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BEVEZETES:

A tobbsejtli ¢él6lények barmely sejtje elpusztulhat a szervezet homeosztazisanak
fenntartasa érdekében. A sejthalal programok sériilése tumorok és egyes
autoimmun korképekben megfigyelhetd is. A talzott intenzitasu sejthalal
ugyanakkor degenerativ betegségek, agyi traumak, mint a Parkinson koér, az
Alzheimer vagy Huntington betegség, retina levalas, iszkémia reperfizid
eléidézdje lehet. Az immunrendszerben zajloé, az immunrendszer kiilonb6zo
sejtpopulacidira hat6 sejthalal folyamatok a természetes és az adaptiv
immunrendszer  miikodésére is  jelentds  hatdst  gyakorolhatnak,
megvaltoztathatjak az immunvalasz intenzitasat, polarizaciojat.

Az elmult évek eredményei alapjan vilagossa valt, hogy nemcsak a sejthalal
intenzitasanak, hanem immunoldgia kimenetének pontos szabalyozasa is
1étfontossagi a szervezet szempontjabol. Az elmult évtizedekben szamos
sejthalal format irtak le, igy zz apoptdzis mellett tobb olyan sejthalal valt
ismertté, amely szabalyozott folyamat, de a membranintegritas elvesztésével,
ennek kovetkeztében DAMP felszabadulassal és gyulladas indukcioval jar. A
sejthalal immunologiai pro-, vagy antiinflammatorikus tolerogén/immunogén

kimenete meghatarozhatja az immunvalasz tovabbi 1épéseit.

A Fas receptor dltal indukadlt sejthalal:

A sejthalal receptorok aggregacidja lehetdvé teszi a FADD adapter molekula
asszociacidjat a receptorokhoz, amit a kaszpdz-8 toborzasa, majd
oligomerizécidja kdvet. A nagyméretli molekula komplexek kialakulésa lehetdvé
teszi, hogy az iniciator kaszpazok transz-autoproteolizissel aktivalodjanak, ami

cres

membran raft lokalizacidja, majd a receptor komplex internalizacidja kdveti.



Amennyiben ezek a 1épések gatoltak, nem alakul ki apoptozis. Mig a sejthalalt
kialakitd jelatviteli 1épésekrdl egyre tobb adat all rendelkezésre, az ezt gatld
mechanizmusok pontos miikddése kevésbé ismert, kiilonosen a jelpalya kezdeti
szakaszan. Az immunvalasz soran a Fas indukalt apoptozis szerepet jatszik a
fert6zott sejtek, tumorok elpusztitdsban, de nélkiilozhetetlen az autoreaktiv T és
B sejtek elpusztitasaban is, ezaltal a Fas-indukalt sejthalal megismerése az
immunolodgiai tolerancia szabalyozasanak is 0j lehetéségét jelenti. Miikodoképes
Fas/FasL hianyadban az egerek széruma emelkedett T sejt szamot, fokozott
ellenanyag ¢és autoantitest termelést mutat, mig emberben a hasonld

karakterisztikaju autoimmun limfoproliferativ korkép alakul ki.

Az aktivacio indukadlt sejthalal

Az aktivacio6 indukalt sejthalal az antigén eltavolitasat kovetGen feleslegessé valo
T sejtek elimindcidjaval biztositja a tolerancia fenntartasat. Eredetileg Fas fiiggd
folyamatként irtak le, de ismert, hogy FADD és caspase-8 hidnyban is lezajlik,
igy Fas fiiggetlen mechanizmusok is szerepet jatszanak a folyamatban. A
sejthalal ligandumok sejtfelszini megjelenését kovetéen membran kotott
formaban, sejt-sejt kontaktus utjan is eldidézhetik a sejthalalt, de az
ultracentirfugalassal nyerhet6 szekretalt vezikulumok felszinén is kimutattak
FasL, TRAIL és TNF expressziot. A vezikula ko6tott FasL a Fas receptorok
oligomerizacidjat valtja ki és ezen keresztiil képes apoptozist el6idézni, mig a
szolubilis FasL. monomer formdja elsésorban a sejthalal kompetitiv inhibitora,
Apoptozis inhibitorokkal nem lehet teljes mértékben megakadalyozni az AICD-
t, ami arra utal, hogy az apoptotikus jelpalyak mellett, eddig nem pontosan
ismert, nem apoptotikus sejthalal mechanizmusok is részt vesznek az AICD

mechanizmusaiban.



A B sejtek szelekcidja a germindlis centrumokban:

A B sejtek az antigén felismerését kovetéen a germinalis centrumokban
szelektalodnak, majd ezt kovetden a nagy affinitasti B sejtek proliferalédnak. A
szelekcio soran az egyes sejtek versengenek az antigénért és mig a legnagyobb
affinitasu sejtek a taléld szignalok hatdsara tovabb 1épnek a folyamatban, az
antigénért zajlé kompeticioban alulmaradé sejtek nem képesek az antigént
megkotni, internalizalni és prezentalni a helper T sejteknek, igy apoptozissal
elpusztulnak. A taléld szignalok megszerzéséért zajldo versengés egyuttal
nélkiilozhetetlen az autoreaktiv B sejt klonok elimindlasaban is. A nem
specifikus vagy autoreaktiv B sejtek szamara a legfontosabb sejthalal szignalt a
Fas receptor aktivacioja okozza. Az antigén specifikus sejtek talélését elsdsorban
a B sejt receptoron keresztiil érkezd stimulusok biztositjak, de emellett a
follikularis dendritikus sejtek, és follikularis helper T sejteken megjelend
receptorok (CD40, ICOS) és a termelt citokinek (IL4, IL21) is elésegitik az
antigénnel Szoros kapcsolatba keriild6 B sejtek életben maradasat. Az
immunvalasz egyes szakaszaiban (antigén talsuly) tobb B sejtre lehet sziikség,
ilyenkor az alacsonyabb specificitasi B sejtek is tulélhetnek, mig az
immunvalasz késo szakaszaban (csdkkend antigén mennyiség) mar csak az egyre
nagyobb affinitasu sejtek életben maradasa, memoria sejtté differencialodasa a
cél. A természetes immunrendszer felismeré mechanizmusai is befolyasolhatjak
a germinalisS centrumban zajlo szelekcids folyamatok kiiszobértékét, segitve,
hogy jelentdsebb antigén mennyiség intenzivebb B sejt valasz alakuljon ki.
Osszességében a sejthaldl, a B sejt receptor kdzvetitett és a nem anitégspecifikus

tulélo jelek egyensulya sokrétiien szabalyozott.



A sejthaldl folyamatok immunolégiai kimenete, az immunogén
sejthalal

Az utolsé néhany évben tobb az apoptdzistol fiiggetlen, szabalyozott, sejthalal
utvonalat is leirtak. Ezek tobbsége a membranintegritas elvesztésével, ennek
kovetkeztében DAMP felszabadulassal és gyulladas indukcioval jar. Az
immunvalasz soran a sejthaldl vagy mintazatfelismerd receptorok a sejtek
tObbségén apoptozist - ezen beliil a klasszikus FADD-kaszpaz-8 indukalt, illetve
RIPK1 fiiggd apoptozist, - a kaszpaz-1 medialt piroptozist és a RIPK1-RIPK3
fliggd nekroptozist egyarant aktivalhatjak. Az apoptdzis alapvetéen tolerogén
sejthalal, mivel a szomszédos vagy fagocita sejtek maradék nélkiil
bekebelezhetik az apoptdzissal elhalt sejteket, igy a folyamat soran nem
képzddnek veszély szignalok. A piroptdzis soran a sejt belsejébdl veszély jelek
szabadulnak fel, raadasul aktiv IL-1 is termel6dik igy ez a sejthalal forma erds
gyulladasi reakciokhoz vezet. A nekroptdzis soran szintén kialakulnak veszély
szignalok, de a RIPK1 fligg6 sejthalal formak egyidejiileg a T sejtek aktivaciojat,
azaz az adaptiv immunvalasz kialakulasat is elGsegitik, immunogén sejthalalt
indukalva. A denritikus sejtekrdl (DC) ismert, hogy folyamatosan fagocitaljak a
pusztult sejteket, €s ezt kovetéen képesek a fertdzott, vagy tumorsejtekbol
szarmaz$ antigén fragmenseket keresztprezentacioval bemutatni, ezaltal
lehet6vé valik a naiv CD8+ T sejtek aktivalasa. A RIPK1-fiiggd sejthalal
folyamatok elGsegitik, hogy a pusztult sejtekbdl szarmazo, fagocitalt fehérjék
peptidjei MHC | molekuldkon keresztil is prezentdlodjanak. A sejthalal
utvonalak immunolégiai kimenetének (tolerogén, inflammatorikus, immunogén)
befolyasolasa jelentds klinikai haszonnal jarhat a gyulladasi folyamatok szovet
destrukcidjanak  csokkentésében, az immunrendszer tumorok elleni

aktivaciojaban, a neurodegenerativ betegségek vagy a tumorok kezelésében.



EREDMENYEK:

A BCR aktivdacio a Gab2 adapter foszforilaciojan keresztiil az érett B
sejtek tulélését eredményezi

A sajat antigénekre specifikus B sejtek eliminalasa nélkiilozhetetlen a korai
fejlodési 1épések soran az autoimmunitas megelézése érdekében. A csontveldben
kialakul6 éretlen vagy a Iépben talalhato korai ’tranzicionalis’ B sejt alakokban
az antigénreceptoron érkezd szignalok apoptézist indukalnak, mig az érett B
sejtek szamara a BCR aktivaci6 tuléld és proliferativ szignalokat biztosit. A BCR
indukalt jelpalyak kiilonbsége azonban az érett/éretlen B sejtek esetében szinte
egyaltalan nem tisztazott.

Munkaink soran a tranzicionalis, illetve érett egér B sejtek aktivaciot kovetd
BCR jelatvitelét hasonlitottuk &ssze. Kimutattuk, hogy szemben az érett B
sejtekkel az éretlen B sejtekben BCR stimulacidt kovetdéen mar alacsonyabb
antigén dozissal torténd aktivacio hatasara is jelent6s tirozin foszforilacio alakul
ki. Ugyanakkor a Gab2 adapter fehérje intenzivebben foszforilalodott az érett B
sejtekben. A Gab2-t61 downstream elhelyezkedd6 ERKI1/2 transzkripcios
faktorok aktivacidja éretlen B sejtekben tranziensnek, mig érett B sejtekben
hosszan fenntartott bizonyult. Az ERKI1/2 foszforilaltsaganak csokkenése
magyarazhatja az éretlen B sejtek esetében a proliferacios valasz hianyat. Egy
tovabbi tanulmanyunkban igazoltuk, hogy a Gab2 tirozin foszforilacidjaért érett
sejtekben a Lyn és Syk kinazok a felelések a BCR aktivaciot kovetden. A
jelpalya folytatasaként a PI3K képes a Gab2-hez kapcsolodni és ezaltal a
sejtmembran kozelébe lokalizalodik, ami az antiapoptotikus PI3BK-AKT utvonal
aktivaciojat idézi el6. Eredményeink szerint a Gab2 altal kozvetitett taléld

szignal a B sejtes autoimmunitas szabalyozasanak kdzponti eleme lehet.



A TLRY és BAFF indukalt tilélé szigndlok vizsgadlata B sejtekben

A germinalis centrumban zajlé szelekcid sordn a B sejtek Fas indukalt
apoptozissal elpusztulnak, amennyiben a sejteket éré talélé szignilok nem
kompenzaljak a sejthalal stimulusokat. A leger6sebb tulélo jelet a B sejtek
szamara a B sejt receptoron keresztiil érkezé aktivacios szignalok jelentik,
biztositva az antigénspecifikus, nagy affinitasi B sejtek életben maradasat.
Munkdink soran azt vizsgaltuk meg, hogy a nyirokcsomdban az immunvalasz
soran megjelend tovabbi szignalok, a B-cell activating factor (BAFF) illetve a
TLR9 stimulacié, hogyan modositjak a Fas medialt apoptotikus és a BCR
indukalt taléld jelek egyensulyat.

A természetes immunrendszer sejtjei, illetve a follikularis dendritikus Sejtek altal
termelt BAFF az egyik legfontosabb citokin a B sejtek éréséhez. Ismert, hogy a
B sejtek mintazat felismer6 receptorokat is expresszalnak, amelyek a specifikus
antigén receptorral szinergizalva képesek a B sejt aktivaciot fokozni. A
metilalatlan CpG DNS szakaszokat felismeré TLR9-r6l kimutattuk, hogy
aktivacidja gatolja a B sejtek Fas kozvetitett apoptozisat. A TLR9 indukalt talélé
jelek mind a BCR, mind a BAFF altali talél6 jelekkel additivnak bizonyultak.
Eredményeink szerint a TLRY altal generalt talél6 jelek PKC, p38 és cABL kinaz
fiiggdek, mig a BCR kivaltott talélés PI3K és p38 aktivalodast igényelt.
Kimutattuk, hogy a BCR altal indukalt PI3K és a TLR9 altal kivaltott p38
aktivalodas egyarant gatolta a Fas-medialt kaszpaz-8 aktivaciot. Kimuattatuk,
hogy, a Gab2 overexpresszidja A20 B sejtvonalon megvédte a sejteket a Fas
indukalt apoptozissal szemben is és fokozta a BCR altal kozvetitett talél6 jelek
intenzitasat.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a B sejtek nem antigénspecifikus receptorain
indukalt apoptozistol is megvédhetik a B sejteket. A BAFFR és TLRY aktivacioja

igy nem kizardlag a nagy affinitast B sejtek tulélését biztositja, hanem a



természetes immunrendszer aktivacidjat kovetéen noveli a Szervezetben
megmaradd B sejtek szamat, ezaltal potencidlisan fokozza az immunvéalasz
hatékonysagat, de egytttal emeli az esetleges autoimmun reakciok

kialakuldsanak valdszintiségét is.

Az SHPI foszfataz szerepe a Fas medidlt jelatvitel szabdlyozasaban

A Fas indukalt sejthalal folyamatok kezdeti 1épéseiben a Fas receptor membran
raft lokalizaciojat, majd ezt kdvetéen a receptor internalizacidjat irtak le. Ismert,
hogy ezen 1épések nélkiilozhetetlenek az apototikus szignalok kialakulasahoz. A
Fas-citoszkeleton kapcsolat pontos szabalyozasa, azonban még kevéssé ismert.

Munkank soran vizsgaltuk, hogy az SHP1 foszfatdz hogyan szabalyozza a Fas
szignalizaciot. A20 B sejtvonalon csendesitettiik az SHP1 mennyiségét €s
kimutattuk, hogy SHP1 hianyaban jelentésen fokozodott a Fas fliggé sejthalal
intenzitasa. Eredményeink szerint az SHP1 konstitutivan asszocialodik a Fas
receptorhoz és megakadalyozza a sejthalal indukalé komplex kialakulasat, majd
az ezt kovetd kaszpaz-8, illetve kaszpaz-3 aktivalodast. FasL stimulaciot
kovetden az SHP1 disszocialddik a receptorrdl, ami lehetové teszi a Fas indukalt
jelpalyak aktivalodasat. Az SHP1 szubsztratjat keresve bizonyitottuk, hogy a
Vav (Rho/Rac guanin nucleotide csere faktor) defoszforilalodik Fas aktivaciot
kovetden, azonban az SHP1 csendesitett sejtekben a Vav foszforilacidja nem
csokkent. A Vav mennyiségének csokkentése A20 B sejt vonalon fokozta a Fas
kozvetitett sejthalalt, illetve Vav KO egerekbdl szarmazo B sejteken is
intenzivebb sejthalal volt megfigyelhetd, igy kijelenthetjiik, hogy a Vav az
SHP1-hez hasonldan a Fas indukalt sejthalal negativ regulatora. A Vav protein
hidnya nem fokozta az SHP1 hianydban mar megemelkedett Fas indukalt
sejthaldl intenzitast, mutatva, hogy a SHP1 és Vav azonos jelpalyan keresztiil

regulalja a Fas jelatvitelét. Ennek megfeleléen a Vav overexpresszidja megvédte



a sejteket az SHP1 csendesités altal fokozott sejthalaltol. Az ezrin fehérjérdl
kimutattak, hogy a Fas-aktin kapcsolat kialakulasaért felelds, ezaltal segitve a
Fas internalizaciojat, majd az ezt koveté apoptotikus folyamatok elindulasat. A
Vav, illetve ezrin fehérjék overexpressziojaval bizonyitottuk, hogy az SHP1 altal
defoszforildlt Vav kompetitiven gatolja a Fas/ezrin és a Fas/aktin kapcsolatokat.
A Fas receptor a defoszforilalt Vav jelenlétében ezaltal nem képes a
ctioszkeletonhoz kapcsolddni, ami megakadalyozza a receptor endocitozisat és a
sejthalal szignalok kialakulasat.

Eredményeink ujdonsagot jelentettek a Fas receptor jelatvitelében, bizonyitva,
hogy az SHP1 és Vav fehérjék a Fas-citoszkeleton kapcsolat szabalyozasan

keresztiil gatoljak az apoptotikus szignalok kialakulasat.

Az immunvalaszban zajlo citotoxikus mechanizmusok vizsgalata

Periférias vér mononuklearis sejtjeibdl izolalt, majd ex vivo aktivalt T sejtek,
valamint phytohaemagglutinin-nal stimulalt Jurkat T sejt vonal feliilisz6janak
vizsgalataval kimutattuk, hogy az aktivalt T sejtek szenzitivnek bizonyultak a
feliiluszo altal indukalt sejthalallal szemben, a vérbol izolalt nyugvo T sejtek
azonban rezisztensek voltak. Az aktivalt T sejtek feliiliszojanak citotoxikus
hatasaban kulcsfontossagunak bizonyultak az ultracentrifugilassal nyert
szekretalt vezikulumok. Mivel a T sejt feliiliszo indukalt sejthalal intenzitasa
alapvetden valtozatlan volt vad tipusu illetve Fas receptort nem expresszalo
célsejteket sszehasonlitva, megallapithattuk, hogy a citotoxikus T sejtek altal a
termelt vezikulumok Fas fiiggetlen sejthalal folyamatokat is aktivaltak a target
sejtekben. Az irodalmi adatoknak megfeleléen Fas receptor jelenlétében foként
apoptotikus sejthalal indukalodott, Fas hianyaban azonban sem DNS
fragmentacio sem kaszpaz-3 aktivitds nem volt kimutathatd. A szekretalt

vezikulumok hasznélatakor z-vad pan kaszpaz gatlo jelenlétében is Kialakult
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sejthalal. Eredményeink szerint a szekretalt vezikulumok altal stimulalt Fas
fiiggetlen folyamatok kovetkeztében nem-apoptotikus sejthalal tutvonalak
aktivalodtak.

Ezt kdvetden munkank soran dsszehasonlitottuk a szekretalt vezikulomok altal
kivaltott Fas fliggd apoptotikus folyamatokat a rekombinans FasL, az anti-Fas
ellenanyag, illetve a FasL-ot overexpresszalo sejtek jelenlétében indukalodott
sejthalallal. Kimutattuk, hogy a szekretalt vezikulumok altal okozott, Fas-
medialt sejthalal eltérd jelpalydkat aktivalt, mint a Fas receptor kdzvetlen
stimulalasaval kivaltott folyamatok. Kisérleteinkben FADD, kaszpaz-8,
kaszpaz-9, illetve RIPK1 hianyos Jurkat sejtvonalak sejthalal érzékenységét
hasonlitottuk &ssze vad tipust Jurkat sejtekével. Eredményeink szerint a
szekretalt vezikulum indukalt apoptdzis FADD hidnyaban is lezajlott, de
feltétlen sziikség volt RIP1 kindz jelenlétére. A rekombinans FasL stimulacio
ezzel szemben FADD fiiggd modon okozott apoptdzist, RIPK1 hidnyaban is. A
szekretalt vezikulumok altali aktivacio a klasszikus Fas-FADD-kaszpaz-8
jelpalya helyett, igy Fas-RIPK1-kaszpaz-8 utvonalon keresztiil okozott
apoptozist.

Feltételezésiink szerint a vezikulumokban talalhaté egyéb komponensek
jelentdsen befolyasoljak a vezikulumok felszinén talalhatd FasL altal indukalt
sejthalal folyamatokat, ami lehetévé teszi, hogy egyidejiileg tobbféle sejthalal
folyamat aktivalédjon a célsejtekben. Ezek az tjonnan feltart sejthalal
mechanizmusok segithetnek az apopt6zis rezisztens tumorok elpusztitasat célzo

terapiak kialakitasaban.
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Az éretlen aktivalt dendritikus sejtek feliiluszoja RIPK1-fiiggd sejthalalt
indukal

A dendritikus sejtekr6l ismert, hogy képesek a fertézott, vagy tumorsejtekbdl
szarmaz0 antigén fragmenseket keresztprezentacioval MHC I-en keresztiil
bemutatni, ezaltal lehetévé valik a naiv CD8+ T sejtek aktivalasa. Az
intracellularis antigének szinte kizarolag a sejtek pusztulasat kovetden
keriilhetnek 4t a DC-kbe. A folyamat soran a sejthalal modalitasa is
meghataroz6, nem minden sejthalal Gtvonal eredményez hatékony fagocitozist,
DC aktivaciot és migraciot, vagy keresztprezentaciot.

Eredményeink szerint az éretlen, szovetekben lokalizalt DC-k feliiluszoja PRR
aktivaciot kovetéen képes sejthalalt indukalni. Ez a folyamat nagyban segitheti
az antigén atkeriilését az elhalo sejteket fagocitalo DC-kbe, hozzaférhetové téve
az intracellularis komponenseket is a DC szamara. Kimutattuk, hogy a DC
indukalt sejthalal RIPK1-fiiggd. Tobbféle immunogén sejthalal forma ismert,
koztikk elséként azonositottak a RIPKI1-medialt folyamatokat. Ezek alapjan
valdsziniisithetjiik, hogy a DC-k citotoxikus reakcidi felgyorsitjak a naiv T sejt
aktivaciot. Ez a megfigyelésiink egyben egy érdekes aspektusa PRR-DR
egylttmikodésnek is, hiszen a PRR aktivalt DC-k a sejthalal receptorok
aktivacidjaval valtanak ki RIPK1 fligg6 apoptozist a target sejtekben.

A mintazatfelismerd receptorok hatdsa a sejthaldl és tiiléld szigndalokra,
a flagellin fokozza a Fas indukalt sejthalalt

A sejthalal receptorok mellett tobb mintazatfelismer6 receptorr6l is ismert, hogy
sejthalalt is okozhatnak. Megvizsgaltuk, hogy a mintazatfelismerd receptorok
aktivalasa modositja-e a sejthalal receptorok szignalizaciojat. Kimutattuk, hogy
a rekombinans flagellin, bar 6nmagaban nem okozott sejthalalt, de fokozta a

FasL indukalt apoptozist Jurkat sejteken. A flagellin azokban az esetekben is
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fokozta az apoptozist, ha a FasL helyett TNF, illetve TRAIL receptorok
stimulalasaval, vagy a citotoxikus T sejtek feliilluszojaval indukaltunk sejthalalt.
Eredményeinket megerdsitettiik vad tipusu, illetve flagellin hianyos Salmonella
enteritidis baktréiumok feliiliszojat hasznalva is. A vad tipusu baktériumok
feliiliszdja a rekombinans flagellinhez hasonléan fokozta a sejthalal receptorok
altal indukalt apoptozist, azonban a flagellin deficiens feliiltisz6 hatastalannak
bizonyult. Ez a hatas TLR5 antagonista ellenanyag hasznalataval gatolhato volt,
igy ez a receptor tehetd feleldssé flagellin jelenlétében kialakuld intenzivebb
sejtpusztulas kialakulasaért. Flagellin hatdsara a sejthalal receptorok RIPK1-
fliggd apoptotikus jelpalyakat is aktivalnak, mivel a flagellin sejthalalt fokozo
hatasa csak RIPK1-et expresszalo Jurkat sejteken volt megfigyelhets, RIPK1
deficiens sejteken azonban a sejtpusztulas mértéke nem valtozott. Eredményeink
alapjan, a mintazat felismer6 receptorok (TLRS5) egyidejii aktivacioja a sejthalal
receptorokkal, a kialakul6 sejthalal folyamatok immunogenitasat fokozza, ezaltal

serkentve a T sejt valasz beindulasat.

A kaszpaz-9 szabdlyozza a nekroptotikus sejthalalt

A kiilonbozé sejthalal folyamatok atkapcsolasat szabalyozé molekularis
programok nem minden esetben, illetve nem pontosan ismertek. A kaszpaz-9-et,
mint a mitokondrialis apoptotikus tvonal iniciator kaszpazat irtak le, azonban
szerepe a nekroptozisban egyaltalan nem volt ismert. In vitro kisérleteinkben
kimutattuk, hogy sejthaldl ¢és mintazatfelismerd receptorok stimulalasa
nekroptozist indukal vad tipust Jurkat és MEF sejtvonalakban, azonban kaszpéz-
9 hianyos megfeleldikben nem. In vitro eredményeinket a kaszpaz-9
nekroptézisban jatszott szerepér6l egy in vivo pankreatitisz modellben is
megerdsitettiik, amelyben a kaszpdz-9 acinus sejt specifikus hianya gatolta a
RIPK1 és RIPK3 foszforilaciojat és a pankreatitisz kialakulasat cerulein

indukciot kovetden.
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Irodalmi adatok szerint nekroptotikus stimulus hidnydban az Aurora kinaz
konstitutivan RIPK1-hez és RIPK3-hoz kapcsolddik és igy gatolja a spontan
nekroptozis kialakulasat. Sajat eredményeink szerint a kaszpaz-9 hianyos Jurkat
sejteken is a vad tipusu sejtekkel azonos intenzitast nekroptézis indukalhaté az
Aurora kindz gatlé szuboptimdlis (6nmagaban nem toxikus) koncentracioban
torténd hasznalata mellett. Megfigyeléseink arra utalnak, hogy a kaszpaz-9 nem
feltétlen sziikséges a nekroptozishoz, szenzitizalt sejteken annak hianyéaban is
végbe mehet a folyamat. Hasonld eredményeket kaptunk RIPK1 vagy RIPK3
overexpressziot kovetden is, mivel mindkét overexpresszalt sejtben kaszpaz-9
hianyéban is kialakult nekroptdzis.

Feltételezziik, hogy a kaszpaz-9, amely a mitokondridlis apoptdzis
kulcsmolekuldja, szerepet jatszik a nekroptozisban is, igy részt vehet az
apoptozis nekroptdzis atmenet szabalyozasaban. Esszerti feltételezni, hogy az
egyes jelpalyak kozos molekulai szabalyozhatjak az atmenetet az egyik sejthalal
utr6l a masikra, ezért a kaszpaz-9 ezaltal vonzo célpontot lehet a farmakologiai

beavatkozasokhoz a sejthalal diszregulacidja esetén.

Az antiinflammatorikus és a proinflammatorikus makrofigok
makrofigok sejthaldl érzékenysége eltéré

Az immunrendszer egyes sejtjei, azok altipusai eltéré érzékenységiick a
kiilonb6z6 sejthalal szignalokra. A sejttipusok eltéré fogékonysaga a sejthalal
stimulusokra terapias lehetdséget nytjthat a sejt aranyok modositasan keresztiil.
Kimutattuk, hogy az proinflammatérikus M1 és az antiinflammatorikus M2
makrofagok a legtobb vizsgalt apoptotikus és nekroptotikus szignalra egyforman
érzékenyek, azonban a TAK1 inhibitor jelenlétében indukalt nekroptozis az M2,
valamint a tumor asszocialt makrofagokban szignifikansan erdsebb sejthalalt

indukalt, mint M1 sejtekben. Eredményeink szerint az Aurora kindz gatlasaval
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az M1 makrofagok is érzékennyé valnak a TAKI inhibitor indukalt
nekroptézisra, igy feltételezziik, hogy az M1 sejtekben egy Aurora kinaz-medialt
tulélo jel is miikddik, szemben az M2 altipussal.

A kemoterapias szerek hatasa a tumor sejtek sejthaldlara intenziven vizsgalt,
azonban keveset tudunk, hogy hogyan modositjdk a tumor kornyezetben
talalhatd plasztikus sejtek aranyat, mikodését. Kimutattuk, hogy az Ml
makrofagok érzékenyebbek a doxorubicin indukalt sejthaldlra, mint az M2
altipus. Osszességében megéllapithatjuk, hogy az M1-M2 polarizalt makrofag
populaciok Osszetétele befolyasolhatdo eltéré sejthalal érzékenységiikon

keresztiil, ami 1) terapias megkdzelitéseket tesz lehetové.
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Legfontosabb 0j eredmények:

(1) A limfocitak fejlédésekor az elsddleges immunszervekben lezajlé negativ
és pozitiv szelekcios 1€pések soran az dnveszélyes és mikddésképtelen klonok
eliminalodnak. Vizsgaltuk a BCR-medialt jelatviteli kiilonbségeket a negativ
szelekcidban érintett éretlen és a periférias immunvalaszban résztvevd érett B
sejtek kozt. Kimutattuk, hogy

. az ¢éretlen B-sejtekben az anti-IgM stimulus intenzivebb tirozin-
foszforilaciot eredményez, mint az érett populacidban.

. érett B sejtekben a BCR aktivaciot kdvetden a Gab2 adapter fehérje
tirozinon foszforilacidja intenzivebb, mint éretlen B sejtekben.

. a Gab2 adapter proetin foszforilalddasa az anti-apoptotikus PI3K-AKT
utvonal aktivaciojat idézi el6

. az érett B sejtekben BCR aktivacio hatasara jelentés mennyiségii ERK
indukalodott.

. érett sejtekben az ERK foszforilacidja tartosan fennmaradt, szemben az
éretlen B sejtekben megfigyeltekkel, és az Elk-1 és a CREB aktivacio is
atmeneti volt éretlen B sejtekben, kdvetve az ERK foszforilacié kinetikajat.

(2) A germinalis centrum reakciok soran a FasL stimulus a B sejtek apoptozisat
indukalja, azonban az antigén felismerése tuléld jeleket kdzvetithet. Kimutattuk,
hogy

. a Fas-indukalt apoptozissal szemben a BCR tléld jeleket indukal,
amely hatdsat a BAFFR és a TLR9 stimulacio is fokozta egér B sejteken.

. a TLRO éltal generalt taléld jelek PKC, p38 és cABL kinaz fliggdek,
mig a BCR kivaltott talélés PI3K és p38 aktivalodast igényelt.

(3) Magvas sejtjeink szinte mindegyikén expresszalodik FAS receptor, ami

lehet6vé teszi az immunrendszer szamara a sejtek eliminacidjat. Vizsgaltuk,
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hogy a Fas-medialt jelatvitelt milyen reverzibilis mechanizmusok szabalyozzak.
Kimutattuk, hogy

. B-sejtekben az SHP1 tirozin foszfataz konstitutivan kapcsolddik a Fas
receptorhoz és megakadalyozza a sejthalal indukal6 komplex kialakulasat, majd
az ezt kovetd apoptotikus kaszkad aktivalodast.

. a Vav Rho/Rac guanin nukleotid csere faktor, SHP1 fiiggd modon
defoszforilalodik Fas aktivaciot kdvetden.

. a Vav fehérje mennyiségének csokkentése A20 B sejt vonalon fokozta a
Fas- kozvetitett sejthalal intenzitasat, mig a Vav overexpresszidja megvédte a
sejteket az SHP1 csendesités altal fokozott sejthalaltol

. az SHP1 foszfataz altal defoszforilalt Vav kompetitiven gatolja a
Fas/ezrin és a Fas/aktin kapcsolatokat, ami megakadalyozza a Fas receptor
endocitézisat €s a sejthalal szignalok kialakulasat.

(4) A sejthalal receptorok és a mintazatfelismerd receptorok interakcidja
kevéssé vizsgalt teriilet. Kimutattuk, hogy

. a rekombinans flagellin, bar 6nmagaban nem okozott sejthalalt, de
fokozta a sejthalal receptorok stimulalasaval kivaltott apoptozist Jurkat sejteken

. a vad tipus Salmonella enteritidis baktériumok feliiliszoja a
rekombinans flagellinhez hasonléan fokozta a sejthalal receptorok altal indukalt
apoptozist, azonban a flagellin hianyos feliiltisz6 hatastalannak bizonyult.

. a flagellin jelenlétében kialakuld intenzivebb  sejtpusztulas
kialakulasaért a TLRS a receptor tehet6 feleléssé.

. flagellin hatdsdra a sejthalal receptorok RIPKI1-fiiggd apoptotikus
jelpalyékat is aktivalnak.

(5) Az immunvélasz citotoxikus mechanizmusai szabdlyozzak a sejthalal
immunologiai kimenetelét is. Kimutattuk, hogy

. RIPK1-dependens sejthalal utak aktivalodnak a T sejtek és a dendritikus

sejtek altal kdzvetitett citotoxikus reakciokban.
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. a citotoxikus T sejtek altal a termelt vezikulumok Fas fiiggd és Fas
fiiggetlen sejthalal folyamatokat egyarant aktivaltak a target sejtekben.

. a citotoxikus T sejtek 616 funkcidinak hatasara Fas receptor jelenlétében
foként apoptotikus sejthaldl indukalodott, Fas hidnyaban azonban sem DNS
fragmentacié sem kaszpaz-3 aktivitds nem volt kimutathato

. a szekretalt vezikulumok altali aktivacio a klasszikus Fas-FADD-
kaszpaz-8 jelpalya helyett, a Fas-fiiggé RIPK1-kaszpaz-8 titvonalon keresztiil
okozott apoptozist.

. LPS vagy CLO75 aktivaciot kovetden a human éretlen monocita eredetii
dendritik sejtek feliiliszdja TNF-fiiggd apoptozist indukal.

. a dendritikus sejtek feliiliszoja RIPK1-fiiggd ¢és -fiiggetlen apoptozist
indukal

. a dexametazon altal kivaltott tolerogén stimulus csokkenti az éretlen
dendritikus sejtek citotoxikus kapacitasat.

(6) A kiilonb6z6 immunoldgiai kimenetii sejthalal folyamatok atmenetének
szabalyozasa kulcsfontossagi lehet a steril gyulladassal jardé korképek
terapidjaban. Kimutattuk, hogy

. A sejthalal és mintazatfelismerd receptorok stimulalasa nekroptozist
indukal vad tipusu Jurkat és MEF sejtvonalakban, azonban kaszpaz-9 hianyos
megfeleldikben nem.

. A kaszpaz-9 in vivo hozzajarul a cerulein altal kivaltott hasnyalmirigy-
gyulladas kialakulasahoz.

. A kaszpaz-9 szabélyozza a nekroszoma kialakulasat.

. Az AURKA vagy szubsztratja, a GSK38 gatlasa helyreéllitotta a
kaszpaz-9 hianyos sejtek nekroptozis érzékenységét

(7) Az M1 proinflammatorikus és az M2 antiinflammatorikus sejtek egyenstilya
meghatdrozé az immunvalasz polarizalasaban. Olyan sejthalal stimulusokat

kerestiink, amelyekkel a két sejttipus aranya szabalyozhat6. Kimutattuk, hogy
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. az M2 ¢és a tumor asszocialt makrofagok érzékenyek voltak a TAK1
inhibitor altal kivaltott nekroptdzisra, szemben az M1 makrofagokkal.

. az AURKA vagy a GSK3p inhibitorok jelenlétében az M1 makrofagok
is érzékennyé¢ valtak a TAK inhibitor altal kivaltott sejthalalra

. a makrofagokban legalabb két kiilonbozé nekroptotikus ttvonal
miikodik.
. Az M1 makrofagok érzékenyebbek a doxorubicin altal kivaltott

sejthalalra, mint M2 tarsaik.

(8) A kemoterapias szerek hatasa a természetes immunrendszer
tumorkdrnyezetben  elhelyezkedd  plasztikus  sejtpopulacidira  kevéssé
tanulmanyozott. Kimutattuk hogy

. Az antraciklinek jelenlétében torténd differencidlodas dozisfiiggen
ndveli a CTLA-4 expressziojat dendritikus sejtekben.

. A hasonlé alapon miikddé kemoterapias szerek (egyes platina alapu,
illetve antraciklin szerek) eltér6 hatassal lehetnek a makrofagok és DC-k
kemotaktikus potencialjara, citokintermelésére és T-sejt polarizacios

képességére.
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