnagyobb részben a 22-es pozicidoban elhelyezkedd
Trp (PKC9) versus Arg (Vavl) jelenléte okozza, de (az in vitro PDBu-kétés alapjan) ennek
az aminosavnak a mutacidja nem befolyasolta érdemben a forbol-észter szenzitivitast.

A K26Y és az S10E jelolést egyszeres PKCS C1b mutansok és a veliik strukturalisan
analég (-E10S) és (-Y26K) jelzésii Vavl C1 négyszeres mutansok mutattdk a legkisebb
lipofilicitas-csokkenést, a vad tipusi PKC6 Clb-hez és az 6tszords Vavl C1l mutdnshoz
viszonyitva. Ezért nem meglepé tehat, hogy a mutaciok ellenére jelentés forbol-észter-
szenzitivitast ériztek meg, az el6bb emlitett, idealis C1-strukturakkal dsszehasonlitva. A tdbbi
egyszeres PKCS C1b mutans és a tobbi négyszeres Vavl C1 muténs lipofilicitasa nagyjabél
azonos tartomanyba esett, mint a PKC3 C1b dupla és tripla mutansé, illetve a Vavl C1 tripla
mutansé (+10-t6l -10-ig terjed6 tartomany). Ebben a koztes tartomanyban a 6sszesitett MLP
értéekek nem feltétlenil mutattak linearis korrelaciot a domén ligandaffinitasaval és
transzlokéacioés potencialjaval. Az MLP szamitasok alapjan példaul nehezen magyarazhat6 a
PKCS Clb dupla mutacidinak (MOE/S10E és L24T/K26Y) a ligandszenzitivitasra gyakorolt,
varakozasokat feliillmulé negativ hatasa (Osszehasonlitva a nekik megfeleld egyszeres
mutansokéval). Ehhez hasonl6 példa a (PKCo Cl1b L24T/K26Y mutanssal analog szerkezetii)
Vavl tripla mutans (E9M/E10S/T11P) esetében mért affinitascsokkenés, a negyszeres Vavl
mutansokhoz képest, amelyet szintén nem magyaraz jol az MLP értéken alapuld
lipofilicitasbeli kiilonbozdéség. Ugyancsak meglepd az a tény, hogy a PKCo Clb MIE ¢és
L24T jelzésti mutansai, valamint a (-T24L) jelzésti négyszeres Vavl mutans sokkal nagyobb
forbol-észter-szenzitivitassal rendelkeznek (az in vitro és in vivo vizsgélatok alapjan), mint
ahogy azt az MLP-értékek alapjan vartuk volna. Ugyanis a leucin molekula treoninnal vald
felcserélése utan jelentds kiilonbségeket észlelhetiink a MLP értékekben, ugyanakkor a
forbol-észter affinitast vizsgalo kiserletekben csak szerény eltéréseket lattunk (az egyszeres
PKC3 Cl1b L24T viszonylag nagy affinitassal kot PDBu-t, mig a Vavl C1 (-T24L) megfeleld
transzlokéciot mutat PMA hatasara). Ezek alapjan felmertl, hogy a C1 domén forbol-észter-
szenzitivitasat alapvetden meghataroz6 membranasszociacié nem csupan a kotohely Gssz-

lipofilicitdsanak mértékétdl fiigg, hanem nagyban befolyasolhatja a kotohely kornyékén
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helyet foglalo kiilonb6zé hidrofob és hidrofil aminosavak pontos térbeli elhelyezkedése is,
amely ezaltal meghatdrozza a membranhoz valo illeszkedés szempontjabol legkedvezdébb

térbeli ,,lipofilicitas-mintazatot”.

Az 0tsz0rés mutacio hatasara a Vavl C1 doménje a teljes fehérjemolekulan belil is képes

forbol-észter kotésre és a membranba torténd dathelyezddés indukciojara

A kovetkez0 kisérletiinkben a teljes nagysadgu Vavl protein C1 doménjaban hoztuk 1étre
ugyanazt az 6t PKC8-szerli mutaciot, (E9M/E10S/T11P/T24L/Y26K), mint az izolalt Vavl
C1 domén esetében. Ezzel a modositassal azt szerettiik volna megvizsgalni, hogy vajon a C1
domén ligandkotézsebe a teljes molekulan beliil is képes-e forbol-észtert kotni a megfeleld
mutécidk birtokaban. Azt feltételeztlik, hogy amennyiben mas domének nem ,torlaszoljék el”
a ligandkotohelyet, Gigy az 6t kulcspozicidban 1évé aminosav mutacioja a teljes Vavl
molekulat is képesse teszi majd a forbol-észter kotésre. A kérdés eldontéséhez a teljes Vavl
molekulat (a vad tipust, a tripla és az 0tsz6ros mutdnst) N-terminalis GFP-t tartalmazo
eukaridta expreszios vektorba klonoztuk, majd LNCaP sejtekben vizsgéltuk az expresszalt
GFP-faziés proteinek transzlokacidjanak dinamikajat, forbol-észter kezelés utan. (A
megfeleld mennyiségli tisztitott protein eléallitasanak technikai nehézségei miatt a teljes
Vavl feherjét nem allt médunkban in vitro ligandkoteési vizsgalatokban tesztelni). A 23. &bran
lathato, hogy hasonldan az izolalt Vavl C1 esetében megfigyeltekhez, az 6t nem-kompatibilis
aminosav (PKCd-szerti) mutacidja a teljes Vavl molekulat (Vavl
EOM/EL0S/T11P/T24L/Y26K) is képesse teszi forbol-észter kotésre, hiszen 10 uM PMA
alkalmazasa utan plazmamembran irany( transzlokaciot detektalhattunk. Az 6tszoros
muténssal ellentétben ugyanakkor sem a vad tipusd Vavl molekula, sem pedig a tripla
mutans (Vavl E9M/EI10S/T11P) nem mutatott a citoszolbol a membranba torténd
redisztribuciot (amely ugyancsak megfelelt az izolalt Vavl C1 domennal tapasztaltaknak.)
Ezen eredmények tehat egyértelmlien bizonyitjdk, hogy amennyiben PKCd-szert
(kompatibilis) aminosavakkal helyettesitjik a Vavl C1 doménjanak 9-11-es, valamint a 24-es
és 26-0s pozicidiban helyet foglalé aminosavakat, ugy a teljes Vavl molekula is forbol-eszter

szenzitivvé valik.
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Vavl (teljes fehérje)
Transzlokacié
Operc 2perc 15 perc 30perc membran

Vad tipus 0,91+0,11
EOM/E10S/T11P 1,01 + 0,08
EOM/E10S/T11P

T24L/Y26K 2,67+043

10 uM PMA

23. dbra: A GFP-flzi6s proteinként LNCaP sejtekben expresszalt, teljes nagysagu Vavl molekulak
(vad-tipus, haromszoros és 6tsz0rés mutans) transzlokacids mintazata PMA kezelés hatasara. A
teljes Vavl fehérje vad tipusi valtozatat, valamint a haromszoros- és 6tszOrds mutansokat
expresszal6 sejteket konfokalis mikroszkopia segitségével vizsgaltuk, 10 uM PMA hozzaadasa utan.
Harminc masodpercenként detektaltuk a GFP-jel6lt proteinek intracellularis lokalizaciéjat. Az abran
lathatd reprezentativ felvételek (3-5 kisérlet jellemzé mintdzata) a kezelés eldtti dllapotot (0. perc)
valamint a kezelés utani 2., 15. és 30. percet abrazoljak. Az egyes sorozatfelvételeken belil, az adott
fehérje maximalis transzlokaciojat a legnagyobb sejtmembran/citoplazma jelintenzitas-
hanyadosnovekedés adta, amelyet a kezelés elotti allapotra normdlva tiintettiink fel. Az azonos
kezelési protokollhoz tartozo replikdtumok maximalis transzlokacidjanak értékeit (,,membrén”) atlag
+ S.E.M. forméaban tiintettiik fel.

Ezutan molekularis modellek segitségével szerettiik volna meghatarozni, hogy az egyes
mutaciok hogyan befolydsolhatjdk a Vavl molekula negyedleges szerkezetét kialakitd
intramolekularis kapcsolatokat. A C1 domén és a szomszédos DH/PH domének kozotti
interakciokat bemutatdé modell alapjan (24.A abra) jol lathato, hogy a ligandkotOhely N-
terminalis peptidhurkaban helyet foglalo harom mutans aminosav oldallancai a polipeptid
molekula kiilsé felszine felé tekintenek, ezért ezen poziciok mutacioja, nagy valdsziniiséggel,
nem géatolna a protein eredeti kvaterner struktdrajanak kiépulését. Ugyanakkor, a C-terminalis
hurokban helyet foglalo két mutans aminosav jelenléte feltehetéen elényteleniil befolyasolna
a C1 és DH/PH domének kozotti intramolekularis interakciok kialakulésat, igy nagy eséllyel

megvaltoztatna a protein kvaterner struktarajat.
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24. dbra: A Vavl C1 kétézsebének C-terminalis
peptidhurkén létrehozott mutaciok megzavarjak a
szomszédos DH doménnal kialakitott intermolekularis
kapcsolatokat. A kétohelyre illeszkedo ligand szintén
gatolhatja ezen kapcsolatok kialakulasat. A: A Vavl C1
domént a szomszédos DH és PH doménekkel egyitt
abrazoltuk. Z6ld szin: C1 domén; sziirke szin: DH és PH
domének. A mutadns aminosavakat a vad-tipusi Vavl
molekuldban helyet foglalé aminosavakra vetitettik; a
sargan jel6lt részek jelzik a két struktira kozétt (a
mutéciok hatasara) fennallé kilonbségeket. A DH és a
PH doménekben kiemeltiik azon aminosavakat (V373,
R402, K429), amelyek a mutéciok hatdsdra kedvezdtlen
sztérikus pozicioba keriilnének az eredeti kvaterner

strukturan beliil. A biborvords kettos nyil a Val373 ésaCl
jelzi. B: 4 Vavl CI domén, a kitéhelyre illeszkedd
forbol-13-actetdt és a doménnel intramolekuldris
kapcsolatokat kialakito DH domén szakaszok (a3 és a6
hélixek) interakcioinak modellezése. Lathat6, hogy a DH
domén o3 és a6 hélixei ugy helyezkednek el a Vavl
molekulan belil, hogy bizonyos aminosav molkekulak
(fokent L278 és C369) iitkéznek a C1 domén kotohelyére
beilleszkedd forbol-észter molekula oldallancaival. (Az
dabran a DH domeén protein adatbdzisban szereplé hdarom
kiilonbozo  kristdalyszerkezetét tiintettiik fel egymasra
vetitve (hasonléan a 15. abrahoz). Mindharom esetében
igaz a fenti megéllapitas. PDB azonositok: 2VRW (z6ld);
3KY9 (kék); 3BJI (lila)).
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A T24L muticié hatasara példdul a Cl1 doménben kifejez6dé leucin molekula
Y26K mutacid pedig kedvezdtleniil befolyasolna a domének kozotti elektrosztatikus
kolcsonhatdsokat, hiszen a tirozin helyett expresszalodo lizin molekula taszitand a 402-es
pozicioban 1év6 arginin molekulat vagy a 429-es pozicioban 1€év6 lizin molekulat. Ez tehat azt
jelenti, hogy bar mindkét peptidhurok (N- és C-terminalis) kulcspozicidinak mutécioja
szlikséges ahhoz, hogy a Vavl megfelé forbol-észter-affinitasra tegyen szert (azéltal, hogy
kompatibilis aminosavak révén a kotdzseb csucsi részének membranasszociacioja
megfeleléen tud lezajlani), Ggy tiinik, hogy a C-terminalisan elhelyezkedé két aminosav
mutacioja megnehezitené, illetve esetlegesen teljesen meggatolnd a Vavl molekula megfeleld
kvaterner struktarajanak felépulését.

Egy masik megkozelitésbdl vizsgalva a C1 domén ligandkotdhelyének kapcesolatat a
kornyez6 strukturakkal, a kovetkezo szerkezeti modellben azt kivantuk megjeleniteni, hogy a
kotézsebbe beilleszkedd ligand molekula (forbol-13-acetat) hogyan befolyasolna a C1 domén
interakcioit a DH domén a3 és a6 hélixeivel. A modell alapjan azt a fontos kovetkeztetést
vonhattuk le, hogy mivel a ligandk6tohelyet alkotdé C-terminalis peptidhurok nagyon kozel
helyezkedik el a DH domén a6 hélixéhez, megfeleld nagysagu ligandmolekula bekotodése
esetén a két domén kozotti szoros intramolekularis kapcsolatok zavart szenvedhetnek. (A
24.B abran példaul jol lathatd, hogy a ligandkotohelyre beilleszkedé forbol-13-acetat
molekula egyes részei ,,0sszeitkdznének” a DH domén L278-as és C369-es aminosav
molekulgjaval). Mivel ezen interakciok alapveté fontossagliak az enzimaktivitas
szempontjabol kituntetett szereppel biro DH domén szakaszok optimalis konformaciojanak
stabilizalasaban (és ezaltal a GNE funkcio megfelelé aktivitasanak fenntartasaban [137]),
ezért felmeriil annak a lehetdsége, hogy a kotdhelyre beilleszkedd, (egyeldre) hipotetikus

ligand Vavl enziminhibitorként funkcionalhatna.

A Vavl C1 kulodnleges struktarajat célz6 DAG-laktonok szelektivitasdnak 6sszehasonlitisa

Kovetkezo kisérletiinkben arra kerestiik a valaszt, hogy vajon lehetséges-e a Vavl C1
domén kilonleges struktarajat célzd, specifikus ligandok létrehozasa; amelyek, a fentebb
emlitettek szerint, nagy eséllyel befolyasolhatndk a Vavl enzimatikus funkcidjat. A
molekularis modellezés és az iranyitott mutagenezis eredményei alapjan megallapithatd, hogy

az N-terminalis peptidhurok negativan toltott glutamat molekulainak ,,semlegesitése”
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szilkséges (bar nem elégséges) feltétele annak, hogy a Vavl forbol-észter-szenzitivitasat
helyreallithassuk. Feltevésiink szerint pozitiv toltésekkel rendelkezé ligandok képesek
lehetnek a molekuldk negativ toltéseinek ,semlegesitésére”. Ezaltal a kotéhely csucsi
részének a hidrofdbicitasa megndvekedhetne, és igy a membranhoz t6rténé kapcsolodas
konnyebbé valna. Koztudomasu, hogy a molekuldk kozoétti, ionparokon alapuld
elektrosztatikus kolcsdnhatasok (az un. sohidak) novelik a kialakulé komplex lipofilicitasat,
ezaltal elésegitvén a lipidkettésréteggel torténd interakciot [191]. A gyogyszergyartasban
ugyanezt a stratégiat alkalmazzak a toltéssel rendelkezd gyogyszermolekuldk intesztinalis

felszivodasanak megkonnyitesere [192].

25. dbra: A pozitivan toltétt DAG-lakton-szarmazékok kémiai szerkezete

Ezen hipotézisunket megvizsgalandd, a kovetkez6 kisérletiinkben pozitiv téltéssel
rendelkezd DAG-laktonok kotddését teszteltiik. A DAG glicerin vazanak ciklizalasaval
eldallitott, Ottagn gyliriit tartalmazé DAG-laktonokrol (korabbi kisérleteink alapjan) mar
bebizonyosodott, hogy: i)a megfeleld oldallancokkal ellatott alapstruktira (a forbol-

észterekhez hasonld) nagy affinitassal (nanomoléris szenzitivitas) kotédik C1 doménekhez;
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i) a DAG-lakton alapszerkezet viszonylag egyszerii kémiai szintézise alkalmassa teszi a
eléallitott, novel C1 ligandok sorozatainak el6allitasahoz [8,10]. A vizsgalt DAG-lakton-
szarmazekok kémiai szerkezete a 25. abran lathat6. K6z0s jellemzdjiik, hogy pozitivan toltott
guanidinium (6¢) és piridinium (8a-f) oldallancokkal rendelkeznek az sn-2 poziciéban.
Ezenkivil az 6sszehasonlitas kedvéert neutralis piridin (6a) és metilindol (6b) oldallancokkal
bird vegylleteket is vizsgaltunk.

A Vavl-Cl-struktdra iranti relativ szelektivitas vizsgalatdhoz kompetitiv ligandkotési
kisérleteket végeztink, a PKCd CIlb dupla (M9E/S10) ¢és tripla (M9E/S10/P11T)
mutansainak felhasznalasaval. Azért valasztottuk ezt a két a Vavl C1 struktirara kdzepes
fokban hasonlit6 PKCd Clb mutanst, mert még viszonylag jelentds maradék
ligandaffinitassal rendelkeznek, amely (a modszer ligandkompeticion alapulé természete
miatt [174]) eclengedhetetleniil fontos eléfeltétele annak, hogy a jeloletlen kompetitiv
ligandok emelkedd koncentracidinak alkalmazasa mellett is képesek legyiink [*H]PDBu-
kotést detektalni. Ugyanakkor a Vavl Cl-szerti aminosavak beépiilése miatt ezen mutansok
mar jelentésen csokkent ligandaffinitassal rendelkeznek a vad tipusi PKC3 Clb-hez képest,
ezert a Vavl C1 elfogadhato modelljéll szolgalhatnak. (Béar idedlis lenne az izolalt, vad
tipusu Vavl Cl-et kdzvetlenl vizsgalni, azonban radioaktivan nem jel6lt vegyuletekkel ez
természetesen nem lehetséges. Ezenfeliil mivel egyaltalan nem kotnek [*H]PDBu-t, a fentiek
értelmében kompeticios vizsgélatokra sem alkalmasak). Ezen kisérletek a bevezetd 1épéseit
jelentik azon vizsgalatsorozatnak, amely (a késObbiekben) a Vavl C1 doménjanak specifikus
strukturalis sajatossagait c€lzo, szelektiv vegyiiletek eldallitasat kivanja megvalositani.

Amint az a 3. t&blazat els6 oszlopanak adatai alapjan lathatd, pozitivan toltott
oldallancokat épitve a DAG-lakton alapstruktiraba olyan vegyileteket kaptunk, amelyeknek
a vad tipusu PKCd C1b-vel szemben mutatott affinitadsa a 83-szorostdl (6¢) egészen a 30.000-
szeresig (8a) terjedd csokkenést mutatott (a [*H]PDBu-hoz képest). Ugyanakkor, a dupla
vagy a tripla mutansokkal szemben (masodik és harmadik oszlop) ugyanezen pozitivan toltott
DAG-laktonok joval kisebb affinitascsokkenést mutattak, mint a neutralis [*H]JPDBu vagy a
neutralis DAG-laktonok. A [*H]PDBu affinitasa a dupla és a tripla mutanssal szemben 261-
szeres, illetve 968-szoros csokkenést mutatott, a vad tipussal szembeni affinitdshoz képest. A
6a és a 6b jelolésii neutralis DAG laktonoknak a dupla mutansokkal szembeni affinitas-
csokkenése 45-szorosnek, illetve 82-szeresnek adodott. (Megj.: a tripla muténs esetében ezen
vegyiileteket nem vizsgaltuk.) Ezzel szemben, a piridinium csoporttal rendelkez6, 8f jelti

DAG-lakton affinitasa csupan 5-szordsére csokkent a dupla mutanssal (M9E/S10) szemben,
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és csak 5,5-szeresére a tripla mutanssal (M9E/S10/P11T) szemben. A guadinium csoporttal

bir6 6c jelzésii lakton esetében pedig ehhez nagyon hasonld affinitascsokkenéseket

detektalhattunk (12-szeres és 17-szeres csokkenés a dupla és tripla mutanssal szemben).

3. tablazat. A kiilonb6z6é DAG lakton szairmazékok kotédése a PKCS C1b dupla- és
tripla muténsaihoz. ,,Kompetitiv” ligandk6t6dés vizsgalat segitségével meghataroztuk az
egyes DAG laktonok affinitasit a PKCS Clb MOIE/SI0E és az MOE/S10E/P11T
mutansokhoz radioaktiv [*H]PDBu jelenlétében. A kotddés erésségét jellemzd
»inhibitorikus” disszociaciés konstanst az ,,Anyagok és Mddszerek” fejezetben leirt
maédon hataroztuk meg. Az értékek atlag + S.E.M. formaban lettek &brdzolva. (N=3
fiiggetlen kisérlet). NK: nincs kimutathatd k6t6dés, NM: meghatérozés nem tortént.

Receptor PKCd Receptor PKCo Receptor PKCo
Clb WT C1b M9E/S10E C1lb M9E/S10E/P11T
Ligand neve Ki (M) Ki (M) Ki (nM)
nM nM nM
[*H]PDBuU 0,193 + 0,005 50,5 +2,1 186,1 + 6,0
6a 10,0+1,5 45170 NM
6b 0,66 +0,6 54,0+ 4,1 n/a
6¢C 16,1+1,7 191 +15 285 +28
8a 5813 + 417 NK NM
8b 714 + 97 6686 + 552 NM
8c 215+19 1755 + 142 NM
8d 792 + 67 11675 + 837 NM
8e 252+ 13 1061 + 27 NM
8f 27,7+6,2 137 + 15 151+ 36

Az utébbi két pozitivan toltstt DAG-lakton, valamint a [*H]PDBu relativ

affinitdsvaltozasait mutatja be a 26. abra, amelyen az egyes vegylletek dupla, illetve tripla

muténsokkal szembeni affinitasat a vad tipussal szemben mutatott affinitdsukra normalva

adtuk meg.
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1000+ . M9E/810E 26. dbra: A [BH]PDBU, valamint a 6¢c és a

% 800+ ] MOE/S10E/P11T 8f jelzésii DAG-laktonok relativ affinitasa
= a PKCé CI1b dupla és tripla mutinsai
'g 600+ irant. Az emlitett ligandok M9E/S10 (fekete
> oszlopok) és M9E/S10/P11 (lires oszlopok)
>3 4001 muténsokkal szembeni affinitdsat a vad
= 200- . tipusit PKCS C1b domén irdnti affinitdsuk
@ | aranyaban fejeztik ki. (A [*H]PDBu
L 20 eseteben K, értékeket, mig a 6¢c és a 8f
E 15 jelzésii DAG-laktonok esetében K. értékeket
E 1g . hataroztunk meg radioaktiv ligandkotédési
0 - . [ 1 vizsgalatainkban.)

PDBu 6c 8f

Lathato, hogy a pozitivan toltott vegyuletek (6¢ és 8f) affinitascsokkenése a harom (Vavl C1-
szer(l) mutacioval rendelkezé struktira felé haladva joval elmarad a [PH]PDBu esetében
tapasztalttdl. Ez alapjan tehat elmondhatd, hogy a két vegyiletnek a Vavl-specifikus
aminosavakat tartalmazé Cl-domén-struktaraval szembeni relativ affinitasa jelentGsen
meghaladja a [PH]PDBu esetében tapasztalt mértéket. A kiilonbozé DAG-laktonok C1
doménekkel szemben mutatott affinitdsadt vizsgalo kordbbi kisérleteink alapjan
megéllapithattuk, hogy a DAG-lakton alapvéazhoz csatlakozo6 oldallancok szerkezetének apro
eltérései is jelentds mértéki kiilonbségeket okozhatnak a receptorstruktira iranti affinitas, igy

az egyes vegyluletek altal indukalt bioldgiai valaszok tekinteteben [171,193,194].

27.dbra: A 6c¢ (A) és a 8f (B) jelzésii DAG-laktonok bekotédése a PKCO C1b MYE/S10E/P11T tripla mutans
ligandkétdhelyére. A molekuldk kozott kialakuld elektrosztatikus kélcsénhatasokat szaggatott vonalakkal
jeloltuk.
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Az egyes piridinium (8a-f) oldallancokkal rendelkez6 DAG-laktonok affinitasértékei
kozott tapasztalt eltérések szintén alatamasztjak ezt a korabbi megfigyelést. Ezen vegyiletek
(valamint a guanidinium (6¢) oldallancokkal bird vegyiletek) alkil oldallancainak tovabbi
kémiai modifikacidjaval tehat képesek lehetlink olyan ligandok létrehozasara, amelyek még
jelentdsebb affinitdst mutatnak majd a Vav1-C1l-struktaraval szemben.

A kovetkezokben molekularis modellezés segitségével azt kivantuk megjeleniteni, hogy
a tripla mutanssal (PKC3 Clb M9E/S10E/P11T) szemben legnagyobb relativ affinitast
mutatd 6¢c és 8f jelzési, pozitivan toltott DAG-laktonok milyen lehetséges orientacioban
illeszkedhetnek a receptor kotéhelyére. (A kotdzsebbe torténd ,,virtualis beillesztés” soran az
alkalmazott algoritmus konstans receptor alapszerkezet mellett olyan ideéalis ligand-, illetve
aminosav-oldallanc-konforméciok (kotéhely aminosav molekulai) utdn kutat, amelyek a
ligand-receptor interakciok szempontjabol elonyosek.) A 27. dbran lathatd, hogy a 10-es
pozicidban 1évé glutamat konnyen kialakithat ionos kotéseket, mind a 8f jelii DAG-lakton
piridinium csoportjaban helyet foglald, mind pedig a 6c jelzésti vegyiilet guanidinium
csoportjaban elhelyezkedd, pozitivan toltott nitrogén molekuldval. Emellett a 8f vegyulet
piridinium gytriijéhez kapcsolédo alkil oldallanc egy hidrofob fedéréteget is Iétrehozhat a
kotézseb csucsi felszine folott, amely megkénnyitheti a receptor-ligand komplexnek a
membran kettOsrétegébe torténd beagyazodasat. (Megjegyzendd, hogy ez tény esetlegesen
magyarazatot adhat a 8f vegyulet kissé magasabb affinitasara.)

Az eredmények alapjan tehat elmondhato, hogy a megfelelé oldallancokkal rendelkez6
DAG-lakton alapstruktira elviekben képes lehet sohidakat alkotni a C1 domén kotéhelyén
talalhato, toltéssel rendelkezé aminosav oldallancokkal. Bar az altalunk szintetizalt és
vizsgalt DAG-laktonok a Vavl C1 domeénjanak specifikus szerkezetét célzd, szelektiv
molekuldk szintézisének egyelére csak a kezdeti Iépéseit reprezentaljak, mégis ugy tlinik,
hogy a (9-es és 10-es poziciokban helyet foglalé Vavl-specifikus) glutamat molekulak
negativ toltéseivel kialakitott elektrosztatikus interakciok kiakndzasa a molekulatervezés

fontos stratégiai eleme lehet a jovoben.
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DISZKUSSZIO

Egyes PKC izoenzimek specifikus szerepe a human sebocytak biologiai folyamatainak

szabalyozasaban

A masodlagos messenger DAG molekula jelatviteli Utvonalanak elséként azonositott (és
maig legfontosabb) effektorai a PKC csaladba tartozo izoformak, amelyek kiemelkedd
szerepet toltenek be a sejtsorsokat alapvetden meghatarozé szignaltranszdukcids
mechanizmusokban, hiszen szamos sejt- és szdvetféleség esetében képesek a sejtek
novekedesi Utemének, az érési folyamatok sebességének és a programozott sejthalal
szabalyozésara [20,22,128]. A Disszertacio elso részében (a PKC rendszernek a bor biologiai
folyamataiban bet6ltott szerepét vizsgald kisérletsorozataink keretein beliil) azon eredmények
keriiltek bemutatasra, amelyek (az irodalomban els6ként) a faggyumirigy sejtjeinek esetében
jellemzik az enzimcsalad jelatviteli rendszerekben betoltott szabalyozé funkcigjat.
Vizsgalatainkban elséként a faggydmirigy sebocytainak jellegzetes PKC izoenzim-mintazatat
hatdroztuk meg (magas expresszios szinttel rendelkezd cPKCo, nPKCd ¢és aPKCC
izoenzimek, valamint a kisebb mennyiségii nPKCe és 1 izoformak), amely mintazat jelentds
atfedést mutatott a bor keratinocytainak esetében korabban leirt izoforma-készlettel [50-
52,60]. Eredményeink tovabba ravilagitottak a sebocytakban magas expresszids szinttel bird
PKC izoenzimek kozponti (és, mas sejttipusoknal tapasztaltakhoz hasonl6an, izoforma-
specifikus és antagonisztikus) szerepére a faggy(mirigy olyan alapvetd bioldgiai
folyamatainak szabalyozasdban, mint a sejtosztédas vagy a holokrin szekrécid
kulcsfontossagu tényezdit jelentd lipidszintézis €s terminalis differencialodas.

Megallapitottuk, hogy a PKC rendszer aktivacidja fokozza a sebocytak lipidtermelését.
Farmakologiai modszerek, valamint kiilonboz6 sejt- és molekularis biologiai technikak
segitségével ramutattunk, hogy a forbol-észter stimulacio cellularis hatasanak jelatvitelében a
cPKCa és az nPKCd izoformak vesznek részt. PKC inhibitorokkal és PMA-val végzett
szimultan kezelések soran azt tapasztaltuk, hogy mindegyik gatloszer képes volt valamilyen
mértékben csdkkenteni a forbol-észter lipidszintézis-fokozé hatasat (7.C abra), amely alapjan
tobb izoforma szerepe is felvetddott a jelatviteli Gtvonalban. A klasszikus PKC izoformakat
szelektiven gatlo G66976 anyag hatékonysdga a PMA hatas csokkentéseben felvetette a
cPKCa kozremiikodését, hiszen a klasszikus csoportbol csak ezen izoforma expresszidjat

sikerilt kimutatnunk. Mivel a klasszikus és novel izoformakat hasonld szelektivitassal gatld
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GF109203X er6teljesebben gatolta a PMA-indukalta lipidtermelést, mint a csak klasszikus
izoformékat gatlo G66976; ezért felmerilt a novel izoformak (leginkdbb a legmarkansabb
expressziot mutatd nPKC3) szerepe is a jelatviteli utvonalban. Az nPKCd gatldszer Rottlerin
hatékonysaga a PMA lipidszintézis-fokozé hatasanak csdkkentésében alatdmasztani latszott a
d izoforma aktivacidjanak fontossagat a forbol-észter hatasmechanizmusaban. A G6 anyag és
a Rottlerin kumulativ inhibitorikus hatasa, valamint az a tény, hogy a két inhibitor kb. azonos
gatld hatast ért el, mint a klasszikus és a novel izoformékat egyarant gatl6 GF anyag, azt
sugallta, hogy a PMA hatasanak kozvetitésében valdszintileg a cPKCa és az nPKCS egyarant
részt vesz. (Megjegyzend6 ugyanakkor, hogy mivel egyetlen inhibitor-kombinacio sem tudta
a kontroll szintre visszaszoritani a PMA altal indukalt lipidszintézis fokozddast, felmerul a
PKC izoformaktol kiilonbozd jelatviteli ttvonalak aktivalasanak lehetdsége is). Mivel egyes
tanulmanyok ramutatnak az emlitett PKC inhibitorok szelektivitasanak hianyossagaira [176-
178], ezért a kovetkezdkben specifikusabb modszerek segitségével vizsgaltuk tovabb az
egyes izoformak funkciojat. A kiilonboz6 izoenzimek PMA altali aktivaciojat a sejten beliili
transzlokacié (konfokalis mikroszkopia) és az aktivalodast kisér6 down-regulacio (Western
blot) kimutatdsaval azonositottuk. Bebizonyosodott, hogy a PMA kezelés aktivalja a cPKCa
¢s az nPKCo izoforméakat (hiszen mindkét izoenzim esetében detektalhattunk transzlokaciot
és down-regulaciot; Isd 9. és 10. abra); ugyanakkor a varakozasunknak megfeleléen nem
befolyasolja az atipusos C1 doménnel rendelkezé aPKC( aktivitasat. Ezenfeliil, az izoformak
expresszidjdnak szelektiv géncsendesitése (RNS interferencia) segitségével azt is
bizonyitottuk, hogy az a és a & izoformak forbol-észter altal kivaltott aktivacioja valoban
fontos eleme a PMA altal indukalt lipidszintézis-fokozodas szignaltranszdukcios
atvonalanak, hiszen ezen lipidtermelés-fokoz6 hatds mindkét izoenzim expresszidjanak
visszaszoritasa kovetkeztében lecsokkent. A tobbféle kisérletes megkdzelités alapjan tehat
egyértelmiien megallapithatd, hogy a sebocytak fokozott lipidtermelését eldsegitd tényezdok
sejthatasainak jelatviteli mechanizmusaban szerepet jatszhat a cPKCa ¢és az nPKCo izoforma
aktivalasa (is). A holokrin szekrécio folyaman a lipidtermelés fokozdddsa a sebocytak
termindlis differencidlédasanak egyik kozponti elemét jelenti [104,115,126]. Fontos
megjegyezniink, hogy a két izoforma sejtdifferencialodast serkent6 hatasair6l mar szamos
kordbbi tanulmany beszdmolt human epidermalis keratinocytak esetében [50,59,60,63,65].
Ezen irodalmi adatok és sajat kisérletes eredményeink fényében tehat megallapithatjuk, hogy
a cPKCa ¢és az nPKC3 kozponti (pozitiv) szabalyozd szereppel bir a bér kiilonb6zo

sejtféleségeinek differencialddasi programjaban.
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Fontos megfigyelésink volt emellett, hogy a két izoforma (cPKCa és nPKCd)
aktivitasanak gatlasa (RNS interferencia vagy PKC inhibitor farmakonok segitségével) nem
befolyasolta a sejtek bazalis lipidszintézisét, és nem valtoztatta meg a sejtek ndvekedési
utemeét sem. Ezek alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a sebocytak endogén cPKCa
¢s nPKCd aktivitasa bazalis koriilmények kozott nem jatszik meghatarozd szerepet sem a
differencialodast, sem pedig a sejtproliferaciot befolyasold jelatviteli dtvonalakban.
Ugyanakkor a sebocytak altal expresszalt receptorkészlet (membranreceptorok: az EGF, az
IGF, az inzulin, a GH és a CRH receptorai, valamint kannabinoid receptorok és tranziens
receptor potencial TRP ioncsatornak; magreceptorok: az androgen, az 6sztrogén, a D-vitamin
receptorai, valamint a PPAR, az RXR és az LXR receptorok) soksziniisége alapjan mar
kordbban nyilvanvaléva valt, hogy szamtalan parakrin (pl. EGF, IGF-I, gyulladasos
citokinek, endokannabinoidok, AA stb.), endokrin (pl. androgének, 6sztrogének, calictriol,
novekedesi hormon, CRH, ACTH, glikokortikoidok stb.) és neurokrin (pl. Substance-P,
ACh) mediator képes a faggyamirigy alapveté biologiai funkcidinak befolyasolasara
[87,89,104,195]. Ismert, hogy ezen mediatorok kozil szamos anyag szignaltranszdukcios
utvonalaban felmerult a fent emlitett PKC izoformék funkciondlis szerepe.

Az androgének, a PPAR ligandok és egyes (neuro)endokrin mediatorok (CRH, ACTH,
GH, inzulin) mellett [91-93,96,98,99,101,196] jonéhany parakrin mediatorrél (IGF, FGF,
lipidmediatorok) is bebizonyosodott, hogy képes fokozni a sebocytak lipidtermelését,
clésegitvén a sejtek differencialodasi folyamatait [89,99,197-200]. A faggydmirigy
mediatorok (pl. linolsav, AA, endokannabinoidok) tobb szempontbdl is kiemelkedd
jelentdséggel birnak.

Korabbi kisérleteink soradn kimutattuk ugyanis, hogy a faggyumirigy sejtjei funkcionalis
endocannabinoid rendszerrel (ECS) birnak. A sebocytakrdl kiderult, hogy egyrészt képesek
prototipusos endocannabinoid vegyuletek (pl., anandamid (AEA) és 2-arachidonoil-glicerol
(2-AG)) termelésére, masrészt sejtmembranjukban kannabinoid receptort (CB2)
expresszalnak, amelyen keresztll ezen endocannobinoid vegydletek autokrin-parakrin médon
képesek fokozni a sebocytak terminalis differencialddasat (lipidszintézis fokozodas) es az
apoptotikus folyamatokat. Raadasul ugy tiinik, hogy ezen endogén ligandok altal kozvetitett
konstitutiv. CB2-receptoraktivacié kulcsszereppel bir a bazalis lipidtermelés és a
differencialodas folyamatanak regulaciojaban [195].

Kémiai struktarajat tekintve az endocannabinoid AEA-val és 2-AG-val rokon

vegyulet — mitdbb, ezen anyagok szintetikus-metabolikus uUtvonalainak egyik koztes
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vegyuleteként is szdmontartott [201,202]) — a sebocytakban szintén nagy fontossaggal biro
parakrin lipidmediatorrdl, az AA-rél szamos tanulmany bizonyitotta, hogy képes a sebocytak
lipidszintézisének fokozasara, a sejtdifferencialodas elésegitésére ¢€s az apoptotikus
folyamatok indukalaséara [115,118,179]. A foszfolipdz A, enzim aktivacidjanak (és egyéb
alternativ Utvonalak) hatasara a membran foszfolipidjeib6l felszabaduld6 AA szamos
gyulladasos mediator prekurzoraként szolgal. A ciklooxigenaz és a lipoxigenaz utvonalakon
keresztul olyan fontos gyulladasos mediatorok keletkeznek, mint példaul a prosztaglandinok,
a leukotriének, a tromboxan A, vagy a verlemezke aktivalo faktor (PAF), melyek a
gyulladasos kaszkad szamos fontos mechanizmusat képesek szabalyozni (erek
permeabilitdsanak fokozésa, az erek lokalis tagitasa, neutrophil granulocytdk kemotaxisa,
eosinophil sejtek aktivalasa, stb.) [203-207]. A lipidszintézis és az apopt6zis fokozasan tul az
AA a sebocytdkban is képes kiillonb6z6 gyulladdasos medidtorok termelését kivaltani. A
faggyamirigy sejtjeiben, in situ, a ciklooxigenaz és a lipoxigendz utvonal szamos enzimét
mutattak ki, amelyek egy részérél az is bebizonyosodott, hogy cellularis expresszidjuk
jelentésen megemelkedik olyan gyulladasos korallapotokban, mint példaul az acne. Az AA
kezelés hatdsara ezeken az Utvonalakon keresztiil szamos eikozanoid mediator (LTB4, PGE>)
termel6dik sebocytakban. Ezenfelul pedig az AA jonéhany pro-inflammatorikus citokin (1L-
6, IL-8) termeleset is képes indukalni a sejtekben [115]. Ezek alapjan érthetd, hogy az AA (és
szarmazékai) altal indukalt jelatviteli utvonalak kozponti jelentdséggel birnak az olyan
megvaltozott sebocyta-funkcidkkal dsszefliggésbe hozhatd korallapotokban (pl. seborrhea,
acne, stb.), amelyekben patogenetikai faktorként a megndvekedett lipidszintézis, a fokozott
sejt-turnover, valamint a sebocytak altal termelt gyulladasos mediatorok megemelkedett
szintje egyarant kdzrejatszik.

Bar a sebocytak lipidszintézisére gyakorolt hatasaban felmerilt az egyes PPAR-ok
kozvetlen aktivacioja [89,115], az AA sejthatasainak pontos szignaltranszdukcios
mechanizmusa munkank kezdetekor még nem volt kelléen tisztazva. Munkank soran ezert
arra a kérdésre is kerestik a valaszt, hogy vajon a sebocytakban expresszalddé PKC
izoenzimek aktivalodésa reszt vesz-e az AA celluléris hatasainak kozvetitéseben. Az AA-rol
tobb munkacsoport Kkisérletei is kimutattak, hogy kepes fokozni a PKC enzimek aktivitasat
mind sejtmentes rendszerekben, mind pedig intakt sejtek esetében [4,208-210]. Bar az
enzimaktivacio pontos mechanizmusa még nem ismert teljesen, egyes kutatasok felvetik az
AA kozvetlen kotédését bizonyos PKC izoenzimek C1l doménjéhoz, amelynek hatdséra

bekovetkezhet a molekula transzlokacioja és a kinaz aktivitas fokozodasa [17,211].
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Az SZ95 sebocytakon elvégzett Kkisérleteink alapjan bebizonyosodott, hogy
faggyumirigy sejtekben az nPKC9 izoforma kulcsfontossagh szerepet jatszik az AA jelatviteli
utvonaldban, hiszen az enzimaktivacio tobbféle mddszerrel (PKC inhibitorok, szelektiv
géncsendesités) torténd gatlasa/csokkentése egyarant visszaszoritotta a lipidmedidtor altal
indukalt sebocyta-sejtvalaszokat (lipidszintézis fokozddas, apoptozis indukcid). A
farmakologiai vizsgalatok alapjan (lasd 13. abra) mar feltételezheté volt, hogy az nPKCd
aktivacidja valoszinilileg kozrejatszik az AA altal kivaltott sejthatasokban, ugyanakkor a
cPKCa szerepe nem tiint valosziniinek a folyamatban; a klasszikus és a novel izoformékat
egyarant gatld GF109203X inhibitor és a Rottlerin ugyanis kdzel azonos hatékonysaggal
gatolta az AA altal megnovelt lipidakkumulaciot, mig a klasszikus ¢cPKCa-t gatlé G66976
teljesen hatdstalannak mutatkozott az AA lipogén funkcidjanak visszaszoritdsdban. A
lipidszintézis mellett az AA altal indukalt apoptotikus folyamatok farmakoldgiai vizsgélata is
hasonl6 eredményeket mutatott; a harom inhibitor kézil ebben az esetben is csak a
GF109203X és a Rottlerin tudta kivédeni az AA-kezelés hatasara bekovetkezé mitokondrialis
membranpotencial-csdkkenést, mig a G66976 nem befolyasolta az apoptotikus folyamatokat.
Az izoforma-specifikus funkcidk pontosabb és megbizhatobb azonositasa (a PMA-hoz
hasonloan) az AA jelatviteli utvonala esetében is tovabbi modszerek alkalmazasat tette
szilkségessé. Az AA-kezelés hatasara bekovetkez6 szelektiv nPKCd aktivaciot mind Western
blot, mind pedig konfokalis mikroszkdpia segitségével sikerllt bizonyitanunk (9. és 10.
abrék). Mindemellett a specifikus SiRNS-sel torténé szelektiv géncsendesitése utan elvégzett
funkcionalis vizsgalataink (lipidszintézis, apoptozis; 14.A és B abra) arra is ravilagitottak,
hogy az AA éltal aktivalt nPKC3 izoforma (ellentétben a cPKCa és az aPKC( izoenzimekkel)
valoban fontos szerepet jatszik a lipidmediator sebocyta-funkciokra Kifejtett parakrin
hatasénak jelatviteli mechanizmusdban; azaz az nPKCd expresszidjanak szelektiv
csokkentese visszaszoritotta az AA-kezelés hatasara bekovetkezo lipidtermelés-ndvekedést és
apoptozis-fokozodast, mig (az el6zéekkel 6sszhangban) a ¢cPKCa és az aPKC{ izoformak
kifejezddési szintje nem befolydsolta az AA ezen sejthatésait.

Az AA-val elvégzett Kkisérleteink alapjan tehat az aldbbi fontos kdvetkeztetésket
vonhattuk le a PKC rendszer sebocytakban betdltott funkcionalis szerepérdl: i) A sejtekben
legmagasabb expresszids szinttel bir6 nPKCd izoforma, a lipidszintézist serkentd jelatviteli
utvonalak mellett, pro-apoptotikus szignalok kozvetitésében is részt vesz. ii) Bar a cPKCa, az
nPKC6-hoz hasonlban, szintén részt vehet lipogén mediatorok szignéltranszdukcios
utvonalaban (a PMA-val kapott eredmenyek alapjan), az AA sejthatasainak kdzvetitéseben

nem jatszik szerepet, hiszen expresszidjanak szelektiv csokkentése nem volt hatassal az AA
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altal indukalt lipidszintezis fokozddasra. (A masodik megallapitast azon megfigyelésiink is
alatamasztja, amely szerint az AA-kezelés mellett szimultan alkalmazott PMA (13.B abra)
tovabb fokozta az AA altal megndvelt lipidtermelést; ennek egyik lehetséges magyarazata az
lehet, hogy mig az AA-kezelés hatasara csak az nPKCd izoforma aktivalodik, addig a PMA-
val valo egyiittes kezelés tovabbi lipidtermelés-fokozodast okozhat a ¢cPKCa aktivalasan
keresztul.)

A faggyumirigy bioldgiai funkcidjanak szempontjabol az AA harmadik fontos celluléris
hatasa (a lipidszintézis fokozasan és az apoptotikus folyamatok indukalasan tul) a sebocytak
altal termelt gyulladasos lipidmediatorok, pro-inflammatorikus citokinek es antimikrobialis
agensek felszabaduldsanak fokozasa. Munkacsoportunk jelenlegi kisérletsorozatai intenziven
vizsgaljak az AA kezelés hatasara felszabaduld gyulladasos mediatorok jellegzetességeit,
illetve a PKC izoenzimek részvételét. Elzetes (nem publikalt) eredményeink alapjan (Q-
PCR) elmondhato, hogy SZ95 sebocytakban az AA kezelés fokozza az interleukin csoportba
tartozo 1L-6 és IL-18 [212,213], valamint az antimikrobialis agensként ismert B-defenzin-1
termelését [214]. Az AA elOsegiti tovdbba a pentraxin-3 expresszidjdnak fokozodasat,
amelyrdl ismert, hogy a természetes ¢€s az adaptiv immunitas hatékony egyiittmiikddésének
egyik fontos regulatora [215]. Bar ezen a terlleten még tovabbi kutatasok sziikségesek, az
elézetes eredmények alapjan szamos esetben felmeriil a PKC rendszer aktivalédasanak
kozremiikOdése ezen mediatorok fokozott expresszidjanak jelatviteli mechanizmusaban.

Végezetil fontos megemlitenink, hogy a cPKCa ¢és az nPKCd izoformaknak a
sebocytak bioldgiai folyamataiban bet6ltdtt funkcionalis szerepén tul a PKC rendszer egy
tovabbi tagjarol bizonyosodott be, hogy fontos szerepet jatszik a faggyumirigy alapvetd
funkcidinak  szabalyozasaban. A  molekularis biolégia eszkoztaranak  (SiIRNS)
felhaszndlasaval lehetdséglink nyilt a sebocytdkban mésodik legmagasabb expresszios
szinttel bird izoforma, az aPKC( funkcidinak vizsgalatara is, amelyre farmakologiai
modszerek segitségével nem nyilt lehetdség. Ezen vizsgalatok sordn dertilt fény arra, hogy az
aPKC( expresszio szelektiv csokkentése (géncsendesités) jelentdsen fokozta a sebocytak
lipidtermelését és apoptotikus folyamatait (12. és 14. &bra). Ezek alapjan tehat elmondhatd,
hogy a ¢cPKCa és az nPKCd lipidszintézist fokozé (differencialodast el@segitd) hatasaval,
valamint az nPKCd& proapoptotikus funkciojaval ellentétben az aPKC( enzimaktivitasa
feltételezhetéen gatolja a sejtek lipidszintézisét és apoptotikus folyamatait. Az aPKC{-val
kapott eredmények tehat azt sugalljak, hogy ezen izoforma endogén aktivitasa konstitutivan
gatolja a differencialodas és az apoptoOzis irdnyaba mutatd jelatviteli folyamatokat, ezaltal

elésegitvén a sejtek tulélését és a (fizioldgias) sejtproliferaciot. Ennek fontos szerepe lehet
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példaul a faggyamirigy acinusainak un. periférias zonajaban elhelyezkedd, nagy mitétikus
potenciallal bird sejtek funkcidjaban, hiszen ezen sejtek proliferacios aktivitasa biztositja a
holokrin szekrécid sordn folyamatosan pusztuld, terminalisan differencialodott és apoptétizalt
sejtallomany utanpdétlasat.

Jelen kisérleteink alapjan tehat elmondhatjuk, hogy a cPKCoa/nPKCo és az aPKC{
izoforméak sebocytakban tapasztalt funkcionalis antagonizmusa Ujabb példat szolgaltat a PKC
rendszerrel kapcsolatban, kordbban mar szdmos egyéb sejt-és szovetféleség esetében leirt
»jellegzetességre”; ezek szerint a PKC csaladot alkotd izoformak az enzimatikus funkcid
szempontjabol egyaltalan nem tekinthet6k egységes csoportnak, hiszen akar azonos sejttipus
esetén is képesek kiilonbozo, sot akar teljesen ellentétes folyamatokat aktivalni. Ezen
jelenség egyik legismertebb és legjobban jellemzett példaja a szamos szdvetben magas
expresszids szinttel bird novel PKC izoformak, a 6 és az €, antagonisztikus funkcioja. (Mig az
nPKCd a legtdbb sejtféleségben proapoptotikus és anti-proliferativ funkcidval bir, addig,
ezzel ellentétben, az nPKCe elGsegiti a sejtproliferaciot és gatolja az apoptotikus
folyamatokat [22].) A két izoforma ezen funkcionalis antagonizmusanak finom egyensulya
Iényeges szerepet jatszik a sejtsorsokat meghataroz6 folyamatok érvényre jutadsaban, emiatt
egyes kozlemények egyfajta molekularis ,,yin és yang” effektusként emlitik 6ket [20]. Az
irodalmi eredményekkel 0Osszhangban, munkacsoportunk koradbbi vizsgéalatai a bor
keratinocytainak esetében is leirtdk a PKC rendszer izoforma-specifikus és antagonisztikus
szerepét a keratinocytdk tulélését meghatarozo sejtfolyamatokban (a2 ¢PKCa/nPKCd
izoformak eldsegitik a keratinocyta differencialodast és apoptdzist, mig a cPKCB/nPKCe
izoformék a proliferacios szignalokat kozvetitenek) [63,74]. Jelen munkankban a boér egy
Ujabb sejtféleségében, a faggyumirigy sebocytaiban sikertlt részletesen jellemezniink a PKC
rendszer egyes izoformainak funkciondlis szerepét; azaz ravilagitottunk a cPKCa és nPKCd
aktivacidé fontossagara a termindlis differencialodast eldsegitd folyamatokban, valamint az
aPKC( jelentOségére a sejtek életképességét elésegité folyamatokban. Kisérleteink
eredményeképpen tehdt, a PKC rendszer izoforma-specifikus funkcidinak részletes
megismerése altal, egy ujabb sejtféléség esetében valhat lehetdvé a terapids szempontbol
lenyeges sejtfunkciok PKC rendszeren keresztili farmakologiai befolyasolasa. A
faggyamirigybdl kiindul6 borbetegségek esetében a PKC rendszer modulécidja, a
patogenezis fliggvényében, szamos Uj terapids megkozelitésre kinalhat potencialis
lehetdséget.

Milyen betegségek és patologids korképek esetében lehet a sebocyta-funkciok

modulaciojanak terapias haszna? Ahogy azt a ,Bevezetéesben” mar emlitettik, a
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faggyamirigy sejtjeinek megvaltozott proliferacidés és differenciacios képessége szamos
betegségek egy csoportjara faggydmirigy-hiperfunkcio jellemz6, amely sebum taltermelésben
nyilvanul meg és a folyamatot rendszerint fokozott gyulladdsos valaszok is kisérik (pl.
seborrhoea, acne) [106,107,111,122]. Mas korképekben jellegzetes vonas a mirigy
hyperplasidja; ilyen a perzisztalo erythéemaval és teleangiectasidkkal jaro rosacea, amelyben
gyakorta el6fordul a faggyimirigy extrém foku tulburjanzésa az orr (rhinophyma) vagy az all
(gnatophyma) teruletén [108,109]. Ezek mellett ritka esetekben eléfordul a sebocytak
neoplasztikus hyperproliferacidja is, amely faggytmirigy eredeti carcinomak (sebaceous
carcinoma) kialakulasahoz vezethet [110].

Ezen korképek koziil messze a leggyakoribb a komplex patogenezisii acne. Szamos
faktor (faggyumirigy dysfunctio, hyperkeratosis, patogén baktériumok, stbh.) kdroki szerepét
bizonyitottak a betegseg kialakuldsaban és fenntartasaban, ugyanakkor a legujabb kutatasok a
fokozott sebumtermelést (hyperseborrhoea) és a gyulladasos folyamatok egyensulyanak
megbomlasat emelik ki kozponti patogenetikai tényezoként [106,107,112,113]. A
faggyimirigy mindkét tényezd tekintetében kulcsfontossagli szerepld. Egyfeldl a sebocytak
(kiilonb6z6 endokrin €és parakrin medidtorok hatdsara indukadlodd) koros mértékii
lipidszintézise létrehozza azt a (hyper)seborrhoeas allapotot, amely, tobbek kozott, kivald
taptalajt nyujt a patogén baktériumok elszaporoddsdhoz. Masfeldl a sebocytdk szdmos
gyulladasos mediator termelésével jarulnak hozza az inflammatoérikus reakciok
kialakulasahoz és kronikus fenntartdsdhoz. Az altaluk expresszalt enzimkészlet segitségével
képesek mind a ciklooxigendz, mind pedig a lipoxigenaz utvonalon termelddd eikozanoidok
(pl. PGE;, LTB,) termelésére [115]. Ezen gyulladasos lipidmediatorok mellett szamos pro-
inflammatorikus citokint (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8/CXCLS8, TNFa) is képesek felszabaditani
[112]. A sajat kutatasaink és mas munkacsoportok korabbi vizsgalatai alapjan a parakrin
lipidmediator és gyulladasos prekurzor AA kdzponti patogenetikai szerepe nyilvanvalé mind
a megnodvekedett sebocyta-lipidszintézis, mind a gyulladasos mediatorok termelésének
vonatkozasaban [115,118,179]. Jelen munkank eredményei arra is ravilagitottak, hogy a
sebocytakban legmagasabb expresszios szinttel bird nPKCd részt vesz ezen kulcsfontossagu
mediator szignaltranszdukcids Utvonaldban. Vizsgalataink alapjan az is bebizonyosodott,
hogy az nPKCd izoforman Kivil a ¢PKCa is kozremiikddhet kiilonboz6 extracellularis
szignalok lipidtermelést indukalo cellularis hatasainak kifejlddéséhez, annak ellenére, hogy
az o izoforma szerepe az AA-hatds jelatvitelében nagy valdszintiséggel kizarhato.

Ugyanakkor a szintén magas expressziot mutaté aPKC( izoenzimrdl kideriilt, hogy aktivitasa
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hatékonyan fékezheti a termindlis differencidlodas irdnyaba mutaté folyamatokat, vagyis
képes visszaszoritani a sebocyta-lipidszintézist és az apoptotikus folyamatokat. Az acne-
ellenes terapia szempontjabol ezek alapjan felmeriilhet az nPKC9 (illetve a cPKCa) aktivitas
szelektiv gatlasanak hasznossaga, hiszen ezaltal képesek lehetlink visszaszoritani a betegség
patogenezisének egyik kozponti elemét képezd fokozott sebumtermelést. Ugyanakkor az
antagonisztikus funkcioval rendelkez6 aPKC( aktivitdsanak fokozésaval (aPKC{ agonistak
segitségevel) elviekben szintén képesek lehetlink ugyanezen terapias célpont elérésére. Ezzel
ellentétben, a sebocytdkbdl kiinduld tumoros talburjanzéds esetében a PKC funkcion
keresztiili terapias megkozelitésnek nyilvanvaloan az el6zo6tol eltérd célokat kell maga elé
tliznie, hiszen a neoplasztikus folyamatok esetében az aPKC( aktivitads gatlasatol és/vagy a
cPKCd/a funkcio aktivalasatol varhatunk megfeleld eredményeket; mindkét megkozelités
ugyanis alkalmas lehet a terminalis differencialodas irdnyaba terelni a fokozott proliferacios
aktivitast mutatd sejtpopulaciot, visszaszoritvan ezaltal a tumoros névekedést.
Osszefoglalasképpen tehat elmondhatjuk, hogy a PKC rendszer sejt- és izoforma-
specifikus funkcidinak részletes jellemzése szamos 11 terdpias stratégia eldtt nyithatja meg a
lehetéséget mind a bért (és azon belll a faggyamirigyet), mind pedig egyéb szerveket és

szoveteket érintd korképek széles skalajanak vonatkozasaban.

A protein kindz C és egyéb (lehetséges) DAG-effektor proteinek farmakoldgiai

befolydsoldasanak lehetiségei a C1 domén targetdldsdan keresztil

A PKC enzimeket involvalo jelatviteli Gtvonalak pontos feltérképezése mellett az
enzimcsalad szerepére iranyul6d vizsgalatok masik f& vonulatdt azon kutatasok jelentik,
amelyek (mar a kezdetektdl) az enzimaktivitas farmakologiai befolyasolasanak lehetoségeire
Osszpontositanak, a potencialis terapias elényok kihasznalasanak reményében. Kutatasaink
masodik részében a Blumberg munkacsoporthoz (National Cancer Institute, Bethesda, MD,
USA) csatlakozva ezen kérdéskorrel nyilt lehetéségem behatoan foglalkozni. Bar az eziranyd
ekkoriban a PKC csaladd volt az egyetlen ismert DAG/forbol-észter-szenzitiv
molekulacsalad), a késébbi kutatasok jonéhany egyéb molekulacsaladot azonositottak,
amelyekrél bebizonyosodott, hogy szintén aktivalhatok DAG-gal és exogén analdgjaikkal
(forbol-észterek stb.) [7,8,13]. Ezen felfedezések természetesen jelentdsen megnovelték a

DAG uatvonal komplexitasat, igy a szelektiv farmakonok kifejlesztésére iranyulo térekvések
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kihivasait is; ugyanakkor egyidejiileg fontos, 0j terapias célpontokkal gazdagitottdk a DAG-

A Disszertaci6 masodik részében, az intracellularis DAG-effektorok befolyasolasat
celzo kutatdsok keretein belll, egy ilyen 0 potencialis DAG-target molekula, a Vavl
ligandaffinitasanak karakterizalasa kerult bemutatasra, amely a Blumberg munkacsoport
évtizedekre visszamend, kiterjedt molekularis farmakologiai kutatdssorozatanak egyik fontos
allomasat képviseli. A munkacsoport Gtt6r6 munkassaganak korai (1980-as évek) eredmeényei
(a japan Nishizuka munkacsoport munkéssagaval egyetemben) meghatarozo jelentdséglinek
bizonyult a PKC rendszer és a DAG jelatviteli mechanizmusanak kutatasa terén, hiszen
nagyrészt ezen két munkacsoport vizsgalatai alapjan valtak nyilvanvalova a kovetkezok: i) A
PKC enzimek képezik a tumor promoter tulajdonsdgokkal biré forbol-észter molekulak
intracelluléris targetjeit. ii) A PLC enzimeket aktivalo jelatviteli utvonalak soran keletkezo
DAG molekula tulajdonképpen a forbol-észterekkel azonos helyre (a késObbiekben Cl
doménként azonositott intramolekularis receptorstruktirahoz) bekdtddve aktivalja ezen
szignal-proteineket [41-43,128].

Hangsulyozandd tovabba, hogy ezen eredmények jelentették az elsé meggy6z6
kisérletes bizonyitékat annak, hogy protein kinazok részt vehetnek a karcinogenezis
folyamataban. Az eclkovetkezendé évek intenziv kutatdsai szamos malignus elvaltozas
esetében bizonyitottak, hogy a PKC rendszer fiziologiastol eltérd miitkddése kulcsfontossagu
patogenetikai tényezot jelent ezekben a korképekben. A kutatasok alapjan nyilvanvaldva valt,
hogy a PKC rendszer kdzponti szereppel bir olyan alapvet6 sejtfolyamatok szabalyozasaban
mint a sejtproliferacio, a differencialodas, az apoptozis és az angiogenezis [9,20]. Ennek
fényében nem meglepd, hogy a PKC enzimcsaldd vonzé terapids célpontjava valt a
daganatellenes gydgyszerek kifejlesztésére iranyuld torekvéseknek. A PKC funkcid
befolyasolasara tobbféle stratégiat fejlesztettek ki. Ezek kozil a legismertebbek: i) a molekula
katalitikus doménjének gatlasa un. kinaz inhibitorok (pl. staurosporin és szarmazékai, a
midostaurin, enzastaurin, GF109203X és G06976) segitségével; ii)az enzimaktivitas
moduldlasa a C1 doménen keresztil (forbol-észterek, bryostatinok, DAG anal6gok
felhasznalasaval); es Gjabban iii) az egyes PKC enzimek intracellularis expresszidjanak
gatlasa antisense oligonukleotidokkal (aprinocarsen, ISIS9606). Ezen vegyuletek kozul
szdmos anyag lépett be a rakellenes gyogyszerek kutatdsanak klinikai fazisaiba (Fazis I, 11 és
I11). (A PKC rendszerre hatd farmakonok tulajdonségairdl, valamint a preklinikai/klinikai
vizsgalatokban kapott eredményekr6l adnak Osszefoglald képet az alabbi publikaciok:

[8,11,18]). A katalitikus domén inhibitorainak kifejlesztése soran felmeriilé egyik jelentOs
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probléma a specificitads kérdése. Ezen kompetitiv antagonistak ugyanis a molekulak kinaz
domeénjen talalhatd ATP-ko6to régiohoz (C3 a PKC enzimekben) kotédnek, leszoritvan onnan
a foszforilacidohoz szikséges ATP molekulat. Irodalmi adatok szerint ugyanakkor a human
genomban tobb mint 500 kiilonb6z6 kinaz enzim talalhaté [216], amelyek erésen
konzervalddott ATP-koté regidoi nagyfoki homologiat mutatnak egymassal. Ebbol
kovetkezéen az egyes enzimekre specifikus gatloszerek kifejlesztése jelentOs kihivasokat
tartogat a molekulaszintézissel foglalkozé vegyészek szdmara. A C1 doménnel rendelkez6
szignal-proteinek ugyanakkor mar joval kisebb szamban fordulnak el6 a sejtekben, amely
tény mar 6nmagaban is csokkenti az aspecifikus modulacio lehetéségét. Azt sem szabad
azonban elfelejtentink, hogy a C1 doménhez kapcsol6do ligandumok enzimaktivaciot
okoznak, ellentétben a Kkindz-inhibitorok enzimgéatlé funkcidjaval. A PKC izoformak
antagonisztikus funkcidinak ismeretében ugyanakkor ez egyaltalan nem zérja ki ezen
farmakoterapids megkozelités létjogosultsdgat a daganatellenes gyogyszerek kutatasaban,
hiszen a proapoptotikus és antiproliferativ hatasokat kozvetité izoformak aktivacidja -
elmeletileg - ugyanazt a hatast valthatja ki, mint az antagonisztikus (proliferaciot serkentd,
antiapoptotikus) izoformék gatlasa. Amennyiben sikeriilne az egyes PKC izoformak C1
doménjahoz  szelektiven kot6d6, igy izoforma-specifikus aktivaciot megvalosito
farmakonokat Kifejleszteniink, Ggy az egyes izoformak célzott aktivaciojan keresztul
lehetdséglink nyilhat tobbek kozott a faggytmirigybdl kiinduld egyes korfolyamatok terapids
befolyasoldsara is. Ahogy azt fentebb mar emlitettiik, az aPKC( aktivitasanak fokozasa
példaul visszaszorithatja a sebocytdk lipidszintézisét, amely a sebumtermelés csokkentésén
keresztiil kedvezo hatassal lehet példaul az acne patogenezisére. Az nPKCo (és/vagy cPKCa)
szelektiv farmakologiai aktivacidja pedig olyan korfolyamatokban lehet kedvezd hatésu,
amelyekben a sejteknek a termindlis differencidlodas irdnyaba vald elkdtelezddésére van
sziikség. Ezaltal példaul a faggyimirigybdl kiinduld daganatok esetében eldsegithetjiik a
tumorosan transzformalt sebocyta klonok érési folyamatait, amelynek segitségével
visszaszorithatjuk neoplasztikus talburjanzésukat.

A PKC enzimek (és egyéb Cl1 domén tartalmi jelatviteli fehérjék) C1 doménen
iranyvonalat. Ezen kiterjedt témakor keretein beliil intenziv kutatdémunka iranyul a kiilonb6z6
Cl domén ligandumok (természetes és szintetikus vegyuletek) pontos celluléris
hatdsmechanizmusainak feltérképezésére. Az eziranyu kutatasok fontossagat aldhlzza az a
tény, hogy a Cl1 doménhez kotodd vegyiiletek koziil szamos anyag talalhatd jelenleg is

klinikai vizsgalatok kiilonb6z6 fazisaiban (Fazis I, II, III). Ezen vegyiiletek elso
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generacidjanak kozos sajatossaga, hogy a csoport tagjai természetes (nagyrészt novényekbdl
kivont) anyagok. Az ingenol-3-angelate-ot (mas neven PEP005-6t) példaul az Euphorbia
antiquorum nevii novénybdl nyerték ki, és jelenleg az aktinikus keratozis és a bor nem-
melanoma eredetli karcindmainak kezelésében tesztelik klinikai hatékonysagat [18,217]. A
tengeri szivacsbol (Bugula neritina) kivont Bryostatin 1 az egyik legintenzivebben vizsgalt
vegyulet ebben a csoportban. Szamos Kklinikai vizsgalatban tesztelik daganatellenes
farmakoterdpids potencialjat, ©nmagdban alkalmazva vagy egyéb farmakonokkal
kombinécidban [9,18,218]. Az Euphorbia prostrata novénybdl kivont prostratin (12-deoxi-
forbol-13-acetat) hatasat a HIV/AIDS terapidban vizsgaljak [18,219,220]. A forbol-észterek
prototipusat, a Croton tiglium nevii névénybdl eldallitott PMA-t (differencidlodast indukald
Annak ellenére, hogy ezen C1 doménhez kotddd természetes vegyliletek egyes klinikai
vizsgalatokban reményteljes eredményeket mutatnak, nem szabad elfelejteniink azt a tényt,
hogy komplex hatasmodjuk jelenleg még nincs részletesen feltérképezve.

A PKC rendszer biologiai funkcigjat vizsgald kutatasok alapjan mara mar egyértelmiivé
valt, hogy a szamos izoformaval rendelkezé enzimcsalad rendkivul dsszetett modon képes
szabalyozni a sejtfolyamatokat. A kiilonb6z6 izoformak adott sejttipusok esetében tapasztalt
ellentétes biologiai funkcidin tul az egyes izoenzimekrdl az is bebizonyosodott, hogy
kiilonboz6 sejtféleségekben eltéré modon befolyasolhatjak ugyanazon sejtfolyamatokat [20].
Ezen tények mar Onmagukban is jelentésen bonyolitjak a PKC funkcido szelektiv
farmakologiai befolyasolasara iranyulo torekvéseket. A rendszer komplexitasa azonban nem
merul ki ennyiben, hiszen az utobbi évek kutatasainak koOszonhetéen hat masik
molekulacsalddot azonositottak, amelyek tagjairdl bebizonyosodott, hogy mindannyian
rendelkeznek a (klasszikus és novel) PKC enzimek C1 doménjaval szerkezetlieg homoldg,
tipusos C1 doménnel. Ide tartoznak a kinaz aktivitassal bird6 PKD, DGK és MRCK enzimek,
a kis GTP-azok aktivacios/deaktivacios mechanizmusdban szerepet jatsz6 RasGRP és
chimaerin molekulacsalad, valamint a ,,scaffold” funkciot ellatdé Munc-13 proteinek [8,13]).
A DAG/forbol-észter-szenzitiv szignal-proteinek egyre novekvd szama (jelenleg tobb mint
20 tagot magaba foglalo molekulacsalad) érthetden egyre nagyobb kihivas elé allitja a
szelektiv C1 domén ligandumok kifejlesztésére, valamint a PKC funkci6 C1 doménen
keresztili szelektiv befolyasolasara iranyuld kutatdsokat. Kulondsen annak a fényében igaz
ez megallapitas, hogy a nagy affinitast ligandkothelyek nagyfoka strukturalis homoldgiat
mutatnak a csoportba tartozé C1 doméneken belil, mivel a ligandkdtésre alkalmas szerkezet

er0sen konzervalddott a molekuldk evolucidja sordn. Nem szabad elfelejtenlink ugyanakkor,
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hogy a C1 doménnel rendelkezé molekuldk nagycsalddjanak sokszintisége joval elmarad a
tobb mint 500 klilonb6zé enzimet magaba foglalé protein kindz szupercsalad
heterogenitasatol, amelynél a katalitikus domének nagyfokd homoldgiaja miatt a szelektiv
kindz inhibitorok kifejlesztése rendkivili nehézségeket jelent (lasd fent).

Az utdbbi években azonositott DAG/forbol-észter-szenzitiv C1 doménnel rendelkezd
szignél-proteinek egyre boviilé kore azonban nemcsak a kutatasi tertilet kihivasait novelte,
hanem egyben Ujabb izgalmas farmakoterapias lehetdségek eldtt nyitotta meg a kapukat,
hiszen ezek a molekuldk szdmos kozponti jelentségli szignaltranszdukcids folyamatban
jatszanak alapvet6 szerepet [7,8,13]. A ligandszenzitiv C1 domének jelenlétének kimutatasa
az emlitett szignal-proteinekben tehat Gj potencialis lehetéségeket adhat a kutatok kezébe,
hogy egy Uj aspektusbdl, a C1 doménen keresztil probaljak meg ezeket a jelatviteli
utvonalakat farmakoldgiailag befolyasolni. Bar az eziranyu fejlesztések jelenleg még
gyerekcipdben jarnak, a Blumberg laboratérium Victor E. Marquez (National Cancer
Institute, Frederick, USA) vegyész-munkacsoportjaval karoltve mar szamos eértékes
eredmeényt konyvelhet el ezen a kutatasi teriileten. A C1 ligandumok kifejlesztésének elsd
célkitlizése egy olyan szintetikus platform létrehozasa volt, amelynek segitségével,
viszonylag egyszerl és konnyen reprodukalhatd szintetikus 1épeseken keresztiil, olyan nagy
affinitasu ligandumokat allithatunk eld, amelyekkel behat6 modon vizsgalhatok a ligandum
struktira és a bioldgiai aktivitas 0Osszefiiggései. Mivel a természetben taldlhat6 C1
ligandumok (forbol-észterek, indolaktdmok, bryostatinok) legtobb esetben igen bonyolult
kémiai struktdraval rendelkeznek, ezért ezen vegyiiletek alapvazanak eléallitdsa csak
rendkivil hosszadalmas és koltseges szintézis aran valdsulhat meg. Ezen felill a legtébb ilyen
vegyiilet természetes anyagokbdl valo eldallitasa (ndvényekbdl vald kivonasa stb.), szamos
esetben, csak kis mennyiségben lehetséges [8]. Ezért a fent emlitett molekulaszintézis
alapvegyiileteként az egyszerii szerkezeti DAG molekula keriilt kivalasztasra. Az endogén
DAG molekula ugyanakkor a forbol-észterekhez és a bryostatinokhoz képest kisebb C1-
affinitassal rendelkezik, valamint kevésbé stabil molekula. Az eredeti szerkezet ciklizalasaval
azonban siker(lt egy olyan alapvazat létrehozni, amelynek segitségével joval stabilabb és
nagyobb affinitasi DAG szarmazékok szintézisére nyilt lehet6ség [171]. Ezen Ottagh gy(iris
szerkezet, az un. DAG lakton alapvaz felhasznalasaval sikeriilt olyan ligandumokat
kifejleszteni, amelyeknek a C1 doménekkel szembeni affinitdsa gyakorlatilag megegyezett a
forbol-észterek affinitasaval (azaz a (szub)nanomdlos tartomanyban mozgott). Ehhez sziikség
volt a templatként funkcionald6 DAG-lakton alapvaz megfelelé oldallancainak elagazo

szénlancu hidrofob csoportokkal valo szubsztitucidjara [224]. A DAG-lakton templat kémiai
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szintézisének optimalizalasa, majd az oldallanc-szubsztiticio lépéseinek kidolgozasa
megnyitotta a lehetdséget azel6tt, hogy egy sor nagy affinitdst DAG szarmazék segitségével
vizsgalhassuk a ligandok C1 doménnal szembeni affinitdsat, valamint a szelektivitast
meghataroz6 kozponti szerkezeti tényezoket [10,225]. A vizsgélatsorozatban sikerult példaul
olyan DAG lakton vegyiiletet kifejleszteni (130C037 jelzésii), amely szignifikansan nagyobb
affinitassal (vagyis szelektivebben) kotodott a RasGRP molekuldk C1 doménjahoz, mint a
PKC molekulak C1 domeénjahoz. A 130C037 anyaggal torténé kezelés hatasara a RasGRP
molekuldk szelektiv transzlok&cidjat tapasztaltak LnCaP sejtekben, valamint RasGRP-n
keresztiil megvalosuld ERK foszforilaciot, amely bizonyitottan nem az elézetes PKC
aktivacio kovetkezménye volt [163]. Ez a példa is jol mutatta, hogy a szelektiv C1
ligandumok tovabbi kutatdsa rendkiviil hasznos farmakonok kifejlesztéséhez vezethet el;
ezek egyrészt hozzésegithetnek minket a DAG-szignalizacios Utvonalak részletesebb
feltérképezéséhez, masrészt jelentds terapias lehetdségekkel is kecsegtetnek a megfeleld Cl
domén tartalmi molekulék targettalasa altal.

A C1 domén ligandjainak affinitdsat és szelektivitdsat meghatéroz6 strukturdlis
determinansok (pl. oldallancok nagysaga, elhelyezkedése, kémiai szerkezete, stb.) részletes
vizsgalata mellett nem szabad megfeledkeznink a receptorstruktdra (C1 domeén)
ligandkotését meghatarozo szerkezeti tényezOk pontosabb feltérképezésérdl sem. Bar a
domén-ligand-membranlipid (nPKCd C1b + forbol-13-acetat + lipid) harmas komplexét leird
krisztallogréafias analizis és molekuléris modellezés alapjan [131] mar jelentGs ismeretek
birtokaban vagyunk a ligand-receptor interakciokat meghatarozo kulcsfontossagu tényezoket
illetéen: i) a hidroféb aminosavak jelenlétének fontossaga a kotohely ,,felsé harmadaban’;
i) a ligand bekotédésének meghatarozo szerepe a csucsi rész folytonos hidrofob felszinének
kialakitasaban, igy a receptor-ligand komplexének a membran lipidkettdsrétegébe torténd
bedgyazodasaban; iii)a Cl1 domén kozépsé harmadaban talalhatd pozitivan toltott
aminosavak és a membran foszfolipid molekuldinak anionos csoportjai kozott kialakuld
interakciok jelentOsége a létrejott harmas komplex stabilizdlasdban), a kiilonbozd Cl1
domének ligandfelismerésének finom eltéréseit, igy a ligandszelektivitds molekularis alapjait
meghatarozo szerkezeti tényezok pontos és részletes feltérképezése még varat magara.

A Cl doménnel rendelkezd szignal-proteinek osztalyozdsa jelenleg még erdsen
leegyszeriisitett. Mint ahogyan azt mar a ,,Bevezetésben” emlitettiik, a ligandkotes képességét
tekintve ezen molekulédknak eredetileg két csoportjat kilonitettek el. A DAG/forbol-észter
ligandok irant affinitassal bir6 doméneket tipusos C1 domeneknek nevezzik, a

ligandaffinitassal nem rendelkez6 C1 doméneket pedig az atipusos csoportba soroljuk
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[12,13]. A teényleges helyzet ugyanakkor ennél arnyaltabb. A tipusos csoportban példaul
eléfordulnak olyan szignal-proteinek amelyek kisebb affinitassal kotnek ligandot, mint a
tobbi ide tartoz6 molekula. Ilyenek példaul az MRCK csalédba tartoz6 molekulék, amelyek a
tipusos C1 doménnel rendelkez6 csalad legUjabban azonositott tagjai [226]; ide tartozik
tovabba az nPKC6 molekula Cla doménja is [227], amely a tébbi (klasszikus és novel) PKC
molekula C1 doménjahoz képest kisebb afinitassal kot ligandot. Megjegyzendé ugyanakkor,
hogy az atipusos csoport tagjait sem tekinthetjik uniformisnak. Munkacsoportunk korabbi
vizsgalatai (az atipusos Cl1 doménnel rendelkez6 aPKC( és 1 izoformakkal [24]) mar
felvetették annak a lehetdségét, hogy ezt a csoportot tulajdonképpen két tovabbi alcsoportra
lehetne osztani. Az els6 alcsoportba azon C1 doménnel rendelekezd szignal-proteinek
tartoznanak,  amelyeknél a  kotéhely  nyilvanvalo  strukturdlis  torzulasai
Osszeegyeztethetetlenek a ligandkotéssel (ilyen C1 doménekkel rendelkeznek példaul a c-Raf
és a KSR proteinek). A masik alcsoportba pedig az aPKC enzimek és az azokhoz hasonlo
szerkezeti C1 doménnel rendelkezd proteinek keriilhetnek, amelyek ko6zos tulajdonséga,
hogy a ligandkotOhelylik geometriai felépitése nem mutat semmiféle torzulast, tehat a
kotézseb szerkezete alapjan DAG/forbol-észter kotésre alkalmasnak tlinnek. Esetiikben a
hianyzo (vagy jelentOsen lecsokkent) ligandaffinitast egyéb gatlo faktorok jelenléte, és nem a
kompatibilis konformacio hianya okozza. Az aPKC-k esetében példaul négy arginin
molekula jelenléte (a ko6tShely csticsanak peremén) tehetd felel6ssé az affinitds dramai
csokkenéséért. Ezen aminosavak oldallancai bizonyos konforméaciokban ,,beléghatnak” a
kotézsebbe (ezaltal kompetitiven gatolva a ligand bekotddését), illetve a kotOhely csucsi
részének toltéseloszlasat megvaltoztatva elényteleniil befolyasolhatjak a
membranasszociaciot. A ligandaffinitasért felelés alapvetd kotohely-struktira ugyanakkor
jelen van az aPKC-k C1 doménjaban is, emiatt tulajdonképpen jelentdsen legyengitett
affinitasu  receptoroknak tekinthetok. Az alacsony affinitasért felel6s strukturdlis
determinansok pontos ismerete rendkivul értékes informaciokat nyujthat az aPKC-szelektiv
ligandok kifejlesztésén faradozé vegyeészek szamara, hiszen ezen aminosavak targettalasa
altal (példaul megfeleléen modositott oldallancokkal rendelkez6 DAG-laktonok segitségével)
lehet6vé valhat az aPKC enzimaktivitas C1 doménen keresztili szelektiv befolyasolasa. (A
csokkent ligandaffinitasért felelds kiilonleges strukturak jelenléte, paradox moddon,
tulajdonképpen el6 is segitheti a szelektiv ligandok kifejlesztését, hiszen ezek az aminosavak
mas Cl doménekben nem fordulnak eld; igy azok a ligandumok, amelyek képesek veliik
interakcidba l1épni, nagyon specifikusak lesznek az dket tartalmazo ligandkotOhelyre, és mas

C1 doménekhez elviekben csak joval kisebb affinitassal, vagy egyaltalan nem kotodnek.
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Ennek persze elofeltétele, hogy sikeriiljon olyan ligandokat 1étrehozni, amelyek megfeleld
affinitassal kotdédnek ezen struktarakhoz.) Az aPKC-k ligandszenzitivitasara iranyuld
vizsgalatok eredményeit felhasznalva a Blumberg laboratérium, a Marquez munkacsoporttal
egyutt, jelenleg olyan DAG-laktonok Kkifejlesztésén és bioldgiai rendszerekben vald
tesztelésén dolgozik, amelyek megvaldsithatjak ezt a célkitlizést. Az elzetes eredmények
biztatdak, hiszen mar sikerllt olyan DAG-laktonokat kifejleszteni, amelyek fokozott
affinitadst mutatnak az aPKC-szertit C1 domént hordozé PKC proteinek irant (arginin mutéciot
tartalmazé nPKC9, illetve cPKCa) (nem publikalt eredmények). A tényleges aPKC
izoformakhoz szelektiven kotédo vegyiileteket egyeldre még nem sikeriilt elallitanunk, de
amennyiben sikerrel jarnak az ezirdnya kutatdsok, ugy megnyilhat a lehetdség az aPKC
izoenzimek altal kozvetitett jelatviteli utvonalak szelektiv befolyasoldsara. Ismét
visszautalnék itt arra a megallapitasra, hogy az aPKC{ aktivitdsanak szelektiv fokozésa, a
sebocytak lipidszintézisének visszaszoritasan keresztil, jotékony hatéssal lehet az acne
tlneteinek kezelésében, hiszen a (hyper)seborrhoeés allapot a betegség egyik legfontosabb

patogenetikai tényezdje.

Az atipusos” CIl doménnel rendelkezd Vavl DAG/forbol-észter ,erzéketlenséget”

meghatarozé molekularis jellegzetességek

A Cl1 domének molekulaszerkezetének vizsgdlata alapjan tgy tiinik, hogy az aPKC
izoforméakon kivul szamos egyéb atipusos csoportba sorolt szignal-protein rendelkezik olyan
kotohely-struktaraval, amely alapvetéen Osszegegyeztethetd a nagy ligandaffinitassal; ezért,
az aPKC izoformékkal egyiitt, az atipusos Cl doménnel rendelkezd proteinek kiilon
alcsoportjat alkothatjak. Ide tartozik példaul a VVav proteincsalad harom izoforméaja (Vavl, 2
és 3) és a RasGRP2 molekula, amely a tobbi RasGRP izoformaval (RasGRP1, 3 és 4)
ellentétben nem mutat DAG/forbol-észter-affinitast [228]. Jelen munkankban a Vavl
molekula C1 doménjének ligandaffinitasat meghatarozé tényezoket karakterizaltuk. A
kdzelmultban elvégzett, nagy pontossagu rontgenkrisztallografias szerkezetvizsgalatok [137]
is kimutattak, hogy a Vav1 gyakorlatilag teljesen azonos felépitésiti C1 doménnel rendelkezik,
mint a nagy affinitasi DAG/forbol-észter receptor, az nPKC3 Clb. Ennck ellenére, a
ligandaffinitasra iranyuld koréabbi Kisérletes bizonyitékok [162] azt tamasztottak ala, hogy a
Vavl nem képes ligandkotésre, igy a molekulat az atipusos C1 domeénnel rendelkez6
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fehérjekhez soroltak (bar az irodalomban taldlunk ligandszenzitiv GEF aktivitasrol
beszamolo kézleményt is [229]).

A Disszertacidban részletezett kisérletek soran sikerult ravilagitanunk a ligandkotés
hianyanak hattereben all6 molekularis mechanizmusokra. Els6ként azt bizonyitottuk, hogy az
affinitas hidnya nem abbdl adddik, hogy a molekula C1 doménjének ligandkotohelyét egyéb
domeének elfednék a molekulan beliil (tehat nem a felszinen valé exponaltsag hidnya okozza a
ligandkotésre vald képtelenséget), hiszen i)az izolalt Vavl C1 domén sem mutat
ligandszenzitvitést; ugyanakkor ii) a megfelel6 mutaciok birtokaban a teljes nagysagh Vavl
molekula is képessé valik ligandkétésre (23. abra). Ezen felil az egyik legfontosabb
megfigyelésiink az volt, hogy a Vavl C1 doménjanak kotéhelye (a molekularis modellezés
tanlusaga szerint) a tipusos C1 doménekhez képest csokkent hidrofébicitast mutat a
ligandkotézseb ,,csucsi” felszinén, amely ezaltal akadalyozé tényezdként jelenik meg a
kolcsonhatasoknak kulcsfontossagu szerepiik van [131]. Mivel a C1 domen tulajdonképpen a
lipidkettdsréteggel egyiittesen alkotja a ligand stabil kotésére alkalmas nagy affinitasu
receptorstruktarat, ezért konnyen belathatd, hogy a Cl-domén-ligand-membran harmas
komplexének kialakulasat gatlo barmely szerkezeti tényezd jelenléte (az adott esetben a
hidrofil aminosavak a Vavl Cl domén ligandk6td zsebének peremén) azzal a
kdvetkezmeénnyel jar, hogy csokken (a Vavl esetében drasztikus mértékben) a molekula
ligandaffinitasa. Kisérleteink soran a Vavl moleklula C1 doménjaban négy olyan hidrofil
természetli aminosavat azonositottunk, amelyekrdl bebizonyosodott, hogy feleldss¢ tehetok a
ligandkot6ézseb hidrofobicitasanak csokkentéséért és a kovetkezményes affinitascsokkenésért
(GIW®, GIU™, Thrt, Thr®%). Ezen feliil egy tovabbi tényez6t is azonositottuk, amely szintén a
membranhoz valé kotddés gyengitésén keresztiil fejtette ki a ligandaffinitast csokkentd
hatdsat. A korabbi molekulaszerkezeti vizsgalatok tanusaga szerint [131] a C1 domének
kotéhelyének hidrofob cstcsi felszine alatt egy jorészt pozitivan toltott aminosavakbol allo
»gylri” talalhato, amely azaltal segiti a domén membranhoz vald kotddéset, hogy ionos
kolcsonhatésokat alakit ki a membran foszfolipid molekulainak anionos ,,feji” csoportjaival.
Ebben a régidban identifikaltunk egy olyan poziciot (26-0s, a C1 nomeklatira szerint),
amelyben a tipusos C1 domének esetében szinte kizarolag Lys, Arg és His (vagyis pozitiv
oldallancokkal bird) aminosavak fordulnak eld. A Vavl Cl1 doménjédban ezen a helyen
ugyanakkor Tyr talalhat6, amelynek jelenléte (a fentiek értelmében) lecsokkenti az emlitett
ionos kapcsolatok létrejottet, igy a Cl-domen-membran interakcid gyengitésén keresztil

csokkenti a molekula ligandaffinitasat.
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Fontos megfigyeles mind a Vavl, mind pedig (kordbban) az aPKC enzimek
ligandkot6helyének szerkezetét illetéen, hogy egyik molekulanal sem tudtunk egy olyan
kitlintetett aminosavat azonositani, amely O6nmagaban jelentds torzulast okozott volna a
kotézseb geometriai felépitésében (ezaltal lehetetlenné téve a ligandkotést). Ehelyett mindkét
molekula esetében az volt a jellemz6, hogy tobb, 6nmagaban szerény befolyassal bird
aminosav negativ hatasa kumulalodott, mely végil azt eredményezte, hogy sem a Vavl, sem
pedig az aPKC-k nem rendelkeznek kimutathat6 ligandszenzitivitassal. Az egyes aminosavak
relativ hozzajaruldsa a Vavl ligandaffinitdsdnak csokkentéséhez némileg eltérének adodott
annak fliggvényében, hogy az nPKCo vagy a Vavl alapvazat hasznaltuk a mutécids
kisérletek templat molekuldjaként. Ugyanis az nPKCo Clb egyszeres mutdnsaival kapott
eredmények (1. t&blazat) azt sugalltdk, hogy az egyes nem-kompatibilis (Vavl-szeri)
aminosavak jelenléte csaknem azonos mértékben gyengiti a ligandszenzitivitast. Ezzel
szemben a Vavl négyszeres mutansainak (amelyek ebben a megkdzelitésben analdgnak
tekinthet6k az nPKCd Clb egyszeres mutansaival) adatai alapjan arra kovetkeztethettiink,
hogy a 9-es és a 11-es pozicidkban talalhatd Glu és Pro molekuldk nagyobb hatassal vannak a
ligandaffinitasra, mint a masik harom (GIu®, Thr®* Tyr®®) nem kompatibilis molekula.
(Emellett megjegyzendé még, hogy az utdbbi megkdzelités szerint az 6t aminosav egyenkent
is jelentésebb csokkenést okozott a ligandkotésben, mint ahogyan azt az nPKCo Clb
egyszeres mutansainak eredményei alapjan vartuk volna.) A két megkdzelitésbdl adodo
kiilonbségek felhivhatjak a figyelmet a kotdzseb molekularis kdrnyezetének fontossagara;
nevezetesen arra, hogy a ligandkotés szempontjabol nem kulcspozicioban elhelyezkedd
aminosavak is modosithatjdk a C1 domén ligandszenzitivitasat. Ez 6sszhangban van a
molekularis lipofilicitas meghatérozasanak eredményeivel, mely szerint a vad tipusa nPKC3
Clb doménjanak ossz-lipofilicitdsa (22. abra) fellilmuilja az 6tsz6rés mutans Vavl C1l
lipofilicitdsat annak ellenére, hogy az 6t kulcspozicioban mindkettd azonos aminosavakat
tartalmaz.

A Vav1l molekula mellett munkacsoportunk a Vav2, a Vav3 és a RasGRP2 esetében is
elkezdte vizsgélni (nem publikalt adatok), hogy a Vavl esetében azonositott strukturdlis
tényezOk szerepet jatszhatnak-e ezen molekulak ligandszenzitivitasanak csokkentéseben is,
hiszen (ahogy azt fentebb emlitettlik) az elemzések szerint nagy valosziniiséggel ezen
molekuldk atipusos Cl doménjei is teljesen kompatibilis geometriai szerkezetl
ligandkotdzsebbel rendelkeznek, amely alapjan nagy ligandszenzitivitast varhatnank toliik.
(A Vav2, a Vav3 és a RasGRP2 molekuldkkal kapott eredményeink még nem Kkeriltek

kozlésre). Az elézetes eredmények alapjan azonban elmondhatjuk, hogy a Vavl
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ligandkotézsebének csticsi peremén azonositott kulcsfontossagi poziciok a Vav2 és a Vav3
esetében is meghatarozo jelentdségiick, hiszen az ott talalhatd aminosavak mutacidjaval
(nPKCo Clb-szerii aminosavakra cserélve az eredeti molekulakat), sikeriilt nagy affinitast
DAG/forbol-észter-receptorra ,,valtoztatnunk” mind a VVav2, mind a Vav3 C1 doménjat. Ezek
alapjan tehat elmondhatjuk, hogy a kotézseb csucsi felszinének hidrofobicitasa a Vav2 és a
Vav3 eseteben is fontos a csokkent ligandaffinitds vonatkozasaban. A Vav3 C1 domenjarol
ezenfeliil az is bebizonyosodott, hogy a ligandkdtdhelyének szerkezete kozelebb all a tipusos
C1 domének szerkezetéhez, mint a Vavl molekuldé; ezesetben ugyanis a 9-es és a 10-es
poziciokban talalhato Thr és Arg molekuldk nem hatnak negativan a ligandkotésre, €s csupan
harom mutécid (a 11-es, a 24-es €s a 26-0s poziciokban) elég ahhoz, hogy a Vav3 elérje az
Otszoros Vavl mutans és a vad tipusi nPKCd (szub)nanomolaris ligandaffinitasat. A Vav2
esetében ugyanakkor ugy tiinik, hogy tovéabbi kulcsfontossdgi aminosavak is jelen lehetnek a
C1 domén strukturajaban, amelyek csokkentik a ligandaffinitast, mivel az 0tszoros Vav2
mutans  szenzitivitasa legalabb egy nagysagrenddel alatta marad az nPKCd
ligandaffinitasanak. Ezen aminosavak pontos azonositasa ¢és az affinitdscsokkentd
hatasmechanizmus részletes jellemzése tovabbi vizsgalatokat igényel.

A harom rokon Vav enzimen kivil a RasGRP2 C1 doménjanak affinitasvizsgalata is
fontos felfedezésekhez vezetett (nem publikalt adatok). Mindenekel6tt —sikeriilt
bizonyitanunk, hogy a vad tipust molekula is rendelkezik egy nagyon alacsony, de még
detektalhatd mértékli szenzitivitassal, amely az in vitro vizsgalatok alapjan a mikromoléaris
tartomanyba esik. Ezen felll sikerilt két olyan poziciot (8-as és 19-es a C1 nomenklatdra
nPKCd C1b doménjaban talalhatdo kompatibilis aminosavra cserélve az eredeti aminosavat)
jelent6s ligandszenzitivitas-nOvekedést érhettiink el a RasGRP2-nél is (bar ebben az esetben
sem értiik el az nPKCé-nal tapasztalt (szub)nanomolaris tartomanyt). Egyértelm{i, hogy
mindharom molekula (Vav2, Vav3 és RasGRP2) esetében sziikség van még tovabbi
vizsgalatokra a ligandaffinitast meghataroz6 tényezdk pontos karakterizalasahoz (féként az
egyéb lehetséges affinitdscsokkenté hatasok identifikalasahoz). Az eddigi eredmények
alapjan azonban tugy tiinik, hogy ezen molekulakat a Vav1, valamint az aPKC( és 1 enzimek
mellett [24] egy olyan 1;j alcsaladba sorolhatjuk az atipusos C1 doménnel rendelkez6 szignal-
proteinek csoportjan belil, amelynek tagjai mindenképpen elkilénilnek a tobbi atipusos C1
doménnel rendelkez6 molekulatol (c-Raf, KSR) abban a tekintetben, hogy ligandk6téhelyiik
nem mutat strukturalis torzulast, igy megfelel6é koriilmények kozott alkalmas lehet modositott

DAG/forbol-észter ligandok befogadasara. Ezen alcsalad lathatoan egyre szaporodo tagjainak
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tovabbi vizsgalata szamos ertékes informéaciot nyujthat a ligand-receptor interakciokat
meghataroz6  kulcsfontossagi  tényezOket illetéen, igy a ligandok strukturalis
determinénsainak  feltérképezésére irdanyulé kutatdsok mellett [8,10] jelentdsen
hozzajarulhatnak a jelatviteli folyamatokban kozponti szerepet jatszé szignél-proteinek C1
doménen keresztlli farmakologiai befolyasolasanak eredményességéhez. A C1 doménhez
kotédo ligandumok klasszikus molekularis célpontjai (a PKC enzimek és egyéb tipusos C1
doménnel rendelkez6 szignél-proteinek) mellett ugyanakkor ezen atipusos, de kompatibilis
szerkezetli C1 doménnel rendelkezd proteinek 1j, izgalmas targetjei lehetnek a sejtfunkciok
szabalyozésara iranyuld farmakoterapids fejlesztéseknek; kulondsen abban az esetben,
amennyiben bebizonyosodik, hogy C1 doménjaik fontos szereppel birnak az adott jelatviteli
molekula bioldgiai funkcidjanak szabalyozasaban.

A Vavl C1 doménjanak az enzimaktivitas (GNE aktivitds) szabalyozdsdban betoltott
kdzponti szerepét szamos tanulmany felvetette [158-161]. A londoni Rittinger munkacsoport
legfrissebb rontgenkrisztallografids vizsgalatai [137] kimutattdk, hogy a Vavl molekulan
belul egy extenziv intramolekularis kapcsolatrendszer all fenn a PH-C1 régi6 és a DH domén
kozott, amely stabilizalja a DH domén a6 jeldlésti peptidszakaszanak (az enzimaktivtas
aktivitasat. A Cl1 domén ligandk6tohelyének ,,bejarata” ugyanakkor a kozvetlen kézelében
helyezkedik el azoknak a peptidszakaszoknak, amelyek ezeket a szoros kotéseket kialakitjak
a molekulan belll. Raadasul a molekulaszerkezet részletes vizsgalata, tobbek kozott, arra is
ravilagitott, hogy a C1 domén C-terminalis peptidhurkanak alkotdsaban részt vevé Leu®,
Arg22 és Phe”® aminosavak (szdmozas a C1 terminoldgia szerint) jelentésen hozzajarulnak az
emlitett intramolekularis kapcsolatok kialakitasahoz azaltal, hogy kotéseket Iétesitenek a DH
domén a6 hélixében helyet foglalo Asp>® és Asp®’® molekulakkal (szdmozés a teljes Vavil
terminologidja szerint). Vizsgalataink alapjan megallapithatd, hogy a C1 domén
ligandkotéhelyének peremén elhelyezked6 nem-szokvanyos aminosavak lecsokkentik a
csucsi felszin hidrofobicitasat, igy megakadalyozzak a domén membranasszociacidjat;
ugyanakkor a Vavl C1 kothelyének strukturédlis felépitése nem zarja ki a ligand
bekotédésének potencialis lehet6ségét. Konnyi belatni, hogy a fent emlitett harom aminosav
(Leu®”, Arg?® és Phe®) kozremiikddésével létrejott DH-C1 kapcsolatok is konnyen
felbomolhatnak a ligand megkdtésének hatasara fellépd esetleges C1 konformacidvaltozas
kovetkeztében. Emiatt az a6 hélix optimalis konformaciojat stabilizalé kapcsolatok zavart
szenvedhetnek, ami végsd soron az enzimaktivitds csokkenéséhez vezethet. A DH ¢és a Cl

domén kozott kialakult kapcsolatok megzavarasanak egy masik lehetséges modjat tarja elénk
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a 24.B abra, amelyen a forbol-13-acetat bekotdédésének lehetséges strukturdlis hatésait
elemezzik a DH domén idealis konformaciojanak vonatkozéasaban. Léathatd, hogy a C1
domén ligandk&tohelye és a DH domén megfeleld peptidszakaszai olyan szoros kozelségben
helyezkednek el egyméas mellett, hogy a forbol-13-acetat molekulanak a kotéhelyre valo
beilleszkedése kovetkeztében egyes atomok ,0sszelitkoznenek” egymassal; vagyis a
bekotddés csak abban az esetben lehetséges, amennyiben a DH domén megfeleld
peptidszakaszai eredeti poziciojukbdl elmozdulnak. Ez természetesen ismét azzal jarna, hogy
a ligandkotés kovetkeztében megvaltozna az enzimaktivitas szempontjabdl kritikus fotossagu
a hélix optimalis konformacidja, igy lecsokkenne a Vavl GNE aktivitasa. Mindezek alapjan
tehat Ogy tinik, hogy amennyiben sikeriilne a Vavl C1 doménjdhoz stabilan kot6do
ligandokat kifejlesztentink, ugy joggal varhatnank azt, hogy ezek a ligandok a DH-C1
kotések megzavardsa révén lecsokkentsék az enzimaktivitdst, vagyis a Vavl
enziminhibitoraikent funkcionaljanak.

A Vavl C1 ligandaffinitdsanak karakterizalasa soran azonositott nem-kompatibilis
aminosavak ismerete nagyban eldsegitheti az eziranyu fejlesztéseket. Nem kérdéses, hogy a
specifikus Vavl1-Cl-ligandok Kkifejlesztéeséhez érdemes olyan vegyuletek alapvazat
felhasznalni, amelyek biznyitottan nagy affinitassal rendelkeznek a C1 struktara irant. llyen
vegyuletek példaul a forbol-észterek, a DAG, vagy a bryostatinok [8,10]. Mivel a Vavl C1
doménje megbrizte a nagy ligandaffinitast mutatd6 C1 domének alapvetd strukturalis jegyeit,
logikus elgondolés, hogy a molekulatervezés soran Ggy modositsuk ezen klasszikus C1
ligandok kémiai szerkezetét, hogy keépesek legyenek kapcsolatot létesiteni a Vavl C1
kotohelyének kiilonleges (azaz csak itt el6forduld) aminosav molekulaival. Ez a megkdzelités
azzal az el6nnyel is kecsegtet, hogy amennyiben ezen nem-szokvanyos aminosavak
targetalasan keresztiil sikeriilne a Vavl Cl doménjdhoz stabilan ko6tédd ligandumot
létrehozni, Ugy valoszinlileg jelentds szelektivitast is elérhetnénk, hiszen a sejtekben
eléforduld tébb mint 20 tipusos C1 domén [13] egyike sem rendelkezik ilyen
aminosavosszetétellel a ligandkotohely kornyékén (16. abra). Az eziranyu munkélataink
sorén, az aPKC enzimek esetében mér emlitett, DAG-lakton molekulédkat hasznéltuk fel
templatként, kihasznalva azt a kedvez6 koriilményt, hogy a DAG-lakton alapvaz szintézise
joval olcsobb és egyszeriibb, mint a jelentdsen bonyolultabb struktaraval biré forbol-észter
vagy bryostatin alapvazak szintézise [8,10]. Ugyanakkor a megfelel6 oldallancok birtokaban
a DAG-laktonok is képesek nagy affinitassal kotédni a C1 doménhoz, igy az alapvazhoz

crer

kiilonb6zé C1 domén strukturakkal szemben potencialis szelektivitast mutato DAG-laktonok
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tesztelésére. Az volt az elképzelésiink, hogy amennyiben pozitivan t6ltétt oldallancokat (jelen
esetben guanidinium (6¢) és piridinium csoportokat (8a-f); lasd 25. abra) kotink a DAG-
lakton alapvézra, nagy eséllyel semlegesithetjik a Vavl C1 doménjanak 9-es és 10-es
pozicidjaban helyet foglalé glutamat molekuldk negativ toltéseit, ezaltal névelve a felszini
hidrofobicitast és elGsegitve a membranasszocidciot. Bar a legtébb, pozitiv oldallanccal
rendelkez6 DAG-lakton csupan kozepes affinitassal kotodott, néhany koziiliik (a prototipusos
forbol-észter PDBU-val Gsszehasonlitva) jelentdsen emelkedett relativ szelektivitast mutatott
a Vavl-szeri aminosavakat tartalmazé Cl1 domén strukturdval szemben (amelyet jelen
esetben az nPKCo Cl1b dupla és tripla mutansai képviseltek; ezek a mutdnsok a vad tipusu
Vavl C1 domént helyettesitették, az ,Eredmények” fejezetben emlitett technikai
megfontolasok miatt). Igy viselkedtek a 6¢ és a 8f jelzésii DAG-lakton molekulak, amelyek, a
27. abran lathatd molekularis modellek tanisaga szerint, valoban képesek lehetnek ionos
kotesek kialakitasara a Vavl C1 doménban talalhaté negativan toltott glutamat
aminosavakkal; ennek eredményeképpen hatékonyan semlegesithetik azok toltéseit, igy
pozitivan befolyasolhatjak a szenzitivitas szempontjabol kulcsfontossagu
membranasszociaciot. A kezdeti biztaté eredmények ellenére fontos hangsulyoznunk, hogy a
pozitivan toltott DAG-lakton vegyiiletek egyeldre csupan a kezdeti 1épését jelentik a szelektiv
Vavl C1 ligandumok kifejlesztését celzo farmakoldgiai vizsgalatoknak.

Ezek utdn joggal merilhet fel bennink a kérdés, hogy lehetséges-e kdzvetlenil
vizsgalni a Cl-ligandok hatasat a Vavl enzimatikus aktivitaséra. Sejtes rendszerekben ez
természetesen jelentds nehézségekbe iitkozne, az ilyen ligandokra szenzitiv C1 doménekkel
rendelkezé szignal-proteinek relative nagy szama miatt. Ugyanakkor a rekombinans
technikdval eldallitott ¢és tisztitott Vavl molekuldk, illetve Vavl fragmentumok
felhasznalasaval az enzimatikus GNE aktivitas fluorimetrids modszerekkel vizsgalhatd [159-
161,230,231]. Ezek a mddszerek olyan fluoreszcensen jelolt GDP vagy GTP analdgokat
alkalmaznak, amelyek emisszios spektruma megvaltozik annak fuggvényében, hogy
valamely kis GTP-az molekulahoz (a Vavl molekula szubsztratjahoz) koétotten vagy az
oldatban szabadon talalhatok. A fluoreszcenciaintenzitas-valtozdsdnak nyomonkdvetése tehat
lehet6séget ad a nukleotidcsere sebességének mérésére, igy az enzimaktivitas megitélésére. A
londoni Rittinger munkacsoport sikerrel alkalmazta ezt a moddszert kiilonbozéd Vavl
fragmentumok enzimaktivitasanak mérése soran [137]. Munkacsoportunk azt a célt tlizte ki
maga elé, hogy meghatarozza az Ac, a DH, a PH és a C1 doméneket tartalmazé Vavl
fragmentum (Vav1-Ac-DH-PH-C1) vad tipusanak, illetve 6tszords mutans valtozatanak GNE

aktivitasat kiilonboz6é C1 ligandumok jelenlétében. Sajnos a rekombinans génexpresszio,
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valamint a bakterialis rendszerben expresszalt proteinek tisztitdsdnak nehézségei miatt
(féként a mutans proteinek esetében) mindezidaig nem sikeriilt megbizhat6 és reprodukalhato
eredmeényeket felmutatnunk ezen vizsgalatsorozatban. Ezen ,tiszta” rendszerek hasznélata a
jovében ugyanakkor nagyon hasznos kisérletes modszernek bizonyulhat, hiszen a
génexpresszid optimalizaldsaval olyan rekombinans Vavl fragmentumokat allithatunk eld,
amelyek segitségéevel kozvetlenul vizsgalhatok mind a C1 domén mutaciok, mind pedig a
(potencialisan VVavl-szelektiv) C1 ligandok lehetséges hatasait az enzimatikus funkcidkra.

Az irodalmi adatok alapjan nyilvanvalo, hogy a Vavl funkcié farmakoldgiai
modulalasa szamos terileten jarhat jelentés terapias haszonnal [133,135,146,149]. A Vavl
molekula szignaltranszdukcios Utvonalakban bet6ltott sokoldali szabalyozd szerepét az
immunrendszer miikodésének szdmos pontjan leirtdk. A molekula egyik legfontosabb
funkcidja a T-sejtek érésének és aktivaciojanak szabalyozasa [135,138]. Csokkent Vavl
expresszid esetéen a T-lymphocytak érési folyamatai zavart szenvednek a thymusban. A
molekula GNE aktivitdsdnak fontos szerepe van a T-sejt-receptorok aktivaldsanak hatasara
létrejovo citoszkeleton atépiilésében is, amely az immunoldgiai szinapszis kialakuldséanak,
igy az antigénre adott hatékony T-sejt valasznak az egyik kulcsfolyamata. Ezenfelll a Vavl
(részben GNE aktivitasan, részben adapter funkciojan keresztil) részt vesz a T-sejtekben
kiemelked6 jelentéségli transzkripcios faktor az NFAT aktivalasaban, amely pl.
immunvélaszban kulcsfontossagu interleukinek termelédését iranyitja [149]. A T-sejt
funkciok jelatviteli folyamataiban betoltott kozponti szerepe mellett a Vavl részt vesz
szamos egyeb immunsejt aktivacios mechanizmusaban. Szerepeét leirtdk a B-sejt funkcidk
szabalyozésaban, a Natural Killer sejtek citotoxikus funkcidjanak jelatvitelében, valamint a
makrofagok migracidjanak és fagocitdtikus aktivitasanak regulacidjaban [232]. Ezek alapjan
joggal merllhet fel a Vavl-funkciot gatld farmakonok potenciadlis szerepe az
immunszupressziv terapiaban, amely a transzplantacios medicina egyik alappillére. Az olyan
immunszupressziv szerek, mint a cyclosporin A vagy a tacrolimus forradalmasitottak a
szervtranszplantacioval foglalkoz6 tudomanyteriletet, hiszen nagyon effektiv farmakoldgiali
eszkozoket adtak a Klinikusok kezébe a belltetett szervek rejekcidjdnak megelézésére és
kezelésére. Ismert, hogy az emlitett gyogyszerek az NFAT-aktivitas gatlasan keresztul fejtik
ki hatasukat. Hasznalatuk soran ugyanakkor, jotékony hatasaik mellett, természetesen egy sor
mellékhatassal is szamolnunk kell (vérképzoszervi, emésztérendszeri, idegrendszeri tiinetek,
stb.), amelyek egy része 0sszefliggésben lehet az NFAT molekula géatldsaval a
lymphocytaktol eltéré sejtekben [146]. Mivel a Vavl molekula, fiziologias korilmények

kozt, kizardlag haemopoetikus eredetii sejtekben expresszalodik, ezért az NFAT-aktivitas
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Vavl-funkcion keresztiili gatlasa kézenfekvo terapias haszonnal jarhat az immunszupressziv
kezelés mellékhatasainak redukalasat illetden.

Az immunrendszer sejtjeiben betoltott funkcionalis szerepén tdl a Vavl molekulat
Osszefuggesbe hoztak bizonyos human tumorok patogenezisével is [146,149]. Béar onkogén
potenciallal bird, mutans Vavl expresszidt eddig egyetlen tumor esetében sem sikerilt
kimutatni, a vad tipusi molekula aberrans expresszidja szamos malignus folyamatban volt
kimutathaté (pl. melanoma malignum, pancreas ductalis adenocarcinoma); ezek alapjan
feltételezhetd a Vavl patogenetikai szerepe a tumorgenezisben és a tumorprogresszioban. A
citoszkeletalis struktura atépllesenek befolyasolasan keresztil (a Rho/Racl fehérjék
aktivalasa altal) pedig hozzajarulhat a neoplasztikusan transzformalt sejtek invazivitasanak és
metasztatikus potencialjanak fokozasahoz [134]. Ezek alapjan tehat nyilvanvald, hogy a Vavl
fontos terapias célpontja lehet az 0j kemoterapias gydgyszerek kifejlesztésére iranyuld
kutatasoknak is.

Mindezeken tdl a legujabb kutatasok alapjan a Vavl és a Vav3 izoformak szerepe a
trombocita-funkciok szabalyozasaban is el6térbe keriilt. Szamos trombocita-aktivaciot
indukalé mediatorrdl (pl. trombin, trombopoetin, kollagén, sth.) mutattak ki korabban, hogy
jelatviteli Utvonaldban a VVavl/Vav3 aktivacio is fontos szereppel bir [233-236]. A legfrisebb
kutatasok emellett Osszefliggest taldltak vérlemezkékben a Vavl/Vav3 mikodés és a
hiperlipidémia hatésara fennall6 protrombotikus A&llapot kozott. A hiperlipidémias
allapotokban a vérben keringd oxidalt LDL molekuldk képesek a CD36 receptorhoz ktédve
aktivalni a trombocitakat; ezen jelatviteli itvonal egyik fontos tényezéjeként azonositottak a
Vavl/Vav3 aktivaciot [237]. Mivel a hiperlipidémia és a kdvetkezményes atherosclerosis
kozponti jelentdségli a kardiovaszkularis korképek patogenezisében, ezért ezen korallapotok
esetében a protrombotikus faktorok ellensulyozasa alapvetd terdpids jelentOséggel birhat,
elésegitve a medicina kiizdelmét a fejlett vilag legnagyobb mortalitassal és morbiditassal jaro

betegségei, a sziv- es érrendszeri korkepek ellen.

Konkluzié

Megallapitasainkat 6sszefoglalva tehat elmondhatjuk, hogy a DAG tutvonal elsé (és
maig egyben legfontosabb) intracelluléris effektorainak, a PKC enzimeknek a felfedezése és
DAG/forbol-észter receptorként valo identifikalasa ota [41-43,128], a tobb évtizedes intenziv

kutatdbmunka eredmeényeképpen, rendkivil jelentés tudas halmozodott fel a DAG effektorok
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egyre bovild nagycsaladjanak biologiai funkcioit illetdéen. Az ismeretek boviilésével
ugyanakkor az is nyilvanvaléva valt, hogy a DAG-effektor funkciok (kezdetben csak PKC
funkciok) farmakoldgiai modulaldsdnak terdpids célu felhasznalasa nem csekély
nehézségekbe (tkozik, hiszen a molekulacsalad tagjairdl iddvel kideriilt, hogy joval
kiterjedtebb és bonyolultabb halézatot alkotnak, mint ahogy azt a kezdetekben gondoltak.
Els6ként a PKC rendszer jelentds komplexitasara deriilt fény (izoforma-specifikus funkciok,
jelent6s sejt- és szdvetspecificitas, gyakran antagonisztikus szerepek) [17,20,22]; késébb, a
tovabbi DAG-szenzitiv molekulak és molekulacsaladok azonositasaval, jelentésen nott az
intracellularis lipidmediator (és exogén analdgjainak, a forbol-észtereknek) felismerésére
képes szignél-proteinek szama, ami érthetben még tovabb névelte a jelatviteli haldzat
Osszetettségét [7,13,20]. Bebizonyosodott tovabba, hogy a bonyolult jelatviteli halozat
komplexitdsa tobb szinten is nyomon kovethet6, hiszen fény derilt példaul arra, hogy
nemcsak az egyes PKC izoformak rendelkeznek antagonisztikus funkciokkal, hanem a
kiilonb6zé  DAG-szenzitiv.  molekulacsaladok is  képesek egymassal ellentétes
sejtfolyamatokat indukalni (pl. a DAG kinazok lebontjdk a sejtben keletkezett DAG
molekulat, ezaltal megsziintethetik példaul a PKC enzimek aktivalasat). A haldzat egyes
elemei emellett enzimatikus funkcioik révén képesek mas DAG-effektor csaladok jelatviteli
utvonalait kozvetleniil is befolyasolni, azok ,,upstream” regulatoraként mitkkodve. Jellegzetes
példaja ennek az a megfigyelés, hogy a PKC enzimek protein-foszforilacié segitségével
aktivalhatjdk a PKD és a RasGRP enzimeket [8]. A DAG-ra épiil6 jelatviteli halozat jelentds
komplexitasanak ismeretében tehat felmeriilhet a kerdés, hogy vajon az egyes sejtek szintjén
miként doél el az, hogy az extracellularis szignal hatasara felszabaduld6 DAG molekula a
jelétviteli halézat melyik elemét aktivalja? Tovabba kérdés, hogy vajon sikerilhet-e olyan
ligandokat kifejlesztenlink, amelyek e bonyolult hdlézat bizonyos tagjait szelektiven képesek
befolydsolni? Az elmondottak alapjan érthetd, hogy az egyes molekuldk C1 doménen
keresztuli farmakoldgiai modulécidja jelentds kihivasokat tartogat az ezen a teriileten
tevékenykedd kutatok szamara. Ugyanakkor, mivel a PKC enzimekkel egyetemben a tobbi
molekulacsalad tagjai is olyan jelentds sejtfolyamatok szabalyozéasaban vesznek részt mint pl.
a sejtproliferacio, a differencialddas, az apoptdzis és az ingeriletatvitel, ezért az eziranyud
kutatasok mindenképpen kozponti jelentéséggel birnak. Vélemenyiink szerint a C1 doménnel
rendelkezé jelatviteli molekulak funkcidjat vizsgald kutatasoknak a kovetkezd ,kett6s”
célkitiizést kell a jovoben szem el6tt tartaniuk: i) A Cl doménnel rendelkezd
molekulacsaladok jelatviteli Gtvonalakban bet6ltétt izoforma-specifikus szerepének még

részletesebb és pontosabb jellemzése a kiillonboz6 sejt- €s szovetféleségek esetében; valamint
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i) Az egyes molekuldk C1 domenjanak ligandszenzitivitdsat meghatarozo szerkezeti
tényezok felismerése, mind a kotéhely struktardjanak, mind pedig a ligandok kémiai
felépitésének aspektusabol. Jelen munkdnk ehhez a kettés célhoz jarult hozza a
Disszertacioban bemutatott eredményekkel. Egyfel6l, a bor egy specidlis ,,mini-szervjében”,
a faggyumirigyben sikerult bizonyitanunk a PKC rendszer kulcsfontossdgu szerepét a
sejtfunkciok szabalyozédsaban, valamint ravilagitanunk az egyes izoformak specifikus
szerepére a sebocytdk tulélését és termindlis differencidldédasi programjat meghatarozé
jelatviteli utvonalakban. Masrészt, az atipusos C1 doménnel rendelkezd, sokoldali
szignaltranszducer molekula, a Vavl, ligandszenzitivitasanak karakterizalasaval tovabb
szélesitettilk a C1 domenek affinitdsat meghatarozo strukturalis tényezOkrél szerzett eddigi
ismereteket. Emellett, reményeink szerint, megtettiik a kezdeti 1épéseit azon farmakoterapias
fejlesztésnek, amely (eddig foként az immunrendszer és bizonyos tumorok esetében)
figyelemreméltd jelatviteli molekulanak az enzimatikus funkciojat a C1 domént ceélzo,

szelektiv ligandok segitségevel kivanja befolyasolni.
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OSSZEFOGLALAS

A masodlagos messenger molekula diacil-glicerol (DAG) és intracellularis effektorai (a C1
domént tartalmazd szignal-proteinek) meghatarozo szerepet jatszanak olyan jelatviteli
folyamatok szabalyozasaban, mint a sejtproliferacio, a differencialédas, az apoptozis és a
tumorgenezis. A Disszertacio elsé részében a protein kinaz C (PKC) rendszer (az egyik
legfontosabb DAG-effektor molekulacsalad) tagjainak izoforma-specifikus és antagonisztikus
szerepét elemeztik a faggyumirigy bioldgiai folyamatainak szabalyozasaban. A PKC
rendszer forbol-észter (PMA) altali aktivacioja fokozta a human sebocytak lipidszintézisét,
amely a sejtek terminalis differencialédasanak indikatora. Farmakologiai modszerek (PKC
inhibitorok felhasznélasa), valamint sejt- és molekularis biologiai technikak segitségével
megallapitottuk, hogy a sebocytakban expresszalodd 6t PKC izoforma (cPKCa, nPKC3, €, n
¢s aPKC() koziil a PMA hatasanak kozvetitésében a cPKCa és az nPKCd izoformak vesznek
részt. Tovabbi fontos megfigyelésiink volt emellett, hogy az nPKCo részt vesz az ismert
gyulladasos prekurzor, az arachidonsav lipidszintézist fokozo és apoptdzist indukalod
celluldris hatasainak szignaltranszdukcios Gtvonaldban is. Az aPKCC-rol emellett
bebizonyosodott, hogy Kkonstitutiv enzimaktivitasaval visszaszoritja a terminalis
differencialodas (lipidfelhalmozas) és az apoptdzis sejtfolyamatait. A Disszertacié masodik
részében a sokoldalt intracellularis szignaltranszducer, a Vavl molekula ligandkotési
sajatossagait elemeztik. A DAG-felismeré intramolekularis alegységként funkcionalé Cl
domén a Vavl molekuldban is megtalalhatd és kdzponti szerepet jatszik a guanin nukleotid
cserélé enzimaktivitas szabalyozasaban. A forbol-észter-kotés hianya miatt ugyanakkor az
atipusos C1 domének kozé lett besorolva annak ellenére, hogy a domén ligandkotohelyének
geometriai felépitése gyakorlatilag teljesen homolog a PKC enzimek tipusos C1 doménjaval
(amelyek nagy affinitassal kétnek forbol-észtert). Rekombinans géntechnoldgia és iranyitott
mutagenezis segitségével sikeriilt azonositanunk 6t aminosavat (GIu®, Glu®, Thr'*, Thr** és
Tyr®) a kotézseb peremén, amelyek kumulativ modon csokkentik a ligandaffinitast.
Molekularis modellezés felhasznalasaval megallapitottuk tovabba, hogy ezen inkompatibilis
aminosavak lecsokkentik a kotohely cstcsanak hidrofobicitasat, mialtal a kotohely
membranasszociacidja zavart szenved és gatlodik a ligand-C1l-domén-membran harmas
komplexének kialakulasa. A szerkezeti sajatossdgok felhasznalasaval olyan DAG-analog
molekulak (DAG-laktonok) kifejlesztését kezdtiik el, amelyek a Vavl Cl-specifikus
aminosavak targetdlasan keresztul szelektiven befolyédsolhatjak az enzimatikus funkciot.
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SUMMARY

The lipophilic second messenger diacylglycerol (DAG) and its intracellular effectors (C1
domain containing proteins) play a substantial role in signaling events controling cell
proliferation, differentiation, apoptosis and tumor formation. In the first part of the
Dissertation, we demonstrate the pivotal, isoform-specific, differential and antagonistic role
of protein kinase C (PKC), one the most important family of DAG-effector molecules, in the
regulation of sebaceous gland biology. We report that the phorbol-ester-(PMA)-driven
activation of the PKC system stimulates the lipid synthesis (hallmark of terminal
differentiation of sebocytes) of human sebocytes. Our pharmacological (using PKC
inhibitors) as well as cell and molecular biological approaches revealed that, among the five
isoforms (cPKCa, nPKC3, €, n and aPKC() expressed by the sebocytes, the activation of
cPKCa and nPKC$ participate in mediating the lipogenic effects of the PKC activator. Of
further importance, using the above mentioned methods, nPKC4 was also found to play a
major role in the cellular transduction of the lipogenic and apoptosis-inducing effects of
arachidonic acid (a well-known inflammatory precursor). Finally, endogenous aPKC( activity
was shown to constitutively suppress basal lipid synthesis and apoptosis. In the second part of
our studies, we characterized the ligand binding properties of the C1 domain (highly
conserved intramolecular recognition motif of DAG) of Vavl, a versatile signal transducer
with guanine nucleotide exchange activity toward small GTPases. The C1 domain of Vavl,
which plays a key role in the regulation of Vav activity, is classified as atypical (non-phorbol-
responsive), despite the fact that it retains a binding pocket geometry homologous to that of
the typical (phorbol-responsive) C1 domains of PKCs. Using recombinant gene technology
and site-directed mutagenesis approaches, we have clarified the basis for its failure to bind
ligands and have identified five crucial residues (Glu®, GIu™, Thr**, Thr** and Tyr®) along
the rim of the binding pocket, which weaken binding potency in a cumulative fashion. With
the help of computer modeling, we predicted that these unique residues in Vavl decrease the
hydrophobicity of the rim of the binding cleft, impairing membrane association and thereby
preventing formation of the ternary C1-ligand-membrane binding complex. Initial design of
DAG-lactones to exploit these Vavl-unique residues showed enhanced selectivity for C1
domains incorporating these residues, suggesting a strategy for the development of ligands

targeting Vavl activity.
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ORIGINAL ARTICLE

Protein Kinase C Isoforms Have Differential Roles
in the Regulation of Human Sebocyte Biology

Tamas Géczy', Attila Oldh', Baldzs I. Téth!, Gabriella Czifra', Attila G. Szoll8si', Tamds Szab6?,
Christos C. Zouboulis®, Ralf Paus*® and Tamés Biré'

Protein kinase C (PKC) isoforms have crucial roles in cutaneous signaling. Interestingly, we lack information
about their involvement in human sebaceous gland biology. Therefore, in this current study, we investigated the
functions of the PKC system in human immortalized SZ95 sebocytes. Using molecular biological approaches,
imaging, and functional assays, we report that SZ95 sebocytes express the conventional cPKCo; the novel
nPKCS, ¢, and n; and the atypical aPKCC. Activation of the PKC system by phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
stimulated lipid synthesis (a hallmark of differentiation) and resulted in translocation and then downregulation
of cPKCa and nPKC3. In good accord with these findings, the effect of PMA was effectively abrogated by
inhibitors and short interfering RNA-mediated “silencing” of cPKCa and nPKCs. Of further importance,
molecular or pharmacological inhibition of nPKCS also prevented the lipogenic and apoptosis-promoting
action of arachidonic acid. Finally, we also found that “knockdown” of the endogenous aPKC( activity markedly
increased basal lipid synthesis and apoptosis, suggesting its constitutive activity in suppressing these processes.
Collectively, our findings strongly argue for the fact that certain PKCs have pivotal, isoform-specific, differential,

and antagonistic roles in the regulation of human sebaceous gland-derived sebocyte biology.

Journal of Investigative Dermatology advance online publication, 5 April 2012; doi:10.1038/jid.2012.94

INTRODUCTION

Protein kinase C (PKC) comprises a family of serine/threonine
kinases (Nishizuka, 1988, 1992) that have crucial roles in the
regulation of various biological mechanisms including, e.g.,
cell growth, differentiation, and survival. The PKC family
includes the following: (i) calcium- and diacylglycerol- or
phorbol ester-dependent ““conventional’” isoforms (PKCa, Bl,
Bll, and vy; cPKCs); (ii) calcium-independent “‘novel” nPKCs
(PKC3, €, m, and 0); and (iii) calcium- and phorbol ester-
independent “‘atypical” aPKCs (PKC{ and /). These
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isoenzymes possess a characteristic expression pattern in a
given tissue and cell type, and differentially regulate numer-
ous cellular processes in an isoenzyme-specific manner
(Gould and Newton, 2008; Reyland, 2009; Newton, 2010;
Rosse et al., 2010).

Emerging evidence suggests a pivotal role of the PKC
system in cutaneous biology (Denning, 2004; Breitkreutz
et al, 2007). Indeed, PKC activity has been shown to
modulate the proliferation and differentiation of epidermal
keratinocytes (Lee et al., 1998; Papp et al., 2003). In addition,
isoenzyme-specific roles of PKCs expressed by keratinocytes
have also been reported; i.e., cPKCa and nPKCS were found
to be key components in stimulating epidermal differen-
tiation, whereas PKCe was shown to promote skin tumor
development (Lee et al., 1997; Li et al., 1999a; Jansen et al.,
2001; Neill et al., 2003; Papp et al., 2004).

Importantly, PKCs are also involved in controlling hair
growth and cycling. Several PKC isoforms (e.g., cPKCa and
B and nPKCS and &) were shown to be expressed in various
compartments (e.g., outer root sheath keratinocytes, dermal
papilla) of the hair follicle (Eicheler et al., 1997; Li et al., 2003;
Neill et al, 2003). Moreover, levels of certain isoforms
appeared to alter with the hair cycle; e.g., expression of cPKCa
showed good correlation with increasing hair growth (anagen)
in various mouse models (Li et al, 1999b, 2003). Of further
importance, modification of PKC activity by either phorbol
esters or synthetic inhibitors resulted in profound alterations in
human hair shaft elongation, as well as dermal papilla fibroblast
growth and survival (Harmon et al., 1995; Ferraris et al., 1997).
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Intriguingly, we lack data on the functional role of the PKC
system in the other component of the human pilosebaceous
unit, i.e., the sebaceous gland and its sebocytes. Sebocytes,
engaged in holocrine (sebum) secretion, are a major site of
hormone synthesis and metabolism in the human skin, and
possess numerous ionotropic, metabotropic, and nuclear
receptor-coupled pathways (Zouboulis et al., 2002; Zoubou-
lis and Bohm, 2004; Alestas et al., 2006; Zhang et al., 2006;
Dobrosi et al., 2008; Téth et al., 2009, 2011), which may all
function as potential regulators of PKCs. Hence, sebocytes
provide a highly instructive research tool for exploring PKC
functions, which promises additional sets of information that
may complement those obtainable with human hair follicle
and with other extrafollicular cell types of the human skin.

Therefore, in this study, we identified and investigated
members of the PKC system in SZ95 sebocytes—a human
sebaceous gland-derived immortalized cell line that possesses
striking functional similarities to those of primary human

sebocytes (Zouboulis et al., 1999)—and dissected their
isoform-specific role in the regulation of sebocyte biology.

RESULTS

Human SZ95 sebocytes possess a characteristic PKC isoform
pattern

We first investigated the presence of PKC isoforms in SZ95
sebocytes. Using immunocytochemistry, western blotting,
and quantitative ‘‘real-time’”” PCR, we provide the first
evidence that SZ95 cells express cPKCa; nPKCS, €, and n;
and aPKC{ (Figure 1a and b). Importantly, none of the above
techniques identified other members of the family (i.e.,
cPKCBI, BlI, and y; nPKCn and 6; aPKCA/t; and the unique
PKCp-PKD) (data not shown). In addition, quantitative
real-time PCR also revealed that, among the above isoforms,
cPKCa, nPKC3, and aPKCE exhibited the highest expressions,
whereas the levels of nPKCe and m were rather low
(Figure 1b).

o
1)

Relative mRNA expression
(normalized to GAPDH

cPKCa

nPKC3

nPKCe nPKCn aPKC({

Figure 1. Human SZ95 sebocytes possess a characteristic protein kinase C (PKC) isoform pattern. (a) Specific immunoreactivity of various PKC isoforms

as determined by immunofluorescence (FITC, green fluorescence). NC, negative control obtained after omitting the primary antibody. Nuclei were
counterstained with 4/,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (blue fluorescence). Bars =20 pm. Insets: Expressions of PKC isoforms were also determined

in cell lysates of SZ95 sebocytes by western blot analysis. (b) Quantitative “’real-time” PCR (Q-PCR) analysis of mRNA transcript expression profile of the
PKC isoenzymes. Data (mean + SEM) are expressed as a fraction of the mean value of expression of the housekeeping gene glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) (defined as 1). Two additional experiments yielded similar results. aPKC, atypical PKC; cPKC, conventional PKC; nPKC, novel PKC.
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Pharmacological modulation of PKC activity alters lipid

synthesis but does not influence cell viability of SZ95 sebocytes
One of the main hallmarks of sebocyte differentiation is
the synthesis of various lipids, among which neutral lipids
represent a major component (Rosenfield, 1989; Thody and
Shuster, 1989; Doran et al., 1991; Zouboulis et al., 1998).
Therefore, we investigated the effects of PKC-acting agents on
the lipid content of cultured SZ95 sebocytes. Nile Red
staining-based quantitative Fluorescence Image Plate Reader
(FLIPR) measurement revealed that treatment with the
general PKC activator phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
(up to 48 hours) significantly stimulated lipid synthesis in a
dose-dependent manner (Figure 2a). This effect was equally
inhibited by GF109203X (inhibitor of cPKCs and nPKCs),
G066976 (inhibitor of cPKCs), and Rottlerin (inhibitor of
nPKC3) (Figure 2b). It is noteworthy that none of the inhibitors
alone (i.e., when applied without PMA) affected basal lipid
content of the cells (Figure 2b). Furthermore, none of the
above protocols altered cell viability or induced cell death of
any form (apoptosis, necrosis); namely, the PKC activator
or the inhibitors did not significantly modify the viable
cell number (MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide)-based colorimetric proliferation assay;
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Figure 2c), nor did they induce necrotic (SYTOX Green
accumulation assay) or apoptotic cell death (fluorimetric
measurement of the decrease of mitochondrial membrane
potential—DilC;(5) labeling) (Figure 2d).

The ability of PMA to stimulate lipid synthesis of SZ95
sebocytes is mediated by cPKCa and nPKC3
The above results suggested the involvement of multiple PKC
isoforms in the action of PMA. However, numerous reports
indicate that the above inhibitors may often target other
signaling molecules (Gschwendt et al., 1994; Alessi, 1997),
which question their specificity and/or selectivity for the PKC
isoforms. Therefore, in order to define the specific roles of the
PKC isoenzymes that were expressed at the highest levels
(i.e., cPKCa, nPKC3, and aPKC{) in mediating the lipid
synthesis-stimulating effect of PMA, we have carried out a
series of cellular imaging and molecular biology experiments.
Activation of a given PKC isoform is accompanied by the
translocation of the molecule to another cellular compart-
ment. Therefore, we first investigated the potential alteration
in the subcellular localization of PKCs upon short-term
(1 hour) PMA treatment. As revealed by immunostaining of
PKCs followed by confocal microscopy analysis, 10 nm PMA
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Figure 2. Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) treatment stimulates lipid synthesis of SZ95 sebocytes. Cells were treated with vehicle (Control, C);

the protein kinase C (PKC) activator PMA (at the indicated doses); the PKC inhibitors GF109203X (GF), G66986 (G6), and Rottlerin (Rottl.) at 10 nm; or
combinations for 48 hours. (a, b) Quantitative measurement of lipids as assessed by Nile Red labeling, followed by Fluorescence Image Plate Reader

(FLIPR) measurement. Neutral lipids indicate de novo-synthesized intracellular lipids. (c) Determination of cell viability by colorimetric MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheny! tetrazolium bromide) assay. (d) Assessment of apoptosis by fluorimetric DilC;(5) assay reflecting mitochondrial membrane
potential, and of necrosis by fluorimetric SYTOX Green assay reflecting ruptured cell membrane. Data (mean + SEM) are expressed as a percentage of the
mean value of the vehicle-treated control group (defined as 100%, solid line). *Marks significant (P<0.05) differences compared with the control group.

In panel b, “marks significant (P<0.05) differences compared with the PMA-treated group; n=4 in each group. Three or four additional experiments yielded

similar results.
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Figure 3. Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and arachidonic acid (AA) differentially translocate and downregulate certain protein kinase C (PKC)
isoforms in SZ95 sebocytes. Cells were treated with vehicle (Control), 10 nm PMA, and 50 um AA for 1 hour (a) to assess translocation, or for 13 days

(b) to measure downregulation of PKC isoforms. (a) Immunofluorescence labeling (FITC, green fluorescence) of PKCs followed by confocal microscopy analysis.
Arrows indicate translocation. Bars =20 um. (b) Western blot analysis. The amounts of the individual PKC isoforms were quantified by densitometry

(optical density, OD) and expressed as the percentage of the value of immunoreactive bands of daily-matched control group regarded as 100%. Note the
translocation and downregulation of conventional PKCa (cPKCa) and novel PKC3 (nPKC3) by PMA, and of nPKC3 by AA. Three additional experiments

yielded similar results. aPKC, atypical PKC.

induced the translocation of cPKCa and nPKC3. As expected,
being a PMA-insensitive isoform, the subcellular localization
of aPKC{ was not changed upon the application of the
phorbol ester (Figure 3a).

Prolonged activation of the PKC isoforms results in the
cleavage of the molecule by proteases, resulting in a
decreased expression of the given PKC (downregulation).
Therefore, we also assessed the effect of long-term (up to 3
days) PMA administration on the levels of the PKCs.
Consistent with the above confocal microscopy data, as
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revealed by western blot analysis, the phorbol ester markedly
downregulated cPKCo and nPKC3, whereas the level of
aPKCC was not altered (Figure 3b). Loading controls are
presented in Supplementary Figure S1a online.

The involvement of cPKCa and nPKC8 in mediating the
cellular effects of PMA was further assessed by short
interfering RNA (siRNA) technique. Western blot analysis
demonstrated that the expressions of ‘‘targeted”” PKC isoforms
were significantly “’knocked down’” by the specific siRNA
probes at day 2 after transfection and remained suppressed on
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Figure 4. Conventional protein kinase Co (cPKCa) and novel protein kinase C3 (nPKC$) are involved in mediating the lipogenic action of phorbol
12-myristate 13-acetate (PMA), whereas short interfering RNA (siRNA)-mediated “silencing’”” of atypical protein kinase C{ (aPKC() induces lipid synthesis
and apoptosis in SZ95 sebocytes. Various siRNA probes against PKC isoforms, as well as a scrambled siRNA probe (Scr. si), were introduced into cells by
transfection. To evaluate the efficacy of this intervention, at days 1-4 after transfection, cells were subjected to western blot (WB) analysis. As controls (C),
the effect of the transfection reagent was determined. As a housekeeping molecule, expression of cytochrome-C (Cyt-C) was assessed. (a, b) Representative
WB data at (a) days 14 and at (b) day 2 after transfection. (c) Statistical analysis of WB data. Optical density (OD) values of specific immunosignals were
determined at day 2 after transfection in three independent experiments. Normalized OD values (to Cyt-O) in each group were then averaged and expressed
as mean * SEM, as the percentage of the averaged values of the control groups was regarded as 100%. *Marks significant (P<0.05) differences compared
with the Scr. si groups. At day 2 after transfection, cells were treated with 10 nm PMA for 48 hours. (d) Determination of neutral lipids as assessed by

Nile Red labeling followed by Fluorescence Image Plate Reader (FLIPR) measurement. (e) Determination of cell viability by colorimetric MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) assay, of apoptosis by fluorimetric DilC;(5) assay, and of necrosis by fluorimetric SYTOX
Green assay. Data (mean * SEM) of three independent experiments are expressed as a percentage of the mean value of the Scr. si group (defined as 100%,
solid line). *Marks significant (P<0.05) differences compared with the Scr. si group, whereas *marks significant (P<0.05) differences compared with the
PMA-treated group; n=4 in each group. The Scr. si group displayed no significant difference compared with the non-transfected SZ95 sebocyte population
subjected to identical treatment protocols (data not shown).

day 3 as well (Figure 4a—). Specificity and selectivity of the
procedure were demonstrated by the following: (i) siRNA-
mediated silencing of given isoforms did not affect the
expression of the other two PKCs investigated (Figure 4a and
b); (ii) scrambled siRNA probes had no effect on the
expression of the PKC isoforms (Figure 4a-c). Additional
loading controls are presented in Supplementary Figure STb
online.

Silencing of cPKCo and nPKCS did not modify the basal
lipid synthesis (Figure 4d) and did not induce apoptosis/
necrosis (Figure 4e) in SZ95 sebocytes. However, in good
accord with the above data, “’knockdown’” of either of these
isoforms significantly reduced the action of PMA to promote
lipid synthesis (Figure 4d). Intriguingly, the siRNA-mediated
silencing of aPKC{ markedly increased the basal lipid
synthesis of the sebocytes (Figure 4d) and, furthermore,
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suppressed cellular viability and induced apoptosis (but not
necrosis) (Figure 4e). Of further importance, elevation of
basal lipid content was so marked in the aPKC{ knocked-
down cells that PMA was unable to further stimulate lipid
accumulation (Figure 4d).

The ability of arachidonic acid to stimulate lipid synthesis
and induce apoptosis of SZ95 sebocytes are selectively
mediated by nPKC$
The above-mentioned effects of PMA strikingly resembled the
previously described findings with arachidonic acid (AA), one
of the most effective inducers of lipid synthesis in SZ95
sebocytes (Wrébel et al., 2003; Alestas et al.,, 2006; Téth
et al., 2009). Therefore, we wished to dissect whether or not
the PKC isoforms are also involved in mediating the cellular
effect of AA. As expected, AA induced a marked lipid
synthesis in SZ95 sebocytes (Figure 5a). This effect was signi-
ficantly (yet only partially) abrogated by both GF109203X
and Rottlerin but not by G66976 (Figure 5a), suggesting that
cPKCa most probably does not participate in mediating the
effect of AA. Furthermore, PMA was able to further increase
the lipid synthesis in the AA-treated cells (Figure 5a).

Our previous studies have also shown that the effect
of AA to augment lipid synthesis in SZ95 sebocytes was
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accompanied by the induction of sebocyte apoptosis (Wrébel
et al., 2003; Téth et al., 2009). Therefore, we investigated the
involvement of the PKC system in the AA-induced apoptotic
process. As expected, AA induced apoptosis (fluorimetric
measurement of mitochondrial membrane potential) but
not necrosis (SYTOX Green accumulation assay) in SZ95
sebocytes (Figure 5b). This effect of AA was almost
completely prevented by GF109203X and Rottlerin but not
by G66976, similar to the actions of these inhibitors on the
AA-induced lipid synthesis. Finally, we found that the PKC
activator PMA did not modify the effect of AA to promote
apoptosis (Figure 5b).

Next, using the cellular and molecular approaches
mentioned above, we further investigated the isoform-
selective involvement of certain PKCs in the action of AA.
Confocal microscopy analysis revealed that a short-term AA
treatment (1 hour) of SZ95 sebocytes selectively translocated
nPKC3, whereas it did not modify the subcellular localiza-
tions of cPKCa and aPKC{ (Figure 3a). Similarly, long-term
(13 days) administration of AA selectively downregulated
nPKC3, whereas expressions of the other two isoforms were
insignificantly changed (Figure 3b). In addition, in order to
assess the effect of prolonged AA treatment on cell growth,
proliferation was additionally measured for 3 days. As shown
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Figure 5. The lipogenic and apoptosis-inducing actions of arachidonic acid (AA) are mediated by novel protein kinase C5 (nPKC3) in SZ95 sebocytes.

(@, b) Control or (c, d) short interfering RNA (siRNA)-transfected (2 days after transfection) SZ95 sebocytes were treated with vehicle (Control, C); 10 nm phorbol
12-myristate 13-acetate (PMA); the PKC inhibitors GF109203X (GF), G66976 (G6), and Rottlerin (Rottl.) at 10 nm; 50 pm AA; or combinations for 48 hours.
(@, ) Quantitative measurement of neutral lipids as assessed by Nile Red labeling, followed by Fluorescence Image Plate Reader (FLIPR) measurement.

(b, d) Assessment of apoptosis by fluorimetric DilC;(5) assay and of (b) necrosis by fluorimetric SYTOX Green assay. Data (mean = SEM) of three independent
experiments are expressed as a percentage of the mean value of either the (a, b) control or the (c, d) scrambled siRNA probe (Scr. si) group (defined as
100%, solid line). *Marks significant (P<0.05) differences compared with the control or Scr. si group, whereas “marks significant (P<0.05) differences
compared with the AA-treated group; n=4 in each group. The Scr. si group displayed no significant difference compared with the non-transfected SZ95
population subjected to identical treatment protocols (data not shown). RNAi, RNA interference.
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in Supplementary Figure S2 online, long-term application of
AA did not significantly affect the growth rate, suggesting that
the selective downregulation of nPKC3 by prolonged AA
application was not due to the suppression in cell number or
selective suppression of viability of those SZ95 sebocytes that
might express nPKC3 at high levels.

Moreover, the effect of AA to stimulate lipid synthesis and
induce apoptosis was significantly suppressed in those SZ95
sebocytes in which the expression of nPKCS (but, notably, not
that of cPKCa) was silenced by siRNA (Figure 5c and d). In
aPKCC-silenced sebocytes, AA was able to further stimulate
the already highly elevated (basal) lipid synthesis; however,
in these cells, the apoptosis was so marked (and hence the
mitochondrial membrane potential was so reduced) that the
effect of AA to induce further apoptosis was not measurable
(Figure 5c and d). Nevertheless, these findings collectively
argue for the selective involvement of nPKC38 in mediating the
cellular effects of AA.

DISCUSSION

In this study, we report that human sebaceous gland-derived
SZ95 sebocytes possess a characteristic PKC isoform pattern
(i.e., the highly expressed cPKCa, nPKC§, and aPKC{, and the
poorly expressed nPKCe and m), which is similar to that
described on human epidermal keratinocytes (Lee et al.,
1997, 1998; Papp et al., 2003). In addition, we provide the
first evidence that the highly expressed PKC isoforms have
central (yet differential and antagonistic) roles in regulating
cellular growth, survival, and lipid synthesis of human
sebocytes.

Specifically, we found that the activation of the PKC
system by the phorbol ester PMA-stimulated lipid synthesis.
A series of pharmacological (using various inhibitors)
and molecular biology (using siRNA-mediated ‘’silencing’’)
studies revealed that this action engaged two isoforms, i.e.,
cPKCa and nPKC3. As these isoenzymes were reported to
stimulate differentiation of human epidermal keratinocytes
(Lee et al., 1997; Li et al., 1999a; Papp et al., 2004), and,
furthermore, as holocrine sebum production is one of the key
hallmarks of sebocyte differentiation (Zouboulis et al., 1999,
2002; Alestas et al., 2006), we can conclude that cPKCao and
nPKC3 have key roles in promoting differentiation of these
cutaneous cell types.

Moreover, nPKC3 was also involved in selectively
mediating the lipogenic action of AA, one of the most widely
studied inducers of lipid synthesis in SZ95 sebocytes (Wrébel
et al., 2003; Alestas et al., 2006; Dobrosi et al., 2008; Toth
et al., 2009), which was previously shown to stimulate skin
PKC activity (Reynolds et al., 1993; Lo et al., 1994). Indeed,
both the pharmacological and the molecular inhibition of
nPKCS suspended the lipogenic effect of AA. Of further
importance, in SZ95 sebocytes with ‘‘silenced” nPKCSg,
AA was unable to induce apoptosis, which suggests the
pro-apoptotic role of nPKC3 (in addition to its pro-lipogenic
action). Apparently, cPKCua is not involved in mediating the
actions of AA, because (i) the AA-induced lipid synthesis and
apoptosis was unaltered on sebocytes with ‘‘silenced”
cPKCa, and (ii) the AA-elevated lipid synthesis (mediated
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by nPKC8) was further increased by the coadministration of
PMA, which (besides stimulating nPKC38) additionally acti-
vates cPKCao.

With respect to the potential link between the prosta-
glandin pathways and the action of AA, it should be noted
that sebocytes were found to produce metabolites of both
the lipoxygenase and the cyclooxygenase (COX) pathways
(Alestas et al., 2006). Moreover, it was also shown that
COX inhibitors (indomethacin, diclofenac, etc.) enhanced
sebaceous lipid production (lwata et al., 2005), whereas the
lipoxygenase inhibitor Zileuton markedly decreased it
(Zouboulis et al., 2005; Zouboulis, 2009). These data suggest
that AA metabolites may have opposite roles in the regulation
of the sebaceous lipid synthesis; i.e., lipoxygenase products
seem to increase sebaceous lipid synthesis, whereas COX
products seem to decrease it. Therefore, the facts that
increased lipid synthesis and apoptotic processes are usually
“walking hand-in-hand”” during the sebaceous differentiation
and that COX inhibition enhances lipid production make
COX inhibitors very unlikely to decrease AA-induced
apoptosis of the sebocytes. (For our preliminary data on
the effect of AA on immune profile of SZ95 sebocytes,
see Supplementary Figure S3 online and Supplementary
Discussion online.)

Interestingly, neither the siRNA-mediated ‘’knockdown’’
nor the pharmacological inhibition of cPKCa and nPKC3
resulted in alterations in cellular viability and basal lipid
synthesis of the sebocytes. These data implicate that the
endogenous activities of the two isoforms are not crucial for
regulating basal growth and differentiation of sebocytes.
However, results obtained with PMA and AA strongly suggest
their central involvement in such conditions when the
engagement of various signal-transduction mechanisms
results in production of PKC-activating intracellular second-
ary messengers such as diacylglycerol, Ca> ™, etc. As human
sebocytes express a wide array of metabotropic and nuclear
receptors and their coupled “lipogenic” signaling pathways
(Zouboulis et al., 2002; Zouboulis and Bohm, 2004; Alestas
et al., 2006; Zhang et al., 2006; Dobrosi et al., 2008; Téth
et al., 2009, 2011), it is proposed that cPKCa and/or nPKC3
may have a role in their actions.

The siRNA experiments resulted in other intriguing
findings. Namely, we found a markedly increased lipid
synthesis and apoptosis rate in cells with “silenced”” aPKC{
levels. These results, on one hand, suggest that—in contrast
to the pro-lipogenic actions of cPKCa and nPKC3, and the
pro-apoptotic effect of nPKC3—aPKC{ rather inhibits lipid
production and apoptosis of SZ95 sebocytes. On the other
hand, our findings also implicate that the endogenous and,
even more importantly, constitutive aPKC{ activity is an
indispensible regulatory factor for promoting physiological
sebocyte proliferation and survival.

MATERIALS AND METHODS

Materials

PMA, GF 109203X, and AA were purchased from Sigma-Aldrich
(St Louis, MO). G66976 and Rottlerin were from Calbiochem
(Nottingham, UK). The primary antibodies against cPKCa, By, By, v;
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nPKCe and m; and aPKC{ and PKD-PKCu were obtained from
Sigma-Aldrich, and the ones against nPKC& and 6 and aPKC\/1 were
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).

Cell culturing

Immortalized human SZ95 sebocytes (derived from facial sebaceous
glands; Zouboulis et al., 1999) were cultured in Sebomed basal
medium (Biochrom, Berlin, Germany) supplemented with 10% fetal
bovine serum (Invitrogen, Paisley, UK), 5ngml~' human epidermal
growth factor (Sigma-Aldrich), T mm CaCl,, 50 U ml~! penicillin, and
50pgml™" streptomycin (both from Teva, Debrecen, Hungary)
(Dobrosi et al., 2008; Téth et al., 2009).

Western blotting

Immunoblotting was performed to assess the protein expression
of the various PKCs in SZ95 cells. Cell lysates were subjected to
SDS-PAGE (7.5% gels were loaded with 40 ug protein per lane),
transferred to BioBond nitrocellulose membranes (Whatman,
Maidstone, UK), and probed with the above-mentioned rabbit
primary against distinct PKC (dilution
1:100-1:1,000). Horseradish peroxidase-conjugated rabbit anti-goat
IgG antibody (1:1,000; Bio-Rad, Hercules, CA) was used as a
secondary antibody, and the immunoreactive signal was visualized
by a SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate enhanced
chemiluminescence kit (Pierce, Rockford, IL) using LAS-3000
Intelligent Dark Box (Fuji, Tokyo, Japan). To confirm equal loading,
membranes were re-probed with an anti-cytochrome-C antibody
(1:50; Santa Cruz). Where indicated, signal intensity was analyzed
with densitometry, using the Image Pro Plus 4.5.0 software (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD) (Gonczi et al., 2008; Szegedi et al.,
2009).

antibodies isoforms

Immunostaining of PKCs, confocal microscopy

Identification and determination of the subcellular localization of
PKC isozymes in SZ95 cells were carried out by confocal
microscopy following immunolabeling. Cells were fixed in acetone,
permeabilized by 0.1% Triton-X-100 (Sigma-Aldrich), and then
incubated with the above-mentioned rabbit anti-PKC primary
antibodies for 60 minutes (dilution 1:100-1:200). Coverslips were
then stained with an FITC-conjugated secondary antibody (Vector
Laboratories, Burlingame, CA) (dilution 1:200) and examined in a
Zeiss LSM confocal microscopy system (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany) (Bodé et al., 2005; Dobrosi et al., 2008; Téth et al., 2009).

Quantitative real-time PCR

Quantitative real-time PCR was carried out on an ABI Prism
7000 sequence detection system (Applied Biosystems, Foster City,
CA) using the 5 nuclease assay. Total RNA was isolated
from cell lysates using TRIzol (Invitrogen). A measure of 3 ug of
total RNA was then reverse-transcribed into cDNA by using 15U
of AMV reverse transcriptase (Promega, Madison, WI) and
0.025 pgpl~" oligodT primers (Promega). TagMan primers and probes
(Applied Biosystems) were applied for subsequent PCR amplification
(assay IDs, Hs00176973_m1 for cPKCe, Hs00176998_m1 for cPKCB,
Hs00177010_m1 for cPKCy, Hs00178914_m1 for nPKC3, Hs00178455_
m1 for nPKCe, Hs00178933_m1 for nPKCn, Hs00234709_m1 for
nPKCO, Hs00177051_mTfor aPKCL, and Hs00702254_s1 for aPKCM)
using the TagMan universal PCR master mix protocol (Applied
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Biosystems). As internal controls, transcripts of glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase were determined (assay ID, Hs99999905_
m1 for human) (Dobrosi et al., 2008; Téth et al.,, 2009, 2011).

Assessment of viability

Viable cell number was assessed by measuring the ability of
cellular dehydrogenases to convert the tetrazolium salt MTT
(Sigma-Aldrich) to formazan. Cells were plated onto 96-well plates
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) (15,000 cells per well)
in quadruplicates. After treatment, cells were incubated with
0.5mgml™" MTT for 3 hours, and the amount of formazan crystals
(generated within the cells) was determined colorimetrically
according to our previous reports (Bodé et al., 2005; Kiss et al.,
2008; Szegedi et al., 2009).

Assessment of apoptosis

Reduced mitochondrial membrane potential serves as an early
indicator of the onset of apoptotic processes. SZ95 cells (15,000
cells per well) were plated onto 96-well black-well/clear-bottom
plates (Greiner Bio-One) in quadruplicates. After treatment, their
mitochondrial membrane potential was determined using the
MitoProbe DilC;(5) Assay Kit (Invitrogen). The fluorescence intensity
(reflecting the membrane potential)
was measured on FlexStation 11°%* FLIPR (Molecular Devices,
San Francisco, CA), as described in our previous reports (Dobrosi
et al., 2008; Téth et al., 2009, 2011).

level of mitochondrial

Assessment of cytotoxicity (necrosis)

The cytotoxic effects of the above PKC-acting reagents were
determined by SYTOX Green labeling (Invitrogen). Ruptured plasma
membranes enable the penetration (and subsequent nucleic acid
binding) of the fluorescent dye into necrotic cells, whereas viable
cells with intact surface membranes display negligible SYTOX Green
uptake. SZ95 cells were plated onto 96-well black-well/clear-bottom
plates (Greiner Bio-One). After treatment, supernatants were
removed and the cells were incubated with a 1pm solution of
SYTOX Green. The fluorescence intensity of the dye was measured
on FLIPR, as described previously (Dobrosi et al., 2008; Téth et al.,
2009, 2011).

Assessment of intracellular lipid content

For a quantitative measurement of the intracytoplasmic lipid
content, Nile Red (Sigma-Aldrich) labeling was used. SZ95 cells
(15,000 cells per well) were plated onto 96-well black-well/clear-
bottom plates (Greiner Bio-One) in quadruplicates. Following
treatment, supernatants were removed from wells and cells were
incubated in 1pgml~" Nile Red for 20 minutes. The fluorescence
intensity of the dye (excitation: 485 nm; emission: 565 nm) reflecting
the neutral lipid content of intracytoplasmic lipid droplets was
measured on FLIPR (Wrébel et al., 2003; Alestas et al., 2006;
Dobrosi et al., 2008).

RNA interference (siRNA)

SZ95 sebocytes were seeded on six-well culture plates in medium
lacking antibiotics and were grown until they reached 40-60%
confluence. Cells were then transfected with specific Stealth diRNAI
oligonucleotides (at 40nm, all from Santa Cruz) against cPKCo
(sc-44227), nPKCS (sc-36253), and aPKC{ (sc-29451) using



Lipofectamine RNAIMAX transfection reagent (Invitrogen). SiRNA-
Negative Control Duplexes (scrambled siRNA) were used as controls
(sc-37007 and sc-44230; Santa Cruz). Immunoblotting was per-
formed daily (for 4 days) to follow the changes in the expression
level of the given PKC isoform after transfection. For subsequent
cellular assays (assessing lipid content, cell viability, apoptosis, and
cytotoxicity) cells were trypsinized 24 hours after transfection,
replated onto 96-well plates, and subjected to the above-mentioned
procedures (Dobrosi et al., 2008; Téth et al., 2009, 2011).

Statistical analysis
When applicable, data were analyzed using a two-tailed unpaired
t-test, and P<0.05 values were regarded as significant differences.
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Background: The C1 domain of Vavl retains a three-dimensional structure consistent with phorbol ester binding but

nevertheless does not bind.

Results: Five residues render the C1 domain less lipophilic and interfere with its binding.
Conclusion: The C1 domain of Vavl illustrates a novel mechanism rendering the C1 domain “atypical.”
Significance: Ligands exploiting the specific amino acid differences may selectively target Vavl.

C1 domains, the recognition motif of the second messenger
diacylglycerol and of the phorbol esters, are classified as typical
(ligand-responsive) or atypical (not ligand-responsive). The C1
domain of Vavl, a guanine nucleotide exchange factor, plays a
critical role in regulation of Vav activity through stabilization of
the Dbl homology domain, which is responsible for exchange
activity of Vav. Although the C1 domain of Vavl is classified as
atypical, it retains a binding pocket geometry homologous to
that of the typical C1 domains of PKCs. This study clarifies the
basis for its failure to bind ligands. Substituting Vavl-specific
residues into the C1b domain of PKCé, we identified five crucial
residues (Glu®, Glu'®, Thr"!, Thr**, and Tyr?®) along the rim of
the binding cleft that weaken binding potency in a cumulative
fashion. Reciprocally, replacing these incompatible residues in
the Vavl C1 domain with the corresponding residues from
PKCé C1b (6C1b) conferred high potency for phorbol ester
binding. Computer modeling predicts that these unique resi-
dues in Vavl increase the hydrophilicity of the rim of the bind-
ing pocket, impairing membrane association and thereby pre-
venting formation of the ternary C1-ligand-membrane binding
complex. The initial design of diacylglycerol-lactones to exploit
these Vavl unique residues showed enhanced selectivity for C1
domains incorporating these residues, suggesting a strategy for
the development of ligands targeting Vavl.

The lipophilic second messenger sn-1,2-diacylglycerol
(DAG)? plays a central role in cellular signaling. Following the
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activation of many receptors, DAG is generated either through
the hydrolysis of phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate via
phospholipase C or indirectly from phosphatidylcholine via
phospholipase D (1). Its downstream effects are mediated
through interaction with protein kinase C (PKC), RasGRP, and
five other families of effectors that possess a C1 domain recog-
nition motif (2—4). The profound involvement of PKC and
these other families of signaling proteins in proliferation, dif-
ferentiation, apoptosis, angiogenesis, and drug resistance has
emphasized the importance of these C1 domain-containing
proteins as therapeutic targets for cancer and other diseases,
and multiple agents, e.g. bryostatin 1 or PEP005, targeted to the
C1 domains of PKC are currently in clinical trials (4, 5).

Structural studies by NMR, x-ray crystallography, and
molecular modeling have afforded substantial insights into
ligand recognition by the C1 domains (6 —9). These domains are
cysteine-rich zinc finger structures. The DAG-binding site is a
hydrophilic cleft formed from two pulled apart B-sheets,
whereas the C1 domain surface surrounding the binding cleft is
hydrophobic. Insertion of DAG into the binding cleft serves to
complete the hydrophobic surface, and additional hydropho-
bicity is contributed by hydrophobic substituents on the DAG.
This increase in hydrophobicity upon binding promotes inser-
tion of the C1 domain into the lipid bilayer, which in turn can
drive conformational change in the overall protein structure, as
is the case with PKC, as well as promote translocation to the
membrane, changing access of the protein to interacting part-
ners. Because the lipids of the bilayer interact both with the
ligand and with the surface of the C1 domain, great selectivity is
possible. Although DAG represents the endogenous ligand for
the C1 domains, nature has provided a diversity of high affinity
analogs such as the phorbol esters or bryostatins, and DAG-
lactones have afforded a powerful synthetic platform for prob-
ing structure-function relationships (4, 10).

tyrate; MLP, molecular lipophilicity; DOG, 1,2-dioctanoyl glycerol; PS, phos-
phatidylserine; PC, phosphatidylcholine; SH, Src homology.
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C1 Domain of Vav1

Initially, C1 domains were categorized into two families (11)
as follows: (i) those that bound DAG/phorbol ester were termed
“typical,” and (ii) the more divergent members that failed to
bind were termed “atypical.” Examples of atypical C1 domains
include those of the atypical PKC isozymes (aPKC¢ and aPKCu),
c-Raf, kinase suppressor of Ras (KSR), and Vav (3, 4, 12). More
recently, it has become evident that atypical C1 domains can be
further categorized. The first subclass, represented by proteins
like c-Raf or KSR, consists of C1 domains that are grossly dis-
torted in the binding cleft geometry (e.g. deletions of several key
residues in the loops making up the binding pocket). Members
of the second subclass, in contrast, retain the binding cleft
geometry but incorporate other factors impeding ligand bind-
ing. We showed that, in the case of the atypical PKCs, a series of
three arginine residues lining the rim of the binding pocket
were able to rotate into the cleft, making it inaccessible to
ligands (13). Replacement of these arginine residues with the
corresponding residues found in the C1b domain of PKC4 gen-
erated high affinity ligand binding and ligand-driven mem-
brane translocation.

Recent structural studies using x-ray crystallography have
revealed a striking resemblance between the binding pocket
geometry of the C1b domain of the potent phorbol ester recep-
tor PKCé and that of the protooncogene Vavl, a guanine nucle-
otide exchange factor (14—-16). Although early studies on the
GEF activity of Vavl toward small GTPases suggested a DAG/
phorbol ester-sensitive function of Vavl (17), subsequent
ligand-binding experiments using purified recombinant Vavl
and the ultrapotent phorbol ester analog [*H]bryostatin did not
support those results (18), leading to the classification of this C1
domain as atypical. In this study, we have sought to identify key
structural determinants in the Vavl C1 sequence that (analo-
gous to our findings with atypical PKCs) might account for its
apparent lack of affinity for DAG and phorbol esters.

Vavl is a versatile cellular signal transducer molecule that
plays a pivotal role in various signaling pathways. One of the
most important and best characterized functions of Vavl is the
GEF activity toward the Rho/Rac family of small GTPases,
which are important molecular transducers in signaling cas-
cades that regulate cytoskeleton organization, cell cycle pro-
gression, gene transcription, adhesion, migration, cell growth,
and survival (19-21). In addition to their activity as exchange
factors for Rho/Rac proteins, Vav proteins can also regulate
various other cellular processes in a GEF-independent fashion,
functioning as adapter molecules to facilitate protein-protein
interactions (22). The expression of Vavl is restricted almost
exclusively to normal cells of hematopoietic origin (23-25).
There, T-cell receptor-coupled activation of the guanine
exchange function of Vavl leads to Racl-induced cytoskeleton
organization, an essential step for the formation of the immu-
nological synapse and subsequent proper T-cell activation (20,
26). Vavl further plays a crucial role in T-cell development (27).
Although less extensively investigated, recent studies have also
characterized a role of Vavl in human cancer, especially in solid
tumors of nonhematopoietic origin (28), where the ectopic
expression of wild-type Vavl can contribute to the develop-
ment and progression of these malignancies (29 -32). It there-
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fore represents an attractive therapeutic target, both for cancer
as well as for autoimmunity.

Vavl possesses multiple structural motifs that mediate its
versatile functions in cellular signaling (Fig. 1A4) (19). It contains
a Dbl homology (DH) domain, which is responsible for catalyz-
ing nucleotide exchange (33). The DH domain is flanked by an
N-terminal acidic (Ac) motif and a calponin homology (CH)
domain together with a C-terminal pleckstrin homology (PH)
domain and a C1 domain. These domains surrounding the cat-
alytic DH domain in the CH-C1 segment of the molecule reg-
ulate the exchange activity of Vavl (28). In addition, the struc-
ture of Vav contains an SH3-SH2-SH3 cassette at the C
terminus, which links it with tyrosine phosphorylation path-
ways and mediates its activity as a scaffold protein (22).

Initial studies of Vav using site-directed mutagenesis identi-
fied the C1 domain as critical for maintaining efficient guanine
nucleotide exchange activity toward Rho/Rac GTPases (34, 35).
Although this regulatory effect initially was hypothesized to
arise from direct contacts between the C1 domain and the
GTPases (36), crystallographic studies now provide a different
explanation (15, 16). An intramolecular network of contacts
between the PH-C1 unit and the DH domain helps stabilize the
conformation of a critical a-helix within the DH domain, which
is essential for the displacement of guanine nucleotide from the
GTPase. The C1 domain (together with the PH domain) thus
contributes to optimal GEF activity by restricting the confor-
mational flexibility of the DH domain, keeping it in a stable
conformation primed for efficient interaction with the Racl
GTPase. The C1 domain of Vavl possesses a three-dimensional
structure very similar to that of the typical C1b domain of
PKC&. Because its solvent-accessible cavity is located in the
vicinity of the a-helix of DH that makes contacts with Racl,
ligand binding to the cleft has the intriguing potential to mod-
ulate Vavl function. Could DAG/phorbol esters or their deriv-
atives interact with this binding pocket and thereby disrupt the
enzymatic function of Vav1?

In this study we wished to characterize the ligand binding
properties of the C1 domain of Vavl. We confirmed the lack of
phorbol ester binding of Vavl. Using site-directed mutagenesis,
we identified the central structural determinants in the loops
making up the binding cleft responsible for the lack of phorbol
ester sensitivity. The C1 domain of Vav1 (together with that of
atypical PKCs) thus belongs to that subclass of atypical (nonre-
sponsive) C1 domains that retain the proper structure for
ligand binding. However, the presence of four unique hydro-
philic residues around the rim of the binding pocket disrupts
the lipophilic surface of the tip of the binding pocket and,
together with an inappropriately hydrophobic residue distal to
the tip of the C1 domain, interferes with the insertion of ligand
receptor complex into the lipid membrane, which is an essen-
tial step for stabilizing the ternary binding complex of ligand
receptor and membrane. Mutating these residues in the Vavl
C1 domain to correspond to the ones in the potent phorbol
ester receptor 6C1b, we demonstrated almost complete recov-
ery of binding affinity in vitro and in vivo, which confirms the
previous structural findings on the conserved binding pocket
geometry of Vavl. Our results raise the possibility that appro-
priately modified DAG/phorbol ester analogs that can specifi-
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cally target these residues might have the potential to selec-
tively bind to Vavl Cl and to manipulate Vavl function
through this interaction. Finally, we describe some DAG-lac-
tones that display modest selectivity for features of the Vavl-
Cl1-like structure.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials—[20->H]Phorbol 12,13-dibutyrate ([?’H]PDBu)
(17.2 Ci/mmol) was obtained from PerkinElmer Life Sciences.
PDBu and phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) were pur-
chased from LC Laboratories (Woburn, MA). Phosphatidyl-L-
serine (PS), phosphatidylcholine (PC), and 1,2-dioctanoylglyc-
erol (DOG) were from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL).
LNCaP human prostate cancer cells, fetal bovine serum (FBS),
RPMI 1640 medium, and L-glutamine were from the American
Type Culture Collection (Manassas, VA). Reagents used for
culturing bacteria (LB Broth, LB agar plates with different selec-
tion antibiotics, etc.) were from K-D Medical, Inc. (Columbia,
MD). The oligonucleotide primers used for PCR cloning,
sequence analysis, and site-directed mutagenesis were obtained
from Invitrogen.

Construction of GST-fused CI1 Domains of PKCé and
Vavi—The wild-type 6C1b domain in a pGEX-5X-1 plasmid
(GE Healthcare) had previously been constructed in our labo-
ratory (48). To generate a recombinant Vavl C1 domain fused
to glutathione S-transferase (GST) at the N terminus, PCR
amplification of the appropriate sequence was performed using
Platinum® PCR SuperMix High Fidelity (Invitrogen), according
to the manufacturer’s instructions. The full-length cDNA clone
of Vavl served as template. The following oligonucleotide
primers were used in the PCR as follows: (i) forward primer
5'-CGGAATTCAATGCTACAGCCAATGGGC-3" and (ii)
reverse primer 5-CGGAATTCGAAATCTTGCCCATG-
GCG-3'. The DNA fragments of the PCR were purified with
QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA) and
subsequently digested with EcoRI (New England Biolabs, Bev-
erly, MA) to create adhesive ends of the C1 fragments. After an
additional step of purification with the QIAquick PCR purifica-
tion kit, the fragments were finally ligated into the GST-con-
taining pGEX-5X-1 plasmid (GE Healthcare) using the EcoRI
restriction sites. Analysis of the DNA sequence of the construct
was conducted by the DNA Minicore (Center for Cancer
Research, NCI, National Institutes of Health). Verification of
the sequencing data was performed using the following soft-
ware: BioEdit Sequence Alignment Editor Version 7.0.5 and
DNA Baser Sequence Assembler Version 2.91.

Site-directed Mutagenesis of the C1b Domain of PKC8 and the
CI Domain of Vavli—C1l domains consisted of a conserved
50-51-amino acid sequence possessing the characteristic cys-
teine-rich motif HX,,CX,CX, CX,CX,HX,CX,C, where H is
histidine, C is cysteine, X is any other amino acid, and # is 13 or
14 (Fig. 2, gray-shaded letters) (11). To facilitate comparisons
between C1 domains, we will refer to residues using numbering
internal to the C1 domain itself, with the N-terminal histidine
residue being labeled His'. This residue corresponds to His>'®
in full-length Vavl and His**! in the C1b domain of full-length
PKCé. Point mutations of the amino acid residues at positions
9, 10, 11, 22, 24, and 26 of both PKCé C1b and Vavl C1 were
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introduced using the GeneTailor™™ site-directed mutagenesis
system (Invitrogen) according to the manufacturer’s instruc-
tions. To generate the C1 domain mutants of PKC6 and Vavl,
the above mentioned wild-type C1 constructs (PKC8 and Vav1)
in pGEX-5X-1 were used. Single, double, and triple mutations
were introduced in one step, and quadruple and quintuple
mutants were generated in a stepwise fashion using triple
mutants as templates. The presence of mutations was verified
by DNA sequencing (DNA Minicore) and analysis (BioEdit,
DNA Baser).

Construction of GFP-labeled C1 Domains of PKC8 and
Vavl—To generate GFP-tagged fluorescent fusion proteins for
in vivo translocation studies, pGEX-5X-1 plasmids containing
recombinant C1 domain sequences from either PKCé or Vavl
were digested with EcoRI (New England Biolabs). The DNA
fragments from this reaction were purified with the QIAquick
PCR purification kit (Qiagen). Finally, the C1 fragments were
ligated into the pEGFP-C2 vector (Clontech) using the EcoRI
restriction sites, and the DNA sequences of the constructs were
confirmed by sequence analysis (DNA Minicore).

Construction of Full-length Vavl (Wild-type, Triple, and
Quintuple Mutant) Fused to GFP—The GFP-tagged wild-type
Vavl was generated using the pPENTR™ Directional TOPO®
cloning kit (Invitrogen), according to the instructions described
in the manual. Briefly, PCR amplification of the appropriate
full-length Vav1 sequence was first carried out using Platinum®
PCR SuperMix High Fidelity (Invitrogen). The cDNA clone of
Vavl served as a template, and the following oligonucleotide
primers were applied in the PCR: (i) forward primer 5'-CAC-
CGAGCTCTGGCGACAGTGC-3" and (ii) reverse primer
5-TCAGCAATATTCGGAATAGTCTTCC-3'. The PCR
product was then TOPO-cloned into a pENTR™/D-TOPO®
vector, which served as an Entry clone. Next, using the LR
recombination reaction of the Gateway method (Invitrogen),
we transferred the appropriate full-length Vavl sequence from
the Entry vector into a pcDNA-DEST53 Gateway ™ destina-
tion vector (Invitrogen), which encodes an N-terminal GFP tag.
The triple (E9M/E10S/T11P) and the quintuple (E9M/E10S/
T11P/T24L/Y26K) mutants of the full-length Vavl were gen-
erated using the GeneTailor™ site-directed mutagenesis sys-
tem (Invitrogen) described above for the C1 domain mutants.
The TOPO-Entry clone of the (full length) wild-type Vavl
served as a template for constructing the triple and quintuple
mutants in a stepwise fashion. The mutated Entry clones were
then subcloned into pcDNA-DEST53 using the above men-
tioned LR recombination reaction. The DNA sequences of the
GFP-tagged full-length constructs were verified by sequence
analysis (DNA Minicore).

Expression and Purification of GST-tagged C1 Domains from
Escherichia coli—The C1 domains of both PKCé and Vavl in
the pGEX-5X-1 plasmid were transformed into BL21-AI™
One Shot® chemically competent E. coli (Invitrogen). Trans-
formants were grown in LB broth medium (K-D Medical) at
37 °C until the optical density of the bacterial suspension
reached 0.6—0.8. Expression of the GST fusion proteins was
induced with 0.3 mMm isopropyl O-p-thiogalactopyranoside and
0.125% L-arabinose (both from Sigma) for 4 h at 37 °C. Bacterial
cells were subjected to sonication in B-PER® bacterial protein
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extraction reagent, supplemented with 50 mg/ml lysozyme and
2500 units/ml DNase I (all from Pierce). The expressed GST-
tagged C1 proteins were purified using a B-PER GST spin puri-
fication kit (Pierce) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Purification efficiency was evaluated by SDS-PAGE
analysis. Protein concentration was assessed with the protein
assay kit from Bio-Rad. Purified fusion proteins were stored in
30% glycerol at —80 °C.

In Vitro (PH]PDBu Assays—To assess the affinity of the dif-
ferent C1 domains (wild-type and mutant PKC6 and Vavl) to
phorbol esters, purified proteins were subjected to an in vitro
[PH]PDBu binding assay, and the dissociation constants (K,
values) of the individual C1 domains were determined. Mea-
surement of [*H]PDBu binding, using the polyethylene glycol
precipitation assay developed in our laboratory, was described
in detail previously (37). Competitive binding assays were car-
ried out to assess the affinities (K; values) of DOG and DAG-
lactones as described in detail elsewhere (38). Triton X-100,
included in some of the assays, did not exceed 0.003%.

Translocation of GFP-labeled Proteins—LNCaP cells
(between passage numbers 5 and 20) were plated at a density of
60,000 cells/plate on Ibidi dishes (Ibidi, LLC, Verona, WI) and
subcultured at 37 °C in RPMI 1640 medium supplemented with
10% FBS and 2 mm L-glutamine. After 48 h in culture, cells were
transfected with GFP-tagged recombinant constructs, using
Lipofectamine reagent and Plus reagent (both from Invitrogen)
according to the manufacturer’s protocol. Cellular expression
of fluorescent fusion proteins was examined 24 h after transfec-
tion on a Zeiss LSM 510 NLO confocal microscopy system
(Carl Zeiss, Inc., Thornwood, NY) with excitation from a
30-milliwatt argon laser tuned to 488 nm and emission col-
lected with a BP 500-530 filter. Intracellular translocation of
the GFP-labeled C1 domains upon PMA treatment was
detected sequentially after the administration of the drug.
Images were acquired every 30 s for 30 min at varying zoom
settings (1 to 3.5) using Zeiss AIM software and a 63 X 1.4 NA
Zeiss Plan-Apochromat oil immersion objective.

Quantitation of Confocal Images—Three regions of 4 pwm?
each were selected in each cell as follows: one in the cytoplasm,
one in the cell membrane, and one in the nucleus, avoiding to
the degree possible the selection of subcellular organelles such
as Golgi or the nucleoli. Mean intensities of the GFP-tagged
constructs in the selected regions were calculated using the
Zeiss AIM software for the images at the different time points;
the ratio of the intensities for membrane/cytoplasm and nucle-
us/(membrane + cytoplasm) was then calculated and normal-
ized to the time 0 values. The increase in the membrane/cyto-
plasm ratio and/or the decrease in the nucleus/(membrane +
cytoplasm) ratio indicates translocation. For each series of
images presented, the mean * S.E. of the maximal transloca-
tion for all of the replicate experiments for that assay condition
is presented.

Chemistry—The DAG-lactone derivatives were synthesized
according to previously published procedures (39). Melting
points were determined on an MPA 100 OptiMelt automated
melting point system (Stanford Research Systems) or a Mel-
Temp II apparatus (Laboratory Devices, USA) and are uncor-
rected. Column chromatography was performed on a Teledyne
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Isco CombiFlash Companion instrument under gradient elu-
tion conditions with RediSep disposable flash columns. Analyt-
ical TLC was performed on Analtech Uniplates silica gel GF. 'H
NMR spectra were recorded on a Varian Unity Inova instru-
ment at 400 MHz. Spectra are referenced to the solvent in
which they were run (7.24 ppm for CDCl,). Positive ion fast
atom bombardment mass spectra (FAB-MS) were obtained on
a VG 7070E-HF double-focusing mass spectrometer operated
at an accelerating voltage of 6 kV under the control of a
MASPEC-II data system for Windows (Mass Spectrometry Ser-
vices, Ltd.). Either glycerol or 3-nitrobenzyl alcohol was used as
the sample matrix, and ionization was effected by a beam of
xenon atoms generated in a saddle-field ion gun at 8.0 = 0.5 kV.
Nominal mass spectra were obtained at a resolution of 1200,
and matrix-derived ions were background-subtracted during
data system processing. Full experimental details and charac-
terization have been reported previously for 6a, 6¢, and 8b-e
(40). Full characterization of novel DAG-lactones designated as
compounds 6b, 8a, and 8f is described below. NMR spectra for
these compounds can be found in the supplemental material.
(E)-(2-(Hydroxymethyl)-4-((1-methyl-1H-indol-3-yl)methyl-
ene)-5-oxotetrahydrofuran-2-yl)-methyl  3-isobutyl-5-methyl-
hexanoate (6b)—"H NMR (400 MHz, CDCl,) § 7.94 (t, ] = 2.6
Hz, 1H, Ar), 7.82 (dt, / = 7.8, 0.9 Hz, 1H, Ar), 7.38 to 7.24 (m,
4H, Ar and C = CH), 4.31 (Ab q,/ = 11.9 Hz, 2H, CH,), 3.85 (s,
3H, CH,), 3.77 (AB q,/ = 12.1 Hz, 2H, CH,), 3.06 (dd, ] = 17.2,
2.7 Hz, 1H, CH,,), 2.84 (dd, ] = 17.1,2.6 Hz, 1H, CH,,)), 2.22 (d,
J = 6.5 Hz, 3H, CH, and OH), 1.90 (app sept, 1H, CH), 1.63 to
1.48 (m, 2H, 2 X CH), 1.17 to 0.96 (m, 4H, 2 X CH,), 0.83 (dd,
J = 6.6 Hz, 3H, CH,), 0.82 (dd, J = 6.6 Hz, 6H, 2 X CH,), and
0.78 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, CH;); FAB-MS (m/z, relative intensity)
456 (MH™, 97), 455 (M, 100).
(E)-4-((5-(Hydroxymethyl)-2-oxo-5-((2-propyl-pentanoyloxy)
methyl)dihydrofuran-3(2H)-ylidene)methyl)-1-propylpyri-
dinium Bromide (8a)—"H NMR (400 MHz, CDCl,) & 8.88 (d,
J=6.7Hz,2H, Ar),8.16 (d,] = 6.6 Hz, 2 H, Ar), 7.66 (s, 1 H, C =
CH), 4.74 to 4.56 (m, 2 H, CH,), 4.33 (s, 2 H, CH,), 3.94 (d, ] =
12.0 Hz, 1 H, H,,), 3.92 (AB q,J = 15.8 Hz, 2 H, CH,), 3.73 (d,
J=12.0Hz,1H, H,,),2.56 (vbrs, 1 H, OH), 2.34 (tt, ] = 8.8, 5.4
Hz,1H, CH),2.02 (heptet,] = 7.4 Hz,2H, CH,), 1.60 to 1.46 (m,
2 H, CH,), 1.43 to 1.32 (m, 2 H, CH,), 1.23 (m, 4 H, 2 X CH,),
098 (t,/ =7.4Hz,3H,CH;),0.86 (td,J = 7.3,1.6 Hz, 6 H, 2 X
CH.,); FAB-MS (m/z, relative intensity) 404 (M™, 100).
(E)-3-((5-(Hydroxymethyl)-5-((3-isobutyl-5-methylhexanoy-
loxy)methyl)-2-oxodihydro-furan-3(2H)-ylidene)methyl)-1-
pentyl-pyridinium Bromide (8f)—MP was 142-143°C. 'H
NMR (400 MHz, CDCl;) 69.76 (s, 1 H, Ar), 8.77 (d,] = 5.7 Hz,
1H, Ar),8.72(d,/ = 8.1 Hz,1 H, Ar), 8.08 (irr t, 1 H, Ar), 7.39 (s,
1H,C=CH),4.89 (brs,2H,CH,),4.19(ABq,/=12.3Hz,2 H,
CH,), 3.73 (AB q,J = 12.3 Hz, 2 H, CH,), 2.88 (dd, ] = 18.6, 2.4
Hz, 2 H, H,,,), 2.19 (d, ] = 6.5 Hz, 2 H, CH,), 2.04 (br s, 2 H,
CH,), 1.88 (irr sept, 1 H, CH), 1.55 (sept, ] = 6.7 Hz, 2 H, 2 X
CH), 1.38 to 1.35 (m, 4 H, 2 X CH,), 1.15 - 0.94 (m, 4 H, 2 X
CH,), 0.92 to 0.75 (m, 15 H, 5 X CHs;); FAB-MS (m/z, relative
intensity) 474 (M, 100).
Molecular Modeling—Structures for the single- and multiple
site mutants of the Vavl and PKC8 C1 domains were built by
replacing residues while keeping their side chain y angles as
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close as possible to the conformation in the other structure. For
example, in the Vav1 crystal structure (15), residue Glu® has the
conformation x; = —74.7, x, = 166.2, and x; = 103.1. When
the M9E mutant of PKC& was built, the Glu residue was rotated
into the same conformation. In almost all cases, this conforma-
tion fit well into the structure, and the only exception was the
P11T mutation in PKC8, which required an adjustment of
Leu®® and Phe'® to accommodate the threonine methyl group.
This construction method allowed the structure of the mutated
Vavl C1 domain to be as similar as possible to the PKC8 C1b
domain and vice versa.

Docking of phorbol and the DAG-lactones was performed
using the software program GOLD Version 5.0 (41). The struc-
ture of phorbol 13-acetate was extracted from its co-crystal
with the PKC8 C1b domain (7), and the C1 domain of Vav1 (15)
was clipped from the larger structure. Hydrogens were added to
both protein and ligands. The binding site was defined by atoms
within a 10.0-A sphere around the Ne atom of residue GIn*’
(GIn®*2(B) in the full-length structure). Ligand flexibility flags
included internal hydrogen bond detection and ring corner
flipping, and the default torsion angle distributions were used.
The GoldScore scoring function was used with the default
parameter file. The genetic algorithm settings were automati-
cally optimized according to ligand flexibility with the search
efficiency set to 100%.

After docking, the structures of the DAG-lactone-triple
mutant PKC8 complexes were subjected to conformational
searching using MacroModel (42) to identify low energy con-
formers for the charged ligand and protein side chains. The
searches used 50 steps of systematic torsional sampling for each
rotatable bond in the DAG-lactone sn-1 and su-2 side chains,
and in the side chains of residues Glu®, Glu'®, and Thr'! in the
mutated C1 domain. Minimization of each conformer found
was done using the OPLS 2005 forcefield with octanol implicit
solvent. All atoms in the DAG-lactone and residues 9-13,
20-24, and 27 in the binding site were free to move during
minimization and the rest of the protein was held fixed.

Lipophilicity analysis was performed using the software pro-
gram VASCo (43). The molecular lipophilicity potential over
the surface of the protein was calculated in the following way.
First, an atomic logP value was assigned to each atom. The
atomic logP (AlogP) values used were those from Ghose et al.
(44), although the dictionary provided with the VASCo pro-
gram was modified to use the ionized forms of Asp, Glu, Arg,
and Lys. Next, the solvent-excluded surface was constructed
using MSMS (45), which yielded a set of surface vertices and
triangles. Finally, the lipophilicity of each surface point was cal-
culated using a Fermi-type distance function to map and
smooth the logP value of nearby underlying atoms onto the
surface, according to the formulation of Heiden et al. (46) for
large molecules. The overall molecular lipophilicity potential
(MLP) of the binding site area was calculated as the sum of the
surface point lipophilicities for those points whose closest
underlying atom lies on the solvent-accessible surface of the C1
domain in the region that inserts into the membrane and inter-
acts with phorbol (7). This included the following atoms: resi-
due 8, atoms O and Cq; residue 9, all atoms; residue 10, all
atoms; residue 11, all atoms; residue 12, atoms N and Ca; resi-
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due 20, all atoms; residue 21, atom O; residue 22, atoms O, Ca,
CpB, Cv, and C§; residue 23, all atoms; residue 24, all atoms; and
residue 27, atoms Cvy, C§, and Ne.

RESULTS

Isolated C1 Domain of Vavl Does Not Bind Phorbol Esters,
Despite Conservation of the Appropriate Geometry of the Bind-
ing Pocket—The striking structural resemblance between the
binding cleft of Vavl C1 and that of PKC8 Cl1b, as revealed by
recent x-ray crystallographic data (15), suggests the potential
for preserved DAG/phorbol ester responsiveness of Vavl (Fig.
1B). To confirm the ability of the Vavl C1 domain binding site
to accommodate phorbol ester, we extracted the phorbol
13-acetate ligand from the crystal structure of PKC8 C1b (7)
and docked it into the isolated C1 domain from the highest
resolution Vav1 crystal structure (15). As expected based on the
structural overlay of the binding sites, phorbol ester is predicted
to be able to bind to the Vavl C1 domain with essentially the
same binding mode as in the PKC8 C1b domain (Fig. 1, C and
D). The binding site residues that form direct hydrogen bond-
ing interactions with phorbol are identical between the two C1
domains, and the pattern of intra- and intermolecular hydrogen
bonds formed by bound phorbol is preserved.

In contrast to this structural analysis and modeling, however,
Vavl1 has been shown experimentally not to interact with DAG
or phorbol esters (18). One explanation for this apparent dis-
crepancy could be that the C1 domain is located in the core of
the Vavl structure (rather than being exposed on the surface),
and other structural domains prevent the access of ligands to
the binding cleft. Examples of such masking of C1 domains,
although in both instances not sufficient to fully block binding,
are 32-chimerin (47) and PKCp (48).

To test the possibility that the C1 domain is simply masked,
we first cloned the isolated Vavl C1 domain into a pGEX bac-
terial plasmid (Clontech) encoding a C-terminal GST tag and
assessed the binding properties of the recombinant protein in
an in vitro [PH]PDBu binding assay. Compared with the GST-
tagged PKC8 C1b (8C1b), a high affinity phorbol ester receptor
that served as a positive control in these experiments, the Vavl
C1 showed no evidence for [*’H]PDBu binding even at very high
(~1-2 M) receptor concentration (data not shown) under
these conditions.

Because misfolding of the purified protein from a bacterial
expression system could be a reason for the absence of phorbol
ester binding in vitro, we examined the phorbol ester respon-
siveness of the Vavl C1 in the intracellular environment after
eukaryotic expression. Phorbol ester causes the translocation of
typical C1 domains to cellular membranes. We expressed a
GFP-tagged Vavl C1 in LNCaP cells, treated with phorbol
ester, and looked for subcellular redistribution using real time
confocal microcopy. The GFP-tagged Clb domain of PKC&
(6C1b-GFP) served as control, whose translocation dynamics
had previously been extensively characterized by our laboratory
(13, 49). After the administration of 1 um PMA, 6C1b-GFP
showed a rapid but transient translocation into the cellular
membrane, which was followed by translocation into the
nuclear membrane (Fig. 5A4). In contrast, PMA treatment failed
to induce appreciable intracellular redistribution of Vavl
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FIGURE 1. A, domain structure of the full-length Vav1. B, overlaid backbone structures of the C1 domain from PKC8 C1b in red (1PTR (7)), compared with the
available structures for Vav1 in green (2VRW) (15), blue (3KY9) (14), and purple (3BJI) (16). The 3KY9 and 3BJI structures are both crystallographic dimers
containing two copies of the C1 domain. Zinc atoms are rendered as CPK spheres. The backbone atoms of residues 231-274 in PKCS are aligned to residues
516-559 in Vav1. The root mean square difference in these aligned atoms is ~0.5 A between the Vav1 structures and PKCS, and the root mean square
difference in their full C1 domain backbones is ~1.4 A. The C1 domains of PKCS and Vav1 differ in the tilt angle of the small C-terminal helix, but the
phorbol/DAG-binding sites remain essentially identical, with the same spacing between the loops forming the sides of the site, although the position of the
loops relative to the rest of the domain may be shifted slightly. C and D, docking of phorbol 13-acetate into the binding cleft of 8C1b and that of Vav1 C1.
G, binding mode of phorbol 13-acetate as observed in the PKCS C1b crystal structure (7). D, docked position of phorbol 13-acetate in the binding site of Vav1

(15). Hydrogen bonds are indicated by dashed lines.

C1-GEFP, in agreement with the in vitro phorbol ester binding
assays (Fig. 5B).

Multiple reports suggest that C1 domains may show some-
what differential recognition of the endogenous ligand, sn-1,2-
diacylglycerol, relative to phorbol ester (49 -51). We therefore
examined the ability of dioctanoylglycerol to induce transloca-
tion of the GFP-tagged PKC& Cl1b and Vav C1 domains (Fig.
5C). Clear translocation of the PKC& C1b domain was observed
at 100 um DOG, as expected (52, 53). In contrast, no significant
translocation of the Vav C1 domain was observed. These results
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suggest that the Vav C1 domain is unresponsive either to phor-
bol ester or to diacylglycerol.

Sequence Alignment of Vavl C1 with Phorbol-responsive
(Typical) C1 Domains Reveals Unique Residues around the
Binding Pocket—Because the Vavl C1 domain fails to bind
phorbol esters despite preservation of the binding cleft geome-
try, a plausible explanation is that individual residues situated
along the rim of the binding pocket or in close proximity to it
may interfere with ligand-receptor interactions by impeding
contacts between the C1 domain and the membrane lipids,
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1 10 20 30 40 50 Uniprot ID
C1 motif HXXXXXKXKXKXKCKXCXKXKXK - XKXKXKXKCKXCXKXKHXXCXKXKXKXC
Vavl hVavl C1 516 HDFQOMFSFEETTSCKACQOMLLRG-TFYQGYRCHRCRASAHKECLGRVP-PC 564 P15498
mVavl C1 516 HDFQMFSFEETTSCKACOMLLRG-TFYQGYRCYRCRAPAHKECLGRVP-PC 564  P27870
PKC cPKCo Cla 37 HKFIARFFKQPTFCSHCTDFIWG-FGKQGFQCQVCCFVVHKRCHEFVTFSC 86 P17252
CPKCBI Cla 37 HKFTARFFKQPTFCSHCTDFIWG-FGKQGFQCQVCCFVVHKRCHEFVTFESC 86 P05771-1
cPKCBH Cla 37 HKFTARFFKQPTFCSHCTDFIWG-FGKQGFQCQVCCFVVHKRCHEFVTFESC 86 P05771-2
cPKCy Cla 36 HKFTARFFKQPTFCSHCTDFIWG-IGKQGLQCQVCSEFVVHRRCHEFVTFEC 85 P05129
nPKCS Cla 159 HEFIATFFGQPTFCSVCKDFVWG-LNKQGYKCRQENAATHKKCIDKIIGRE 208 Q05655
nPKCe Cla 170 HKFMATYLRQPTYCSHCRDFIWGVIGKQGYQCQVCTCVVHKRCHELIITKC 220 Q02156
nPKCn Cla 172 HKFMATYLRQPTYCSHCREFIWGVEGKQGYQCQVCTCVVHKRCHHLIVTAC 222  P24723
nPKCO Cla 160 HEFTATFFPQPTFCSVCHEFVWG-LNKOGYQCROCNAATHKKCIDKVIAKC 209 Q04759
cPKCa C1b 102 HKFKIHTYGSPTFCDHCGSLLYG-LIHQGMKCDTCDMNVHKQCVINVPSLC 151 P17252
CPKCBI Clb 102 HKFKIHTYSSPTFCDHCGSLLYG-LIHQGMKCDTCMMNVHKRCVMNVPSLC 151 P05771-1
cPKC[}H Clb 102 HKFKIHTYSSPTFCDHCGSLLYG-LIHQGMKCDTCMMNVHKRCVMNVPSLC 151 P05771-2
cPKCy C1b 101 HKFRLHSYSSPTFCDHCGSLLYG-LVHQGMKCSCCEMNVHRRCVRSVPSLC 150 P05129
nPKCd Cl1b 231 HRFKVHNYMSPTFCDHCGSLLWG-LVKQGLKCEDCGMNVHHKCREKVANLC 280 Q05655
nPKCe Cl1b 243 HKFGIHNYKVPTFCDHCGSLLWG-LLRQGLQCKVCKMNVHRRCETNVAPNC 292 Q02156
nPKCn C1b 246 HKFSIHNYKVPTFCDHCGSLLWG-IMRQGLQCKICKMNVHIRCQANVAPNC 295  P24723
nPKCO C1b 232 HRFKVYNYKSPTFCEHCGTLLWG-LARQGLKCDACGMNVHHRCOTKVANLC 281 Q04759
MRCK MRCKa 1013 HQFFVKSFTTPTKCHQCTSLMVG-LIRQGCSCEVCGFSCHITCVNKAPTTE 1062 Q5VT25
MRCKSB 1026 HQFSIKSFSSPTQCSHCTSLMVG-LIRQGYACEVCSFACHVSCKDGAPQVC 1075 Q9Y5S2
MRCKy 879 HTLRPRSFPSPTKCLRCTSLMLG-LGRQGLGCDACGYFCHTTCAPQAP-PC 927  Q6DT37
DAG DGKB Cla 245 HVWRLKHFNKPAYCNLCLNMLIG-VGKQGLCCSFCKYTVHERCVARAPPSC 294 QIY6T7
kinase DGK y Cla 272 HAWTMKHFKKPTYCNFCHIMLMG-VRKQGLCCTYCKYTVHERCVSRNIPGC 321  P49619
Munc-13 Mucn13-1 554 HNFEVWTATTPTYCYECEGLLWG-IARQGMRCTECGVKCHEKCQDLLNADC 603 QIUPWS8
Munc13-2 478 HNFEVWTATTPTYCYECEGLLWG-IARQGMRCSECGVKCHEKCQDLLNADC 527 014795
Muncl13-3 1098 HNFEVWTATTPTYCYECEGLLWG-IARQGMKCLECGVKCHEKCQDLILNADC 1147 Q8NB66
RasGRP RasGRP-1 542 HNFQETTYLKPTFCDNCAGFLWG-VIKQGYRCKDCGMNCHKQCKDLVVFEC 591 095267
RasGRP-3 495 HNFQEMTYLKPTFCEHCAGFLWG-IIKQGYKCKDCGANCHKQCKDLLVLAC 544 Q8IVel
RasGRP-4 541 HTFHEVTFRKPTFCDSCSGFLWG-VTKQGYRCRECGLCCHKHCRDQVKVEC 590 Q8TDF6
Chimaerins al-chimaerin 81 HNFKVHTFRGPHWCEYCANFMWG-LIAQGVKCADCGLNVHKQCSKMVPNDC 130 P15882-2
a2-chimaerin 206 HNFKVHTFRGPHWCEYCANFMWG-LIAQGVKCADCGLNVHKQCSKMVPNDC 255  P15882-1
B]-chimaerin 79 HNFKVHTFRGPHWCEYCANFMWG-LIAQGVRCSDCGLNVHKQCSKHVPNDC 128 P52757-2
B2-chimaerin 215 HNFKVHTFRGPHWCEYCANFMWG-LIAQGVRCSDCGLNVHKQCSKHVPNDC 264 P52757-1
PKD PKDI Cla 147 HALFVHSYRAPAFCDHCGEMLWG-LVRQGLKCEGCGLNYHKRCAFKIPNNC 196 Q15139
PKD2 Cla 139 HALTVHSYRAPAFCDHCGEMLFG-LVRQGLKCDGCGLNYHKRCAFSIPNNC 188 QI9BZL6
PKD3 Cla 155 HTLYVHSYKAPTFCDYCGEMLWG-LVRQGLKCEGCGLNYHKRCAFKIPNNC 204 094806
PKD1 Clb 271 HTFVIHSYTRPTVCQYCKKLLKG-LFRQGLQCKDCRFNCHKRCAPKVPNNC 320 Q15139
PKD2 Cl1b 265 HTFLIHSYTRPTVCQACKKLLKG-LFRQGLQCKDCKEFNCHKRCATRVPNDC 314 QIBZL6
PKD3 Cl1b 272 HTFAVHSYTRPTICQYCKRLLKG-LFRQGMQCKDCKENCHKRCASKVPRDC 321 094806
Basic
Non-polar (hydrophobic)

Polar, uncharged
Acidic

FIGURE 2. Amino acid sequence alignment of the atypical C1 domain of Vav1 with all the members of the typical C1 domain-containing protein
superfamily (human). The positions in the C1 domains that were identified to be unique for the Vav1 structure are highlighted in color. The individual residues
are categorized into four different groups based on their chemical properties: nonpolar (hydrophobic), polar uncharged, basic, and acidic. The color code is
depicted in the panel below the sequences. The C1 consensus sequence is highlighted in gray.

thereby disrupting the ternary binding complex, or by occlud-
ing the binding site. This situation would thus be analogous to
that of the atypical C1 domains of the aPKCs (13).

Cl domains consist of a conserved 50-51-amino acid
sequence possessing the characteristic cysteine-rich motif
HX,,CX,CX, CX,CX,HX,CX,C, where H is histidine, C is cys-
teine, X is any other amino acid, and # is 13 or 14 (Fig. 2, gray-
shaded letters) (11). (In the text below, we will refer to residues
using numbering internal to the C1 domain itself, to facilitate

APRIL 13,2012+VOLUME 287+-NUMBER 16

comparisons between C1 domains from different proteins. For
example, the N-terminal histidine residue would be labeled
His'. This residue corresponds to His®'® in full-length Vav1 and
His**! in the C1b domain of full-length PKCS.) A comprehen-
sive sequence alignment of the atypical Vavl C1 versus typical
C1 domains highlighted several unique residues in the Vavl C1
structure (Fig. 2). Six of these unique amino acids (Glu®, Glu'°,
Thr'', Arg*?, Thr**, and Tyr>°) are located at or close to the tip
of the apparent binding cleft (see Fig. 3).
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FIGURE 3. Locations of the mutated residues in the C1 domains. The locations of the residues subjected to mutation (A) in the PKC8 C1b domain (7) along
the two loops forming the phorbol-binding site and the corresponding residues (B) in the Vav1 C1 domain (15) are shown.

Numerous studies indicate that hydrophobic residues
exposed to the surface along the rim of the binding pocket of
8C1b (at the tips of both loops forming the cleft: residues 9-12
in the N-terminal loop and 21-24 in the C-terminal loop) facil-
itate the insertion of the top third of the binding pocket into the
membrane after ligand binding thereby stabilizing the forma-
tion of the ternary (ligand-receptor-membrane) binding com-
plex (12, 54). The N-terminal loop of the binding pocket in
Vavl C1 contains two negatively charged Glu residues (Glu®
and Glu'?) at the tip of the cleft. Although there is a moderate
variability at these positions among typical C1 domains (see Fig.
2), acidic residues are not present in any of these sequences. In
addition, the presence of Pro at position 11 is highly conserved
among phorbol-binding proteins (Fig. 2), although the experi-
mental evidence is not unambiguous regarding the role of Pro*!
on binding potency (13, 55, 56). The C-terminal loop of the
binding cleft (residues 20—27) contains three unique amino
acids (Arg®?, Thr** and Tyr?®). With the exception of the C1b
domains of protein kinase D isoforms, virtually all typical C1
domains contain highly lipophilic residues at the first two of
these positions (positions 22 and 24) (Fig. 3), and the important
role of Trp** and Leu* in the DAG/phorbol ester sensitivity of
PKCS6 has been well documented (7, 38, 56, 57). The third can-
didate in the C-terminal loop for disrupting the phorbol ester
sensitivity of Vavl C1 is Tyr?®. Almost every phorbol-sensitive
C1 domain has a positively charged residue at this position
(Arg®®, Lys®®, or His>®; see Fig. 2). According to the three-di-
mensional structure of 6C1b, positively charged residues are
exposed in the middle third of the C1 domain (“underneath” the
top third of the cleft that is buried in the membrane) and inter-
act with anionic phospholipid head groups (e.g. phosphatidyl-
serine) in the membrane, thereby further strengthening the C1
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domain-membrane interaction (7). Among the basic residues
of 8C1b, Lys® is situated with closest proximity to the apex of
the binding pocket (Fig. 3); therefore, it is a good candidate for
such interactions between the C1 domain and acidic phospho-
lipids. Tyr*® in Vavl C1, being a noncharged residue, would
have a reduced capacity to interact with acidic phospholipids.

Characterization of the Phorbol Ester Sensitivity of PKCo C1b
Mutants Possessing Vav1-C1-like Mutations

Single Site 8C1b Mutants Demonstrated Only Moderate
Decreases in the Binding Affinity for PDBu in Vitro—To deter-
mine the possible effect of the above unique residues on the
ligand sensitivity of Vavl C1, our initial approach was to use the
C1b domain of PKCS4 as a template and to mutate individual
residues to the corresponding residues of Vavl-Cl1 at these
positions (site 9, 10, 11, 22, 24, and 26). We first generated six
single site C1b mutants fused to GST and determined their
apparent [*’H]PDBu binding affinities (Table 1). Five out of six
single site mutations (M9E/S10E/P11T/L24T/K26Y) caused a
moderate decrease in the binding affinity of 8Clb for
[PH]PDBu, whereas the W22R mutation had no effect on its
potency for the ligand.

Replacement of the highly hydrophobic Met” residue with a
negatively charged hydrophilic Glu® resulted in an 11-fold
reduction in the binding affinity for [*H]PDBu (K, = 2.11 *
0.11 nm). The introduction of Glu'® to replace the polar but
uncharged Ser'® caused a 9.2-fold loss of measurable binding
(K, = 1.77 £ 0.06 nm), comparable with that of the previous
mutation. These results suggest that, although the presence of
an acidic residue at these sites decreases the binding potency by
1 order of magnitude, it does not abrogate the interactions
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TABLE 1

In vitro binding affinities of [*HIPDBu for WT 6C1b and the single and
multiple site 8C1b mutants

Individual C1 domains were fused with GST and expressed in a bacterial system and
isolated, and the binding of [3H]PDBu to the individual C1 domains was
measured. Values represent the mean + S.E. (n = 3 independent experi-
ments). NA means no activity.

Receptor (PKCé C1b) K, Relative to WT
nm
Wild type 0.193 £ 0.005 1x
Single mutants
MOE 211 = 0.11 10.9X
S10E 1.77 £ 0.06 9.1X
P11T 1.76 = 0.21 9.1X
W22R 0.16 = 0.02 0.8%X
L24T 2.63 = 0.15 13.6X
K26Y 0.97 = 0.10 5.0X
Multiple mutants
MOE/S10E 50.5* 21 261X
MOE/S10E/P11T 186.1 £ 6.0 963X
L24T/K26Y 96 = 18 499X
MOE/S10E/P11T/ NA NA
L24T/K26Y

within the ternary binding complex, because both the M9E and
S10E mutants still retain a considerable potency for [*H]PDBu.

The P11T mutant showed a 9.1-fold weaker affinity for
[PH]PDBu (K, = 1.76 + 0.21 nm) compared with the wild-type
8C1b. Although the replacement of the nonpolar Pro residue
with a polar Thr decreased the binding affinity (to the same
degree as the glutamate mutations M9E and S10E), the rela-
tively high residual potency of the P11T mutant argues that a
threonine residue at this site is compatible with a significantly
high level of phorbol ester affinity. This result is in good agree-
ment with previous studies, which demonstrated that the
replacement of Pro'* with arginine caused only a weak (4.4-
fold) reduction in the binding potency of 8C1b for [*H]PDBu
(13), comparable with the results obtained with the P11T
mutant in this study.

The mutation at Trp>* had no effect on the phorbol ester
binding of 8C1b. The K, value of the W22R mutant (0.16 = 0.02
nM) remained essentially on the same level as that of the wild-
type 8C1b (0.193 = 0.005 nm). This result agrees with our pre-
vious findings, which showed only a very weak reduction in the
phorbol ester binding potency of C1b after the introduction of
Lys into this site (38). Therefore, we can conclude that,
although almost every typical C1 domain (with the exception of
some PKD isoforms) conserves a hydrophobic residue at site 22,
the presence of positively charged residues at this site generally
seems to be fully compatible with a high level of binding affinity,
at least for phorbol esters. In contrast with the results for PDBu
binding, binding of DAG has been described as being highly
dependent on the presence of Trp>? (38, 57, 58).

Mutations at Leu** (L24T) and Lys>® (K26Y) caused a similar
decrease in binding affinity as did the other consequential
mutations. Although our sequence alignment found that a
polar residue (like Thr>*) essentially never occurs at position 24
for typical C1 domains (suggesting a crucial structural role for
nonpolar residues), the influence of a polar residue at position
24 is thus apparently limited. Likewise, whereas the presence of
a basic residue at site 26 is an almost uniform characteristic of
typical C1 domains (with chimaerins being the sole exceptions),
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mutating the Lys®® of 8C1b to a noncharged Tyr residue (to
correspond to Vavl C1) had only a modest effect.

We conclude that none of the unique residues (identified by
our sequence alignment) in the Vavl C1 structure by itself
account for the lack of phorbol ester affinity. Rather, our results
suggest that the loss of binding reflects the cumulative effect of
multiple changes, each with more modest effect.

Combination of the Five Vavi-like Mutations in 6CI1b
Resulted in a Dramatic Reduction in the Binding Affinity for
PDBu in Vitro—To explore the combined effect of the above
mutations on ligand sensitivity, we generated double, triple,
and quintuple 8C1b mutants (see Table 1) that contained mul-
tiple Vavl Cl-like residues in the same construct. Because the
single site mutation at Trp?? had no effect on the binding affin-
ity of 86C1b for phorbol esters, we omitted this mutation from
further study. As shown in Table 1, the double mutations at the
apex of both loops of the binding cleft caused a considerable
loss of binding affinity, with the L24T/K26Y mutant (C-termi-
nal loop) showing a somewhat more pronounced reduction in
its binding potency compared with that of the M9E/S10E
mutant at the N-terminal loop. Except in the case of mutants
including P11T, the reductions in binding affinities of the com-
bined mutants were greater than the product of the reductions
of the individual mutants. These results argue that the com-
bined effect of multiple mutations on the binding affinity can-
not be readily predicted based merely on the affinity results of
single site mutants. Finally, the combined introduction of all
five mutations (M9E/S10E/P11T/L24T/K26Y) into 6C1b abol-
ished detectable binding affinity. Under our in vitro assay con-
ditions, this would imply a decrease of more than 5 orders of
magnitude in binding potency (i.e. the mutated C1b would not
be able to bind [’H]PDBu in the 10 uM range).

We conclude that the five unique residues Glu®, Glu'®, Thr'?,
Thr?*, and Tyr*® in the binding pocket of Vavl are together
sufficient to account for the lack of detectable phorbol ester
binding activity by the Vavl C1 domain. Studies described
below will address the question of whether other residues in the
Vavl C1 domain further contribute to the lack of measurable
phorbol ester binding.

The translocation experiments had provided no support for
the suggestion that the Vavl C1 domain could respond to dia-
cylglycerol, despite its lack of response to phorbol ester.
Although we could not measure binding of diacylglycerol to the
Vavl C1 domain directly, we could approach this question by
examining the binding of DOG to several of our multiple site
86C1b mutants that still retained some affinity for phorbol ester.
The multiple site 6C1b mutants in fact showed substantially
decreased affinities for DOG, although the decreases in affinity
were somewhat less than seen for [*’H]PDBu (Table 2).

Five Vavli-like Mutations in 6C1b Modestly Influence the
Phospholipid Selectivity of the C1 Domain—As described
above, the five unique residues would be predicted to influence
the interaction of the C1 domain with the phospholipid bilayer.
For example, Sossin and co-workers (53) described a role for
positively charged residues at positions 9, 10, and 26 of PKC Apl
II from Aplysia in the recognition of phosphatidylserine and
phosphatidic acid. We therefore examined the binding of
[PH]PDBu to wild-type PKC8 C1b and the double mutants
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TABLE 2

In vitro binding affinities of DOG for WT 6C1b and multiple site 6C1b
mutants

Individual C1 domains were fused with GST and expressed in a bacterial system and
isolated, and the binding of DOG to the individual C1 domains was measured by
competition with [PH]PDBu. Values represent the mean =+ S.E. (n = 3 independent
experiments).

Receptor Relative
(PKCd C1b) K; to WT
nm
Wild type 223+ 16 1X
MO9E/S10E 1337 = 247 60X
MOE/S10E/P11T 11,700 *= 3800 524X
L24T/K26Y 3870 * 810 174X

Il PKC3 C1b wild-type
E3 PKC3 C1b MOE/S10E
E# PKC3 C1b L24TK26Y

2004

150

100

504

Binding
(% of binding at 100% PS)

o
% PS

0 5 10 15 20 50 75 100

FIGURE 4. Binding of [*H]PDBu to wild-type 6C1b and the double mutants
6C1b M9E/S10E and 6C1b L24T/K26Y was measured in the presence of
phospholipid mixtures of PS/PC in the indicated proportions at 100
rg/ml of total phospholipid. Values were expressed relative to binding in
the presence of 100% PS. Data are the mean of triplicate experiments. Bars, +
S.E.

TABLE 3

In vitro binding affinities of [*H]PDBu for WT §C1b and multiple site
6C1b mutants

Binding of [3H]PDBu was measured in the presence of a phospholipid mix-
ture of 5% PS, 95% PC (100 wg/ml total phospholipid). Values represent
the mean * S.E. (n = 3 independent experiments.

Receptor (PKCé C1b) K,

nm
Wild-type 6C1b 1.51 = 0.25
8C1b M9E/S10E 180 = 30
6C1b L24T/K26Y 360 * 140

MO9E/S10E and L24T/K26Y in the presence of PS/PC phospho-
lipid mixtures with 100 ug/ml total lipid and variable propor-
tions of PS (Fig. 4). Both pairs of mutations reduced the depend-
ence on phosphatidylserine for [’H]PDBu binding, as was most
evident in lipid mixtures of 0—5% PS. In addition, the L24T/
K26Y double mutant showed optimal binding at 20% PS,
whereas the 6C1b domain and the M9E/S10E double mutant
bound best at 50—100% PS.

To better explore the basis for this difference in lipid selec-
tivity, we determined the binding affinities for [*H]PDBu of
6C1b and the two double mutants in the 5:95 PS/PC lipid mix-
ture. All three C1 domain showed reduced affinity but the loss
of affinity was modestly greater in the case of the 6C1b wild-
type (Table 3). We conclude that the mutations causing the
6C1b to more resemble Vavl indeed influenced its lipid recog-
nition. The change in lipid environment did not increase the
binding affinity, however, arguing that the specific phospho-
lipid composition was not responsible for the lack of the bind-
ing of the Vavl C1 domain in vitro.

As a further control, we examined the ability of the wild-type
Vavl C1 domain to bind [*’H]PDBu in the presence of the 5:95
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PS/PC lipid mixture. The experiments again failed to reveal
binding of appreciable affinity, although under our conditions
we cannot exclude affinities in the millimolar range (data not
shown).

In Vivo Membrane Translocation Kinetics of GFP-tagged
Multiple Site Mutants of 6C1b Mirror Their Binding Activities
Measured in Vitro—To explore how these mutations affect the
phorbol ester response of 8C1b in the intracellular environ-
ment, we investigated the plasma membrane translocation
dynamics of the GFP-tagged 6C1b mutants in LNCaP cells after
the administration of various concentrations (0.1-10 uMm) of
PMA. Representative images for selected experiments are illus-
trated, but we also include quantitation for the multiple repli-
cates under each experimental condition. In response to 1 um
PMA, the WT 8C1b translocated rapidly to the plasma mem-
brane, with loss from both the cytosol and nucleus (Fig. 54).
The redistribution of the signal from the cytosol into the plasma
membrane was complete within 5-7 min after the application
of PMA (data not shown), whereas the nuclear redistribution
culminated after 10 —15 min. Subsequently, the fluorescent sig-
nal began to return to the cytosol within 15-20 min and was
clearly detectable at 30 min. The translocation dynamics of the
wild-type molecule showed a clear dependence on the concen-
tration of PMA. Reducing the concentration to 0.1 um delayed
the rapidity of translocation. Fig. 54 shows weak signs of
plasma membrane translocation at 2—5 min, which became
complete only after 15 min (in clear contrast to the 1 um PMA
treatment). However, increasing the concentration of the PMA
treatment accelerated the translocation process. A very rapid
and complete plasma membrane translocation of the WT 6C1b
with 10 um PMA is visible within 2 min after activation, along
with signs of nuclear membrane translocation (data not
shown). Moreover, the return of the fluorescent signal into the
cytosol began earlier than for the 1 um treatment (at 10-15
min). The results obtained with the 6C1b demonstrate that the
translocation pattern was indicative of the concentration of
PMA in this concentration range. Likewise, the 6C1b domain
translocated quickly after addition of DOG (100 um) mainly to
internal membranes with some plasma membrane transloca-
tion (Fig. 5B).

The double mutant M9E/S10E, which displayed a 260-fold
reduction of potency compared with the wild-type 6C1b in the
above in vitro experiments, showed a much weaker response to
0.1 and 1 um PMA (Fig. 54 and data not shown for 0.1 um
PMA). Increasing the concentration of the PMA to 10 um
resulted in a much faster response of M9E/S10E (Fig. 54), sim-
ilar in pattern to that obtained with the wild-type form after the
application of 0.1 um PMA as follows: () signs of plasma mem-
brane translocation detected as early as 2 min; (b) more pro-
nounced although incomplete translocation into the plasma
membrane at later time points; and (c) redistribution of M9E/
S10E from the nucleus within 20—-30 min. The other double
mutant (L24T/K26Y) displayed a very similar translocation
pattern to M9E/S10E in response to PMA treatment. These
results are consistent with the 260-fold (for M9E/S10E) and
498-fold (for L24T/K26Y) reductions in potency compared
with WT 6C1b in vitro.
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FIGURE 5. Translocation pattern of the GFP-tagged wild-type 6C1b and
the multiple site mutants of 6C1b in living LNCaP cells after PMA or DOG
treatment. Cells expressing the wild-type 6C1b or the various multiple site
mutants of C1b were treated with PMA or DOG. The translocation pattern
was examined by confocal microscopy as a function of time. Pattern of
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The triple mutant (M9E/S10E/P11T) showed a more severe
loss of binding potency for [P H]PDBu in vitro, compared with
that of the double mutants (963-fold reduction). In agreement
with this, the triple mutant (M9E/S10E/P11T) showed a hardly
detectable response to PMA at 1 um (Fig. 54). However, similar
to the double mutants it did display a fairly quick response to 10
uM PMA (Fig. 5A), with detectable plasma membrane translo-
cation as early as 2 min, and a partial translocation out of the
interior of the nucleus at later time points (20-30 min). This
confirms the severe reduction (960-fold) of binding potency
that was measured in vitro but also demonstrates that, similar
to the in vitro findings, a certain degree of phorbol ester
response remained detectable for the triple mutant in vivo as
well. In contrast to the double and triple mutants, we could not
detect any signs of intracellular redistribution of the quintuple
mutant (M9E/S10E/P11T/L24T/K26Y) in response to PMA at
this concentration range (Fig. 54). Increasing the concentra-
tion of PMA above 10 uM resulted in severe disorganization
of the cellular architecture, so we were unable to explore possible
translocation at higher PMA concentrations. We conclude that
our in vivo translocation studies support the important contribu-
tion of the five unique residues along the rim of the binding pocket
to the lack of phorbol ester affinity of Vavl C1.

Characterization of the Phorbol Ester Sensitivity of Vav1 C1
Mutants Containing 6C1b-like “Back” Mutations

Introduction of Five 8C1b-like Mutations into the Sequence of
Vavl CI Resulted in an Almost Complete Recovery of Phorbol
Ester Sensitivity, Both in Vitro and in Vivo—Although the above
studies argue that the five unique residues we identified in the
Vav C1 domain could be sufficient to account for the loss of
Vav1 phorbol ester binding, it is possible that other residues in
the Vav C1 domain independently might also interfere with
binding. To address this question, we generated a quintuple
back-mutant of Vavl C1 (E9M/E10S/T11P/T24L/Y26K),
which contained the corresponding residues of 6C1b at posi-
tions 9, 10, 11, 24, and 26 in the binding cleft but retained all the
other native residues of Vavl. We evaluated the in vitro binding
affinity of the GST-tagged quintuple back-mutant for
[*H]PDBu. Strikingly, it bound [*H]PDBu and did so with high
affinity (K, = 1.05 = 0.15 n™m (Table 4), compared with K, =
0.193 £ 0.005 nwm for the wild-type 6C1b (Table 1)). We con-
clude that the five residues identified are the primary basis for
the failure of Vavl to bind phorbol ester. An additional residue
or residues must make a further minor contribution to affinity,
accounting for the remaining 5-fold affinity difference.

The in vivo translocation experiments with the GFP-tagged
quintuple back-mutant (E9M/E10S/T11P/T24L/Y26K) con-
firmed the phorbol ester responsiveness. In contrast to the

translocation was in response to A. PKC8 C1b wild-type and the multiple site
mutants were treated with PMA (0.1-10 um). B, PKCd C1b wild-type and Vav1
C1 wild-type treated with 100 um DOG. C, Vav1 C1 wild-type and the multiple
site mutants treated with PMA (0.1-10 um). Each panel represents images
typical of three to six independent experiments. Maximal extents of translo-
cation, measured as the increase in the ratio of plasma membrane/cytoplas-
mic staining (designated membrane) or as the decrease in the ratio of nuclear/
(cytoplasm and plasma membrane) staining (designated nuclear) were
quantitated for all replicates and presented as the mean = S.E.
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TABLE 4

K values of [*HIPDBu for binding to wild-type Vav1 C1 and different multiple site Vav1 C1 mutants
GST-tagged C1 domains were expressed in a bacterial system and isolated, and the binding potencies for [3H]PDBu were determined. Values represent the mean =

S.E. (n = 3 independent experiments). NA means no activity.

Relative to PKC& Relative to Vavl C1
Receptor (Vavl C1) K, ClbWT E9M/E10S/T11P/T24L/Y26K
nm

Wild type NA NA NA

E9M/E10S NA NA NA

T24L/Y26K NA NA NA

E9M/E10S/T11P 7330 £ 490 38,000X 6985X

E9M/E10S/T11P/T24L/Y26K 1.05 = 0.14 54X 1X

Quadruple mutants
E10S/T11P/T24L/Y26K (—E9M) 980 = 120 5052 X 929X
E9M/T11P/T24L/Y26K (—E10S) 264 * 24 137X 25.1X
E9M/E10S/T24L/Y26K (—T11P) 198 £ 18 1026 X 189X
E9M/E10S/T11P/Y26K (—T24L) 34.9 =39 181X 33.2X
E9M/E10S/T11P/T24L (—Y26K) 314 =51 163X 29.9X

wild-type Vavl C1, which showed no response to phorbol ester
or DOG treatment, the quintuple back-mutant displayed trans-
location in response to as little as 0.1 um PMA (Fig. 5C), reflect-
ing high phorbol ester sensitivity comparable with that
obtained with WT 8C1b. In addition, the translocation kinet-
ics/pattern of the quintuple Vavl back-mutant, like that of the
wild-type 8C1b, showed a dose-dependent change on PMA
concentration, i.e. increasing the concentration of PMA accel-
erated the process of plasma membrane translocation and that
of nuclear translocation.

Collectively, the almost complete recovery of the binding
affinity of Vavl C1 E9M/E10S/T11P/T24L/Y26K (consistent
with the results obtained with 6C1b mutants) further support
previous crystallographic results (15) and our docking results,
which demonstrate a retained binding cleft geometry for Vavl
C1 and a conserved binding pocket for ligand interaction. The
reason for the lack of ligand affinity is the presence of these five
residues at the rim of the binding pocket which presumably
hinder the association of the C1 domain with the cellular mem-
brane, thereby destabilizing the ternary binding complex and
reducing the potency for phorbol esters.

Introduction of Double-, Triple-, and Quadruple 6C1b-like
Mutations into the Sequence of Vavl CI Further Dissects the
Role of the Individual Residues in the Ligand Affinity of Vavl C1—
To further explore whether all five residues actually contribute
to the lack of binding potency in the WT Vav1 C1, we generated
double, triple, and quadruple back-mutants of Vavl C1 (see
Table 4). Introducing two back mutations into the N-terminal
(Vavl C1 E9M/E10S) or the C-terminal (T24L/Y26K) loop of
the apparent binding cleft of Vavl C1 was insufficient to
recover the phorbol ester response of the molecule. In vitro
assays could not detect any measurable [*H]PDBu binding
(Table 4), and no translocation could be observed in vivo after
10 um PMA treatment (data not shown). Back-mutating the
three residues in the N-terminal loop (E9M/E10S/T11P) con-
ferred only a very weak binding potency (K, = 7330 = 490 nm)
on the triple back-mutant (Table 4), which could only be
detected in vitro but not with translocation assays (data not
shown). These results suggest that the presence of compatible
residues at the tip of both loops is needed for appropriate bind-
ing affinity. They stand in partial contrast to the previous find-
ings with the double (M9E/S10E; L24T/K26Y) and triple (M9E/
S10E/P11T) mutants of 8C1b (Table 1 and Fig. 54), which failed
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to completely abolish the binding potency of the 6C1b mutants.
Because the difference lies in the presence of other residues in
the PKC6 C1b domain versus Vavl, it emphasizes both that
these residues make a difference and that the effects of the
combination of residues are not simply additive.

Next, using quadruple back-mutants of Vavl C1 (listed in
Table 4), we analyzed the individual contribution of each of the
five residues in the backbone structure of the Vavl C1 to the
lack of ligand binding, for comparison with their contributions
in the context of the PKC8 C1 domain. In this set of experi-
ments, the quintuple back-mutant of Vavl C1 (E9M/E10S/
T11P/T24L/Y26K) can be considered analogous to the WT
6C1b (both containing the appropriate residues for potent
ligand binding) and the quadruple back-mutants of Vavl Cl1
(see Table 4) analogous to the single site mutants of 6C1b (see
Table 1) of our previous experiment (all possessing one residue
less than required for the most potent binding cleft geometry).
(For brevity we will refer to the quadruple back-mutants by
mentioning the residue that they lack, compared with the quin-
tuple Vavl C1 mutant, with an antecedent negative sign; see
Table 4 for details.) The binding constants (K, values) of three
out of five quadruple mutants showed a nearly uniform reduc-
tion in potency. The mutants (—E10S), (—T24L), and (—Y26K)
all displayed a decrease of 25—35-fold in potency for [*H]PDBu,
compared with the binding affinity of the quintuple Vavl C1
mutant (Table 4). This is consistent with the uniform reduction
(5—13-fold; see Table 1) in the binding affinity of the single site
6C1lb mutants compared with their wild-type counterpart,
although the degree of reduction is slightly higher than in the
case of 6C1b mutants. However, in contrast to the single site
mutants of 6C1b at site 9 and 11 (6C1b M9E and 8C1b P11T),
their analogous quadruple Vavl C1 mutants (Vavl C1 —E9M
and —T11P, respectively) displayed a more severe reduction in
their binding potencies (929-fold for —E9M and 189-fold for
—T11P compared with the quintuple Vavl C1 mutant). This
suggests a more significant role for Met” and Pro'! in ligand
binding within the backbone structure of Vavl Cl1, as opposed
to that observed in the context of 6C1b. In agreement with the
in vitro results, the in vivo translocation experiments with the
quadruple back-mutants confirmed that Met” and Pro'" had a
larger effect on phorbol ester response than did the other three
residues (Ser'®, Leu®, and Lys>®). As seen in Fig. 6, the applica-
tion of 10 um PMA induced a quick plasma membrane translo-
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Vav1 C1 domain .
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-Y26K

C1 Domain of Vav1
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membrane

nuclear
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30 min
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0.26 £ 0.15
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0.31£0.10
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FIGURE 6. Translocation pattern of the GFP-tagged quintuple and quadruple Vav1 C1 back-mutants in living LNCaP cells after PMA treatment. Cells
expressing the quintuple back-mutant Vav1 C1 E9M/E10S/T11P/T24L/Y26K and the indicated quadruple back-mutants were treated with 10 um PMA. Cells
were imaged by confocal microscopy, and images captured at the indicated times are shown. Each panel represents a typical image of three to five indepen-
dent experiments. Maximal extents of translocation, measured as the increase in the ratio of plasma membrane/cytoplasmic staining (designated membrane)
or as the decrease in the ratio of nuclear/(cytoplasm and plasma membrane) staining (designated nuclear) were quantitated for all replicates and presented as

the mean = S.E.

cation in the case of the —E10S, —T24L, and —Y26K mutants.
In addition, although the redistribution from the cytosol into
the plasma membrane was not complete, we could observe a
fairly strong fluorescent signal in the membrane within 15 min
after the administration of the drug, and an almost complete
translocation out of the interior of the nucleus. In contrast, the
—E9M mutant displayed only a weak translocation into the
plasma membrane that had much slower kinetics than that of
the previous three mutants and was limited to certain regions of
the plasma membrane. Moreover, the nuclear translocation
was also limited for this mutant. The translocation of the
—T11P mutant in response to PMA displayed an intermediate
pattern compared with that of the three more potent mutants
(—E10S, —T24L, and —Y26K) and —E9M, which showed the
weakest response. Although a fairly quick initial plasma mem-
brane translocation could be detected, the redistribution from
the cytosol was only partial, and the fluorescent signal was
absent from certain regions of the plasma membrane. In addi-
tion, translocation out of the nucleus was quite limited.

APRIL 13,2012+VOLUME 287 +-NUMBER 16

Collectively, the results obtained with the quadruple Vavl C1
mutants emphasize the prominent contribution of Met® and Pro**
to the binding affinity of the quintuple Vavl C1 mutant (E9M/
E10S/T11P/T24L/Y26K) for phorbol esters, which in turn indi-
cates that Glu” and Thr'" make a more significant contribution to
the reduction of the binding potency of the wild-type Vavl CI1,
compared with the other three residues (Glu'®, Thr**, and Tyr>®).

Rationalizing the Phorbol Binding and Membrane
Translocation Behavior of PKC& and Vav1 Mutants in Terms of
Molecular Lipophilicity

A plausible interpretation of the role played by the five
unique residues was that the lack of phorbol ester responsive-
ness in Vavl was due to the inability of its C1 domain to asso-
ciate with and insert into the membrane, forming the ternary
protein + ligand + lipid complex that is required for successful
ligand binding. To better assess this model, we developed a
method of calculating and quantifying the differences in lipo-
philicity between our various C1 domain mutants. We were
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interested in seeing how the membrane affinity of a C1 domain
mutant correlated with its K, value for PDBu and its membrane
translocation behavior.

The standard metric for quantifying the hydrophobicity or
lipophilicity of small molecules is logP, a measure of the parti-
tion coefficient between octanol and water. However, logP is a
whole-molecule number and as such is not particularly useful
for characterizing macromolecules, where the lipophilicity may
vary significantly between different parts of the structure. This
is especially true for peripheral membrane proteins such as the
typical (DAG/phorbol-responsive) C1 domains. Computa-
tional methods for estimating logP generally involve summing
up the fractional lipophilicities of individual atoms or small
fragments. These values are based on regression analysis from
libraries of small molecules with carefully measured experi-
mental values of logP (44). The concept of an MLP is an exten-
sion of these types of calculations that can be applied to larger
molecules such as proteins. The MLP is analogous to an elec-
trostatic potential around a protein based on the partial charges
on individual atoms. Each atom is assigned an atomic logP
(AlogP) value, and these values are then projected outward
from the underlying atoms onto the solvent-accessible molec-
ular surface. In other words, the lipophilicity value at each point
on the surface is a smoothed distance-dependent function of
the fractional logP values of all nearby atoms (59). An algorithm
for this calculation has been implemented in the software pro-
gram VASCo (43), which also includes a plugin for PyMOL (60)
for surface visualization.

We built model structures for each of the single and multiple
site mutants of the Vavl and PKC8 C1 domains and calculated
the molecular lipophilicity potentials over their surfaces using
VASCo. Fig. 7A shows a view of these surfaces, for the wild-
type, triple, and quintuple mutant structures, seen from an ori-
entation looking down into the binding site. The surfaces are
colored according to the value of the lipophilicity at each point.
The binding site surfaces for all the C1 domains are mainly of
intermediate lipophilicity (green colored) with patches of
stronger hydrophobicity (red color). Wild-type PKC8 is more
lipophilic than wild-type Vavl, due mainly to the presence of
Met®, Pro*!, and Leu®*. Wild-type Vavl has only one patch of
strong hydrophobicity, at Leu®°. However, the presence of Glu®
and Glu'® does not introduce any strong hydrophilic character
(blue color) to the binding site, as the polarity of the carboxylate
groups is smoothed out by surrounding nonpolar atoms. Simi-
larly, Arg®* in Vav1 does not appear significantly more hydro-
philic than Trp** in PKCS8, because its guanidinium headgroup
lies folded down below the surface of the binding site, and it is
the methylene groups in the side chain that form part of the rim.
Thus, Fig. 7A offers a qualitative explanation of the relatively
small effects of individual mutations and suggests that it is the
overall lipophilicity of the top third of the C1 domain that drives
its ability to respond to phorbol.

To look at the correlation between molecular lipophilicity
and phorbol sensitivity, the sum of the MLP over the surface of
the binding site for each of the PKC8 C1b and Vavl C1 domain
constructs was extracted from the VASCo output and is plotted
in Fig. 7, B and C, along with the [’H]PDBu binding affinities
and a color-coded summary of translocation behavior. Trans-
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location assays were not performed for all of the PKCé C1b
single mutants, but in those cases good phorbol binding affinity
was assumed to imply a normal translocation response. At the
two ends of the scale, it is clear that C1 domains with high
lipophilicity on the binding site surface bind PDBu in vitro with
good affinity and translocate in vivo in response to PMA; con-
versely, C1 domains with low binding site lipophilicity do nei-
ther of these things. Approximate cutoffs can be drawn to say
that C1 domains with binding site MLP values >0.0 will be fully
phorbol-responsive, C1 domains with binding site MLP val-
ues < —10.0 will not be phorbol-responsive, and C1 domains
with binding site MLP values between 0.0 and —10.0 will prob-
ably retain some phorbol-binding ability but may or may not be
fully responsive.

The quintuple mutated Vavl C1 domain remains slightly less
lipophilic than the wild-type PKC8 C1b domain, and conversely
quintuple mutated PKC5 is still more lipophilic than wild-type
Vav. This indicates that the five mutations do not completely
manage to “convert” one C1 domain into the other, in terms of
the overall lipophilicity, but they come quite close. The largest
numerical part of the difference is due to Trp versus Arg at
position 22, but as we have shown earlier, this substitution does
not affect phorbol binding at all.

The K26Y and S10E single mutants of PKCd and the corre-
sponding Vavl quadruple mutants —E10S and —Y26K show
the smallest changes in lipophilicity relative to wild-type PKC
and quintuple mutant Vavl. Thus, it is not surprising that these
mutants retain strong phorbol binding affinities. In fact, Glu at
position 10 is actually more lipophilic than Ser because of the
methylene units in the side chain. As discussed above, position
26 is not directly involved in the binding site surface, because it
is located below the binding site in the middle third of the C1
domain. However, Tyr at this position does slightly increase the
lipophilicity of the surface near residues 8 and 9.

The other PKC3 single mutants and Vav1l quadruple mutants
have intermediate lipophilicities, in roughly the same range as
the double and triple mutants of PKC& and the triple mutant of
Vavl. In this intermediate range, phorbol binding affinities and
translocation dynamics do not necessarily correlate linearly
with the numerical MLP values. For example, the molecular
lipophilicity calculations do not explain the stronger-than-ex-
pected negative effect of double mutations in PKC8 (or the
triple mutation in Vavl, which is structurally equivalent to the
PKCé L24T/K26Y double mutant). An alternative interpreta-
tion of the data is that the Vavl quadruple —T24L mutant as
well as the PKC6 MIE and L24T mutants show much better
phorbol responsiveness than would be expected based on their
binding site lipophilicities. The difference between Thrand Leu
at residue 24 gives a significant difference in the binding site
MLP, yet this substitution on its own produces only a modest
effect on phorbol binding, and the Vavl —T24L mutant can
translocate rapidly. It is interesting that this mutant does show
an altered subcellular distribution, with a concentration in the
nucleus, before phorbol is applied to the cells (Fig. 6). These
results suggest that for C1 domains with intermediate lipophi-
licities, the ability to respond to phorbol may depend on the
precise locations of hydrophobic and hydrophilic residues in
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FIGURE 7. A, modeling of solvent-accessible surfaces of the C1 domain constructs. The surfaces of C1 domains are colored according to the molecular
lipophilicity potential, from blue (hydrophilic) to red (lipophilic). Panel a, wild-type PKC& C1b. Panel b, PKC8 C1b MOE/ST0E/P11T. Panel ¢, PKC8 C1b M9E/S10E/
P11T/L24T/K26Y.Panel d,Vav1 C1 E9M/E10S/T11P/T24L/Y26K.Panele, Vav1 C1 E9M/E10S/T11P.Panel f, wild-type Vav1. Note that residue 26 is not visible in this
orientation, which is looking down into the phorbol-binding site from the top of the domain. B and C, quantification of the overall molecular lipophilicity
potential (MLP) of the membrane-interacting and phorbol-binding site area of the 5C1b and Vav1 C1 domains (see “Experimental Procedures” for details on the
MLP calculations). B, MLP (colored bars) for PKC8 C1b mutant constructs. The wild-type structure is on the left, and the mutants are arranged from most to least
lipophilic. C, MLP for Vav1 C1 domain mutant constructs. The wild-type structure is on the left, and mutants are ordered from least to most lipophilic. The bars
are colored green for C1 domains that translocate normally in response to PMA, light green for domains which translocate more slowly, yellow for domains that
showed partial or limited translocation behavior, and red for domains that did not translocate at all or showed negligible translocation. The binding affinity to
[*H]PDBu for each C1 domain is plotted on the right-hand axis on a log scale (blue points and line).
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FIGURE 8. Translocation pattern of the full-length versions of GFP-tagged wild-type Vav1 and the triple and quintuple Vav1 back-mutants in living
LNCaP cells after PMA treatment. Cells expressing the full-length proteins of the wild-type Vav1, of the triple back-mutant, and of the quintuple back-mutant
were imaged by confocal microscopy after the application of 10 um PMA. Images captured at the indicated times are shown. Each panel represents a typical
image of four to six independent experiments. Maximal extents of translocation, measured as the increase in the ratio of plasma membrane/cytoplasmic
staining (designated “membrane”) were quantitated for all replicates and presented as the mean = S.E.

the binding site, and the balance of lipophilicity across the C1
domain.

Quintuple Mutated C1 Domain of Vav1 Retains Its Phorbol
Ester Sensitivity in the Context of the Full-length Molecule and
Is Capable of Targeting the Protein to the Cellular Membrane
in Response to Ligand

To elucidate whether the binding cleft of the Vavl C1 is capa-
ble of interacting with phorbol esters in the context of the full-
length molecule, we generated a full-length quintuple Vavl
back-mutant, which contained the same five back-mutations
(E9M/E10S/T11P/T24L/Y26K) in its C1 domain as the quintu-
ple mutant of the isolated Vavl C1. We speculated that if the
binding cleft is not occluded by other domains in the full-length
molecule, the introduction of the five crucial residues into the
C1 domain would confer phorbol ester sensitivity on the full-
length Vavl protein as well. We cloned the genes of the quin-
tuple full-length mutant (Vavl EOM/E10S/T11P/T24L/Y26K)
along with its wild-type counterpart into a vector encoding an
N-terminal GFP fusion tag, and we subjected them to in vivo
translocation assays. (Because of technical difficulties with pro-
ducing sufficient amounts of purified protein, we were unable
to conduct in vitro binding experiments on full-length Vavl.)
Fig. 8 shows that, similar to the findings with the isolated Vavl
C1, the full-length quintuple back-mutant of Vavl (Vavl E9M/
E10S/T11P/T24L/Y26K) possessed affinity for phorbol esters,
because the application of 10 um PMA resulted in the translo-
cation of the protein into the plasma membrane. In clear con-
trast with the quintuple Vavl mutant, the wild-type and the
triple mutant (Vavl E9M/E10S/T11P) of the full-length Vavl
failed to redistribute from the cytosol into the plasma mem-
brane (similar to the results obtained with the isolated Vavl
C1). These results demonstrate unambiguously that replacing
the residues of Vavl at positions 9-11, 24, and 26 (of its C1
domain) with 8C1b-like amino acids confers phorbol ester sen-
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sitivity on the full-length Vav1 protein as well. In the context of
the interaction of the C1 domain of Vavl with the DH and PH
domains (Fig. 94), it can be seen that the three residues on the
N-terminal loop point out into solvent. Thus, although mutat-
ing these three residues can provide some detectable binding
affinity for phorbol, their mutation would appear not to disrupt
the quaternary packing of the C1 domain. In contrast, both of
the mutations in the C-terminal loop would affect its interac-
tions with the rest of the protein. The T24L mutation clashes
with residue Val®”2 in helix a6 of the DH domain, and the Y26K
mutation introduces an unfavorable electrostatic interaction
between the lysine and either residue Arg*°® or residue Lys**” in
the PH domain. This suggests that the N-terminal loop muta-
tions act to increase the lipophilicity of the C1 domain for mem-
brane binding and the C-terminal loop mutations act to loosen
or disrupt the packing of the C1 domain as well as increasing
lipophilicity. Both sets of mutations are required for respon-
siveness to phorbol.

The modeling has a further implication. Because of the prox-
imity of the C-terminal loop of the C1 domain of Vav1 to the a6
helix of the DH domain, a prediction is that an appropriately
bulky ligand binding to the C1 domain should disrupt interac-
tion with the DH domain (Fig. 9B). Because the C1 domain
interaction is required to stabilize the GEF activity of the DH
domain, such a ligand might be expected to function as a Vavl
inhibitor.

Comparison of the Binding Affinities of Novel DAG-lactones
Designed to Target the Structure of Vav1 C1

The modeling and site-directed mutagenesis results
shown above suggested that eliminating the charged Glu res-
idues in the N-terminal loop is necessary (but not sufficient)
for restoring phorbol sensitivity to Vavl. We theorized that a
ligand bearing a positive charge might similarly “cancel out”
the membrane binding penalty imposed on the C1 domain
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FIGURE 9. A, mutations of the C1 domain of Vav1 in the context of adjacent regions (the DH and PH domains) of the full-length protein (15). The C1 domain is
colored green, and the DH and PH domains are colored gray. Mutations in the C1 domain are overlaid with the wild-type residues and colored yellow. Residues
in the DH and PH domains that conflict with mutations are labeled. A magenta arrow marks the steric clash between residue Val®*”? and a Leu at position 24 in
the C1 domain. B, phorbol 13-acetate docked into the C1 domain of Vav1 (2VRW (15), colored green), in the context of its interactions with the DH domain. The
other lower resolution crystal structures of Vav1 are aligned as in Fig. 18 and colored blue (3KY9) (14) and purple (3BJI) (16). Although the orientation of the DH
helix differs slightly depending on whether or not the CH domain is present and/or the exchange factor Rac1 is bound (15, 16), in all structures residues in the
a3 and a6 helices of the DH domain are positioned to clash with a ligand in the C1 domain binding site. The residues with the strongest steric clashes to phorbol
are shown and labeled.

by the negatively charged residues in the N-terminal loop. It
is believed that ions in salt-bridged pairs have a reduced
desolvation penalty or increased lipophilicity for interaction
with the bilayer (61). Such a strategy is used pharmaceuti-
cally to improve the intestinal absorption of charged or ion-
izable drugs (62).

To test this theory we used a series of DAG-lactones. DAG-
lactones have proven to provide a high affinity template readily

APRIL 13,2012+VOLUME 287+-NUMBER 16

amenable to the introduction of structural variation to probe
the nature of ligand-C1 domain interactions (10). The chemical
structures of the specific derivatives examined are illustrated in
Fig. 10A. The various DAG-lactones possess positively charged
guanidinium (6c) and pyridinium (8a—f) moieties at the sun-2
side chain position. In addition, we included compounds with
neutral pyridine (6a) and methylindole (6b) side chains for
comparison.
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FIGURE 10. A, chemical structure of the positively charged diacylglycerol-lactone derivatives. B, relative binding affinities for [®
8f of the double and triple mutants of 8C1b. The ratios of the binding affinities of the indicated compounds for the mutant 8C1b domain relative to the
wild-type 8C1b domain are plotted. For [*HIPDBu, the binding affinity was measured as the K, value; for compounds 6c and 8f, it represents the K; value, as
indicated in Table 5. C and D, charged DAG-lactones 6c (C) and 8f (D) docked into the C1 domain of PKC8 C1b M9E/STOE/P11T. Electrostatic interactions are

indicated by dashed lines.
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TABLE5

Binding of different DAG-lactone derivatives to 6C1b double and tri-
ple mutants

The inhibitory dissociation constants (K) of 3C1 M9E/S10E and of 6C1 M9E/S10E/
P11T for the DAG lactones were defined in the presence of [*H]PDBu. Values

represent the mean * S.E. (n = 3 independent experiments). NA means no activity;
ND means not determined.

Receptor PKCé Receptor PKCd Receptor PKCo
C Clb wild type  Clb M9E/S10E Clb M9E/S10E/P11T
ompound
name K; K, K,
nm nm nm

[PHJPDBu  0.193 * 0.005 50.5* 2.1 186.1 + 6.0
6a 10.0 = 1.5 451 =70 ND
6b 0.66 * 0.6 54.0 £ 4.1 ND
6¢ 16.1 + 1.7 191 + 15 285 * 28
8a 5810 * 420 NA ND
8b 714 + 97 6690 * 550 ND
8c 215+ 19 1760 * 140 ND
8d 792 £ 67 11680 =+ 840 ND
8e 252=*13 1061 = 27 ND
8f 27.7 6.2 137 + 15 151 * 36

To test the relative selectivity of these compounds for the
Vavl C1 structure, we performed in vitro competition assays
with [*H]PDBu using the double (M9E/S10E) and triple (M9E/
S10E/P11T) mutants of 8C1b. These mutants retained appre-
ciable binding affinities for [PH]PDBu (which is a prerequisite of
our detection of reduced binding in competition assays), how-
ever, they displayed marked reduction of binding potency as a
result of incorporating Vavl C1-like residues in their structure.
They nevertheless provide useful surrogates as we begin to
explore strategies for targeting the specific structural features
of Vavl.

As shown in the 1st column of Table 5, introduction of a
positive charge into the DAG-lactone yielded compounds that
were 83-fold (6¢) to 30,000-fold (8a) weaker in affinity for the
wild-type PKC8 C1b domain than was [PH]PDBu. However,
when these charged compounds were assayed against the dou-
ble and triple mutants, the decrease in their binding affinity was
significantly less than the decrease in binding affinity seen with
neutral PDBu and the neutral DAG-lactones. The binding of
[*H]PDBu for the double and triple mutants was reduced 261-
and 963-fold, respectively, compared with that for the WT
0C1b. The binding affinities of the neutral DAG-lactones 6a
and 6b to the double mutant were also reduced 45- and 82-fold,
respectively, consistent with the loss of binding that we had
observed for DOG (Table 2). In contrast, the affinity of the
pyridinium-containing lactone 8f for these mutants decreased
only 5-fold in the case of the double mutant (M9E/S10E) and
5.5-fold in the case of the triple mutant (M9E/S10E/P11T).
Similarly, the affinity of the guanidinium-containing lactone 6¢
decreased only 12- and 17-fold, respectively. The relative bind-
ing affinities of these two charged compounds and [*'H]PDBu to
the double and triple mutants versus the wild-type 8Clb
domain are depicted in Fig. 10B.

Within the pyridinium-containing DAG-lactones, the
greater affinity of 8f for the double mutant, relative to its less
active isomer 8c, suggests that the exact orientation of the pos-
itive charge in the pyridinium ring is important for effective
neutralization. Comparing compound 8c, with a 5-carbon
chain on the pyridinium ring, to the less potent compounds 8b
(3-carbon chain) and 8d (9-carbon chain) suggests that the
exact length of this alkyl chain is also important. The presence
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and extent of branching in the alkyl groups on either the sn-1 or
the sn-2 side chains also affect their binding affinities. We have
shown previously that subtle differences in the chemical struc-
ture of the side chains on the DAG-lactone template can pro-
duce widely varying biological responses (63), due in part to
differences in the degree of penetration of charged DAG-lac-
tones into the membrane (40). These results suggest that the
3-pyridyl and guanidyl series of compounds could be explored
further to optimize their alkyl substituents and examine their
biological effects against charged C1 domains ix vivo.

To rationalize and visualize our results, we docked the high-
est affinity charged DAG-lactones 6¢ and 8f into the triple
(M9E/S10E/P11T) mutant structure of 8C1b. Because docking
holds the receptor structure fixed, we followed it with a confor-
mational search of the ligand and the charged binding site side
chains to allow them to form favorable interactions. As shown
in Fig. 10, Cand D, Glu'® can easily form a salt bridge to both the
charged nitrogen in the pyridinium group of DAG-lactone 8f
and the guanidinium group of DAG-lactone 6¢. The additional
alkyl chain on the sn-2 pyridinium ring of compound 8f pro-
vides greater hydrophobic coverage over the top surface of the
C1 domain, which could promote the insertion of this complex
into the bilayer, and explain its slightly better affinity.

These results illustrate that the DAG-lactone template is in
principle structurally capable of forming ion-pair interactions
with charged residues in the C1 domain binding site. Although
these compounds represent only an early stage in the design of
agents targeting the C1 domain of Vavl, they support the con-
cept that appropriate interaction with the unique negatively
charged residues at positions 9 and 10 may represent one ele-
ment in the strategy.

DISCUSSION

C1 domain-containing proteins have been classified into two
major groups based on ligand responsiveness (11). Typical C1
domains bind DAG/phorbol esters, whereas atypical C1
domains do not. Previous findings of our laboratory with the
atypical PKCs (aPKCs) indicated that the family of atypical C1
domains could be further divided (13). c-Raf and KSR exemplify
atypical C1 domains with a structurally distorted binding
pocket that is not compatible with ligand interactions, whereas
the aPKCs have a C1 domain that retains a compatible binding
cleft geometry but possesses other characteristics that interfere
with efficient ligand interactions, namely the four arginine res-
idues lining the rim of the binding pocket can fold into the cleft,
effectively competing with ligand. Vavl is another member of
the subclass of atypical C1 domains with compatible binding
pocket geometry and the potential to interact with DAG ana-
logs. In this study, we showed that the basis for the lack of
activity of Vav1 appears to be different from that in the case of
the aPKCs. Modeling emphasizes that the rim of the binding
cleft of Vavl displays enhanced hydrophilicity, interfering with
membrane insertion and stabilization of the ternary binding
complex. We identified four hydrophilic residues in Vavl C1
(Glu®, Glu'®, Thr'', and Thr**) that drive its lack of binding.
Beyond the hydrophobic cap, C1 domains have an annulus of
charged residues that interact with negatively charged phos-
pholipid headgroups. In Vavl, we identified an additional resi-
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due (Tyr>®) in this annular region that further contributes to the
inhibition of binding.

A striking finding, for Vavl, as well as for the aPKCs, was that
in neither case did a critical residue cause a major structural
change in the binding pocket that abrogated ligand affinity.
Rather, lack of binding represented the cumulative effect of the
otherwise modest impact of multiple individual residues on
binding potency, a mechanism of “death by a thousand cuts.”

Our experimental approaches using forward and back
mutagenesis afforded somewhat different conclusions about
the importance of different residues. The 8C1b single site
mutants indicated an almost uniform contribution for each of
the five unique residues to the lack of ligand binding. However,
the findings with the Vav1l C1 quadruple mutants (analogous to
8C1b mutants in this setting) suggested a more robust effect for
each residue in the lack of ligand binding, and in addition they
revealed a more prominent impact for the Glu® and Pro*! resi-
dues on binding potency. These differences, together with the
lack of additivity of the effects upon multiple changes in resi-
dues, provide a reminder that the context, i.e. the influence of
the other residues in the C1 domain, on the overall behavior
cannot be ignored. It also is consistent with our calculations
that the overall lipophilicity of the 6C1b is greater than that of
the Vavl C1 domain, even after introduction of the mutated
residues.

Because of the structural similarities between the C1
domains of Vavl, Vav2, and Vav3, we speculate that factors
similar to those that interfere with the phorbol ester binding of
Vavl might also apply in the cases of Vav2 and Vav3. Likewise,
Vav orthologs have been described in both Caenorhabditis
elegans and in Drosophila melanogaster (64, 65). Evaluation of
their behavior should further extend our understanding of C1
domain structure-function relationships. A number of other C1
domains reported either to be weakly sensitive or not sensitive
to phorbol esters or diacylglycerol, such as those of RasGRP2
(66) or PKC6 Cla (67, 68), afford a further opportunity to probe
factors influencing C1 domain ligand interactions. As with
Vavl, such structural differences in turn may afford the oppor-
tunity for the design of specific ligands exploiting these struc-
tural differences.

Vavl represents a therapeutic target rich in potential appli-
cations. Vavl is an essential regulator of leukocyte functions,
including T-cell activation and development, B-cell function,
induction of the killing function of Natural Killer cells, and the
migration and phagocytic activity of macrophages (22).
Although mutated versions of Vavl have never been described
in human cancer, the aberrant expression of the wild-type Vavl
in several malignancies (e.g. melanoblastoma, pancreatic ductal
adenocarcinoma) suggests that it can play a pivotal role in
tumorigenesis and tumor progression (28, 29). Finally, the actin
cytoskeleton remodeling mediated by Vavl through the Rho/
Racl family of small GTPases may contribute to the increased
invasive and metastatic potential of neoplastic cells (69).

The C1 domain has been shown to play a critical role in the
enzymatic function of Vavl (34). Our current understanding,
from the x-ray crystallographic analysis of Rapley et al. (15), is
that there is a complex network of intramolecular contacts
between the C1 (and the PH) domain and the DH domain,
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which help to restrict the flexibility of a crucial a6 helix in the
DH domain, thereby stabilizing it in a conformation that facil-
itates maximal exchange activity. The solvent-exposed cavity
formed from the apparent binding pocket of the C1 domain lies
in the vicinity of these intimate interactions. In fact, the authors
identified that Arg®*, Thr**, and Phe®* (using the C1 domain
terminology) form very significant connections with the resi-
dues situated at the a6-helix of DH domain within this DH-C1
interface. These residues are located at the C-terminal loop of
the binding pocket of C1. Our findings reveal that the Vavl C1
domain indeed possesses the potential to accommodate DAG/
phorbol esters. Although the presence of unique residues along
the binding cleft renders the molecule noncompatible with
membrane insertion, these residues provide a unique opportu-
nity for drug design, engineering specific contacts. Given the
high selectivity of phorbol esters, DAG-lactones, and related
compounds for C1 domains (10), the combination of this chem-
istry with further features exploiting the specific features of a
class of atypical C1 domain targets such as those of Vav should
provide great specificity. Our current understanding makes the
strong prediction that such ligand binding, by disrupting the C1
domain-DH domain interactions, should inhibit the exchange
activity of Vav.

Although these possibilities remain speculative, in this study
we tested a series of diacylglycerol-lactones to begin to explore
this concept. A strategy adopted by the Marquez and Blumberg
group (10) for efficient synthesis of ligands that interact with
the binding pockets of the C1 domain-containing proteins
(most notably PKCs) was the cyclization of the structure of the
low affinity endogenous ligand DAG to generate the conforma-
tionally constrained DAG-lactones, which with optimization
can achieve affinities approaching high pm. Using this
approach, we have previously developed the novel DAG-lac-
tone 130C037, which displayed marked selectivity among the
recombinant Cla and C1b domains of PKC« and PKCS$, as well
as substantial selectivity for the guanyl exchange factor RasGRP
relative to PKCa (49). We have further shown the potential of
combinatorial chemistry for identification of diacylglycerol-
lactones with selectivity for any of a variety of biological end
points (63). Although the diacylglycerol-lactones described
here were only of moderate nanomolar affinity, several showed
markedly enhanced selectivity, compared with the prototypical
ligand PDBu, for the 6C1b domain containing several of the
Vavl-specific residues, which we used as a surrogate for the
wild-type Vavl C1 structure. These DAG-lactone derivatives
contained a positively charged side chain that had the potential
to interact with the negatively charged glutamic acid residues.
Although such compounds provide proof of principle, it should
be emphasized that they represent only a first step.
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