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BEVEZETES

Szisztémds lupus erythematosus

A szisztémds lupus erythematosus (SLE) a poliszisztémds autoimmun betegségek
egyik jelentds képviseldje, ami a T- és B-sejtek, valamint az antigén-prezentél6 sejtek (APC)
diszregulacidjaval jellemezhetd [Kyttaris és mtsai 2006]. A megvaltozott sejtmikodés
patoldgids autoantitest termelést indukdl, ami a legtobb szerv (leggyakrabban az iziiletek,
savos hartydk, bdr, vese, kozponti idegrendszer) gyulladdsos érintettségéhez vezet. A
betegségre jellemzdé a ndi dominancia, lefolydsat tekintve a valtakozd sulyossigu
exacerbaciok és remissziok megjelenése. A betegség aktivitisanak mérésére szamos indexet
dolgoztak ki, melyek koziil az egyik az SLE Disease Activity Index (SLEDAI) [Bombardier
és mtsai, 1992].

Az SLE-ben szdmos jellegzetes laboratériumi abnormalitast igazoltak. A leggyakoribb
eltérések kozé tartozik a hiperszedimenticid, leukopénia, limfopénia, trombocitopénia €és
anaemia. A legfrekventdltabban el6fordulé immunszerolégia valtozds a pozitiv antinukledris
antitest, emelkedett dsDNS elleni, illetve kardiolipin elleni antitest szint, lupus antikoaguldns
pozitivitds, alacsony komplement fehérje koncentriciok és Osszhemolitikus komplement
aktivitas.

Gyakorlatilag minden beteg kortorténetében megtaldlhatdé az anaemia, aminek
hatterében szdmos tényezd dllhat. Ide tartozik a betegség aktivitdsa, veseelégtelenség,
hemolizis (autoimmun hemolitikus anaemia), hiperszplénia, mielofibrézis, illetve az
autoimmun aplasztikus anaemia, emellett akar a gyogyszeres kezelés mellékhatdsa is
eredményezhet anaemiat [Nossent és mtsai, 1991; Keeling és mtsai, 1993; Voulgarelis és
mtsai, 2000]. A betegek mintegy 50 %-ban mutathato ki leukopénia, ami leginkabb a betegség
aktivitdsat titkkrozi. Neutropénia fordul el6 leginkdbb a gydgyszeres terdpia (cyclophosphamid,

azathioprin) mellékhatdsaként, emellett csontveld-elégtelenség, illetve direkt immunreakcié



kovetkezménye is lehet [Shoenfeld és Ehrenfeld, 1996]. A limfocitopénia az SLE-s betegek
75 %-at is érintheti, leginkabb a betegség aktiv periddusa alatt jelentkezik. A sejtek fokozott
apoptézisa szintén hozzdjarulhat a csokkent limocitaszdm kialakuldsdhoz, amit a T-sejtek
emelkedett Fas antigén expresszidja magyardz [Amasaki és mtsai, 1995]. A betegek 25-50 %-
ban fordul elé enyhe thrombocitopénia (100-150 G/I), mig az esetek 10 %-ban silyos
thrombopenia alakul ki (<50 G/l). A csokkent vérlemezkeszam hétterében is leggyakrabban
autoimmun reakci6 all [Laurence és mtsai, 1992; Budman és Steinberg, 1977].

A betegség etiologidja és patogenezise multifaktoridlis, a mai napig sem ismert
minden részletében. Bebizonyosodott ugyanakkor, hogy a koérkép kialakuldsdban szamos
genetikai, hormonadlis és kornyezeti faktor jatszik szerepet. A genetikai tényezok fontossagara
utal példaul az autoimmun betegségek halmozdoddsa az SLE-sek csalddjdban, vagy az
egypetéjl ikreken elvégzett konkordanciavizsgalatok. A hormonadlis tényezdk szerepére hivja
fel a figyelmet a kifejezett n6i dominancia, mig a kdrnyezeti faktorok koziil a fert6z6 agensek,
ultraibolya sugdrzds, valamint bizonyos gydgyszerek emlithetok meg, amelyek
hozzajarulhatnak a betegség exacerbécidjahoz, silyosboddsdhoz. Az utébbi idében egyre tobb
bizonyiték szdl amellett, hogy a betegség patomechanizmusédban alapvetd szerepet jatszik -
illetve egyik legfontosabb kezdeti és fenntartd tényezd - az autoreaktiv T-sejtek kialakuldsa,
ami végeredményben patoldgids autoantitesteket termeld B-sejtek keletkezéséhez vezet.

A T-sejt aktiviciét a T-sejt receptornak (TCR) az antigénnel konjugdlt f6
hisztokompatibilitdsi komplexszel (MHC/Ag) torténd kontaktusa inditja be, ami biokémiai
események sorozatit medidlja, atjuttatva ezzel a T-sejt felszinérdl a szignalt a sejtmagba
[Krishnan €és mitsai, 2003]. Ennek hatdsdra szdmos gén transzkripcidja véltozik meg,
a B-sejtek autoantitest termeléséhez €s ezzel az autoimmun folyamat fellangolasahoz. A TCR

MHC/Ag komplexszel torténd kapcsoléddsa a TCR alegységek kiilonbozo kinadzok altali



foszforilacigjahoz vezet, amelyek serkentik a T-sejt specifikus {-asszocidlt protein 70 (ZAP-
70) miikodését [Jordan és mtsai, 2003]. A ZAP-70 egy tirozin-kindz aktivitassal biré fehérje,
amely foszforildlni képes a T-sejtek aktivdléddsdban részt vevl adapter molekuldkat (linker
for activation of T cells, LAT), beinditva ezzel egy foszforilaciés kaszkad eseménysort, ami
kalciumbedramldshoz, a mitogén aktivalt protein kindzok (MAPK) aktivdloddsdhoz és a
sejtmagban torténd géntranszkripcié moédositasdhoz vezet (1. abra bal oldali és kozépso

panel) [Clements és mtsai, 1999; Kane és mtsai, 2000].
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A protein kindz C izoenzimek

A protein kindz C (PKC) izoenzimcsaldd a szerin-threonin kindzok egyik jelent6s
képviseléje. A mai napig 11 kiillonb6zé PKC izoenzimet kiilonboztettek meg [Nishizuka,
1988, Jaken, 1996], melyeket aktivdciés mechanizmusaik és szerkezeti jellegiik alapjan 4
nagyobb csoportba sorolhatunk (2. 4bra).

A, klasszikus” csoportba (cPKC) a cPKCa, BI, BII és a y izoenzimek tartoznak. Ezen
izoforméak kozos jellemzdéje, hogy diacil-glicerol (DAG) és kalcium-dependensek, vagyis
aktivalodasukhoz ezen anyagokat kofaktorként igénylik. A mdasodik csoportba a kalcium-
fiiggetlen, de DAG-fiiggé ,novel” nPKCS, € mn és 0 izoenzimek tartoznak. Kozos
tulajdonsaguk, hogy kalcium nélkiil, diacil-glicerollal (illetve annak exogén megfeleldjeként
bizonyos forbol-észterekkel) is maximalisan aktivalhatok. A harmadik csoportba az
,atipusos” izoenzimek sorolhaték (aPKC), melyek kozé az aPKCC és AL tartoznak.
Jellemzdjiik, hogy aktivdlodasukhoz sem kalciumot, sem forbol-észtert nem igényelnek. A
negyedik csoportot egyetlen enzim alkotja, a PKCu (djabb nevén a PKD), mely mind

aktivaciojat, mind struktdrdjat tekintve rendhagy6 izoformdnak tekinthetd.
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A PKC izoformak 4ltalanos aktivalédasianak sémdja egy tobblépcsds eseménysorral
jellemezhet6 [Nishizuka, 1988; Jaken, 1996; Nishizuka, 1992]:

—az aktivator molekuldk reguldtor doménhez valé kotddése olyan konformécidvéltozast
indukdl, amelynek hatdséra a foként citoszdlikus enzim pszeudoszubsztrat régidja eltdvolodik
a katalitikus domén szubsztratkotd régidjardl, igy az szabaddd vélik a foszforildlandé
szubsztrat szamara;

—ezutdn az enzim a Cl doménen keresztiil egy intracelluldris struktdrdhoz (sejtmembrén,
Golgi-komplex, maghartya, citoszkeletdlis komponensek) transzlokdlédik, majd a katalitikus
C3 domén foszforildlja az enzimre specifikus szubsztratot (pl. citoszkeletdlis fehérjék,
ioncsatorndk, receptorok, transzkripcids faktorok, kinazok, foszfatazok);

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

A humdn szervezet minden sejttipusa rendelkezik valamely PKC izoformdval, illetve
izoformékkal. Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy nem mindegyik izoenzim taldlhaté meg
minden sejttipusban; azaz a PKC izoenzimek a szervezetben az adott szovetre, valamint sejtre
jellemzé megoszldst és mintdzatot mutatnak [Goodnight és mtsai, 1994; Nishizuka, 1988,
1992; Gutcher és mtsai, 2003; Way és mtsai, 2000]. Ezen megoszlds gazdagsidgabol fakad,
hogy a PKC enzimek az élettani szabdlyoz6 folyamatok legszélesebb skaldjat képesek
befolydsolni. Alapvetd és kozponti szereppel birnak (a teljesség igénye nélkiil) példaul a
sejtek proliferacidjanak és differencidléddsanak szabdlyozdsdban, a programozott sejthaldl
(apoptozis) folyamatsordban, meghatdrozott sejttipusok éltal termelt medidtorok (vazoaktiv
anyagok, novekedési faktorok, citokinek) szintézisének szabdlyozdsdban, ingerlékeny
szovetek elektrofiziologiai jellegzetességeinek (csatornaaktivitds, akcids potencial kddolas,
izomkontrakcié) optimalis kialakitdsdban, a kozponti idegrendszer integritdsanak és

milkodésének fenntartdsdban, a szervezet védekezd mechanizmusainak reguldciéjdban



(fagocitdzis, immunglobulin termelés), stb. [Nishizuka, 1988, 1992; Jaken, 1996; Gutcher és
mtsai, 2003; Decker, 2003; Becker és Hannun, 2005].

Az utébbi idében azonban egyre tobb bizonyiték sz6l amellett, hogy a PKC izoenzimek
nemcsak szerkezeti, aktivacids és megoszldsi heterogenitdst mutatnak, hanem regulciéjuk és
bioldgiai szerepiik is jelentdsen kiilonboz(het)ik egymadstdl [Nishizuka, 1992; Decker, 2003].
Bebizonyosodott emellett az is, hogy egy adott sejtvilasz (kiilonds tekintettel a proliferdcid és
differencialédas) kialakitdsaban a kiilonb6z6 izoenzimek nemcsak eltérd aktivitassal vehetnek
részt, de hatdsuk gyakran ellentétesnek adédik. fgy példaul kideriilt, hogy K-562
erythroleukémia sejtvonalban a cPKCo felelés a forbol-észter altal indukdlt citosztazis
kialakulasaért, mig a cPKCy ezen sejtek proliferacidjaban jatszik szerepet [Murray és mtsai,
1993]. Humén keratinocytdkban [Papp és mtsai, 2004] és NIH 3T3 fibroblasztokban
[Mischak és mtsai, 1993] kimutattdk azt is, hogy mig a nPKCd megdllitotta a sejtek
proliferacigjat, addig a nPKCe fokozta azt. Ezzel ellentétben C2C12 izomsejteken a cPKCa
és B csokkentette a sejtek novekedési iitemét, az nPKCe nem befolydsolta azt, mig az nPKCd
konstitutiv overexpresszidja drimai mdédon megnovelte a sejtek in vitro proliferacidjat,
lecsokkentette a differencialédasi marker dezmin kifejez0dését, valamint in vivo igen
nagyméretli, malignusan transzformalt daganatok kialakuldsat indukélta immunhidnyos
egerekben. Emellett igazolédott, hogy humén vazizomsejteken az izomregeneracid
folyamatdnak egyik kozponti molekuldja, az IGF-I mitogén (azaz novekedést és
differencialédast fokoz6) hatdsanak kifejlodésében a PKC izoformdk koziil a nPKCd

izoenzim bir kizdrélagos szereppel. [Czifra és mtsai, 2006].

A PKC izoenzimek szerepe egészséges és SLE-s humdn limfocitdakban
Szamos tanulméany igazolta, hogy a PKC izoenzimek kdzponti szerepet toltenek be a

limfocitdk sejtfolyamatainak szabdlyozdsidban is. Az SLE-s T-sejtek esetében nagyszamu



olyan protein expresszidjdban irtak le véaltozasokat, amelyek a korabban bemutatott (1. abra)
szignaltranszdukcids utvonal alkotéelemei, illetve annak szabdlyozdsiaban toltenek be
alapvetd szerepet. Szdmos parhuzam vonhaté az egészséges egyének effektor T-sejtjei,
valamint SLE-s betegek frissen izolalt T-sejtjei kozott (1. abra kozépsé és jobb oldali
panel). Tada és munkatirsai 1991-ben igazoltdk, hogy az SLE-s betegek T-sejtjeiben
csokkent protein kindz C aktivitds mutathaté ki [Tada és mtsai, 1991]. Ismert emellett az is,
hogy az SLE-s T-sejtek csokkent TCRC lanc expresszidval rendelkeznek [Liossis, Ding és
mtsai 1998], ami egy sokkal potensebb 1-es tipusu FcRy lanc kapcsolddasat eredményezi a
receptorhoz, megvaltoztatva ezzel a tovdbbi szigndltranszdukcidés kaszkdd mukodését
[Enyedy és mtsai, 2001], fokozott kalciumbearamlast, abnormdlis cAMP regulaciot [Kammer
és mtsai, 1996] és facilitdlt intracelluldris foszforilaciét eredményez [Liossis, Sfikakis, és
mtsai, 1998]. A megvaltozott TCR{ lanc expresszid hatterében a gén csokkent transzkripcidja
all, aminek szabdlyozdsaban az Elf-1 (E-74-like faktor) transzkripciés faktor, az Ets (E-26-
specifikus) transzkripciés csalad tagja jatszik kozponti szerepet (1. abra, bal oldali panel)
[Rellahan és mtsai, 1998; Leiden és mtsai, 1992; Gottschalk és mtsai, 1993; Wang és mitsai,
1994]. Ismert emellett az is, hogy SLE-s T-sejtekben az Elf-1 transzkripcids faktor aktiv
formdjanak molekuldris defektusa jott 1étre, ami a molekula abnormis poszttranszlacids
moédositasanak kovetkezménye. Tobb hipotézis sz6l amellett, hogy az Elf-1 transzkripcios
faktor defektusdnak (és ezéltal a csokkent TCRC lanc expresszidjdnak) hatterében a molekula
csokkent foszforildcidja 4ll, ami az SLE-s T-sejtek szuprimdlt PKC aktivitdsdnak
kovetkezménye (1. abra jobb oldali panel) [Juang és mtsai, 2002].

A T-sejtek ezen jelatviteli abnormalitdsainak egyik kovetkezménye SLE-ben a
megvaltozott citokintermelés, melyek koziil alapvetd jelentdséggel bir a T-sejtek csokkent
interleukin-2 (IL-2) produkcidja [Horwitz €s mtsai, 1997; Linker-Israeli és mtsai, 1983;

Alcocer-Valera és mtsai, 1982]. Ezzel parhuzamban kimutattdk, hogy a cPKCa és a nPKC6



serkenti az egészséges human T-sejtek IL-2 receptor expresszidjat, ugyanakkor a cPKCp,
valamint nPKC3 €s € fokozza a sejtek IL-2 szintézisét [Szamel és mtsai, 1998; Long és mtsai,
2001]. A nPKC8 kozponti szerepére hivja fel a figyelmet az is, hogy a T-sejt aktivacié sordn
ezen izoforma az immunoldgiai szinapszisokban taldlhaté lipid raftokba transzlokélédik [Bi
és mtsai, 2001]. Wong és munkatdrsai vizsgaltdk SLE-s és egészséges T-sejtek nukledris
faktor kB (NF-«xB) aktivitdsat, melyrdl ismert, hogy egy olyan transzkripcids faktor, ami
nagyszdmud immunvdlaszban részt vevd medidtor (koztik példaul az IL-2) transzkripcidjat
szabalyozza [Musso és mtsai, 1996; Shannon és mtsai, 1995; Delphin és Stavnezer, 1995;
Kasibhatla és mtsai, 1999], illetve a gyulladascsokkentd gydgyszerek target molekuldja is
[Auphan és mtsai, 1995]. Az eredmények szerint az SLE-s betegek T-sejtjeiben jelentOsen
csokkent az NF-xB aktivitisa [Wong és mtsai, 1999], aminek hatterében esetlegesen az
nPKC6 megvaltozott mitkodése allhat [Coudronniere és mtsai, 2000]. Szintén ezt a hipotézist
erésiti meg, hogy Jurkat T-sejtekben a nPKCO transzfekcidja jelentésen novelte az IL-2

termelést [Fujii és mtsai, 2006].

A PKC izoenzimek szerepe egészséges és SLE-s humdn monocitdkban

A monocitdk esetében a sejtek aktivicidja szintén szdmos jeldtviteli udtvonal
indukcidjat eredményezi. A PKC enzimcsalad esetleges szerepével kapcsolatban azonban mar
kevesebb adat 4ll rendelkezésre az irodalomban, aminek hatterében feltehetdleg a biokémiai
és molekuldris bioldgia technikdk végrehajtdsdhoz sziikséges elegendd szamu sejt szepardlasi
nehézségei dllhatnak, hiszen a monocitdk a periférids mononukledris sejtek sokkal kisebb
szdzalékat alkotjdk. Mdsrészt az irodalmi adatok gyakran heterogén informdacidkat kozolnek.
Bebizonyosodott példaul, hogy a PKC izoenzimek kozponti, egymadssal ellentétes szerepet
toltenek be a humdn monocitdk FC-gamma receptor medidlt intracelluldris 016

mechanizmusainak szabdlyozasdban (cPKCp fokozta, mig a cPKCa és az nPKCe gatolta)
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[Zheng és mtsai, 1995]. Azt is leirtdk tovabba, hogy kiilonbozé PKC izoenzimek, tigymint a
cPKCa és B, a nPKCS és & funkcidja elengedhetelen a monocitdk proinflammatorikus
citokintermeléséhez (TNFa, IL-1-B, IL-6) [Kontny és mtsai, 1999]. Ezzel ellentétben a
bakteridlis lipopoliszacharidok (LPS) 4ltal aktivalt humdn monocitdk sejtvalasza, nevezetesen
a TNFa, IL-1, és IL-6 termelés az aPKCC aktivdl6dasan keresztiil valosul meg [Herrera-Velit
és mtsai, 1997].

Fontos ekdzben megjegyezni, hogy a sejtek fagocitotikus aktivitdsa és gyulladdsos
medidtortermelése nagymértékben fiigg a foszfolipaz A, enzimcsaldd mukodésétol, igy az
arachidonsav (AA) termelésétdl [Smith és mtsai, 2000; Balsinde és mtsai, 2002]. Ismeretes,
hogy az AA szintézisben kozponti szerepet jatszé6 PLA, enzimek - ugymint a citoszolikus
foszfolipaz A, (cPLA;), a kalcium-fiiggetlen foszfolipaz A, (iPLA;) és a diacilglicerol (DAG)
lipdz — ,,down-stream” targetjei lehetnek a kiillonb6z6 PKC izoenzimeknek [Karimi és
Lennartz, 1995; Lin és Chen, 1998; Guidarelli és mtsai, 2005]. Leirtdk, hogy a PKC rendszer,
nevezetesen a cPKCo, a kalcium-fiiggetlen iPLA, aktivdldsa révén serkenti az AA
felszabadulast P388D1 makrofagokban [Akiba és mtsai, 2002]. Ezzel ellentétben a J774
makrofagokban a metil-arachidonil-fluorofoszfonat (MAFP), szintén a PKC dltal, de a cPLA,
és iPLA, gatldsa révén fokozta a sejtek prosztaglandin E, (PGE,) szintézisét a PKC-ERK-
p38MAPK-fiigg6 ttvonalon [Lin és Chen, 1999]. Karimi és Lennartz igazoltdk, hogy egy
humén monocitoid sejtvonal, a MonoMac-6 sejtek esetében, a PKC-nak (habar nem irtdk le,
hogy mely izoformdknak) van alapvetd szerepe a sejtek IgG medidlt fagocitézisdnak
kialakitasaban [Karimi és Lennartz, 1995], aktivalva a monocitidknal is ismert
PKC—PLA,—AA—fagocitdzis jelatviteli dtvonalat [Lennartz és Brown, 1991; Lennartz és
mtsai, 1993; Zheleznyak és Brown, 1992]. Ezt a tedriét erdsitette meg Li és munkatdrsainak
dolgozata, amiben izoformaspecifikus antiszensz oligonukleotidok felhasznalasaval igazoltak,

hogy a cPKCa szabilyozza a cPLA, foszforilacidjat €s enzimatikus aktivacidjat human
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periférids monocitdkban [Li és mtsai, 2007]. Laboratériumunk kordbban kimutatta, hogy az
SLE-s betegek monocitdiban jelentdsen csokkent az AA termelés az egészséges kontrollhoz
viszonyitva [Sipka és mtsai, 2001]. Igazoltuk tovdbba azt is, hogy az alkalmazott

kortikoszteroid kezelés megemeli (normalizdlja) a sejtek AA felszabaduldsat.

A MonoMac-6 sejtek

A kiilonbozé szovetekbdl izoldlt és immortalizalt sejtvonalak értékes modelleket
jelentenek a sejtek jelatviteli folyamatainak tanulméanyozéasa kapcsan, kiilonosen olyan sejtek
esetén, melyeket nehéz elegendé mennyiségben izoldlni. Ezek k6z¢€ a sejtek kozé tartoznak a
primer humdan monocitdk is, melyek relative (a limfocitdkhoz képest) alacsony szdzalékban
talalhatéak meg a periférids mononukledris sejtszeparditumban. Bar a jelenlegi molekularis
bioldgiai technikak fejlédése révén mind kevesebb kiinduldsi sejtmennyiségbdl is egyre tobb
informécidhoz lehet jutni, a sejtvonalakkal végzett kisérletek az alapjai a késdbbi primer
kultdrdkbdl nyert eredményeknek. A mielo-monocitoid differencidciéban érintett szdmos
sejtvonal (ideértve az U937 és a THP-1 sejteket) jellegzetességei keriiltek mar lefrdsra az
irodalomban [Sundstrom és Nilsson, 1976; Tsuchiya és mtsai, 1980; Gallagher és mtsai,
1979; Ohno és mtsai, 1986; Ohta és mtsai, 1986]. Ezek a sejtek a monocita fejlédési vonal
korai stadiumait reprezentéljdk, azaz a sejtek valamilyen dgenssel torténd (forbol észter, IFN-
v) differencidltatdsa sziikséges ahhoz, hogy rendelkezzenek olyan érett monocitikra jellemzd
tulajdonsagokkal, mint példdul a fagocitdzis, vagy az antitest dependens celluldris
citotoxicitds. Zeigler-Heitbrock és munkatérsai hoztdk 1étre a MonoMac-6 sejtvonalat, amely
az érett humdn monocitdk szdmos funkcionélis és fenotipusos jellemzdit hordozza [Zeigler-
Heitbrock és mtsai, 1988, 1994]. Nevezetesen expresszaljak (ellentétben az U937 és THP-1
sejtekkel) a CD14 molekulat, fagocitaljak az IgG-opszonizalt partikulumokat, reaktiv oxigén

gyokoket termelnek és nonspecifikus észterdz aktivitassal rendelkeznek [Zeigler-Heitbrock és
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mtsai, 1988]. Ezen adatokra alapozva elmondhat6, hogy a MonoMac-6 sejtek a
legdifferencialtabb monocitoid sejtvonalak kozé tartoznak és kitlind modellként szolgalnak a
monocita sejtfunkcidk tanulményozasahoz.

A PKC izoenzimek szerepével kapcsolatban a MonoMac-6 sejtek esetében azonban
igen szegényes adatokkal rendelkeziink az irodalomban. Szdmos mds, a mielo-monocitoid
differencidlodés kordbbi stddiumdban 1évo sejt, illetve sejtvonal PKC rendszere azonban méar
tanulmanyozasra keriilt. A THP-1 sejtek esetében példdul kimutattdk, hogy a cPKCa és f3
egymassal ellentétes szerepet tolt be a sejtek differencidlédési, illetve proliferacids
folyamatainak szabdlyozdsaban. A cPKCa fokozza a THP-1 sejtek differencidlodédsat, mialatt
gatolja a proliferaciét, mig ezzel ellentétben a cPKCp serkenti a proliferacidt és gatolja a
makrofag-szerli sejtekké torténd érést [Dieter és Schwende, 2000]. Ehhez hasonléan a K562
erythroleukémia sejtvonal esetében igazoltdk, hogy a cPKCP rekombindns overexpresszidja
noveli, mig a cPKCa csokkenti a sejtproliferaciot [Murray €s mtsai, 1993]. A nPKCg jelenléte
sziikséges a MAPK-foszfatdz-1 indukcidjahoz LPS 4ltal stimuldlt makrofagokban [Vallador
és mtsai, 2000], valamint a bakterialis fertozések elleni védekezéshez [Castrillo és mtsai,
2001]. Mint mar kordbban emlitettiik, a MonoMac-6 sejtek esetében ismeretes, hogy a PKC
izoenzimcsalddnak alapvetd szerepe van a sejtek fagocitdzisdnak és AA termelésének
szabalyozdsaban [Karimi és mtsai, 1995]. Nem tortént meg még ugyanakkor a sejtek PKC
izoforma-mintazatanak karakterizalasa, Osszehasonlitasa normal humédn monocitakéval,
emellett szintén nincs informaciénk a PKC izoenzimek proliferdciéban betdltott szerepével

kapcsolatban.
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CELKITUZESEK

Ahogyan azt az eddigiekben bemutattuk, meglehetésen kevés informacidval

rendelkeziink a PKC rendszer izoforma- és sejtspecifikus szerepérdl autoimmun betegek

periérids mononukledris sejtjeiben. Szerények az eddig ismert eredmények az izoenzimek

pontos funkci6jardl az immundiszregulécio kialakitdsaban, ezért a kisérleteink elsd részében a

kovetkezd célkitlizéseinket fogalmaztuk meg:

1.

Meg kivantuk hatdrozni az egészséges humdn limfocitdkban és monocitdkban
jelen 1év6 PKC izoenzimek expresszids mintazatat.

Kovetkez6 1épésként az igy kapott eredményeket akartuk Osszehasonlitani
kiilonb6zd autoimmun betegségben szenvedok hasonld sejtpopulacidinak PKC
profiljaval.

Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy befolydsolja-e a PKC izoformiak
kifejez0dési szintjét az immunbetegek kezelésében gyakran alkalmazott
szteroid terdpia, majd meghataroztuk a kortikoszteroid kezelés szerepét a sejtek

AA termelésében, mind egészséges dnkéntesek, mind SLE-s betegek esetében.

Kisérleteink masodik részében a PKC izoformdk szerepét vizsgaltuk meg a sejtproliferacio és

az AA termelés szabdlyozdsdban a MonoMac-6 sejtek esetében.

1.

Els6ként tanulmanyoztuk a MonoMac-6 sejtek PKC expresszids mintdzatat
mRNS és protein szinten.

Ezt kovetden kiilonb6zd PKC aktivdtorok és szelektiv gatlészerek
felhasznéldsdval elemeztiik a proliferacié és az AA felszabadulas valtozasat.
Ezutan molekuldris bioldgiai technikdk (a jelen 1év0 izoformdk tranziens
overexpresszidja, illetve RNS interferencia) segitségével vizsgdltuk az

arachidonsavtermelést, illetve a sejtproliferaciot.
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4. Végezetil célunk volt tanulmdnyozni az AA termelésben szerepet jatszo

enzimek és a PKC izoformak kapcsolatat a MonoMac-6 sejtek esetében.
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BETEGEK ES MODSZEREK

A vizsgadlt betegek

A tanulmdny sordn vizsgdlt egészséges Onkéntesek, illetve betegek a mintavétel eldtt
mindannyian részletes tdjékoztatisban részesiiltek az Intézeti Etikai Bizottsdg protokollja
szerint, és ezt kovetden beleegyezésiiket adtdk a vizsgilatok elvégzésére. Az SLE-s populécié
22 betegbdl (20 n6bdl és 2 férfibdl) allt, az atlagéletkor 36 év volt (21-58 év). Mindannyian
rendelkeztek az amerikai reumatoldgiai tirsasdg (ACR) altal meghatdrozott klasszifikdcids
kritériumtiinetek koziil legalabb 4-gyel. A betegség aktudlis aktivitisidnak megéllapitisa a
SLEDAI rendszerének felhasznalasaval tortént. A tobb mint 3,0 SLEDAI értékkel rendelkez6
betegeket a klinikailag aktiv populdciéba soroltuk. Az atlagos SLEDAI pontszam 3,6 (0-20),
mig a betegség atlagos fennallasi ideje 5,1 év (2-20) volt. Tizenegy beteg nem részesiilt
kortikoszteroid kezelésben (atlagos SLEDAI: 0,9), mig szintén 11 beteg napi 2-40 mg
kortikoszteroid terdpiat kapott (atlagos SLEDAI: 6,6). Egy ndbeteg, akinek betegsége az elsd
akut felldngolds sordn frissen lett diagnosztizdlva (SLEDAI: 20), mind a pulzus szteroid
kezelés (4x500 mg metilprednizolon/nap, majd 1x250 mg iv.) eldtt, mind 8 nappal a terdpia
megkezdését kdvetden is résztvett a vizsgdlatban. A lupus nefritises betegeket nem vontuk be
a tanulmédnyba. Minden beteg szérumdban kimutathaté volt az anti ds-DNS és az anti-Sm
antitestek jelenléte. A vizsgidlatban 9 Sjogren szindromds nébeteg vett részt, akik
atlagéletkora 60,3 év (51-73 év), a betegség atlagos fennallasi ideje 10,2 év (4-19 év) volt.
SS-A (Ro) elleni antitest pozitivitas 6 esetben, SS-B (La) elleni antitest pozitivitds 4 esetben
volt kimutathat6. Mindegyik Sjogren-szindrémas beteg alterndld, 8 mg-os masnaponkénti
kortikoszteroid kezelésben részesiilt. A hat kevert kotdszoveti betegségben (MCTD) szenvedd
beteg mindegyike né volt, 4tlagéletkoruk 48,6 évnek (38-56 év), betegségiik atlagos fennallasi

ideje 16,7 évnek (8-19 év) volt mondhat6. Minden MCTD-s beteg szérumdban jelen volt az
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anti-U1-RNP antitest. Két beteg nem részesiilt szteroid kezelésben, két beteg napi 4 mg
metilprednizolont kapott, mialatt 4 beteg masnaponta kapott 8 mg metilprednizolon-t és
naponta 100 mg Cytoxant. A kontroll populdcidt 21 egészséges kaukazusi személy alkotta (12

nd és 9 férfi), atlagéletkoruk 41 évnek (21-56 év) mutatkozott.

A tisztitott T-sejtek és monocitdk prepardldsa

A humén periférids mononukledris sejtek szepardldsa az SLE-s betegek és egészséges
onkéntesek heparinnal alvaddsgatolt periférias vérébol tortént Boyum metodusat alkalmazva
[Boyum, 1968], Ficoll gradiens centrifugaldssal. A T-sejtek és a monocitdk prepardldsahoz
Magnetic Cell Sorting (MACS) technikat alkalmaztunk [Dynal, 1996]. A sejteket magnesesen
jelzett CD3, illetve CD14 MACS Microbeads antitestekkel inkubdltuk 4 °C-on 15 percig,
majd ismételt mosast kdvetden a sejtszuszpenziot MACS szeparitorba helyeztiik és a pozitiv
sejtpopuldciét haszndltuk a tovabbi kisérletekhez (a reagenseket és az eszkozoket a Miltényi
Biotec-t6l (Bergisch Gladbach, Németorszag) rendeltiik). A szepardlds hatékonysagat a CD3,
illetve a CD14 sejtfelszini markerekre alapozva dramldsi citométerrel ellendriztiik (Coulter
Epics XL, Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA), amely sordn az 4tlagos monocita tisztasag

>85 %-osnak, mig a T-sejtek tisztasdga >95 %-osnak mutatkozott.

A MonoMac-6 sejtek tenyésztése

A kisérleteinkben a MonoMac-6 sejteket 37 °C-on, 5% CO,-tartalmi atmoszfériban,
lipopoliszacharid-mentes kornyezetben tenyésztettik RPMI-1640 tdpoldatban (Sigma, St.
Louis, MO, USA). A médium 10 % fotalis borjusavét (Invitrogen, Paisley, UK), 2 mM L-
glutamint, 1 mM nétrium-piruvatot, 0.1 mM nem-esszencidlis aminosavakat, 200 U/ml
penicillint, 200 pg/ml streptomicint (mindegyik a Sigma-tdl) tartalmazott. A sejteket mindig

szubkonfluens allapotban, 8x10°/ml denzitds elérésekor passzaltuk.
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A PKC izoformadk tranziens transifekcioja

A MonoMac-6 sejtek transzfekcidja az Amaxa nukleofekcids technika (Amaxa, Koln,
Németorszdg) hasznélataval tortént. A sejteket (3,5x10°/nukleofekcio) centrifugalést kovetden
100 pl nukleofektor oldatban (Cell optimization kit, Amaxa) szuszpenddltuk fel, majd az
oldathoz 4 pg z6ld fluoreszcens protein (eGFP) konjugdlt cDNS vektort (amely tartalmazta a
kiilonb6z6 PKC izoformakat kédold szekvencidkat, illetve az iires eGFP vektort, Clontech,
Mountain View, CA, USA) adtunk. Ezt kovetdéen a sejtszuszpenzidt a gyartol rendelt
kiivettaba helyeztiik és az Amaxa Nukleofektor késziilékben U1 pulzusparamétert hasznilva
végeztiik el a nukleofekcidt. A procedudrat kdvetden a sejteket azonnal elémelegitett 37 °C-os
tdpoldatba helyeztiik, majd 48 6ran keresztiil tenyésztettiik 12-lyukd tenyésztéedényekben. A
transzfekcids hatékonysdgot fluoreszcens mikroszkdppal, dramldsi citométerrel, valamint

Western blot technikaval ellendriztiik (1asd alabb).

Aramldsi citometria

A szeparicids és transzfekcids hatékonysag, valamint a sejtpusztulds meghatirozasa
aramlasi citométer (Coulter Epics XL) hasznalataval tortént. A szeparacio effektivitisanak
vizsgélata sordn a tisztitott T-sejt, illetve monocita sejtpopuldcidkat fluoreszcens festékkel
konjugaltatott monoklonalis anti-CD3, illetve anti-CD14 ellenanyagokkal (Beckman Coulter)
25 percig inkubaltunk, majd a sejteket 1 %-os paraformaldehiddel fixaltuk. A sejtpopuldcid
tisztasdgdnak megdllapitdsa a fluoreszcensen jelzett sejtek szdzalékos ardnydnak mérésével
tortént. A MonoMac-6 sejtek esetében a transzfekciot kovetden a sejteket 12-lyukd
tenyésztéedényekben noveltiik, majd 24, illetve 48 6raval az overexpresszid utdn végeztiik a
vizsgélatokat. A transzfekcié hatékonysdganak az ellendrzése az eGFP konjugilt PKC

vektorokat expresszalo sejtek fluoreszcencia intenzitdsanak meghatdrozasaval tortént, mig az
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elpusztult sejtek szazalékos ardnya az elére €s oldalra irdnyuld fényszords (forward €s side

scatter paraméterek) vizsgalatival tortént.

RNS interferencia (siRNS)

A MonoMac-6 sejteket 6-lyuku tenyésztdedényekben, szérumot tartalmazd, de
antibiotikum-mentes RPMI-1640 oldatban tenyésztettiik, majd 5x10°/ml denzitdsban végeztiik
el az siRNS transzfekciot. Elsoként transzfekcionként 0,5 pg fluoreszceinnel jeldlt iires
kontroll, illetve a megfeleld6 PKC izoformak (cPKCa, B, nPKC9) elleni siRNS-probdkat 100
ul transzfekciés médiummal higitottuk, majd a szintén transzfekciés médiummal higitott
transzfekcids reagenssel 25 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten (a reagensek a Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA termékei). Az igy elkészitett oldatot ezt kdvetden a
sejtekhez pipettdztuk, majd a kultdrat 6 o6ran keresztil 37 °C-on, 5% CO,-tartalmu
atmoszféraban inkubdltuk. A transzfekcids hatékonysagot fluoreszcens mikroszképpal, mig az

siRNS hatékonysdgat naponta végzett Western blot segitségével ellendriztiik (1asd aldbb).

Antitestek

A PKC izoenzimek meghatirozdsdndl alkalmazott antitesteket, melyek igazoltan
specifikusan reagdlnak a human PKC izoformakkal [Boczan és mtsai, 2000, 2001], nyilban
termeltették. Az anti-PKCa, B, M, € és { a Sigma, mig az anti-PKC9, 0 és p a Santa Cruz

terméke. A futtatdsi vizsgdlatokhoz hasznalt anti-B-aktin antitestet a Santa Cruz-t6] rendeltiik.

Western (immuno)blot
A tenyésztett sejteket hideg kalcium/magnézium-mentes foszfat-pufferben (CMF-
PBS, pH: 7,4) mostuk, lizis-pufferben (5 mM EGTA, 20 mM Tris-Cl, 20 uM leupeptin, 1| mM

4-(2-aminoetil)-benzénszulfonil-fluorid, pH 7,4; Sigma) homogenizaltuk, végiil ultrahangos
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szonikdléval a sejteket feltartuk [Lazar és mtsai, 2003]. Az {gy elkészitett mintdk
proteintartalmanak meghatarozdsa BCA protein assay-vel (Pierce, Rockford, IL, USA)
tortént. Ezutdn a mintdk proteintartalmdt 2 mg/ml-re A4llitottuk be, majd az azonos
proteintartalmi mintdkat SDS mintapufferben (10% glicerin, 2% SDS, 0,062 M Tris, 20 mM
ditiotreitol, 0,002% brémfenolkék és 5% [-merkaptoetanol; Sigma) 10 percig féztiikk. Az igy
elkészitett mintdkat SDS poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) [Laemmli, 1970]
100 V konstans fesziiltségen valasztottuk el. A gélelektroforézishez 7,5%-os gélt készitettiink,
amelyekre 20 pg/valyd proteint vittiink fel. Ezutan a gélrdl a fehérjéket 100 V konstans
fesziiltségen nitrocellul6z membranra (Bio-Rad, Bécs, Ausztria) transzferaltuk. Ezt kovetéen
a membran szabad kotohelyeit 5% tejet tartalmazé PBS-sel 20 percig blokkoltuk, majd a
megfeleld els6dleges antitesttel inkubdltuk. Az els6dleges antitestek higitisa 5% tejet
tartalmazé PBS-ben tortént, majd a membranokat egy éjszakan keresztiil 4 °C-on tartottuk. Az
inkubécioét kovetden a membrianokat 30 percig PBST-ben (0,1% Tween-20-at tartalmazé
PBS-ben, Sigma) mostuk, és megfeleld torma-peroxiddzzal konjugalt masodlagos antitesttel
(1:1000 higitas 5% tejet tartalmaz6 PBS-ben) (Bio-Rad) inkubdltuk. Az immunjelek rogzitése
minden esetben kemilumineszcens (ECL) kit (Pierce, Rockford, IL, USA), a detektalads pedig
fényérzékeny film (AGFA, Briisszel, Belgium) vagy Fujifilm LAS 3000-es darkbox (Fujifilm,
Toki6, Japan) segitségével valosult meg. Az expresszido kvantitativ meghatarozasat
denzitométer, valamint megfeleld szoftver (Image-Pro Plus, Media Cybernetics, Inc. Georgia,
USA) segitségével hajtottuk végre. Annak megallapitasara, hogy a mintik felvitele egyforman
tortént-e, a nitrocelluléz membranokat 65 °C-on 1 éran at inkubaltuk 200 ml 50 mM Tris-HCI
pufferben (pH 7.5) (2% SDS és 1% P-mercaptoethanol). A membranokat ezutidn egérben
termeltetett cytochrome-C (Cyt-c), vagy B-aktin ellenes antitesttel (1:100 PBS tejben) (Santa

Cruz) festettiik meg, majd az el6z6ekhez hasonléan elemeztiik az intenzitasokat.
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Kvantitativ ,,real-time” PCR

A kvantitativ-polimeraz lancreakciét az ABI PRISM 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) segitségével, 5’ nukledz assay haszndlatdval
végeztiik. A szepardlt sejtszuszpenzidkbodl, illetve a MonoMac-6 sejtekbdl a teljes RNS-t
TRIzol-lal izoldltuk (Invitrogen), a gyartd protokolljat kovetve (homogenizdlds, RNS
szeparalds, RNS precipiticié, RNS mosas, majd az RNS felolddsa nukledz-mentes vizben).
Ezt kovetden 1 pg teljes RNS-bdl cDNS-t készitettiink 15 egység AMV reverse transzkriptiz
és 0.025 pg/ml random primer felhaszndldsaval (Promega, Madison, WI, USA). A PCR
amplifikdcios reakciét TagMan primerekkel és probakkal végeztiik (Assay ID-k: cPKCa:
Hs00176973_m1; cPKCB: Hs00176998_ml; nPKCo: Hs00178914_ml; nPKCe:
Hs00178455_m1; aPKC{: Hs00177051_m1) a TagMan Universal PCR Master Mix Protocol-
t kovetve (Applied Biosystems). Belsd kontrollnak a glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenéz
(GAPDH) expresszidjat hataroztuk meg (Assay ID: Hs99999905_ml). A génexpressziok

megéllapitdsdhoz az eredményeket a ACT, illetve a AACT mddszert alkalmazva prezentaltuk.

A sejtproliferdcio vizsgdlata

A proliferacio vizsgalatakor kolorimetrids MTT assay-t alkalmaztunk, aminek alapja a
sarga szin tetrazolium MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium bromid) lila
szinli formazan kristdllya alakuldsa az €16 sejtek mitokondriumaban. A sejteket 96-lyuku
tenyésztdedényekben szélesztettiik 5x10°/ml denzitdsban, majd a megfeleld ideig alkalmazott
reagensek kiilonboz6 koncentricidival kezeltiik. Ezt kovetden minden lyukba 5 mg/ml MTT
(Sigma) oldatot pipettiztunk, €és a keletkez6 formazan kristdlyok koncentracidjat
kolorimetrids dton hatdroztuk meg. Minden kezelést 3-5-szoros ismétléssel végeztiink, az

adatokat atlag + SEM formédban adtuk meg.
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Arachidonsavfelszabadulds vizsgadlata

A sejteket 10°/ml denzitdsban triciummal jelzett arachidonsavval ["THJAA (Amersham,
Little Chalfont, UK) inkubaltuk 37 °C-on 20 éran keresztiil. Tobbszori mosast kovetden a
sejteket tovabb inkubdltuk tdpoldattal (ez reprezentdlta a bazdlis AA termelést), illetve
kiilonb6z6 anyagokkal 4 6rdn 4t. Ezutdn a sejtekrdl azonos mennyiségl feliiliszot eltavolitva

a mintdk percenkénti szcintillacids aktivitdsat hatdroztuk meg (cpm).

Statisztikai elemzések
Meérési eredményeinket atlag + SEM formédban adtuk meg. Az adatok statisztikai
kiértékelésére €s Osszehasonlitdsara, 5S%-os szignifikancia szinttel dolgozva, a Student-féle z-

tesztet alkalmaztuk.
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EREDMENYEK

A PKC izoenzimek kvantitativ expresszioja kiilonbozd autoimmun betegekbdl és egészséges
onkéntesekbdl szarmazo T-limfocitdkban

Kisérleteink els6 részében specifikus antitesteket felhaszndlé Western blot
segitségével meghataroztuk a kiillonbozé T-sejt populdciok PKC expresszids mintdzatat.
Kimutattuk, hogy az egészséges egyének T-limfocitdiban 7 PKC izoforma taldlhaté meg,
nevezetesen a klasszikus izoformdk koziil a cPKCa és B, a novel nPKC9, €, n és 0, valamint

az atipusos aPKC( (3. abra). Nem tudtuk ugyanakkor kimutatni a cPKCy, aPKCAA és a

PKCp jelenlétét.
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3. dbra. Viltozdsok a szisztémds lupus erythematosusos betegek limfocitdinak PKC izoforma mintdzatdban
Egészséges alanyok (Kontroll), szteroid kezelésben nem részesiilé (SLE-NO), illetve részesiilé (SLE-ST) SLE-s
betegek, valamint Sjogren-szindromads (SS) és kevert kotdszoveti betegségben szenvedék (MCTD) tisztitott T-
limfocitdit protedz inhibitort tartalmazé lizis pufferben feltartuk, majd Western blotot végeztiink. Elsddleges
antitestként poliklondlis (nydl) anti-PKC antitesteket (gorog betiik), majd peroxiddz konjugdlt nyul ellenes,
kecskében termeltetett mdsodlagos antitestet (IgG) haszndltunk. Az immunreaktiv sdvokat erdsitett
kemilumineszcens (ECL) Western blot detektalo kittel vizualizaltuk. Az dbra szdmos meghatdrozds koziil mutat
be egy reprezentativat.
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Ezt kovetden kiilonféle alcsoportok létrehozdsa mellett dontéttiink az SLE-s betegek
esetében, megvizsgélva ezzel, hogy a betegség stitusa, illetve a kezelés befolyasolja-e a PKC
izoforma szinteket. Az izoenzimek kvantitativ expresszidjat tanulmanyozva bebizonyosodott,
hogy azon SLE-s betegek limfocitdiban, akik szteroid kezelésben nem részesiiltek, szamos
izoforma kifejez6dési szintje jelentOsen €s szignifikans mértékben csokkent, mig bizonyos
izoformaké nem véltozott az egészséges kontrollhoz viszonyitva. Megallapitottuk, hogy a
cPKCp, valamint a nPKC9, €, n és 0 expresszidja (kiilonbozé mértékben) jelentésen és
szignifikdnsan csokkent, mig az aPKC( szintje mérsékelt, még szignifikdns szupressziot
mutatott, ugyanakkor a cPKCa kifejezddése nem valtozott a kontrollhoz viszonyitva (3. abra

és 1. tablazat).

1. tdbldazat. SLE-s, SS-s, és MCTD-s betegek T-sejtjeinek PKC izoforma mintdzata Western blot analizis
denzitometrids vizsgalataval

Izoforma SLE SLE SS MCTD
SZTEROID SZTEROID
NELKUL KEZELES
PKCo. 102+6 108 £ 11 103+8 101 £38
PKCPB 58 £ 8° 91 +12° 110+ 6 106 £ 6
PKCe 32+ 13" 75+9° 108 +5 110+ 7
PKCS 49 + 7° 83+ 12° 102+7 104 £ 4
PKCn 42 + 10 78 £ 9P 93 +4 91+8
PKCO 21+6° 19+8 102+3 101+ 10
PKC( 72+ 8° 76 £ 12 97 +8 99 +4

PKC = protein kindz C; SLE = Szisztémds lupus erythematosus; SS = Sjogren szindréma; MCTD = Kevert
kotoszoveti betegség. Az egészséges és a beteg sejtek Western blotos vizsgalata sordn kapott immunreaktiv
sdvok optikai denzitds értékekeit hatiroztuk meg. A beteg mintdk értékeit ezutdn az ugyanazon gélen futott
egészséges kontroll értékekre normadltuk, majd az azonos betegségben szenveddk ezen normalizdlt adatait
atlagoltuk. Minden adatot 4tlag = SEM formdban fejeztiik ki, ahol a SEM értékeket a kontrollhoz, mint 100%-
hoz viszonyitottuk. A kontrollhoz mért szignifikdns (P<0.05) csokkenéseket * —val jeloltiik, mig b mutatja a
szignifikdns (P<0.05) novekedéseket a szteroid kezelésben részesiilé csoport esetében a szteroid kezelésben nem
részesiild csoporthoz viszonyitva.

Osszehasonlitva ezen eredményeket a kortikoszteroid kezelésben részesiil SLE-s betegek
hasonl6 sejtpopulécidival azt taldltuk, hogy a legtobb izoenzim expresszidja részlegesen, de

csaknem teljes mértékben normalizdlédott, ugyanakkor a nPKCH, valamint az aPKC(
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kifejez6dése nem kiilonbozott a szteroid kezelésben nem részesiild csoporthoz viszonyitva (3.
abra és 1. tablazat). Ugy tiinik, hogy mindezen véltozdsok SLE-re specifikusnak voltak
mondhatdk, hiszen az MCTD-s, illetve SS-s betegek limfocitdit tanulmanyozva a PKC

izoformak szignifikans mértékii valtozasat nem tudtuk kimutatni.

Viltozdsok a PKC izoenzimek expressziojdban szteroid kezelésben részesiilt, illetve nem
részesiilt SLE-s betegek monocitdiban

A kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk a PKC izoforma mintdzatot az SLE-s betegek
monocita sejtpopuldcidiban is. A limfocitakkal 6sszehasonlitva a monocitdk (bizonyitva ezzel
a PKC izoformak sejt- és szovetspecifikus kifejez6dését és szerepét [Goodnight és mtsai,
1994; Nishizuka, 1988, 1992; Gutcher és mtsai, 2003]) eltér6 PKC izoenzim profillal
rendelkeztek. Nevezetesen, expresszdltik a cPKCa €s 8, a nPKC39, € és n, valamint az aPKC(

izoenzimeket (4. abra).
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4. dbra. Viltozdsok a szisztémds lupus erythematosusos betegek monocitdinak PKC izoforma mintdzatdban
Egészséges alanyok (Kontroll), szteroid kezelésben nem részesiilé (SLE-NO), illetve részesiilé (SLE-ST) SLE-s
betegek és Sjogren-szindromads (SS) betegek monocitdit izoldltuk, majd Western blotot készitettiink. Megfeleld
poliklondlis anti-PKC antitestek (gorog betlik), majd peroxiddz konjugilt mdsodlagos antitestek (IgG)
hasznédlatdval az immunreaktiv sdvokat erdsitett kemilumineszcens (ECL) Western blot detektalo kit segitségével
vizualizaltuk. Az dbra szdmos meghatdrozas koziil mutat be egy reprezentativat.
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Az izoenzimek kifejez6dését tanulmdnyozva megdallapitottuk, hogy a szteroid
kezelésben nem részesiilt SLE-s betegek monocitdiban, a limfocitdk esetében kapott adatokkal
szoges ellentétben, néhany izoforma szintje nem valtozott (cPKCa és B, nPKCn), mig a
nPKC) és ¢ expresszidja jelentds, az aPKC( szintje mérsékelt, de még szignifikans mértéki

csokkenést mutatott az egészséges kontroll csoporthoz viszonyitva (4. abra és 2. tablazat).

2. tdbldazat. SLE-s és SS-s betegek monocitdinak PKC izoforma mintdzata Western blot analizis denzitometrids
vizsgdlatdval

Izoforma SLE SLE SS
SZTEROID SZTEROID
NELKUL KEZELES
PKCo 1023 101 +4 103+ 8
PKCPB 9+ 6 105+ 8 108+ 6
PKCe 25+9° 63+11° 97 +8
PKC$ 51+6° 85+5° 110+5
PKCn 105+7 96 +7 102+7
PKCH NEM MERHETO
PKC{ 69 + 8 73+ 13 103+ 8

PKC = protein kindz C; SLE = Szisztémds lupus erythematosus; SS = Sjogren-szindroma. Az egészséges és a
beteg sejtek Western blotos vizsgdlata sordn kapott immunreaktiv savok optikai denzitds értékekeit hatdroztuk
meg. A betegekbdl szdrmaz6 mintdk értékeit ezutdn az ugyanazon gélen futott egészséges kontroll értékekre
normaltuk, majd az azonos betegségben szenveddk ezen normalizélt adatait dtlagoltuk. Minden adatot atlag +
SEM formdban fejeztiik ki, ahol a SEM értékeket a kontrollhoz, mint 100%-hoz viszonyitottuk. A kontrollhoz
mért szignifikdns (P<0.05) csokkenéseket * —val jelltiik, mig  mutatja a szignifikdns (P<0.05) novekedéseket a
szteroid kezelésben részesiilé csoport esetében a szteroid kezelésben nem részesiild csoporthoz viszonyitva.

Hasonléan a T-sejtekben kapott eredményekhez, a kortikoszteroid terdpidban részesiilo
SLE-s betegek monocitdiban a kiilonféle (csokkent szintll) PKC izoformak expresszidja
kiilonbozo mértékben tért vissza a kontrollhoz kozeli szintre. Nevezetesen, mialatt a nPKCo
és ¢ szintje jelentdsen és szignifikdnsan megemelkedett (Osszevetve a szteroid nélkiili
csoporttal), addig az aPKCC szintje tovdbbra is az egészséges monocitdké alatt marad (2.
tablazat és 4. abra). Végezetiil ezen monocitdkban kimutatott valtozasok szintén SLE
specificitast mutattak, hiszen a SS-s betegek hasonlé sejtpopuldcidjdban nem tudtuk a PKC

mintdzat szignifikdns valtozasat kimutatni (4. abra és 2. tablazat).
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In vitro kortikoszteroid kezelés hatdsa a PKC rendszer expressziojdra és az AA termelésre
Ezen fenti eredményeink arra utaltak, hogy a PKC izoformdk expressziés mintdzata,
valamint a kortikoszteroid kezelés kozott direkt, vagy indirekt kapcsolat 1étezik. J6l ismert
tovabba az is, hogy az SLE akut fazisdban a szteroiddal torténd terdpia hatdsira jelentOs,
dramai javulds kovetkezhet be mind a klinikai kémiai €s biokémiai paraméterek, mind a
betegek klinikai allapotaban. A PKC rendszer ezen folyamatban betoltott esetleges szerepét
tanulmdnyozva megvizsgaltuk az in vitro kortikoszteroid (10 pM hidrokortizon) kezelés

hatdsat a PKC expresszids profilra SLE-ben, valamint egészséges onkéntesek monocitdiban.
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5. dbra. In vitro kortikoszteroid kezelés hatdsa egészséges és SLE-s monocitdk PKC izoforma expresszidjdra
Egészséges onkéntesek (n=3) (A) és egy SLE-s beteg (B) izolalt monocitdit tires médiummal (kontroll), illetve
10 uM hidrokortizonnal 2 napon keresztiil kezeltilk, majd teljes RNS-t izoldltunk és reverz transzkripcidt
végeztiink random primerek segitségével. Az elkészitett cDNS prepardtumokbdl triplikdlt formaban PKC
specifikus Tagman primerek és probdk felhaszndldsdval Q-PCR amplifikdciét végeztiink. Az igy kapott abszoldt
értékeket a glicerin-aldehid 3-foszfat dehidrogendz (GAPDH), mint endogén kontroll értékeire normaltuk, majd
ezen normalizalt eredményeket a kezeletlen %-ban tiintettiik fel. Az A panelen ldthat6 adatok hdrom fiiggetlen
kisérlet kovetkeztében atlag + SEM formdjdban vannak kifejezve. Csillag reprezentdlja a szignifikdns (P<0,05)
véltozasokat a kezeletlenhez viszonyitva.
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Kvantitativ ,real time” Q-PCR technikdt alkalmazva kimutattuk, hogy egészséges
kontrollokban a szteroid addsa szelektiven és szignifikdns mértékben novelte az nPKCe
mRNS szintjét, ugyanakkor SLE-s monocitdkban az in vitro kortikoszteroid kezelés hatisara
mind a nPKC3, mind a nPKCe mRNS expresszidja jelentdsen ndovekedett (5. abra A és B.).
Munkacsoportunk kordbbi kisérletei sordn kimutatta, hogy SLE-s betegek periférids
monocitdiban csokkent az AA termelés az egészséges kontrollhoz viszonyitva, ugyanakkor
ezen csOkkent produkcié nem volt igazolhatd a szteroid kezelésben részesiilo betegek
sejtjeinek vizsgalatakor [Sipka és mtsai, 2001].

6. dbra. Hidrokortizon kezelés hatdsa

800__ T [ kontroll  humdn  monocitdk AA

~ 700 termelésére
& 600: Az .izolélt ko.ntrolhl human
= ] monocitdkat két napig vivéanyaggal,
& 500+ illetve 10 uM hidrokortizonnal (HC)
3 400_' kezeltiik, majd 10°/ml denzitdsban
S 3 . £ .
S . ["HIAA jelenlétében 12-lyuku
g 300+ tenyésztéedényekben 20 6ran
% 200: keresztiil 37 ©°C-on inkubdltuk és
2 1 meghatdroztuk  a sejtek AA
< 100'_ termelését. Az  dbrdn  ldthaté
0 T . T : eredmények datlag = SEM formdban

Kontroll HC vannak feltiintetve.

Ezért kisérleteinkben elvégeztiik az egészséges egyének monocitdinak kortikoszteroid
kezelését is. Meglepetésiinkre azt tapasztaltuk, hogy a hidrokortizon terdpia a nPKCe mRNS
overexpresszidjdnak ellenére nem befolydsolta szignifikdns mértékben az AA termelést (6.
abra). Mindezen adatok arra utalnak, hogy egészséges és SLE-s monocitdkban a
kortikoszteroid kezelés kiillonb6z6 médon képes befolydsolni a PKC izoenzimek kifejez8dési
szintjeit, valamint ugy tlinik, hogy a nPKCe expresszidjanak novelése és az AA termelés

kozott nincs Osszefiiggés.
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A MonoMac-6 sejtvonal PKC rendszere

Eddigi eredményeink azt sugalljdk, hogy a limfocitdkban és monocitdkban lithat6
PKC abnormalitisok részben magyardzhatjdk a megvaltozott jelatviteli ttvonalakat és
sejtfunkcids defektusokat SLE-ben. Mindemellett az is valdszintsithetd, hogy a kiilonb6zo
PKC izoformaknak alapvet6 jelentdsége van bizonyos sejtfunkcidk, dgymint az AA termelés
szabalyozédsaban. Ezért egyértelmiinek tlint szdmunkra, hogy tovabbi kutatdsokat végezziink
az egyes PKC izoenzimek szerepének pontos megitélése végett. Tekintettel azonban arra,
hogy az SLE nagyon gyakran silyos mono- és limfopénidval tirsul, illetve a betegség
kezelése nagymértékben befolydsolhatja az altalunk vizsgélni kivant rendszer expresszidjat,
mikodését, kisérleteinkben a MonoMac-6 monocitoid sejtvonalat, mint monocita modellt
[Karimi és Lennartz, 1995; Zeigler-Heitbrock és mtsai, 1988, 1994], alkalmazva kivantuk
meghatdrozni a PKC izoenzimek differencidlt szerepét a sejtproliferdcidban és az AA
termelés szabdlyozasédban.

Western blot technikdt alkalmazva kimutattuk, hogy a MonoMac-6 sejtek
expresszaljak a klasszikus cPKCa és B-t, a novel nPKCS €s &-t, valamint az atipusos aPKCC-t;
nem tudtuk ugyanakkor kimutatni a nPKCn —ami periférids humdn monocitikban
megtaldlhaté — és mas PKC izoenzimek (cPKCy, nPKC6, aPKCAA, és PKCp) jelenlétét (7.
abra).

K(ir(;t(;roll PII\I/I(? 7.dbra. A MonoMac-6 sejtek PKC
<PKCo, . . — izoforma mintdzata és a PMA kezelés

g hatdsa

100 18,3 A sejteket 100 nM PMA-val kezeltiik
CPRCE  m— 2 napon keresztiil, majd (a kontroll
100 34,4 sejtekkel egyetemben) Western blotot
NPKCS (i  S— végeztiink specifikus anti-PKC
100 284 antitestek  felhaszndldsdval.  Ezt
nPKCs " — kovetéen az egyes PKC izoformdk
100 93.8 immunreaktiv sdvjait denzitométer
S—— I-’- segitségével kvantifikdltuk, majd az
aPKCG o ek igy kapott értékeket a kontroll
-aktin sejtekhez viszonyitva %-os formédban

B —_——— a— tiintettiik fel.
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Ezen eredményeket megerdsitették a Q-PCR-ral kapott adatok (8. abra), amelyek arrél is
informéltak, hogy a kiilonbdz6 PKC izoenzimek relativ kifejez0dési szintjei kiilonboznek.
Nevezetesen, bizonyos PKC izoformdk relativ magas (nPKC&>>>>cPKCB>aPKC{), mig
masok alacsony (cPKCo>nPKCg) expresszids szinttel birnak az endogén kontroll GAPDH-

hoz viszonyitva.
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8. dbra. A MonoMac-6 sejtek PKC izoforma mintdzata

A sejtekbdl teljes RNS-t izoldltunk, majd reverz transzkripciot végeztiink random primerek segitségével. Az
elkészitett cDNS prepardtumokbdl triplikdlt formdban PKC specifikus Taqman primerek és probak
felhaszndldsdval Q-PCR amplifikdciét végeztiink. Az igy kapott abszolit értékeket a glicerin-aldehid-3-foszfat-
dehidrogendz (GAPDH), mint endogén kontroll értékeire normalizaltuk.

A PMA szerepe a MonoMac-6 sejtek proliferdcidjanak és AA termelésének
szabdlyozdsdban

Ezt kovetden a MonoMac-6 sejtek PKC rendszerének funkciondlis szerepét kivantuk
tanulmanyozni. Ahogyan a 9. abra mutatja, az dltalinos PKC aktivitor PMA két napig
torténd alkalmazésa a sejtproliferacié szignifikans és dozisfiiggd csokkenését eredményezte.
Mindezzel parhuzamban Western blottal kimutattuk (7. abra), hogy a cPKCB és nPKCd
expresszidja nagymértékben csokkent (feltehetdleg az izoformdk down-reguldciéja miatt),

mig a cPKCa és aPKC( szintjei nem valtoztak. Erdekes médon a nPKCe kifejezédése
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novekedett a PMA kezelést kovetden. Mindezen adatok arra utalnak, hogy a megvaltozott

(down- és up-reguldlt) PKC izoenzimek medidlhatjdk a PMA sejtosztodast gatld hatdsat.

100 -\% 9. dbra. PMA kezelés hatdsa a
~ 901 T~ MonoMac-6 sejtek proliferdciojdra
§ 80 + A MonoMac-6 sejteket 50000
§I° 704 . . . sejt/lyuk denzitdsban 96-1yuki
g 601 % a tenyésztéedényben szélesztettiik,
§ 5l \ﬁ/* majd két napon keresztiil kiilonb6zd
é 0] koncentracigji PMA-val kezeltiik,
Ne) végill MTT-assay-t végeztink. Az
§ 307 dbran 4 fuggetlen kisérlet eredményei
g lathaték 4tlag+ SEM formdban. A
& 107 csillagok a szignifikdns kiilonbségeket

B S P jeldlik (p<0.05).

PMA (nM)

Ezt kovetéen, megvizsgdlva a PMA hatédsat az AA termelésre, azt tapasztaltuk, hogy a
forbol-észter kalcium jelenlétében jelentds novekedést okozott a sejtek AA felszabaduldsédban

(10. abra), ami tovabb erdsiti a PKC rendszer szerepét a monocitdk ezen sejtfolyamatdnak

szabdalyozésaban.

10. dbra. PMA kezelés hatdsa a MonoMac-

6 sejtek AA termelésére
. A MonoMac-6 sejteket 10°/ml denzitdsban
1400+ | | CHIAA jelenlétében 12-lyukd
* tenyésztoedényekben 20 6ran keresztiil 37
1200+ [ °C—}(])n inkub}:iltuk, majd  vivlanyaggal
g 1000 * * (kontroll), illetve 100 nM PMA és 5 uM
2 | | | i | kalcium ionoférral A23187 (PMA) kezeltiik
% 8001 4 ordn keresztiil. Ezt kovetden triplikalt
§ 6004 [ formdban meghatdroztuk a sejtek AA
g [ termelését. Ezen utébbi kisérletiinket
B 4004 megismételtik a cPKC gatlészer 20 nM
:E 2001 G66976 (G6+PMA), valamint az nPKC$§
gatlészer 100 nM Rottlerin (Rott+PMA) 1
0 ' . ' ' ' Ords preinkubdcidjat kovetden is. Az dbran
@“‘So\\ N G’(’)’Xw 9\0““?@ lathato eredmények dtlag + SEM formédban
vannak feltiintetve. A  csillagok a

szignifikdns kiilonbségeket jelolik (p<0,05).

Annak kideritésére, hogy mely PKC izoformdk jatszhatnak szerepet a PMA ezen
hatdsanak kivaltasaban, kisérleteinket elvégeztiik kiillonbozé PKC inhibitorok preinkubacidjat

kovetden is. A 10. abran lathat6, hogy a G66976 (20 nM), a klasszikus (esetiinkben tehat a
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cPKCa és B) gatloszere [Martiny-Baron és mtsai, 1993], valamint a Rottlerin (100 nM) (az
nPKC$ specifikus inhibitora [Gschwendt és mtsai, 1994]) sikeresen (szignifikansan) kivédte a
forbol-észter AA termelést fokozd hatdsat.

Az eddig bemutatott eredményeink arra utalnak, hogy bizonyos PKC izoenzimek
szabdlyozd szereppel birhatnak a MonoMac-6 sejtek AA termelésében és proliferacidjaban.
Az adatok ugyanakkor azt sugalljak, hogy az izoformdk meglehetésen komplex médon
(feltehetdleg egymassal ellentétesen) vesznek részt a PMA hatdsdnak 1étrehozasdban. Ezért
kovetkezd 1épésként az eldbbi inhibitorokat alkalmazva megvéltoztattuk az izoenzimek
endogén aktivitdsiat és megvizsgaltuk, hogy ezen beavatkozds hogyan befolydsolja a sejtek

nyugalmi, ,,bazalis” proliferaci6jit és AA termelését.
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11. dbra. Kiilonbozo PKC inhibitorok hatdsa MonoMac-6 sejtek proliferdciojdra
A MonoMac-6 sejteket 50000 sejt/lyuk denzitdsban 96-lyukd tenyésztéedényben szélesztettiik, majd két napon
keresztiil kiilonb6z6 koncentraciéji A) cPKC gatlészer Go6976-tal vagy B) nPKCd gétlészer Rottlerinnel
kezeltiik a sejteket, végiil naponta MTT assay-t végeztiink. Az dbrdn 4 fuggetlen kisérlet eredményei lathatok
atlag = SEM formdban. A csillagok a szignifikdns kiilonbségeket jelolik (p<0,05).

A G06976, a klasszikus izoformdk gétlészerét alkalmazva megéllapitottuk, hogy a
sejtproliferacio jelentés mértékben és dozisfiiggé médon csokkent (11/A. abra). Hasonld
eredményt kaptunk az nPKC$ inhibitor Rottlerin esetében is (11/B. abra), igy az adatok arra

utalnak, hogy a ,klasszikus” izoformdk valamelyike, valmint a nPKCS endogén aktivitdsa
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alapvetden sziikséges a MonoMac-6 sejtek ,,nyugalmi” prolifericiéjdhoz. Az AA termelés
tekintetében azt tapasztaltuk, hogy sem a G66976, sem a Rottlerin énmagdban alkalmazva

nem volt képes befolydsolni a bazélis AA felszabadulast (12. abra).

12. dbra. Kiilonbozé PKC inhibitorok
hatdsa a MonoMac-6 sejtek AA

800+ termelésére
7004 L ( A MonoMac-6 sejteket  10°/ml
@ [ denzitdsban [°H]AA jelenlétében 12-
g 600+ lyukd tenyésztéedényekben 20 o6rdn
\5 5004 keresztiil 37 °C-on inkubdltuk, majd
= vivéanyaggal (kontroll), illetve cPKC
g 400+ gatloszer 20 nM G66976-tal, valamint
':3 3004 az nPKC§ gitlészer 100 nM
% Rottlerinnel kezeltiik 4 déran at. Ezt
= 200+ kovetden triplikalt formaban
:E 1004 meghatdroztuk  a  sejtek = AA
termelését. Az dbrdn  lathat6
0 T T T eredmények datlag £ SEM forméban

Kontroll Rottlerin Go6976

vannak feltiintetve.

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

Kisérleteink ezen biokémiai médszerekkel torténd tovabbi folytatdsat szamos tényezd
korlatozta. Nevezetesen, az utdbbi idoben szdmos adat jelent meg az irodalomban [Davies és
mtsai, 2000; Soltoff és mtsai, 2001; Kayali és mtsai, 2002; Tapia és mtsai, 2006], amelyek az
elébb bemutatott PKC inhibitorok nem megfeleld specificitasara és szelektivitisara utalnak,
valamint a jelenleg forgalomban 1évd inhibitorok koziil nem all rendelkezésiinkre specifikus
nPKCe és aPKC( elleni gatlészer. Mindezek arra 0sztonoztek benniinket, hogy a PKC
izoenzimek differencidlt szerepének tovabbi tanulmdnyozdsa végett kiillonb6z6 molekuldris
bioldgiai technikdkat alkalmazzunk. Els6 1épésként elvégeztik a MonoMac-6 sejtekben a
jelenlévé PKC izoenzimek rekombindns overexpresszidjat. Nukleofekcids technikat
haszndlva a sejtekbe eGFP konjugalt, konstitutivan aktiv, rekombindns PKC izoformakat
juttatunk, mig a kontroll esetében iires eGFP vektort haszndltunk. A transzfekci6

hatékonysagat fluoreszcens mikroszképpal és Western blottal detektdltuk, mely el6bbi sordn
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bebizonyosodott, hogy 24 érdval a nukleofekcidt kovetden a sejtek 70-80 %-a expresszilja a

megfeleld exogén PKC izoformat (13. abra). Hasonl6 transzfekcids hatékonysagra utaltak az

dramlasi citometridval kapott eredmények is (adatok nem mutatva).

B .
-
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100 664 | 100 107
e [
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delta

beta 3-aktin delta 3-aktin
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K T K T 79,29 % K T K T 75,48 %
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78,74 %

13. dbra. A tranziensen overexpresszdlt eGFP-kapcsolt PKC izoformdk, valamint az iires eGFP vektor
transzfekcios hatdsfoka

A MonoMac-6 sejteket eGFP kapcsolt iires, illetve a megfelelé PKC koédot tartalmazd vektorokkal
transzfektdltuk a ,,Betegek és mddszerek™ fejezetben részletesen ismertetett médon, majd fluoreszcens képeket
készitettiink 24 ordval a transzfekciét kovetden. Minden kép jobb felsé részében ldthatéak azon kontroll
kisérletek eredményei, ahol a transzfekciés médium nem tartalmazott vektort. 24 déraval a transzfekciot kovetden
a kontroll (K) és a transzfektalt (T) sejtekbol Western blot technikdval a PKC izoformdk protein expresszidjat
hatdroztuk meg (bal alsé panelek). A immunjeleket denzitometridval kvantifikaltuk, majd az eredményeket (a
kontroll %-ban) az immunreaktiv savok folott tiintettiik fel.
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A tranziens overexpressziot kovetGen Osszehasonlitottuk a kontroll, iires eGFP
vektorral transzfektalt, illetve minden egyes PKC overexpresszor bazilis, valamint PMA

indukalt AA termelését.
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14. dbra. A PKC izoformdk tranziens overexpresszidjdnak hatdsa a MonoMac-6 sejtek AA termelésére

A MonoMac-6 sejteket eGFP kapcsolt iires, illetve a megfelelé PKC kédot tartalmazé vektorokkal
transzfektdltuk a ,.Betegek €s moddszerek” fejezetben részletesen ismertetett modon. 24 déraval a transzfekciot
kovetden a sejteket 10°/ml denzitdsban ["H]AA jelenlétében 12-lyuki tenyésztdedényekben 20 Gran keresztiil 37
°C-on inkubdltuk, majd vivéanyaggal (Bazilis), illetve 100 nM PMA és 5 uM A23187 kalcium ionoférral
(PMA) kezeltiik 4 6rdn keresztiil. Ezt kovetden triplikdlt formdban meghatdroztuk a sejtek AA termelését. Az
dbran lathat6 eredmények dtlag + SEM formdban vannak feltiintetve. A csillagok a szignifikdns kiilonbségeket
jelolik (p<0,05).

Amint a 14/A. dbra, valamint a 3. tablazat mutatja, az tires eGFP vektorral torténd
transzfekcié semmilyen aspektusban nem valtoztatta meg a sejtek AA felszabaduldsat, ami

igazolja, hogy a transzfekcids procedira nem befolydsolja a kisérletek specificitdsat.
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3. tablazat. A PKC izoformdk tranziens overexpresszidjanak hatdsa a MonoMac-6 sejtek AA termelésére

Izoforma Bazalis PMA
Kontroll 515454 1214415
eGFP 532+11 1207418
PKCa 558,6+4.9 885i33a
PKCB 701452 119764
PKC$ 713457 119833
PKCe 552+77 1267+67
PKC( 569+29 1119469

A MonoMac-6 sejteket eGFP kapcsolt iires, illetve a megfelelé PKC kédot tartalmazd vektorokkal
transzfektdltuk a ,.Betegek €s moddszerek” fejezetben részletesen ismertetett modon. 24 déraval a transzfekciot
kovetden a sejteket 10°/ml denzitasban [H]AA jelenlétében 12-lyukii tenyésztéedényekben 20 6rdn keresztiil 37
°C-on inkubdltuk, majd vivéanyaggal (bazilis), illetve 100 nM PMA és 5 uM kalcium ionoférral A23187
(PMA) kezeltiik 4 6ran keresztiil. Ezt kovetden triplikdlt formdban meghatdroztuk a sejtek AA termelését. Az
abran ldthaté eredmények atlag + SEM formdban vannak feltiintetve. *: szignifikdns csokkenés a PMA indukalt
AA termeléshez viszonyitva; b, szignifikdns novekedés a bazilis AA termeléshez képest; (p<0,05).

Lathat6 emellett az is, hogy a cPKCa, nPKCe és az aPKC( overexpresszidja nem
eredményezett valtozdst a sejtek bazalis AA termelésében (14/B., E., F. abra). Ezzel
ellentétben a cPKCP és nPKCd overexpresszidja szignifikdns mértékben novelte a bazdlis AA
felszabadulast (14/C. és D. abra). Mindazonaltal megallapitottuk azt is, hogy a cPKCa-val
torténd overexpressziot kovetden (ellentétben a tobbi izoformaval), a PMA indukdlt AA
termelés szignifikdns mértékben csokkent, azaz a konstitutivan aktiv cPKCa-val rendelkezd

sejtek részlegesen ,.kivédték” a PMA AA termelést fokozo6 hatasat (14/B. abra).

A cPKCp és nPKC 6 AA termelést fokozo hatdsdt kalcium-independens PLA, és DAG lipdz
titvonalon keresztiil fejti ki

Altaldnosan elfogadott, hogy az AA szintézisében résztvevd foszfolipiz enzimek
[Smith és mitsai, 2000; Balsinde és mtsai, 2002] — udgymint a citoszolikus (kalcium-
dependens) cPLA,, kalcium-independens iPLA,, valamint a DAG lipaz — gyakran lehetnek a

kiilonféle PKC izoformdk ,,down-stream” célpontjai [Karimi és Lennartz, 1995; Lin és mtsai,

36



1998; Guidarelli és mtsai, 2005]. Ezért, hogy megallapitsuk, hogy a cPKC és nPKC3J éltal
medidlt AA termelés mely PLA, enzim aktivdlasan keresztiil torténik, megvizsgaltuk a
MonoMac-6 sejtek bazalis AA termelését kiillonb6z6 PLA, inhibitorok, nevezetesen a cPLA,-
t gatlo AACOCF3 (100 pM), az iPLA; inhibitor PACOCF3 (10 uM), valamint a DAG lipdzt
specifikusan gatl6 RHC-80267 (10 pM) anyagok jelenlétében.
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15. dbra. A PLA, inhibitorok hatdsa a MonoMac-6 sejtek bazdlis AA termelésére

A MonoMac-6 sejteket eGFP kapcsolt {ires, illetve a megfelel6 PKC koédot tartalmazé vektorokkal
transzfektdltuk a ,.Betegek és modszerek” fejezetben részletesen ismertetett médon. 24 dérdval a transzfekciét
kovetden a sejteket 10°/ml denzitasban [*H]AA jelenlétében 12-lyuki tenyésztdedényekben 20 6ran keresztiil 37
°C-on inkubdltuk, majd cPLA, inhibitorral (100 uyM AACOCF3), iPLA, inhibitorral (10 uyM PACOCEF3), illetve
DAG lipaz géatloval (10 uM RHC-80267) kezeltik 4 6ran keresztil. Ezt kovetOen triplikdlt formédban
meghatdroztuk a sejtek bazdlis AA termelését. Az dbran lathaté eredmények atlag = SEM formdban vannak
feltiintetve. A csillagok a szignifikans kiillonbségeket jelolik (p<0,05).
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A kontroll, nem transzfektdlt sejtekben a cPLA, gatlészer alkalmazdsa nem
befolyésolta, ugyanakkor az iPLA,, valamint DAG lipaz inhibici6ja azonos mértékben és
szignifikansan csokkentette a bazdlis AA felszabadulast (15/A. abra). Fontos hangsilyozni
mindazonaltal, hogy ugyanezen jelenséget tapasztaltuk a két overexpresszor esetében is; azaz
az iPLA, inhibitor és a DAG lipaz gatlészere szignifikdnsan csokkentette a cPKCp és nPKCd
transzfekcidjat kovetden létrejott “megemelkedett” bazalis AA produkcidt, ugyanakkor a
cPLA,; inhibitor ineffektivnek bizonyult ezen gatlds 1étrehozasaban (15/B. és C. abra). Ezen
adatok megerdsitik tehdt azon feltételezést, miszerint a iPLA, és DAG lipdz enzimek
“downstream” foszforilaciés célpontjai lehetnek a kiilonbozé (jelen esetben a cPKCP és

nPKCd) PKC izoforméknak.

A c¢PKCp és nPKC 6 pozitiv, mig a cPKCa negativ modon szabdlyozza a MonoMac-6 sejtek
proliferdciojdt

A tranziens overexpresszids modszer sajndlatos modon tobb okbdl kifolydlag sem tette
lehetdvé a sejtek proliferacidjanak vizsgalatat. Egyrészt a transzfekciot kovetd 48-72 ordban a
sejtek nagy része (>50 %) elpusztult, masrészt fluoreszcens mikroszkdppal detektalva a GFP-
fizids proteinek expresszidjanak szignifikdns csokkenését észleltiik. Ezért masik molekuldris
biolégiai moddszert (nevezetesen az RNS interferencia technikét) alkalmaztunk, hogy
megdllapitsuk az elébbi harom izoforma (cPKCa és 3, valamint nPKCd) specifikus, endogén
szerepét a MonoMac-6 monocitoid sejtvonal proliferacidjanak szabalyozasiban. A sejteket
eloszor specifikus PKC ellenes siRNS probakkal transzfektaltuk (kontroll esetben a
transzfekciés médium {iires vektort tartalmazott). Ezt kvetden a beavatkozas hatékonysagat
naponta végzett Western immunoblot és denzitometria segitségével monitorizaltuk, kontroll
fehérjeként a B—aktin expresszidjat hatiroztuk meg. Ezzel parhuzamban a sejtproliferaciot

naponta végzett MTT assay-vel vizsgaltuk.
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16. dbra. A PKC izoformdk elleni siRNS probdk transzfekcidjdnak hatdsa az izoformdk expresszidjdra

(A-C): A MonoMac-6 sejteket cPKCa és B, nPKCS ellenes siRNS prébdkkal, valamint kontroll siRNS-sel
kezeltiik az ,,Betegek és mddszerek” fejezetben részletesen ismertetett médon. A beavatkozds hatékonysagat
ellendrizve specifikus PKC ellenes antitesteket felhaszndlé Western immunoblot technikat alkalmaztunk (felsé
két sav). Emellett endogén kontrollként a nem specifikus fB-aktin protein expreszidjat is meghataroztuk (alsé
sav). A megfeleld PKC izoformdk kvantitativ denzitometriai eredményeit a szimok reprezentdljak (részletesen a
D pont alatt). (D): Minden kisérlet sordn az izoformdk immunjeleit denzitometriaval kvantifikaltuk, majd a -
aktin expresszidjdra normalizdltuk. Ezt kovetden az eredményeket a 0. nap, mint kontroll, szdzalékdban fejeztiik
ki.

Ahogyan a 16/A-C. abra mutatja, az siRNS transzfekciot kovetdéen a megfelelé PKC
izoformak kifejez8dési szintjei jelentdsen lecsokkentek a kisérletsorozat 2. napjan. Ugy tinik,
hogy ez a jelenség reverzibilisnek volt mondhat6, hiszen a Western bloton lathaté immunjelek
erdssége a denzitometrids eredményekkel 6sszhangban (16/D. dbra) a 4. napon visszatért az
eredeti szint kozelébe. Kimutattuk, hogy a PKC inhibitorokkal kapott adatokhoz hasonléan
(11. abra) a cPKCPB és nPKCd ,.knock-down”-ja csokkentette (a 2. napon szignifikdns
mértékben) a sejtek novekedési titemét (17. abra), valamint, hogy ez a gatlé effektus a

kisérlet 4. napjara (a protein szintek normalizal6ddsaval parhuzamban) megsziint.
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1 17. dbra. A PKC izoformdk elleni
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%-nak. A csillagok a szignifikdns
transzfekciét kovetd napok kiilonbségeket jeldlik (p<0,05).

Fontos emellett megjegyezni azt is, hogy az siRNS technoldgiaval , kiiitott” cPKCp és
nPKCd eredményeképpen a 2. napon létrejott hatdst Gsszeadva pontosan a 2 napig onmagaban
alkalmazott 10-1000 nM PMA Adltal kivaltott ndvekedést gétld hatassal megegyez6t kaptunk
(9. és 17. abra). Mindezekkel ellentétben a cPKCa siRNS-vezérelt ,,down-regulaciéjanak”
kovetkeztében a proliferacié kismértékben (és szintén reverzibilisen) novekedett.
Osszességében ezek az adatok arra utalnak, hogy a cPKCB és nPKCS fokozza, mig a cPKCa

inkdbb gétolja a MonoMac-6 sejtek proliferdcidjat.

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

Kisérleteink kovetkezd 1épéseként, ismerve a PKC izoenzimek pontos szerepét a
MonoMac-6 sejtek proliferdcidjanak és AA termelésének szabdlyozdsiaban, meg kivantuk
vizsgalni az in vitro szteroid kezelés hatasat a sejtek PKC expresszids mintdzatira és az AA
termelésére. Megismételve korabbi kisérletiinket (5. abra) kimutattuk, hogy a MonoMac-6

sejtek esetében 10 uM hidrokortizon két napig torténd alkalmazisa (az egészséges kontroll
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monocitdkhoz hasonléan) mind protein (18/A. abra), mind mRNS szinten (18/B. abra)

szelektiven csak a nPKCe ,,up-reguléciéjat” okozza.

CPKCU e e s
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T T T T
alfa beta delta epsilon zeta
PKC

18. dbra. Hidrokortizon kezelés hatdsa a MonoMac-6 sejtek PKC expresszidjdra

A MonoMac-6 sejteket tires médiummal, illetve 10 uM hidrokortizonnal 2 napon keresztiil kezeltiik, majd (A)
protedz inhibitort tartalmazé lizis pufferben feltirtuk és Western blotot végeztiink. Elsddleges antitestként
poliklondlis (nyul) anti-PKC antitesteket, majd peroxiddz konjugdlt nyul ellenes, kecskében termeltetett
masodlagos antitestet (IgG) haszndltunk. Az immunreaktiv savokat erdsitett kemilumineszcens (ECL) Western
blot detektdld kittel vizualizaltuk. Az dbra szamos meghatarozds koziill mutat be egy reprezentativat. (B) A
sejtekbdl a hidrokortizon kezelést kovetden teljes RNS-t izoldltunk és reverz transzkripciot végeztiink random
primerek segitségével. Az elkészitett cDNS preparatumokbdl triplikdlt formaban PKC specifikus Tagman
primerek és probak felhasznaldsdval Q-PCR amplifikdciét végeztink. Az igy kapott abszolit értékeket a
glicerin-aldehid-3-foszfat-dehidrogendz (GAPDH), mint endogén kontroll értékeire normaltuk, majd ezen
normalizdlt eredményeket a kezeletlen %-ban tiintettiik fel. A panelen 14thaté adatok hdrom fiiggetlen kisérlet
eredményeit mutatjak atlag = SEM formdjaban.

Kovetkezd 1épésként megvizsgiltuk a MonoMac-6 sejtek AA termelését a

kortikoszteroid kezelést (€s ennek megfeleléen az nPKCe ,,up-reguldciéjat’) kovetden.

19. dbra. Hidrokortizon kezelés

7001 [ hatdsa a MonoMac-6 sejtek AA
2 600_' I termelésére
g A MonoMac-6 sejteket két napig
g 500 vivoanyaggal, illetve 10 uM
-§ 1 hidrokortizonnal (HC) kezeltiik, majd
5 400+ 10°/ml denzitdsban HIAA
3 200, jelenlétében 12-lyuki
z | tenyésztéedényekben 20 oran
é 200 keresztiil 37 °C-on inkubaltuk. majd
= meghatdroztuk  a  sejtek = AA
:% 100 termelését. Az  4brdn  ldthatd
0 ] eredmények dtlag+ SEM formdban
MM6 HC vannak feltiintetve.
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A 19. abran lathat6 adatok szerint a hidrokortizon kezelést kovetden a sejtek AA
felszabaduldsa semmiben nem kiilonbozott a kezeletlen sejtekéhez viszonyitva, ami tovabbi
bizonyitékul szolgilt azon feltevésiinkre, miszerint az nPKCe nem jatszik szerepet a

monocitoid sejtek AA termelésének szabédlyozasaban.
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MEGBESZELES

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

Kisérleteink elsé részében Osszehasonlitottuk az SLE-s betegek T-limfocitii PKC
rendszerének kifejez0dési mintdzatit egészséges kontrollok T-sejtjeivel, illetve maés
poliszisztémds  autoimmun  betegségben  szenveddk  hasonlé  sejtpopulécidival.
Megillapitottuk, hogy az irodalomban kordbban leirt csokkent dltaldnos PKC aktivitds
hatterében [Tada és mtsai, 1991] sejt- és izoformaspecifikus véltozdsok allnak, amelyeket
szamos tényezo, koztiik a betegek kortoikoszteroid kezelése, befolyasol. Kimutattuk, hogy a
szteroid terdpidban nem részesiildé SLE-s betegek limfocitdiban a legtébb PKC izoforma
expresszidja dramaian csokkent, mig a cPKCa kifejez6dése nem valtozott (3. abra és 1.
tablazat). Munkank masik jelentds felfedezése az volt, hogy azon betegcsoportban, akik
szisztémas kortikoszteroid kezelésben részesiiltek, a legtobb — de nem az 0sszes — izoforma
expresszios szintje javult (azaz a kontroll szinthez kozelitett). Fontos hangsilyozni, hogy
mindezen véltozasok kizardlag az SLE-s betegek T-sejtjeiben voltak kimutathatéak (az
MCTD-s és SS-s betegek esetében a kontrollal megegyez6 eredményeket talaltunk).

Osszességében ezen limfocitdkban nyert adataink a kovetkezd megfontoldsokat vetik
fel: (1) ismerve a PKC rendszer kdzponti szerepét a T-sejtek jeldtviteli folyamataiban [Tada
és mtsai, 1991; Szamel és mtsai, 1998; Bi és mtsai, 2001; Long és mtsai, 2001] jelen
felfedezésiink részlegesen magyardzhatja az SLE-ben latott komplex abnormalitdsokat; (2)
mivel ezen véltozdsok kizdrélag SLE-ben voltak ldthatéak, a PKC izoformaprofil
poliszisztémds autoimmun betegségekben torténd meghatdrozdsa (a szimos immunoldgiai és
biokémiai paraméter mellett) tovabbi differencidldiagnosztikai segitséget nydjthat, illetve

ravilagithat a betegségek eltérd patomechanizmusara; végezetiil (3) a szteroid kezelés hatdsa
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megmutatja, hogy a PKC izoformak megviltozott expresszidja SLE-ben feltehetdleg egy
tranziens allapotnak felel meg.

A T-sejtek szignéltranszdukcids valtozdsai koziil SLE-ben kozponti szereppel bir a
TCR {-lancanak csokkent expresszidja, hiszen a TCR aktivicié (€s az ennek kovetkeztében
kialakul jelatviteli kaszkad) vezet az autoreaktiv T-sejtek kialakuldsdahoz és végeredményben
a patoldgids autoantitestek termeléséhez [Liossis és mtsai 1998; Enyedy és mtsai 2001; De
Silva-Udawatta és mtsai, 2004]. Ahogy a bevezetésben részletesen emlitettiik, a szuppresszid
hatterében felmeriilt az Elf-1 transzkripciés faktor [Rellahan és mtsai, 1998, Leiden és mtsai,
1992, Gottschalk és mtsai, 1993] szerepe. Nevezetesen, vagy hidnyzott az aktiv Elf-1, vagy
annak kotédése a C-lanc promoteréhez volt hibds, aminek hétterében a molekula foszforilalt
allapotdnak megvaltozdsa dllt. Az is ismert emellett, hogy a nPKCO fokozza az Elf-1
foszforilacigjat és igy a molekula transzlokédcidjat a magba, eldsegitve ezzel a 98 kDa Elf-1
kapcsolodasat a TCRE-lanc promoéteréhez [Tsokos és mtsai, 2003]. Azon eredményiink,
miszerint a nPKC8 expresszidja jelentdsen csokkent SLE-ben €s ezt a kortikoszteroid kezelés
sem javitja, meger6sitheti a nPKCO kozponti szerepét az SLE-s T-sejtek csokkent szintli TCR
(-lancanak kifejez6désében, a megvaltozott jelatviteli kaszkddban, valamint a patolégids
autoantitestek termelésében. Ugyanakkor ezen adatok felhivjak a figyelmet a betegség

terdpidjaban leggyakrabban alkalmazott kortikoszteroid kezelés limitaltsagara is.

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

Hasonléan a T-sejtekhez, az SLE-s betegek monocitdiban is megvizsgéltuk a PKC
izoenzimek expresszios mintazatat. Els6ként mutattuk ki, hogy SLE-ben izoformaspecifikus
PKC defektusok vannak jelen, nevezetesen dramaian csokkent a nPKCo és g, valamint

minimalisan csokkent az aPKC( expresszidja (4. abra és 2. tablazat), amely egyik oka lehet
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az SLE-ben latott megvaltozott monocita funkcidknak. Jelen kisérleteink megerdsitették azon
irodalmi adatokat, miszerint a kortikoszteroid kezelés megvaltoztathatja a PKC rendszer
sejtfunkcidkra gyakorolt hatdsait. Kimutattak példaul, hogy a dexametazon szelektiven noveli
a cPKCy és nPKCeg expresszidjat, valamint aktivitasat patkany agyban [Dwivedi és mtsai,
1999]. Ehhez hasonléan mind a kortizol, mind a dexametazon szelektiven és kiillonboz6
mértékben fokozta a vaszkulatiraban a cPKCa, B és a nPKCe expresszidjat, ugyanakkor nem
véltoztatta a nPKCS és az aPKC( szintjét [Maddali és mtsai, 2005], a kortikoszteron pedig
csokkentette a cPKCa expresszidjat a borben [Birt €s mtsai, 2001]. Jelen munkankban protein
szinten Western blot technikdval kimutattuk, hogy az in vivo kortikoszteroid kezelésben
részesiild SLE-s betegek monocitdiban — ellentétben a nem kezelt esetekkel — az nPKC5 és ¢
expresszidja (csaknem teljes mértékben) normalizdlédik. Hasonlé eredményt kaptunk mRNS
szintli vizsgdlataink elvégeztekor, amikor szintén azt tapasztaltuk, hogy az in vivo szteroid
kezelés soran kizardlag az eredetileg is jelentosen csokkent nPKCd és € mRNS szintje ,,up-
reguldlodik”, mig a tobbi izoformaé véltozatlan marad (5/B. dbra). Ezen tilmenden érdekes
volt megfigyelniink, hogy egészséges Onkéntesek monocitdiban az in vitro szteroid terdpia
mas hatast eredményezett (5/A. abra); itt ugyanis a hidrokortizon hatasara kizardlag az
nPKCe mRNS expresszi6 fokozdédasat taldltuk. Ezen adatok feltételezik a szteroid

hatdsmechanizmusanak kiillonbozdségét az egészséges és beteg emberek monocitdiban.

A nPKCé és a cPKCp kiozponti szereppel bir a MonoMac-6 sejtek proliferdciojanak és AA
termelésének serkentésében

Kisérleteink masodik részében részletesen megvizsgaltuk egy monocita modellként
alkalmazott sejtvonal, a MonoMac-6 sejtek PKC rendszerének szerepét szamos sejtfolyamat
szabdlyozasaban. Tobbféle molekularis bioldgiai és biokémiai modszert igénybe véve

kimutattuk, hogy ezen sejtek, hasonléan a normdl humidn monocitikhoz, funkciondlisan
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mikddd PKC izoformdkkal rendelkeznek, nevezetesen expresszaljak a klasszikus cPKCo és
B-t, a novel nPKCS és &-t, valamint az atipusos aPKCC-t (7. és 8. abra). Kisérleteink sordn
elsoként mutattuk ki, hogy a nPKCS (ami legnagyobb mértékben van jelen a MonoMac-6
sejtekben, 8. abra) pozitiv médon befolydsolja a sejtek proliferacigjat és AA termelését. Ezen
megallapitasunkat a kovetkez6d bizonyitékokkal tdmasztjuk ald: (1) a kétnapos PMA kezelést
kovetdéen az izoforma jelentds mértékben ,,down-reguldlédott” - azaz alacsonyabb szinten
expresszalddott - parhuzamban a forbol-észter sejtek novekedési titemét gatld hatasaval (7. és
9. abra); (2) az nPKC¢ specifikus, farmakoldgiai inhibicidja gatolta a sejtproliferaciot (11.
abra); (3) az izoenzim szelektiv inhibitora csokkentette a PMA indukélt AA felszabaduldst
(10. abra); (4) az izoformat siRNS technolégidval ,kiiitve” a proliferacié szignifikdns
mértékben csokkent (17. abra). Mindemellett fontos megjegyezni, hogy az nPKCS inhibitor
Rottlerin nem befolyasolta a sejtek bazédlis AA termelését (12. abra), ami arra utal, hogy -
ellentétben a proliferacié szabalyozasaban betoltott szerepével - az izoforma endogén, bazalis
(meglehetOsen magas) expresszidja és aktivitdsa legnagyobb valdszinliség szerint nem vesz
részt a sejtek bazdlis AA termelésében. Ezzel ellentétben azt tapasztaltuk, hogy az nPKCd
rekombindns overexpresszidja (tovabb emelve az izoforma aktivitasat) szignifikdnsan novelte
a sejtek bazalis AA termelését (14. abra és 3. tablazat), azt sugallva ezzel, hogy az izoenzim,
az exogén aktivéciot kovetden, mar szerepet jatszhat szdimos olyan dgens aktivdldsdban, ami
serkenti az AA produkci6t.

Meglepden hasonlé kovetkeztetéseket sikeriilt levonnunk a mdsik magasan
expresszalod6 izoforma, a cPKCP MonoMac-6 sejtek funkcidiban betoltott szerepének
vizsgalatakor. Nevezetesen, az izoenzim kifejez6dési szintje szintén csokkent a PMA
proliferaciot gatlo hatasaval parhuzamban (7. és 9. abra), azonfeliil az endogén aktivitds
farmakoldgiai inhibicidja (11. abra), illetve az izoforma siRNS vezérelt ,eltiintetése” (17.

abra) egyarant szignifikdnsan gatolta a sejtek novekedési iitemét. Ezen adataink j6
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Osszhangban vannak azon kordbbi tanulmidnyok eredményeivel, amelyek leirtdk, hogy a
humédn mieloid THP-1 sejtvonal antiszensz-PKCp vektorral torténd transzfekcidja gatolta,
[Dieter és Schwende, 2000], ezen tilmenden a K562 eritroleukémia sejtekben ugyanezen
izoenzim rekombindns overexpresszidja fokozta a proliferaciét [Murray €s mtsai, 1993].

Az AA termelést vizsgdlva bebizonyosodott, hogy a cPKCp overexpresszidja szintén a
bazilis AA termelés fokozodasihoz vezetett (14. abra és 3. tablazat), mialatt a cPKCp
G066976 anyaggal torténd gatlasa kivédte a PMA AA termelést serkentd hatdsat (10. abra).
JOl korreldlnak mindezekkel azon irodalmi leirdsok, amelyek igazoljdk, hogy az egér RAW
264.7 makrofagokban a cPKCP medidlja a PMA AA termelést fokoz6 hatdsat [Lin és mtsai,
1998]. Ezen tdlmenden, szintén hasonléan az nPKCo-hoz, a cPKC[ endogén aktivitdsdanak
csokkentése sem befolydsolta a bazalis AA termelést (12. abra).

Végezetiil szintén fontos megjegyezni, hogy a cPKCB és az nPKCd
overexpresszorokban megnovekedett AA felszabadulés teljes mértékben megsziintethetd volt
(hasonldéan a kontroll sejtekéhez) az iPLA, és DAG lipaz inhibitorok alkalmazasakor (15.
abra). Mindezen adataink arra utalnak, hogy a MonoMac-6 sejtekben a cPKCp és nPKCd
izoformdk AA termelést fokozé hatdsukat a kalcium-fiiggetlen PLA, enzimek, mint a PKC

izoenzimek potencidlis ,,downstream” célpontjainak, aktivalasan keresztiil fejtik ki.

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

A cPKCo-val kapott adataink azt sugalltidk, hogy ez az izoforma (amely nagyon
alacsony expresszios szinttel bir, 8. abra) minor és (legnagyobb valdsziniiséggel) ellentétes
szerepet jatszik a MonoMac-6 sejtvonal folyamatainak szabdlyozdsdban, ha osszehasonlitjuk
a cPKCP és a nPKCo izoenzimek funkcidival. Az egyetlen szignifikdns véltozds, amit az

izoenzim vizsgalatakor megfigyeltiink az volt, hogy a cPKCa overexpresszidja sikeresen
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megakadalyozta a PMA AA termelést fokozé hatisit (14. abra és 3. tablazat). Erdekes
moédon az izoforma tranziens transzfekcidjat kovetden sem véltozott meg a sejtek bazdlis AA
termelése (14. abra és 3. tablazat), ami arra utal, hogy az izoenzim nem jatszik szerepet ezen
sejtfolyamat szabdlyozasdban. Ha figyelembe vessziik tovabba, hogy az alacsony kifejezodési
szinttel rendelkez6 (8. abra) cPKCa siRNS vezérelt , kiiitése” kismértékben novelte a sejtek
novekedési iitemét, megallapithatjuk, hogy az izoenzim negativ szabalyozé szereppel birhat a
MonoMac-6 sejtek proliferacidjanak szabalyozasaban. Ezt a hipotézist tobb dokumentum is
alditdmasztja az irodalomban. Nevezetesen (1) antiszensz-cPKCa vektorral torténd
transzfekcié novelte a human mieloid THP-1 sejtek proliferacidjat [Dieter és Schwende,
2000]; (2) a cPKCa overexpresszidja gatolta a K562 humén eritroleukémia sejtek novekedési
iitemét [Murray és mtsai, 1993]; (3) a 32D egér mieloid progenitor sejtvonalban a cPKCa
résztvett a TPA indukalt mieloid differencidcidoban [Mischak és mtsai, 1993]. Végezetiil a
cPKCa alacsony endogén expresszids szintje, valamint relative kis, de nem elhanyagolhato,
negativ funkcidja a proliferaci6 szabdlyozdsdban megmagyardzza a cPKC inhibitor G66976
anyaggal kapott ,,meglepé” adatunkat (11/A. abra). Feltételezésiink szerint a klasszikus
(esetiinkben cPKCa és B) izoformdkat gatlé G66976 hatasat leginkabb a sejtosztédast fokozd
cPKCpP gatlasan keresztiil fejtheti ki, amelynek expresszids szintje tobb mint 7-szer
meghaladja a cPKCa-ét (8. abra), s ezzel Osszességében proliferdciot gatlé effektust
eredményez.

Véleményiink szerint a nPKCe és aPKC{ nem vesz részt az el6bb emlitett
sejtfolyamatok szabdlyozdsdban. El6szor is ezen izoenzimek tranziens overexpresszidja nem
valtoztatta meg a sejtek bazalis, vagy PMA indukalt AA termelését (14. abra és 3. tablazat).
Ezen tdlmenden a kétnapos PMA kezelés nem befolyasolta az aPKC{ kifejez6dési szintjét (7.
abra). Erdekes médon az nPKCe szintje gy tiint, hogy megduplizédott a PMA adésit

kovetden (7. abra), mindazondltal fontos megjegyezni, hogy ennek az izoformanak az
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expresszidja messze a legalacsonyabb (kevesebb, mint 1/20-a) a cPKCp-hoz viszonyitva, (8.
dbra). Osszességében ez arra engedtetett kivetkeztetni, hogy a protein szint ily mértékii
véltozdsa elhanyagolhaté szereppel bir, kiilonosen, ha Osszevetjilk azt a PMA cPKCp és
nPKC5 expresszidjara kifejtett hatdsaval.

Legjobb tudomdasunk szerint ez az elso leirdsa az irodalomban annak, hogy a jelen 1év6
izoformak kozil a kiilonb6z6 PKC izoenzimek specifikusan, eltérden és (leginkdbb)
ellentétesen szabdlyozzdk a monocitoid MonoMac-6 sejtvonal proliferaciéjat és az AA

termelését.

Kisérleteink klinikai jelentdségei, eredményeink potencidlis hasznositdsa

A disszerticioban eddig bemutatott MonoMac-6 sejtekbdl és SLE-s, valamint
egészséges egyének monocitdibol kapott adataink (reményeink szerint) a klinikai
gyakorlatban is relevancidval birhatnak. Kordbban munkacsoportunk kimutatta, hogy szteroid
kezelésben nem részesiild ,frissen diagnosztizalt” SLE-s betegek monocitdi csokkent AA
termeléssel rendelkeznek [Sipka és mtsai, 2001]. Jelen kisérleteinkben megallapitottuk, hogy
ugyanezen sejtpopuldciéban az nPKCd és € expresszidja meglehetdsen alacsony (4. abra és 2.
tablazat). Hozzatéve ehhez, hogy mind a betegek klinikailag hatdsos in vivo, mind az izolalt
monocitdk in vitro kortikoszteroid kezelése normalizélta a sejtek AA termelése mellett
mindkét izoforma expresszids szintjét (mRNS €s protein szinten egyarant 4. abra, 2. tablazat
és 5/B. abra) arra enged kovetkeztetni, hogy az SLE-s betegek monocitdinak megvaltozott
AA termelésének hatterében a patoldgids szintli nPKCd és/vagy ¢ allhat. Ezen tilmenden
kordabbi eredményeink szintén azt sugalljdk, hogy a monocitdk AA termelésének
normalizalédasa az SLE-s betegek szteroid kezelésekor az iPLA, ftvonal ,re-
aktivalodasanak” koszonhetd [Sipka é€s mtsai, 2001]. Mindezen adatokat kiegészitve a

disszertdcidban bemutatott eredményekkel, miszerint: (1) egészséges egyének monocitdiban
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és a MonoMac-6 sejtekben a szteroid kezelés szelektiven csak az nPKCeg ,,up regulacidjat”
eredményezte (5/A., 18/A. és B. abra), mialatt a sejtek AA termelése nem valtozott (6. és 19.
abra); (2) a MonoMac-6 sejtekben az nPKCd overexpresszidja novelte meg jelentdsen az AA
termelést, mig az nPKCe nem befolydsolta azt (14. abra és 3. tablazat); (3) az nPKCd
overexpresszidja altal bekovetkezett AA termelés fokozddas kivédhetd volt az iPLA,; inhibitor
alkalmazasaval (15. abra); egy érdekes hipotézisre hivja fel a figyelmet. Nevezetesen az
SLE-s betegek monocitdinak csokkent AA termelésének hatterében az nPKCS mennyiségi és
funkciondlis defektje &ll, ami el6re vetiti, hogy az izoforma sejtspecifikus szelektiv
aktivicidja jO terdpids lehetdség lehet az SLE-hez kapcsolt monocitafunkcié zavarok
megolddsara.

Sokkal nehézkesebb feladatnak tlinik ugyanakkor a kiilonb6z6 izoformék egyértelmii
szerepének megallapitisa és ezeknek megfeleld médon torténd korrekcidja a limfocitak
esetében. Eddigi eredményeink arra utalnak, hogy a limfocitdknal tapasztalt dltalanos PKC
aktivitds-mérséklodés alapja a (majdhogynem) Osszes izoforma expresszidjanak csokkenése,
igy az egyes izoformdk kozvetlen aktivdlasa, a jelenleg elérheté modszerek ismeretében,
meglehetésen bonyolultnak tlinik. Kisérletes adataink azonban azt sugalljdk, hogy az nPKC6
(amely expresszidjat a szteroid kezelés sem befolydsolta) kiilonleges szerepének tovabbi
részletes tanulmédnyozdsat kovetden szoba jon ezen izoforma aktivitdsdnak szelektiv fokozasa
az SLE-ben latott komplex limfocita abnormalitdsok korrigdldsara.

Fontos mindemellett hangsilyozni, hogy ezen valtoztatisoknak egyelére csak
teoretikus értékei vannak. Fel kell hivni a figyelmet arra, hogy a PKC izoformak eltérd sejt- és
szovetspecificitdsi expresszids- és funkciondlis profillal rendelkeznek. Ennek megfeleléen
alapvetd jelentdségii, hogy az izoformdk aktivdldsa, vagy szupresszidja csak a megfeleld
célsejtben jojjon létre. Nem kivanatos hatdst valthat ki egy olyan izoforma aktivitdsdnak

fokozésa, amely egy masik sejttipusban példaul a proliferacié serkentésében jatszik szerepet, s
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igy akdr malignus tumorok 1étrejottét eredményezi. Tovabbi nehézségeket okozhat, hogy - az
nPKCo-t példaként véve — egy izoforma ugyanazon sejtben tobb funkcidt is szabdlyoz, és az
aktivalas sordn nemcsak az AA termelés, hanem a proliferaci6 is novekszik. Ennek jétékony
(monocitopénidt ellensilyozd), avagy karos (leukémidt eredményezO) hatdsainak

feltérképezése azonban tovabbi intenziv kisérletes munkat igényelnek.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink sordn a protein kindz C (PKC) izoenzimek expressziés mintdzatat és
funkcidjat tanulmanyoztuk szisztémads lupus erythematosusos (SLE) betegek T-sejtjeiben és
monocitdiban, valamint a MonoMac-6 sejtek esetében. Igazoltuk, hogy az SLE-s betegek
limfocitdiban a klasszikus cPKCp, novel nPKC9, €, n és atipusos aPKC{ expressziéja, mig az
SLE-s betegek monocitdiban az nPKC9, ¢ és aPKC( szintje csokkent, ugyanakkor a tobbi
izoforma kifejez0dése nem véltozott. Kimutattuk, hogy mind az in vivo, mind az in vitro
kortikoszteroid kezelés (kiillonb6z6 mértékben) csaknem az Osszes (de nem minden) PKC
izoforma expresszidjat normalizlta. Bebizonyosodott, hogy ezen véltozasok kizardlag az
SLE-s betegek esetében mutathatéak ki, azaz Sjogren-szindrémads, Kevert Kotoszoveti
Betegségben (MCTD) szenvedok sejtjeiben a PKC izoformék kifejezodése nem valtozott a
kontrollhoz viszonyitva. A MonoMac-6 sejteket vizsgdlva igazoltuk, hogy két domindnsan
expresszalodo izoforma, a cPKCP és a nPKCd serkenti a sejtek AA termelését és
proliferacidjat. Bebizonyosodott tovabbd, hogy az AA felszabadulds novelésében a kalcium
independens foszfolipiz A, (iPLA;) és a diacilglicerol (DAG) lipaz jatszik szerepet.
Kimutattuk ugyanakkor, hogy a cPKCa kisebb mértékben expresszaloédik a sejtekben, és
antagonisztikus, gatld funkcidt tolt be az AA termelés és prolifericié szabdlyozasaban.
Osszességében megdllapitottuk, hogy a kiilonbozé PKC izoenzimek sejt-, szovet- és
betegségspecifikus, valamint Kkortikoszteroid kezelést6l fiiggd expresszids mintdzattal
rendelkeznek, tovabbd, hogy specifikus és egymdssal ellentétes szereppel birnak a MonoMac-

6 sejtek proliferdcidjanak és AA termelésének szabdlyozdsaban.

Kulcsszavak: protein kindz C, szisztémds lupus erythematosus, monocita, limfocita,

arachidonsav, proliferaci6, MonoMac-6 sejtvonal.
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