Protein kindz C izoenzimek szerepének vizsgélata keratinocytakon

Korébbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy a protein kindz C (PKC) izoenzimek (a kalciumfliggé
PKC-alfa és delta, valamint a kalcium-fuggetlen béta és epszilon) eltér6 modon befolyasoljak
sejttenyészetben tartott epidermdlis Keratinocytdk proliferaciojat és differencidlodasat. Az
enzimtipusok élettani funkcidjat az adott fehérjét overexpresszalé sejteken tanulmanyoztuk, melyet
plazmid alapu transzfekcioval valositottunk meg. Kilénbdzo testfelszini sertiléseket kdvetéen az
extracellularis ATP-nek fontos szerepe lehet a sebgyogyulés folyamatédban, mely hatasat sejtfelszini
purinoreceptorokon (P2X és P2Y) keresztil fejti ki. Kimutattuk, hogy a csokkent proliferacioju alfa és
delta klonok nyugalmi intracellularis kalcium koncentracidja hasonld értéket mutat, mint a kontroll
vagy Ures vektorral transzfektalt keratinocytaké. Ugyanakkor ezen sejteken az ATP adagolassal
kivéltott kalciumtranziensek szignifikansan nagyobb amplitudéval rendelkeztek, mint a kontroll sejtek
esetében. A megndvekedett proliferacioval jellemezheté béta és epszilon klonok esetében jelentésen
magasabb nyugalmi  kalciumkoncentraciot, viszont szignifikansan kisebb ~ATP-indukalta
kalciumtranzienseket mértink. A kalciummérések eredményei bizonyos purinoreceptor altipusok
expressziojanak jellegzetes valtozésaval voltak dsszefliggésbe hozhatok, még abban az esetben is, ha
azonos csoportba tartozé izoenzimek (o és ) overexpresszigjat vizsgaltuk. A PKC béta klonok
esetében csokkent P2X1 és megndvekedett P2Y1 immunpozitivitast tapasztaltunk a kontroll és a
PKC-alfa sejtekhez viszonyitva. Ugyanakkor az alfa izoenzimet overexpresszalé sejtekben a P2X7
pozitivitds volt szignifikAnsan magasabb, mint a tobbi sejttipus esetében. Ezen eredmények jo
egyezést mutatnak azzal a megallapitassal, mely szerint az ionotrop P2X receptorokat elsésorban a
sejtek differencidlédasaval hozhatok 0Osszefliggésbe, mig a metabotrop P2Y receptoroknak a
sejtproliferacio szabalyozasaban mutattdk ki szerepét. A P2X2 és P2Y2 receptorok expresszidjaban
nem tal&ltunk szignifikans kulonbséget a vizsgélt csoportok kozott. Ezen eredményeket bemutato
kdzlemény elfogadasra kertlt az Experimental Dermatology folyodiratban (Goénczi M et al,
Experimental Dermatology, 2008).

Munkaterviinkben szerepelt, hogy a PKC izoenzimek szerepét nemcsak overexpresszids
rendszerekben, hanem az adott fehérje transzlacidjanak gatlasa (RNS interferencia) esetén szintén
megvizsgaljuk. Bar a kozleményben kdzvetlenll nem szerepelnek a mérési adatok, de a PKC alfa és
béta izoenzimek tranziens siRNS transzfekciojat kovetéen torténtek funkcionalis kalciummérések a
fent emlitett eredmények megerésitésére. Ezen eredmények az ellentétes hatast mutattak, mint az
overexpresszios rendszerek, &m a kontroll sejtekhez viszonyitott kalciumkoncentracid valtozasok nem
voltak olyan mértékiiek, mint azt vartuk. Sajnos az altalunk kiprobalt siRNS szekvencidkkal stabil
transzfekciét nem valositottunk meg, a tranziens transzfekcid esetében pedig nem voltak
azonosithatéak a transzfektalt sejtek, igy a mddszer hatékonysagat sem tudtuk felmérni, amely
magyarazatul szolgalhat a kalciummérési eredményekre. Stabil transzfekcié létrehozésa azért nem
tortént meg, mert sajat tapasztalatok alapjan egy olyan altalanos szabalyozd rendszer, mint a PKC
esetében egy endogén izoenzim expresszidjanak megakadalyozdsa olyan kompenzécios
mechanizmusokat, igy esetleg méas izoenzimek kifejezédésének emelkedését hozhatja létre, amely a
mi esetiinkben jelentdsen befolyasolhatta volna az eredményeket.

Mivel ismert, hogy a PKC rendszer nemcsak a foszfatidil-inozitol szignalizacids Utvonalakat, de
ioncsatornak miikodését is képes befolyasolni, indokoltnak tartottuk megvizsgalni egy altalunk
keratinocytdkon megfigyelt és jelentés szereppel bird fehérje, a mechanoszenzitiv, ozmotikus
stresszre érzékeny ioncsatorna mukddésere kifejtett hatasat. Megvizsgaltuk HaCaT keratinocytakon a
csokkent ozmolaritdsi oldatok hatdsdt a membranpotencidlra, a sejtfelszini iondramokra, az
intracelluldris kalcium koncentraciora, illetve a sejtek novekedésére. Kisérleteink soran azt
tapasztaltuk, hogy hipoozmotikus oldatok a membranpotencialt negativabb iranyba toltak el és ezzel
parhuzamosan fokoztdk a sejten mérhetd teljes ionaramot. A fent emlitett mindkét valtozas
kifejezettebb volt a PKC rendszer aktivalasat kovetéen (forbol-észter elékezelés). Az Aaltalunk
regisztralt, hipoozmotikus oldatban aktivalédé ionaramot nagyrészt mechanoszenzitiv anion
csatorndkon ataramld Cl ionok hoztak létre, mivel kloridmentes kdzegben a fent emlitett valtozasok
jelentésen csokkentek vagy teljesen hianyoztak. A csokkent ozmolaritdsd oldatok spontan
kalciumszint emelkedéseket hoztak Iétre a HaCaT sejteken, amely szintén kifejezettebb volt a forbol-



észterrel elékezelt esetekben. A proliferacios vizsgalatokban tapasztalatunk szerint a hirtelen
bekovetkez6 ozmolaritds valtozds a keratinocytdk osztodasanak fokozodasat okozta. Ezen
eredményekbdl a kdzlemény elfogadasra kertlt (Gonczi M et al, Experimental Dermatology, 2007).

Napjainkban egyre fokozéd6 probléma a rosszindulatd bérdaganatok, a melanomak szaméanak
nagymertékii emelkedése a lakossag korében. Habar a téma a boérgyogyaszati kutatasok eléterében
van évek Ota, kevés adat all rendelkezésre az UV sugarzas kalciumhomeosztéazisra, illetve
purinoreceptor expressziora kifejtett hatasat illetéen. Kisérleteink ezen részében vizsgaltuk fenntartott
HaCaT keratinocytdk és primer normal huméan epidermalis keratinocytdk (NHEK) fent emlitett
folyamatait rovid idejii, nagy intenzitasi (60 mJ/cm?) UVB besugarzast kovetéen. HaCaT
keratinocytdkon 1 perces UVB besugarzas a sejtszam szignifikans csokkenését okozta a kontroll
allapothoz viszonyitva, mely véltozas erételjes idofliggessel volt jellemezhetd. A besugarzast kovetd
8, 12, 24, 36 és 48 odraval végeztik kisérleteinket, mig a besugarzés idétartaméanak ndvelése a
sejtszdm olyan mértékii gyors csdkkenését eredményezte, hogy az a tovabbi vizsgalatokat lehetetlenné
tette. Az él6 sejtek szdma 43, 66 és 75 %-al csOkkent a besugarzast koveto 24, 36 illetve 48 oraval, a
kontrollhoz viszonyitva. A purinoreceptorok kozll az apoptdzis-receptorként szdmon tartott P2X7
receptor degradalddasat tapasztaltuk immuncitokémia, Western blot és PCR technika segitségével
egyarant. A besugarzast kdvetéen a P2X1 receptor expressziojanak csokkenéset detektaltuk, mig a
P2X3 receptor kifejezédése ugyancsak modosult, a PCR kisérletek ezen utobbi receptor RNS-ének
részleges degradalodasat mutattdk. Funkciondlis méréseink eredményei szerint kontroll sejtekhez
viszonyitva a besugéarzas szignifikansan csokkentette a sejten beluli nyugalmi kalciumkoncentraciét
(10949 nM-rél 84+10 nM-ra), valamint a keratinocytdk ATP-re adott valaszat is (261+35 nM-rdl
120+31 nM-ra). Hasonld véltozasokat detektalhattunk NHEK sejteken is, &m a primer eredet és ezen
sejtek fokozott érzékenysége miatt a hatasok gyorsabban alakultak ki és kifejezetebbek voltak.
Eredményeinkbél a kdzlemény elkészitése folyamatban van, egy részik konferencia absztraktként
jelent meg (Gonczi M et al, Journal of Investigative Dermatology, 2008).

A Triadin 95 szerepének vizsgélata harantcsikolt izomtenyészeteken

Sikeresnek mondhato azonban kisérleteink azon része, ahol a triadin harantcsikolt izmokon
leirt, 95 kDa nagysagu fehérjének a kalcium homesztazisban betdltott szerepét vizsgaltuk. A triadin az
izmokban taldlhato kalcium felszabadulasi komplex elsé azonositott egysége, amely az excitacios-
kontrakcids folyamatok szabalyozasan keresztul alapveté szerepet jatszik az izomfejlédésben. Elsé
lépésben C2C12 egér eredetii sejtvonalon és egér primer sejtkultdrdn vizsgaltuk a triadin
overexpresszio hatasat. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a triadint overexpresszal6 C2C12
sejtekben az elemi kalciumfelszabadulasi események koziil az alacsony amplituddju spark-ok szama
megemelkedett, mig a nagyobb amplituddjd ilyen események frekvencidja lecsdkkent a kontroll
rostokhoz képest. A triadint taltermel6 egér primer izomtenyészeten jelentésen lecsokkent a spontan
kialakulé kalcium hulldmok frekvencidja.

Kisérleteink kovetkezé részeében patkany primer izomkultdran triadin-specifikus shRNS-t
(small hairpin RNS) alkalmaztunk a fehérje funkcionalis vizsgalatdhoz. A transzfekciot kdvetéen
immuncitokémidval kimutattuk egyes rostokban a triadin expresszidjanak csokkenéset. Konfokalis
mikroszképos felvételeink soran azt tapasztaltuk, hogy a triadin-shRNS-sel transzfektalt rostok
esetében a spontdn kialakulé kalciumhullamok és kalcium spark-ok szignifikdnsan nagyobb
amplitudoval és frekvenciaval jellemezhetok, mint a kontroll izomrostokon. Egyedi sejteken torténd
intracelluléris kalciummérés sordn kimutattuk, hogy mind a nyugalmi kalciumkoncentrécid, mind az
excitacids-kontrakcids kapcsolatot szemléltetd kalium-indukélta depolarizacié szignifikansan
megvaltozott a triadin fehérje expresszidjanak csokkenése vagy novekedese esetén. Ezen
eredményeinkbdl a kdzlemény elfogadasra kerult (Fodor J et al, Journal of Physiology, 2008).

Elkezdédtek azon vizsgalatok is, ahol a triadin expresszidjat az RNS interferencia segitségével
in vivo véltoztatjuk meg. Ennek soran igen hosszadalmas munkaval, de egyel6re eredményesnek tiing
moédon sikerlt egérben és patkadnyban elektroporéciéval megvaldsitani a transzfekciot. A
transzfekcidt kovetéen a vizsgalni kivant izmok kipreparalasa es enzimes emeésztése torténik, majd az
épen maradt rostokon a kisérletnek megfeleléen immunfestés, illetve fluoreszcens festékkel torténé



feltoltés kovetkezik, mely utébbi lehetévé teszi az elemi kalciumfelszabadulasi események vizsgalatat
konfokalis mikroszkoppal. A transzfektalt rostok azonositasat a specifikus SshRNS szekvencia
tervezésnél megvalositott fluoreszcens jellése teszi lehetévé. Ezen kisérleteink Kivitelezése még
folyamatban van, az eredmények kdzlésére egyel6re nem kerilt sor.

Terveink kozott szerepelt simaizomsejtek kalciumhomeosztazisanak, konkrétan a kalcium-
altivalt kdliumcsatornak és a kétporusu kaliumcsatornak (Kjp) szerepének vizsgélata. A munkaterv
elkészitésekor, kollaboracio keretén belil, rendelkezésunkre alltak operéaciobdl szarmaz6é human
mintak, amelyekbdl elindult a frissen izolalt, illetve primer simaizom sejtkulturdk fenntartdsanak
beéllitasa. Azért szerettlik volna ezen lehet6séget kihasznalni, mert ugyan rendelkezésre allnak
simaizom sejtvonalak, de azokban a sejtek élettani tulajdonsaga eltér az in vivo allapottol. Néhany
esetben tortént kisérlet killénb6z6 Kap csatorndk expresszidjanak bizonyitasara immuncitokémidval,
illetve funkcionalis elektrofizioldgiai mérésre, mely utobbi esetben sajnos nem sikerilt egyértelmiien
kimutatnunk a csatornan atfolyd aramot. Ennek oka az, hogy az overexpresszids rendszerekkel
ellentétben tobb mas kaliumcsatorna is expresszalodik a simaizomsejteken, amelyek akar
nagysagrendileg is nagyobb aramokat hozhatnak létre, mint az &ltalunk vizsgalni kivant endogén
kétporust kéaliumcsatorndk. Sajnos a kollaborécids partnernél megvaltoztatott operativ folyamatok
miatt ezen lehet6ségiink igen hamar megszitint, human mintak igy nem alltak rendelkezéslinkre.

TASK-3 receptor kimutatasa melanoma sejtekben

Mivel a Kyp csatornék élettani szerepe egyre tobb sejtben és vizsgalati rendszerben bizonyitott,
igen érdekesnek és fontosnak tint olyan kisérletek kivitelezése, amely a rendelkezéstinkre allé tébb
melanoma sejtvonalban, illetve human szdveti prepardtumokon térképezi fel ezen csatornatipusok
esetleges expressziojat, illetve azok szerepét.

A Ky csatorndk szerepét a membranpotecial beéllitdsaban és annak megvaltoztatdsdban mar
szamos helyen leirtak, sét jelenlétiknek pro- illetve anti-apoptotikus szerepet tulajdonitanak. A
beszdmolasi periodusban kollaboracios partneriinkkel (Sigma-Aldrich lIzrael) kifejlesztettiink egy
humén TASK-3-specifikus monoklonalis antitestet. Az ellenanyag hasznalhatdsagat immunhiszto- és
immuncitokémiai korulmények kodzott vizsgaltuk, a specificitast tranziens és stabil transzfekcios
rendszerek és Western-blot technika alkalmazasaval ellenériztik. Megallapitottuk, hogy mind a
sejttenyészetben fenntartott, mind a szdveti preparatumban talalhat6 melanoma malignum sejtek erés
TASK-3 immunpozitivitast mutatnak. Az immunjel6lédés dontéen intracellularis volt, tovabba
érintette a melanoma sejtek nucleusat is. A fehérje ezen véaratlan megoszlasat egy TASK-3-GFP
fazids fehérjét kodold vektor konstrualdséval, és a szintetizalodott termék megoszlasanak
vizsgéalataval erésitettiik meg (Pocsai K et al, Cell. Mol. Life Sci; 2006).

Mivel ezen fehérjéknek eddig nem ismeretes specifikus gatldészere, a csatorna funkcidjara
expressziojanak gatlasaval probaltunk kovetkeztetni a fenti sejteken. Erre a célra igen alkalmasnak
tiint az egyre szélesebb korben alkalmazott RNS-interferencia, igy kisérleteinkhez TASK-3 mRNS-re
specifikus shRNS szekvenciékat terveztiink. A transzlacio gatlasat, s ennek eredményekent a fehérje
expressziojanak csokkenését immuncitokémiaval kovettik nyomon. Ezzel egydtt a melanoma sejtek
szaménak csokkenését tapasztaltuk a sejttenyészetben, mig az shRNS-transzfekciot koveté
funkcionalis valtozasokat stabil transzfekcios rendszerben (HEK293 sejtek) patch-clamp technika
alkalmazasaval kovettik nyomon (Gdnczi M et al, Joint Meeting of the Physiological Society, the
Brazil Physiological Society and the FEPS, Brazilia; 2006).

Kisérleteink kdvetkez6 részében a melanoma sejtek TASK-3 immunpozitivitasat részletesebben is
megvizsgaltuk. Eredményeink arra utalnak, hogy a csatorna expresszidja elsésorban a
mitokondriumokra korlatozodik, ezt kettés immunfestéssel, mitokondrialis frakcio izolalassal és ezen
frakciokbol nyert csatornakon torténé single-channel mérésekkel igazoltuk (Ruszndk Z et al,
Virchows Archiv, 2008).

Ugyancsak a Ky csatorndk vizsgéalatdhoz tartoznak egy maésik fehérje, a TREK-1-el végzett
kisérletek. Kollaboracids partneriink (Faculty of Life Sciences, The University of Manchester)
felkérést kapott kordbban egy potencialis specifikus TREK-1 aktivaldszer tesztelésére. A csatorna



meglétét illetve mikddoképes kifejezédeset TREK-1-et overexpresszalo HEK?293 sejtvonalon,
molekularis biolégiai és funkcionalis mérésekkel bizonyitottuk. Az elektrofizioldgiai vizsgalatok
soran el6szor azon ismert anyagokat (arachidonsav, bikarbonat, fluoxetin) teszteltiik, amik korabbi
eredmények alapjan bizonyitottan befolyasoljak a csatorna miikddesét, majd a BL1293 anyag hatasait
kalonbdzé koncentracioban és eltéré protokollok segitségével vizsgaltuk. Eredményeink szerint az
overexpresszalt csatornat a BL-anyag koncentraciofuggé modon aktivalja, a félhatasos dozis 700 nM-
nak adddott. A szer specifikus hatasat mas Kyp csatornakat overexpresszalé HEK293 sejtvonalakon
(TASK-2, TASK-3) teszteltiik, ahol a mddszeriinkkel mért iondramokra az anyag nem volt hatassal.
Ezen eredmények poszter formaban keriltek bemutatidsra (Gonczi M et al, EPHAR Meeting,
Manchester, 2008). Terveink szerint a késébbiekben megvizsgaljuk az anyag membranpotenciélt
befolyasold hatasat izolalt hiagyhdlyag simaizom prepardtomokon, mivel feltételezhet6 a TREK-1
fehérje szerepe tulmiikddéses huméan holyagbetegségekben.



