ZAROJELENTES — OTKA 49231

»Az intracelluléris jelatvitel szerepe a proliferacio és differenciadlédas
szabalyozaséaban”

Kisérleteinkben az egyik kézponti intracelluléris jelatviteli molekulacsalad, a protein
kinaz C (PKC) rendszer izoenzimjeinek a sejtndvekedés, valamint a kapcsolodo

biolégiai folyamatok szabélyozasaban betdltott szerepét vizsgaltuk.

1. A PKC izoenzimek szerepe harantcsikolt izomsejtek in vitro és in vivo
novekedésének szabalyozasaban

A jelen kisérleteket megel6z8 munkank soran C2C12 egér myoblast sejtvonalban
szdmos PKC izoforma rekombinans stabil overexpresszibjat valésitottuk meg. Ezen
sejtek folyamatait vizsgélva kimutattuk, hogy a kilénféle PKC izoenzimek
differencidlodasat, valamint az in vivo tumorgenezis folyamatat. Megallapitottuk, hogy
a ,kalcium-figg8” cPKCa és [ izoenzimek overexpresszidja jelentdsen
differencidlodasi marker dezmin expresszigjat. Bebizonyosodott tovdbbéa, hogy ezen
izoformékat overexpresszaldé sejtek immunhianyos (SCID) egerekben a kontroll
sejtek altal kivaltott daganatokhoz képest nagyon hasonl6 szoOvettani

jelegzetességekkel bird, joindulatu, ugyanakkor kisebb méreti tumorokat indukaltak.

Ezzel ellentétben a nPKC® overexpresszidja dramaian fokozta a sejtek in vitro
proliferaciéjat, valamint lecsokkentette a dezmin expresszidjat. RNS-interferencia
(siRNA) technika alkalmazaséaval kimutattuk emellett, hogy a nPKC® siRNA-medialt
down-regulacidja teljes mértékben felfliggesztette a sejtek proliferacigjat. Fontos
eredménynek adddott tovabba, hogy az ezen izoformat kifejez6 sejtek extrém nagy
meéretl, gyakran kifekélyesed6 és verzg, valamint (szamos esetben) a kisérleti allat
jelentds sulyvesztését és halalat eredmeényez6 tumorok kifejlédését eredményezték.
Szovettanilag ezen daganatok igen magas sejtosztodasi rataval, a rhabdoid
differencidlodas teljes hidnyaval, valamint infiltrativ (azaz malignus) ndvekedési

tulajdonsagokkal voltak jellemezheték, mely a kisérleti allat subcutan szdveteinek



feldarabolédasahoz és roncsolédasahoz vezetett. Mindezek alapjan a nPKCd
overexpresszor C2C12 myoblastok &ltal indukdlt tumorok  malignus
rhabdomyosarcomaknak voltak diagnosztizalhatok. Erdekes megfigyelésiink volt
végezetul, hogy a C2C12 sejtekben endogén modon ki nem fejez6d6 nPKCe

overexpresszioja nem volt hatassal a vizsgalt folyamatokra.

Mindezen adataink azt sugalltdk, hogy a cPKCa és B izoformak a sejtek
proliferaciéjanak (kismeértékl) gatlasaban vehetnek részt, mig a nPKC® kbzponti
valamint malignus transzformécidjanak serkentésében és kialakitasaban. Mindezen
hipotézist tovabb vizsgalva human malignus rhabdomyosarcomébdl szarmazo
mintdkon (valamint egészséges szoveten) elemeztik a PKC izoformdk gén-
(kvantitativ ,real-time” Q-PCR) és fehérje (Western blot) szintl kifejez6dését.
Megallapitottuk, hogy a nPKCd expresszidja a legtdbb mintaban szignifikansan nétt,
mig a cPKCa szintje jelentésen csdkkent. Ezen adatok j6 egyezést mutattak a

C2C12 sejteken mért fenti eredményekkel.

Végezetil vizsgaltuk a nPKCd overexpresszor C2C12 sejtek altal a SCID egerekben
indukalt tumorok farmakoldgiai érzékenységeét is. Kimutattuk, hogy a nPKCd szelektiv
enzim aktivitasat jelentésen csokkentd) Bryostatin-1 jelentésen és doézis-fuggben

lecsokkentette az agressziv tumorok névekedését és méretét.

2. A PKC izoenzimek szerepe harantcsikolt izomsejtek transzmembran
szignalizaciéjanak szabalyozdsaban

Parhuzamos kisérleteinkben primer human vazizomsejteken és C2C12
myoblastokon vizsgaltuk a PKC izoenzimek szerepét a transzmembran szignalizacio
szabdlyozdsaban. Megallapitottuk, hogy a ,hiperproliferativ’ nPKC® izoforma
meghatéroz6 szereppel bir bizonyos sejtfelszini receptorokhoz kapcsolt celluléris
valaszok kifejl6édésében is. Human vazizomsejteken kimutattuk ugyanis, hogy az
inzulin-szerli novekedési faktor-l (IGF-I) fokozta a sejtek proliferaci6jat és
differencidlodasat, mely hatas kizérolag a nPKC® specifikus aktivitasdhoz volt
rendelheté. C2C12 myoblastokon megallapitottuk emellett, hogy az IGF-I mitogén

(azaz sejtproliferaciot, fuziét és differencialédast fokozo) hatasanak kifejlédéséhez a



nPKC? izoforma, valamint a mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) rendszer nPKCd-

fuggd aktivalédasa szukseges.

C2C12 sejtekben emellett vizsgaltuk a PKC izoenzimek szerepét a purinoreceptor-
medialt  szignalizdciéban is. Megallapitottuk, hogy a megndvekedett
differencialodassal jellemezhet6 cPKCa overexpresszor sejtekben (a kontroll
sejtekhez viszonyitva) igen jelentésen fokozodott az extracellularis ATP hataséara
kialakuld intracellularis kalciumkoncentraci6-emelkedés. Kimutattuk ugyanakkor azt
is, hogy ezen valtozas mind meértékét, mind kinetikai paramétereit tekintve
kilonbozott a tenyésztés-indukalta differencidlodéasi  folyamat sokdn  mért
kalciumjelek értékeitdl. Megallapitottuk emellett, hogy a cPKCa overexpresszio
jelentésen megvaltoztatta a sejtek purinoreceptor mintazatat, mely ismételten
kulonbozétt a tenyésztés soran kialakuld differencialodaskor mértektél. Mindezen
adataink a cPKCa differencidlodasi allapot-fliggé szerepét valdszinUsitették a

purinerg jelatvitel szabalyozasaban.

3. A PKC izoenzimek szerepe a human bér fiiggelékeibdl szarmazo sejtek
biologiai folyamatainak szabalyozasaban

Kisérleteink soran el6szér human bér flggelékeibél szarmazé sejttenyészeteken
jellemeztik a PKC rendszer tagjait. Human izolalt szértisz6-eredetl primer kilsé
gyokérhiuvely (ORS) keratinocytakon Western blot, immuncitokémia, valamint Q-PCR
technikak alkalmazasaval megallapitottuk, hogy a sejtek kifejezik a cPKCa és B; a
nPKCS, € és n; valamint az ,atipusos” aPKC( izoformakat. Egyik moddszer
alkalmazaséaval sem sikerilt ugyanakkor a nPKCO; az aPKCMi; valamint a PKCu
jelenlétét igazolnunk.

Hasonl6 megkozelitést alkalmazva human SZ95 sebocyta sejtvonalon (mely a
human faggyamirigyb8l szarmazé primer sebocytdk egyik legkivalobb modelljének
tekinthetd) kimutattuk, hogy a sejtekben a cPKCa és B; az nPKC9, €, 6 és n; az
aPKC(; valamint a PKCpu fejezédik ki. Kvantitativ denzitometrias Western blot
analizissel, valamint Q-PCR technikdval megallapitottuk tovabba, hogy a sejtek
tenyésztésével péarhuzamosan (azaz a proliferacio és differencidlodas
elérehaladtaval) a kulonféle izoenzimek szintje jelentés mértékben, de egymastol

eltér6 moédon valtozik: azaz a cPKCa szintie kis mértékben (kb. 20%) és



egyenletesen, mig a cPKCB, nPKCe, 6 és n szintje kevésbé egyenletesen, de
jelentésebb meértékben emelkedett (rendre kb. 40%, 60%, 80%, 40%); a nPKCd
expressziés szintje nem mutatott valtozast; az aPKC( szintje jelentésen csokkent
(40%).

A PKC enzimek funkcionalis szerepét tisztdzandd az SZ95 sejteket farmakoldgiai
vizsgélatoknak vetettik ala, az &ltalanos PKC aktivator PMA (forbol-12-mirisztat-13-
acetat), az altalanos PKC inhibitor GF109203X, a cPKC izoforma géatloszer G66976,
valamint a nPKC® gatloszere, a Rottlerin jelenlétében. Megallapitottuk, hogy a PMA
fokozta a sejtek differencialodasanak markereként értelmezhetd lipidszintézist, mig a
PKC gatloszerek énmagukban nem befolyasolték azt. Kimutattuk ugyanakkor, hogy a
Rottlerin és a GF109203X szignifikdnsan csOkkentette a SZ95 sebocytdkban a
lipidszintézist jelent6ésen fokozé arachidonsav (AA) hatasat, mig a Go6976

semmilyen hatassal nem volt a folyamatra.

Ezen eredményeink alapjan feltételezhetd volt, hogy a PKC rendszer endogén
aktivitasa nem vesz részt a sebocytak lipidtermelésének szabalyozasaban. Ugy tlint
ugyanakkor, hogy egyes PKC izoenzimek (pl. nPKC®) funkcionalis szereppel
birhatnak az AA lipidszintézist fokozd cellularis hatasanak kifejlédésében. Ezen
utdbbi hipotézis tovabb elemezve siRNA technikaval kimutattuk, hogy a cPKCa és 3,
valamint a nPKCe siRNA-medidlt ,lecsendesitése” nem volt hatdssal sem a sejtek
bazalis, sem az AA-indukalt lipidtermelésére. Megallapitottuk ugyanakkor, hogy (jé
dsszhangban a fenti farmakologiai kisérletek eredményeivel) nPKC®-specifikus
SiRNA proba alkalmazasa jelentés mértékben kivédte az AA zsirszintézist fokozo
hatasat (ugyanakkor nem befolyasolta a bazalis lipidtermelést), mely tovabb erdsitett

ezen izoforma meghatarozo szerepét a fenti folyamatban.

Vizsgalni kivantuk emellett a PKC rendszer esetleges szerepét az SZ95 sejtek in vivo
novekedésének szabalyozasaban is. Ezen kisérletek soran el6szor kontroll SZ95
sebocytak intradermalis injektalasaval kiséreltink meg daganatokat létrehozni SCID
egerekben. Erdekes médon a sejtek csak minimalis (1-5 mm), teljes mértékben
aspecifikus hisztologiai paraméterekkel jellemezhetd ,teriméket” hoztak létre; igy a

tumorgenezis vizsgalatara (ezesetben) sajnalatos médon nem nyilt médunk.



4. A PKC izoenzimek szerepe a human epidermalis keratinocytak sejtfelszini
markereinek, valamint transzmembran szignalizacidjanak szabalyozasédban

A PKC rendszer izoformdinak vizsgalatat tovabb folytattuk huméan epidermélis
keratinocytakon is, ezuttal a kulonféle sejtfelszini molekulak kifejez6désének
szabdlyozasat elemezve. Kimutattuk, hogy proliferdld6 humén epidermalis HaCaT
keratinocytakban jelentés mértékben expresszalddnak a basalis és spinosus réteg
markerei, a P-cadherin (P-cad, adherens junctio-specifikus cadherin) és a
desmoglein-3 (dsg-3, desmosomalis cadherin), mig a differencialédé sejtekben a
desmoglein-1 (dsg-1) kifejez6dése dominalt.

Ezt kovetben olyan moédositott HaCaT sejteket vizsgaltunk, melyekben vagy
rekombinans PKC izoformakat termeltettiink, vagy siRNA-medialt PKC izoforma-
specifikus ,csendesitést” hajtottunk végre. A fentiekkel j6 6sszhangban az nPKCo-t
overexpresszald (fokozott differencialdodassal jellemzett) sejtekben jelentésen
megemelkedett a dsg-1 szintje, mig a P-cad és dsg-3 expresszidja lecstkkent.
Ehhez hasonl6 adhéziés molekula mintazatot tapasztaltunk a cPKCa-t kifejezé6,
ugyancsak differencialéd6é sejtekben, de itt nem valtozott meg a dsg-1 szintje.
Hiperproliferativ PKC-overexpresszor sejteket vizsgalva kimutattuk, hogy mig a
nPKCe-t kifejez6 sejtekben a dsg-1 szintje csokkent, a dsg-3 szintje nétt, de a P-cad
kifejez6dése nem valtozott; addig az ugyancsak gyorsabb ndvekedési ratat mutatd
cPKCPB overexpresszorokban csak a P-cad emelkedett expresszidjat tudtuk tetten
erni. Mindezen eredményeinket (értelemszerien ,forditott eldjellel”) teljes mértékben
alatamasztottak siRNA Kkisérleteink is. Megallapithaté tehat, hogy a kulonféle
sejtfelszini adhézids molekulak kifejez6désének szabalyozasaban — a
differencialtsagi allapot egyértelmi hatasan tul — egyes PKC izoformak specifikus,

ugyanakkor egymassal ellentétes szereppel birhatnak.

Kulonféle cPKC izoformakat overexpresszald HaCaT keratinocytakon elemeztik
emellett a purinerg szignalizacié és az intracellularis kalciumkoncentracié ([Ca®'])
szabdalyozasanak kapcsolatat is. Megéllapitottuk, hogy a cPKCa-t kifejez6 (alacsony
proliferaciés ratdval és magas differencialtsagi fokkal jellemzett) sejtek nagyobb
[Ca®"]; ndvekménnyel vélaszoltak ATP adagoléasra (habar a sejtek nyugalmi [Ca*]-ja
valtozatlan maradt). Ezzel ellentétben, a cPKCB overexpresszor (hiperproliferativ és
alacsony differencialtsagt) keratinocytdkban megemelkedett a nyugalmi [Ca®'], de a



sejtek ATP-érzékenysége sokkal kisebb volt. Bebizonyosodott tovabba, hogy ezen
kétféle sejtek eltérd purinoreceptor mintazattal rendelkeznek. Azaz, a cPKCp-t
kifejez6 sejtekben (a kontroll és cPKCa-t overexpresszaldé keratinocytdkban
meértekhez képes) lecsokkent P2X1 és megemelkedett P2Y1 receptor kifejez8dése,
mig cPKCa-HaCaT sejtekben szignifikAns mértékben fokozddott a P2X7 szintje (a
P2X2 és P2Y2 kifejez6dése nem valtozott egyik sejttipusban sem). Mindezen adatok
arra utalnak, hogy a proliferacios és differencialtsagi allapot megvaltozasa egydtt jar

az [Ca®;

szabalyozasanak modosulaséaval. Eredményeink emellett azt is suggaljék,
hogy a PKC izoformak eltéré szereppel birhatnak a foszfatidil-inozitol jelatviteli

atvonal modulaciojaban.

Vizsgaltuk emellett a PKC izoformak kifejez6désében bekovetkezd esetleges
moédosulasokat kulonféle human epidermis-eredetli bérdaganatokban. Basalsejtes
carcinomat (basalioma) vizsgalva megallapitottuk, hogy a cPKCa és a nPKCd
kifejez6dése (mely izoformak overexpresszidja human epidermalis HaCaT
keratinocytdkban az in vitro és in vivo novekedés lelassulasat, valamint
differenciéltabb fenotipus kialakulasat eredményezte) jelentésen lecsdkkent a kontroll
mintak értékeihez képes (érdekes mddon a tobbi kifejez6dd PKC izoforma szintje
nem valtozott). Lapham carcinomaban ugyanakkor eltér6 PKC mintdzatot
tapasztaltunk: a nPKCd és a nPKCn szintje jelentésen lecsokkent, mig a nPKCe
(melynek overexpresszibja HaCaT keratinocytakban jelentésen fokozta a sejtek in
vitro és in vivo novekedési ratajat) és aPKCC kifejez6dése dramaian fokozddott a

tumoros mintakban.

5. A PKC izoenzimek szerepe human monocytoid sejtekben

Megvizsgaltuk tovabba a PKC izoforméak szerepét human monocytoid MonoMac-6
sejtek proliferacidjanak és AA-termelésének szabalyozasaban. PKC inhibitorok,
valamint molekuléris bioldgiai technikak (rekombindns overexpresszio, SiRNA)
alkalmazaséaval kimutattuk, hogy az igen jelentés mértékben kifejez6d6 cPKCB és
NPKC®S izoformak fokozzak a sejtek AA-termelését és proliferacidjat. Megallapitottuk
emellett, hogy az enzimek fenti hatadsait a kalcium-fliggetlen foszfolipaz-A2 és a
diacil-glicerol lipdz enzimek medialthatjdk. Bebizonyosodott tovdbba, hogy a toébbi
kifejez6d6 PKC izoforma koézul a cPKCa kismértékben gatolja, mig a nPKCe és
aPKCC nem befolyasolja a fenti sejtvalaszokat.



6. Kulonféle ,PKC targetmolekulak” vizsgalata a human bér fiiggelékeibdl
szarmazo sejteken

Laboratériumunkban szamos olyan jelatviteli molekula mikddését tanulmanyozzuk
(pl. purinerg és cannabinoid receptorok, tranziens receptor potencidl csatornak),
melyek funkcidjanak szabélyozasaban a PKC izoenzimek kdzponti szereppel birnak.
Ezen ,PKC targetmolekulak” vizsgalata soran SZ95 sebocytdkon az irodalomban
els6ként mutattuk ki a tranziens receptor potenciédl vanilloid-1 (TRPV1, azaz a
.Kapszaicin-receptor”) jelenlétét. Megallapitottuk, hogy a TRPV1 TRPV1 aktivalasa
kapszaicinnel dozis-fliggé és specifikus moédon gatolta a sejtek bazalis és AA
indukdlta lipidtermelését, lecsokkentette szamos, a lipidtermelést fokozé gén
expresszidjat, valamint bifdzisos médon megvaltoztatta a sejtek proliferaciojat. SIRNA
technikat alkalmazva kimutattuk tovabba, hogy a kapszaicin a ,TRPV1-csendesitett’
SZ95 sebocytakon teljes mértékben hatastalan volt (azaz nem befolyasolta sem a
lipidtermelést, sem a proliferaciét, sem a gének kifejez6dését). Erdekes volt
ugyanakkor megfigyelnink, hogy a ,TRPV1-csendesitett” SZ95 sebocytdk bazdlis
lipidtermelése (hasonlban a TRPV1 antagonista [-RTX-kezelt sejtekhez)
szignifikansan nagyobb volt, mint a kontroll sebocytaké. Ugy tiint tehat, hogy a
TRPV1-kapcsolt szignalizacié mintegy konstitutiven aktiv endogén mechanizmus

vesz részt a faggyumirigy lipidtermelésének negativ szabélyozasaban.

Ezen mechanizmus endogén aktivatorai utan kutatva SZ95 sebocytdkon vizsgaltuk
az AA-szarmazék ,endovanilloid” TRPV1 agonista anandamid (AEA) hatasat is.
Meglepetésre azt tapasztaltuk, hogy az AEA (az ,exovanilloid” kapszaicin hatasaval
ellentétben) jelent6sen fokozta a sejtek zsirtermelését, mely nem volt kivédhet6
TRPV1 antagonistakkal. Mivel az AEA egyben az endocannabinoidok egyik
képvisel§je is, ezt kovetben megvizsgaltuk az endocannabinoid rendszer tagjainak
jelenlétét a sejtekben. Kimutattuk, hogy a sebocytak jelentés mennyiségben
termelnek endocannabinoidokat, valamint, hogy a cannabinoid receptorok (CB) kozul
féként a CB2-t expresszaljak (a CB1-et ugyanakkor alig). Kombinalt farmakolégiai és
molekularis biolégiai kisérleteinkben (szintetikus agonistak, antagonistak, siRNA
technika) megallapitottuk tovabba, hogy az AEA zsirtermelést fokozd hatasat a CB2
receptor kdzvetiti, szdmos intracellularis jelatviteli mechanizmus (pl. a MAPK utvonal,
nPKC®, PPAR es RAR magreceptorok) aktivalodasan keresztil. Eredményeink

alapjan ugy tinik tehat, hogy a human faggyumirigy sejtieiben egymassal



ellentétesen mikodé TRPV1/vanilloid (a zsirtermelést gatld) és CB2/cannabinoid (a

faggyutermelést fokoz0) rendszerek jelentléte valdszinlsithetd.

Tovabbi kisérletinkben human sz6rtlisz6 szervkulturaban is vizsgaltuk az
endovanilloid/endocannabinoid AEA hatasat. Kimutattuk, hogy az AEA — hasonléan a
kapszaicin kordbban leirt TRPV1-medidlt hatasahoz —ddézis-fliggé maddon
meggatolta a szbrszal ndvekedését és a szOrtiszd matrix Kkeratinocytak
proliferacidjat, valamint apoptézist és regresszidés atalakulast (katagén) indukalt.
Leirtuk azt is, hogy ezen hatas (részben meglep6 mdédon) nem a TRPV1 aktivaciojat
keresztll, hanem a szdrtiuszé epithelidlis sejtrétegeiben kifejez6dé cannabinoid
receptor-1 (CB1) aktivalédasaként valosult meg. Ezzel j6 06sszhangban
megallapitottuk ~ tovabba, hogy az exogén cannabinoid vegyillet A9-
tetrahydrocannabinol teljes mértékben ,utanozta” az AEA cellularis hatésait.
Végezetil bebizonyosodott az is, hogy a TRPV1- és CB1-medialt mechanizmusok
egymastol fuggetlentl és additiv médon vesznek részt a szértisz6 ndvekedési

folyamatainak negativ szabalyozasaban.

Végezetll TRPV1 kifejez8dését vizsgaltuk egér bdrben. Az irodalomban elséként
mutattuk ki, hogy a receptor kifejez6dik a bér epidermalis keratinocytaiban, valamint
a szbrtuszé epithelialis kompartmentjeiben. Bebizonyosodott ugyanakkor az is, hogy
a hajciklus soran jelentds moddosulasok tapasztalhatok a TRPV1 expresszio
intenzitdsaban: a leger6sebb TRPV1-specifikus immunreaktivitdst a regresszios
(katagén) és nyugvo (telogén) szakaszokban mértik. TRPV1-knockout &allatok
vizsgalata soran megallapitottuk azt is, hogy jelentds késés regisztralhaté ezen
allatok hajciklusanak idejében (a vadtipusu allatok paramétereihez viszonyitva), mely
eredmény a receptor katagén regressziot serkent6 voltara utal (hasonléan a

laboratoriumunk altal kordbban k6z6lt human adatakhoz).

7. Konkluazié

Kisérletes eredményeinket 0sszefoglalva megallapithatjuk, hogy a kulonféle PKC
izoformék specifikus, egymassal gyakran ellentétes, ugyanakkor az adott sejt
tipusatol igen jelentés meértékben fuggé modon képesek a proliferacio,
differencidlodds, a mediatortermelés, valamint receptor-medialt jelatvitel
folyamatainak szabalyozésara.



