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1 BEVEZETES:

A tobbsejtl él6lények barmely sejtje elpusztulhat a szervezet homeosztazisdnak fenntartasa érdekében.
Az egyes sejtek funkcionalitasat, épségét a sejtek belsd onellenérzé programjai kontrollaljak, valamint
az immunrendszer is feliigyeli sejtjeinket. A korokozok elpusztitisa mellett az immunvalasz
mechanizmusai a szervezet szinte barmely sajat sejtjét is képesek eliminalni. Az immunvalasz soran az
intracellularis patogének mellett a tumorok kialakulasa is aktivalhatja ezeket az 616 mechanizmusokat.
Tovabba a sejthaldl folyamatok nélkiil6zhetetlenek az autoimmunitds kialakuldsédnak
megakadalyozasaban is. Ennek megfeleléen az immunrendszer sejthalal indukald képességének
csokkenése, autoimmunbetegségek, tumorok, fertézések kialakulasahoz vezethet, mig talzott reakcioi

kiilonb6z6 degenerativ betegségek megjelenéséhez.

Az egyes sejthalal formak direkt hatasuk mellett, eltér6 immunologiai kimenetiikon keresztiil is
befolyasoljak az immunvalasz lefolyasat. A sejthalal folyamatok immunologiai kimenetének

diszreguléacioja gyulladasos korképekhez és a szovet regeneracio hibaihoz vezethet.

Az autoimmunitds szabalyozasdban az elsddleges immunszervekben zajlo, rendkiviil intenziv
sejtpusztuldssal jar6 pozitiv és negativ szelekcids 1épések mellett a periférias tolerancia kialakulasahoz
is sziikséges a sejthalal folyamatok megfeleld6 miikodése. T sejtek esetében az aktivacidé indukalt
sejthalal (AICD), mig a B sejteknél a germinalis centrumokban zajlo szelekcids [épések jarulnak hozza
elsdsorban az autoreaktiv klonok szdmanak csokkentéséhez. Ezen folyamatok szabalyozdsat tobb
kézleményiinkben is tanulmanyoztuk. Mindkét folyamatban a Fas receptor altal aktivalt sejthalal
folyamatok felelések a felesleges limfocitak eltavolitasért, az immuntolerancia szabalyozasaért.
Dolgozatunk egyik {6 témaja a Fas-indukalt jelatvitel tanulmanyozasa, az immunrendszerre gyakorolt

hatasasnak vizsgalata.

A tumorok alapvet6 tulajdonsagai kozé tartozik a sejthalal gatlasa és az immunvalasz elkeriilése is. A
tumor mikrokornyezetének Osszetétele, sejtjeinek polarizacidja meghatarozé a tumor tulélése és a
metasztazisok kialakuldsa szempontjabol is. Mig a sejthalal terapids indukcidja tumorsejtekben
intenziven vizsgalt teriilet, a sejthalal hatdsa az immunsejtek 6sszetételére a tumor mikrokdrnyezetben
alig tanulmanyozott. Munkank soran vizsgaltuk kiilonb6zd sejthalal szignalok hatdsat immunogén €s

tolerogén makrofag és dendritikus sejt alpopulaciokra.

Az intracellularis fertézések elleni védekezés legfobb mechanizmusa a fertdzott, sajat sejtek
eliminécioja, a ,,patogén niche” csdkkentése. Ennek megfeleléen a sejthalal receptorok altal indukalt
apoptozis mellett a korokozokat érzékeld mintazatfelismerd receptorok is aktivalhatnak sejthalal
folyamatokat. A két receptor tipus egyiittmiikodésérdl kevés adat all rendelkezésiinkre, ezért

tanulmanyoztuk a sejthalal és mintazat felismerd receptorok egyidejli aktivaciojanak hatasat.

A gyulladas elkeriilése miatt az elhalo sejtek érzékelése és eltavolitasa is az immunrendszer feladatai

kozé tartozik. A sejthalal folyamatok lezajlasanak mechanizmusa is befolyasolja az immunreakciokat.
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A szervezett szamara elény0s sejthalal immunoldgiai kimenete altalaban tolerogén valaszhoz vezet,
azonban a vesz€ly szignalokat general¢ sejthalal folyamatok az immunrendszer aktivaciojat, gyulladast
eredményezhetnek. A tolerogén és immunogén sejthalal folyamatok optimalis egyensulya
nélkiilozhetetlen az immunrendszer homeosztatikus miikodéséhez. A sejthalal formak immunologiai
kimenetének alakitasa, terapias manipulalasdnak lehet6ségei még nem ismertek. Kutatasainkban a
leggyakoribb, tolerogén sejthalal folyamat a mitokondrialis apoptozis és a gyulladas indukalo

nekroptozis egymasra gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Intrinszik, mitokondrialis apoptdzis

A mitokondrialis apoptdzis folyamatai felelosek a szervezetben zajlo sejtelhalas dont6 hanyadaért. Ezen
az utvonalon keresztiil szabalyozodik a sejtek programozott sejthalala, féléletidejének meghatarozasa.
A programozott sejthalal mellett a sejteket ért kiilonb6z6 stressz szignalok, vagy a tlél6 jelek hianya is
kivalthatja ezen az itvonalon keresztil a sejtek szabalyozott pusztuldsat. Az intrinszik apoptozis kulcs
Iépése a mitokondrium membran permeabilitdsainak megvaltozasa, aminek eredményeként a
mitokondrialis térbdl citokrom c és tobb, az apoptozis lefolyasat szabalyozo faktor keriil a citoplazmaba.
A citokrom ¢ az Apoptotic protease activating factor 1-gyel (APAF-1) komplexet képezve annak
konformacid valtozasat idézi elé. A nyitott konformacioba keriil6 APAF-1 caspase activation and
recruitment domains (CARD) doménje ezt kovetéen kapcsolatot létesithet a kaszpaz-9 (CARD)
doménjével. A folyamat a citokrém c¢/APAF-1/kaszpaz-9-bol 6sszedlld apoptoszoma Osszeszerelddését
eredményezi. A kaszpaz-9, mint a mitokondrialis apoptdzis iniciator kaszpaza ismert. A kaszpaz-9
oligomerizacioja, illetve konformacio valtozasa lehetdvé teszi a molekula transz-autoproteolizisét, ami
a molekula aktivitasahoz vezet. Ezt kovetden akaszpaz-9 beinditja a kaszpaz kaszkadot az effektor

kaszpazok (3/7) inaktiv proformainak hasitasan keresztiil és igy az apoptotikus sejthalalt [1] (1. abra).
2.2 A BCL-2 fehérjecsalad szerepe az apoptozisban

Az intrinszik apoptozis folyamata tobb 1épcsében szabalyozott. A mitokondrium kiilsé membranjanak
permeabilitasat a BCL-2 fehérje csaldd pro- és antiapoptotikus tagjainak mennyisége és aktivitisa
ellendrzi. A BCL-2 Associated X-protein, a BCL-2 homologous antagonist/killer és a BCL-2 related
ovarian killer (BAX, BAK és BOK) porusképzé fehérjék felelések kozvetleniil membran atjarhatosag

fokozodasaért, a citokrom c felszabadulasaért [2].

A BOK miikddése - a masik két porusképzo tagtol eltérden - fiiggetlen a BCL-2 csalad tobbi tagjatol,
az apoptozisban betoltott szerepe is vitatott [3]. (A BOK fehérje szerepet jatszik az endoplazmatikus
retikulum/mitokondrium kontaktzondinak szabalyozasaban is [4].) Sejthalal indukaldé szerepe
els6sorban a proteaszoma rendszer hibaihoz kapcsolodik. A BOK konstitutivan ubiqutinalodik és az

ER-fiiggd proteszoma rendszerben folyamatosan bomlik, igy inaktivalodik. A proteaszoma rendszert
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érint6 hibak, vagy kiilonb6zé ER stressz folyamatok a BOK félélet idejét novelik, igy lehetové valik
mitokondridlis membranba torténd transzlokacidja, aminek eredményeként a hibas sejt apoptozissal

elpusztul [4].
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1. abra. Az apoptotikus jelpalyak osszefoglalasa. A sejtet ért pozitiv és negativ hatasok a BCL-2
fehérjecsalad pro as antiapoptikus tagjainak mennyiségén keresztiil befolyasoljik a sejt életképessegét,
amelyek a BAK és BAX proteinek legfobb szabalyozoi. Az intrinszik vagy mitokondrialis utvonal
aktivalodasat kévetéen a BAX és BAK fehérjék a mitokondrium kiilsé membranjan porusokat képeznek,
ami lehetévé teszi a citokrom c és tovabbi apoptozist segité fehérjék (SMAC, OMI) citoplazmdaba
aramlasat. A citokrom c felszabadulasa és az apoptozis inhibitor proteinek (példaul XAIP) gatlasa az
apoptészoma (citokrom-CIAPAF-1/kaszpdz-9) komplex dsszeszerelédését, ezen keresztiil az effektor
kaszpazok (3/7) aktivacidjat és a sejt rendezett szétesését indukdljak. Az extrinszik utvonalon a
sejtfelszinen expresszalodo sejthaldal receptorok specifikus ligandumokkal torténd aktivacioja, a
receptorok oligomerizaciojat, a sejthalal indukalo komplex (receptor/FADD/kaszpaz-8) Osszedllasat
eredményezi. A kaszpdz-8 direkt modon, illetve a Bid hasitdsan keresztiil novelve a proapoptotikus
fehérjék mennyiségét, az intrinszik utvonalon keresztiil is aktivalhatja az effektor kaszpdzokat [2].

A konstitutivan inaktiv formaban a mitokondrium membranban lokalizalt BAK ¢és a citoplazmaban
talalhato BAX szerepe az apoptdzisban nagyrészt redundans. Homo- vagy hetero-oligomerizaciojuk
nagyméretti, akar tobb szdz molekulabdl all6 komplexet, porusokat hozhat 1étre a mitokondrium
membranban, ami lehet6vé teszi az intermembran térbdl egyes molekulak citoplazméba aramlasat [5].
A pérus mérete, kialakulasanak kinetikaja fontos szabalyozo6 tényezok [6], de ennek részletei a dolgozat
témajat nem érintik. A BAK és BAX alapvetden inaktiv konformacioban talalhatoak és aktivitasukat
tobb tényez6 szabalyozza. A BCL2 csalad antiapoptotikus tagjainak kotodése gatolhatja a miikodéstiket,
mig a BCL2 csalad proapoptikus tagjai, illetve az aktiv BAX és BAK transz-autoaktivacioja vezethet a
porusképzéshez [6].
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A porusképz6 tagok mellett a BCL-2 csalad tovabbi tagjai is proapoptotikus funkcioja fehérjék. Az
aktivatorok (pl, tBid, PUMA, BIM) k&zvetleniil is kapcsolodhatnak a BAX és BAK fehérjékhez, ami
konformacid valtozast okozva eldsegiti azok aktivaciojat. A szenzitizalo tagok (példaul BAD, BMF,
BIK) elsésorban az anti-apoptotikus tagokhoz kapcsolodva felszabaditjak a BAX és BAK fehérjéket a
gatlas alol. Az antiapoptotikus tagok (BCL2, BCL-XL, MCL1, Al, BCL-w) mennyiségi talsulya a sejt
tulélését okozza. A proapoptoikus tagok akar az antiapoptoikus tagokhoz kétédve, akar a BAK és BAX
molekulakat aktiv konformacioba hozva aktivalhatjak azokat [2] (2. abra).

Upstream Pro-apoptotic Pro-survival Pro-apoptotic
signalling BH3-only BH3-only
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"
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=/
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2. abra. Az apoptozis mitokondrialis utvonalat a BCL-2 csalad pro és antiapoptotitkus tagjainak
egyenstlya szabalyozza. A mitokondrium membran atjarhatosagat szabalyozo BAK és BAX fehérjék
aktivitasa tobb lépésben kontrolldalt. Aktivitasuk fokozhaté egyes proapoptotikus tagok (BIM, BID)

......

komponensek miikédését. A BCL-2 csalad proapoptotikus, szenzitizalo tagjai hatdasukat elsésorban az
antiapoptotikus tagok gatldasdan keresztiil fejtik ki. A folyamatban szereplé komponensek aktivitasa
komplex transzkripcios és poszttraszkripcios szabadlyozas alatt all, amelyeket tulélé és stressz jelek
egyensulya hatdroz meg [7].

A kiilonboz6 stressz szignalok jellemzéen néhany, meghatarozott proapoptotikus tag mennyiségének
novekedését indukaljak, igy példaul az UV sugarzas a BIM és BMF, mig a hipoxia a PUMA, NOXA és
BNIP3 fehérjék termelédését serkenti [8]. Ugyanakkor a kiilonb6z6 taléld jelek, széveti ndvekedés
faktorok egyes antiapoptotikus tagok atirasat fokozzak, példaul az agy fejlodését a termel6d6 BCL-2
teszi lehet6vé [7], mig a csontvel6i IL-7 az MCL1 mennyiségét ndvelve biztositja a fejlodé limfocitak
tulélését [9]. A pro és antiapoptotikus tagok mennyisége elsdsorban transzkripcids szinten szabalyozott
[10]. Példaul a p53 a BAX, PUMA, NOXA fehérjék transzkripcidjat aktivalja, mig a BCL-2-ét gatolja,
ezzel szemben a klasszikus NFkB aktivacido a BCL-2 gének atirasat aktivalja. A termel6dott pro és
antiapoptotikus tagok aktivitasa posztranszlacios modositasokkal (foszforilacio, ubiquitinacio, hasitas)

és kiilonbozo kotddo partnerek altal is finomszabalyozhat6 [11].

Az egyes anti- és proapoptotikus tagok interakcioja részlegesen szabalyozott, igy példaul a BCL-2 nem
kapcsolodik a Hrk, vagy NOXA fehérjékkel, de a tobbi proapoptitikus taggal igen [7]. Amennyiben
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kiilonbo6z6 stressz szignalok (akar additiv) eredményeként, vagy a talélé jelek gyengiilése kvetkeztében
a proapoptoikus tagok mennyisége meghaladja az antiapoptotikus tagok mennyiségét a sejt apoptozissal
elhal [12]. A fenti szabalyozott folyamatok alhalmazaként beszélhetiink programozott sejthalalrol.
Szovet és életkor specifikusan az egyes sejttipusok élettartama, az egyes sejtek elhalasanak ideje
meghatarozott, amelyet jellemzéen bizonyos proapoptotikus tagok mennyiségének programozott
novekedése, (esetenként egyes antiapoptotikus tagok mennyiségének csdkkenése) idéz elé [12]. A
programozott sejthalal folyamatokat, igy a sejtek fél¢letidejét az elérhetd tuléld jelek mennyisége, illetve

a sejtet éro stressz jelek dsszessége is befolyasolja.

Kiilonféle korképek kialakulasa mogott az apoptozis szabalyozasban bekovetkezo elvaltozasok allnak.
A stressz jelek tulzott fokozodasa vagy a taléld jelek hianya kiilonb6zo degenerativ betegségeket
eredményezhet, mig a talélo jelek koros aktivitdsa autoimmunfolyamatokhoz, illetve tumorok

kialakulasahoz vezethet.
2.3 Az apotdzis inhibitor proteinek és a SMAC

A citoplazmaban talalhatdo Apoptdzis Inhibitor Proteinek csaladjanak harom tagja (IAP1, IAP2, XAIP)
sz€leskorli szerepet jatszik a sejthalal szabalyozasaban. Mindharom fehérje ubiquitin ligaz funkcioju.
A XAIP kotodése kozvetleniil gatolja az aktiv kaszpaz-9-et és az effektor kaszpazokat, a kaszpaz 3 és
7-ct. Ezen kiviil az TAP1 és IAP2 fehérjékhez hasonldan ubiqitinlja a kaszpaz 3/7-et, serkentve azok
proteaszoémalis lebontasat [13]. Az IAP csalad tagjai nem a prokaszpazokhoz, hanem a kaszpazok
hasitott, aktiv alakjaihoz kapcsolddnak. Az IAP fehérjék mennyisége a sejten beliil viszonylag allando,
mivel auto-ubiquitinaciora is képesek, igy mennyiségiik novekedése degradacidjuk fokozodasidhoz

vezet [14].

A mitokondrium kiilsé membranjanak atjarhatosaga nem csak a citokrém c kiaramlasat teszi lehetové,
de tobb mas, a sejthalal folyamatok szabalyozasaban fontos molekula is kikertil a citoplazmaba. A high
temperature requirement protein A2 (HtrA2, vagy Omi) szerin proteaz legfontosabb miitkodése, hogy a
XIAP és TAP fehérjék altali gatlas aldl felszabaditja a kaszpaz-9, 3 és 7 molekulakat [15]. A second
az TAP koté szekvenciaval rendelkezik, mint az aktiv kaszpazok és ezaltal a kaszpaz-1AP kapcsolat
kompeticios inhibitora, ezaltal felszabaditva a kaszpazokat a gatlas alol. Masrészt a kialakul6 SMAC-
IAP interakci6 ko-degradaciot is okoz, mivel az IAP ubiquitin ligadz aktivitasa mindkét kot6do partner,
igy az inhibitor ubibiquitinacidjat és proetoszomas lebontasat is indukalja [14].

A SMAC-IAP kapcsolat kialakulasaért egy minddssze négy aminosav hosszusagu (AVPI) szekvencia a
felelés. Az TAP antagonistdk/SMAC mimetikumok kifejlesztése intenziv kutatasok targya. A

mimetikumok az AVPI szekvencidhoz hasonld térszerkezettel rendelkeznek, az IAP fehérjék

crcr

gatolni [16].
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Mig a sejtben talalhatdé IAP mennyisége altalaban elegendé a spontan kaszpaz aktivacio
megakadalyozasahoz, apoptotikus szignalokat kdvetden azonban az aktiv kaszpazok megnoévekedett
mennyisége, valamint a mitokondriumokbdl felszabaduldé HtrA2 és SMAC kiaramlasa az |AP-medialt

gatlas feloldasat eredményezi.

Az TAP fehérjék ubiquitin ligaz funkcidja nem csak a proteoszomalis lebontast serkentd (K48)
poliubiquitin lanc kialakulasat indukalhatja, hanem fehérje-fehérje kapcsolatok kialakulasat is
elosegitheti (K-63 poliubiquitinacio), igy az NFkB jelpalyan keresztiil a sejt aktivacio fontos
szabalyozdja is [17].

2.4 A kaszpaz-9

Nyugvo sejtekben az APAF-1 altalaban monomerként van jelen, inaktiv, zart konformacioban, dATP-
hez vagy ATP-hez kotve. A citokrom c kotédésekor az APAF-1 konformacios valtozason megy
keresztiil (d)ATP hidrolizisével. Kialakul egy heptamer szerkezetii, kerékszerii apoptoszoma, amelyben
a hét , kiill6t” az APAF-1 molekulak alkotjak, az ezekhez 1:1 aranyban kot6do prokaszpaz-9 enzimek
»a kerék agyként” a komplex tetején helyezkednek el. A prokaszpaz-9 CARD doménje szelektiven
kot6dik az Apaf-1 CARD doménjéhez homotipusos kélcsonhatas révén (3. abra). Az apoptoszémahoz
kotddo prokaszpaz-9 konformacios valtozasa é€s/vagy a megnovekedett lokalis koncentracidja miatt
jelentds katalitikus aktivitassal rendelkezik, igy a kaszpaz-9, a tobbi iniciator kaszpaztdl eltér6en
hasitatlan formajaban is aktiv lehet. A kaszpaz-9 autoprocesszalodast kovetden (D315), vagy a kaszpaz-

3 altal (D330) is hasadhat. Mindkét forma aktiv proteazt eredményez [1].

>  XIAP
= —— &

Active caspase-3

3. abra. Az apoptoszoma kialakulasa a kaszpaz-3 aktivalédasat eredményezi. A citokrom c
kotédése az APAF-1 (barna-sdrga) konformdciovdltozdsdat és oligomerizdicidjat eredményezi. A
kaszapadz-9 kotédése a komplexhez aktivilja a protedtzt, ami autoproteolizishez, majd a kaszpdz-3
hasitdsahoz vezet. A XIAP fehérje szelektiven csak a D315-nél elhasadt kaszpaz-9-et képes gatolni [18].
A kaszpaz-9 aktivitasa adaptor proteinek kotddésével (XIAP, TUCAN, HAX-1) és poszttranszlacios
modositasokkal is szabalyozott. Szamos szerin-treonin kinaz (példaul ERK2, p38MAPK, AKT, CK2,
PKA) képes gatolni a kaszpaz-9-et, mig az ABL-1 altali foszforilacié aktivalja [19]. Ismert, hogy a
kaszpaz-9 nem csak az apoptédzisban vesz részt, de példaul szerepet jatszik a monocita differenciacioban,

axon degeneracioban, autofagiaban is [18].
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2.5 Extrinszik, sejthalal receptor-medialt apoptdzis:

A sejthalal receptorok konstitutiv expresszidja ellen6rzé funkciot biztosit az immunrendszer szamara,
lehetové téve szinte barmely testi sejt elpusztitasat. Az immunvalasz soran termel6dd sejthalal
ligandumok (a TRAIL egyes szdveti sejtek altali termelddése is ismert) receptoraikhoz kapcsolodva
keresztkotik azokat és igy elinditjak a sejthalal folyamatokat. Mig a Fas és a TRAIL receptorok a legtobb

sejten kifejez6dnek, a TNF receptor expresszidja az immunrendszer bizonyos sejtjeire jellemzo [20].

A sejthalal indukald komplex (Death Inducing Signaling Complex, DISC) kialakulasakor a FADD
adapter fehérje kapcsolodik a receptorhoz, majd ezt kovetden, a kaszpaz-8 iniciator kaszpaz kotodik a

komplexhez, aktivalodik és ez az apoptotikus kaszkad beindulasahoz vezet [21].

A Fas receptorok a TNF csalad receptoraira jellemzden trimerekbe rendez6dnek mar a ligand kotést
megel6zben is, a receptorok extracellularis részén elhelyezked6 preligand assembly doménjeik (PLAD)
interakcidinak kdszonhetden. A ligand bekdtodése a mar meglévo trimerek oligomerizacidjahoz vezet
[21]. Ennek megfelel6en ismert, hogy a FasL monomerek nem képesek a receptor aktivacidjat kivaltani,

a kotéhelyek elfoglalasaval inkabb kompetitiv inhibitorként viselkednek [21].

A Fas-FADD interakcio ligand kotés hidnydban spontan apoptozis kialakulasat indukalnd. A Fas
alapallapotban zart konformacioban taldlhato, DD doménje a FADD szamara nem hozzaférheto. A
nyitott konformacié instabil, a DD-nek csak a receptorok nagyon kis részén, minimalis ideig elérhet6ek.
nyitott allapotba keriil, ami lehet6vé teszi a FADD DD doménjanak csatlakozasat. A FADD kotodése
egyrészt stabilizalja a nyitott konformacidt, masrészt a receptorhoz asszocialédott FADD DED-
doménjein keresztiil egy ujabb FADD molekulahoz két6dhet (4. abra). Ennek eredményeként kialakuld
FADD-FADD kapcsolat intracellularisan biztositja a FAS trimerek kapcsolodasat és ezaltal stabilizalja
a FasL altal extracellularisan egyben tartott receptor komplexet. A kaszpaz-8 DED homoldég domén
interakcion keresztiil szintén FADD DED doménjahoz asszocialodik, 1:1 sztochiometrikus aranyban
[21]. A kaszpaz-8/FADD kapcsolat a FADD/FADD interakciora megkozelitben merdlegesen
helyezkedik el [22]. A FasL altal kivaltott receptor oligomerizacidé nemcsak noveli a nyitott
konformacidban levé receptorok mennyiségét, de mivel a nagyobb méretii aggregatumok stabilabbak, a

ligand mennyiség aranyaban fokozza a jel elindulasanak valdsziniiségét is.

A FADD-hoz kapcsolodo prokaszpaz-8 molekulak rendelkeznek minimalis enzimaktivitassal. Az éppen
aktiv konformacioban 1évé prokaszpaz-8 transz-autoproteolizissel képes hasitani a térben kdzelében
elhelyezked6 prokaszpaz-8 molekulakat. A nem kivant, ligand hianyaban kialakuld, spontan jel
inicialodasat az is neheziti, hogy a kaszpaz-8 dimerként aktiv, igy egy —véletlenszeriien bekovetkezo-
hasitas nem eredményez hatékony proteazt [23]. A nagyméretii FasL-Fas-FADD-porkaszpaz-8
aggregatumok tobb prokaszpaz-8-at tartalmaznak és stabilitasuknak megfeleléen hosszabb ideig tartjak

egymas kozelében az enzimként és szubsztratként is résztvevd prokaszpaz-8 molekuldkat, mint a

12
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kisméreti komplexek. Az aktiv allapota kaszpaz-8 dimer 1étrejotte a jelpalya gyors aktivitasahoz vezet,

mivel az aggregatumban levd prokaszpaz-8 molekuldk hasitasa robbanasszertien felgyorsul.
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4. abra. A FasL kotodése és a Fas-FADD kapcsolat egyiittmiikodése vezet Fas receptor
oligomerizacidjahoz. Ligand hianyiban a Fas receptor citoplazmatikus szakasza inaktiv, zdrt
konformacioban talalhato, ligand kotést kévetden azonban nyitott konformdcioba keriilhet, ami lehetévé
teszi a FADD bekotddését. A FasL a sejtfelszinen a FADD-FADD dimerek létrejotte pedig a citoplazma
feldl biztositia a Fas trimerek dsszekottetését és a komplex stabilitdasat [21].

A jelatviteli ut kezdeti, finoman szabalyozott 1épéseit kdvetden az aktiv kaszpaz-8 dimerek egy ujabb
hasitasi 1épésnek koszonhetéen levalnak a receptor altal 0sszeszerelt komplexrdl és a citoplazmaba
keriilve aktivaljak az effektor kaszpazokat. Az igynevezett egyes tipusu sejtekben a kaszpaz-8 aktivitasa
az apoptozis kialakulasahoz elegendé kaszpaz-3 hasitasat indukalja. A kettes tipusu sejtekben a BID
proapoptotikus fehérje kaszpaz-8 altali hasitsa a mitokondrialis Gtvonal beindulasat eredményezi, ami

ezen sejtekben feltétlen sziikséges az apoptozishoz [24].

A sejthalal receptor indukalt apoptozis folyamata szinte minden 1épésében gatolhatd. A jelpalya
downstream szakaszat feliigyel6 BCL-2 csalad anti-apoptotikus tagjait, illetve az IAP csalad fehérjéinek
szerepét mar emlitettiik. A receptor ligandum kapcsolatot egyrészt a ligand monomerek/trimerek
kotédése gatolhatja, masrészt ugynevezett csalétek (decoy) receptorok is expresszalodhatnak, amelyek
ligandkotd képessége megegyezik a sejthalal receptorokéval, de nem tartalmaznak aktiv jelatviteli
régiot, altalaban DD domént [25]. A ’valodi’ és a csalétek receptorok aranya befolyasolja a receptor

altal 6sszeszerelt komplex méretét, stabilitasat.

A kaszpaz-8 specifikus gatloi a FLIP molekulék, a (FLIP(L), FLIP(S) és FLIP(R), amelyek a kaszpaz-
8 paralogjaiként a kaszpaz-8-cal megegyez6 DED-tartalmaznak, képesek a FADD-hoz és a prokaszpaz-
8-hoz is kapcsolodni. A FLIP(L) a pszeudokaszpaz doménjében megfigyelheté néhany aminosav eltérés
miatt nem rendelkezik katalitikus aktivitassal, mig a FLIP(S) és a FLIP(R)-ben a teljes pszeudokaszpaz
domén hianyzik [23]. (A FLIP(R)-t eredetileg Raji sejtekben irtak le, expresszidja korlatozott, leginkabb
T sejtekben jellemz6 [23]) Mig a FLIP(S) egyértelmiien a kaszpaz-8 kompetitiv inhibitora, a FLIP(L)
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szerepe komplexebb. A prokaszpaz-8/FLIP(L) komplexe a kaszpdz komponens aktivitasat
eredményezheti, ami alkalmas lehet a kornyezetében talalhat6 prokaszpaz-8 molekulak hasitasara [23]
(Magas FLIP(L) koncentracidé azonban a prokaszpaz-8 molekulak térbeli kdzelségét akadalyozza.) A
prokaszpaz-8/FLIP(L) komplexe limitalt szubsztrat specificitassal rendelkezik a prokaszpaz-8

dimerekhez képest, alkalmas azonban példaul a RIPK1 hasitasara [26].

crer

tilkrében belathato, hogy a receptorok sejtmembranban torténé mozgasanak szabalyozasa jelentésen
befolyasolja a Fas-indukalt apoptozist. A Fas membran raft lokalizacidja, a Fas-citoszkeleton kapcsolat,
¢s a Fas endocitozisa egyarant intenziven vizsgalt teriilet. A Fas raftokban valo elhelyezkedésének
gatlasa jelentésen csokkentette a FasL altal kivaltott apoptozist [27]. A Fas citoszkeletonhoz torténd
horgonyzasat az ERM csaladba tartozo ezrin adapter fehérje biztositja, ennek csendesitése gatolta a Fas-
indukalt apoptozist T sejteken [28]. A DISC komponenseinek Fas receptorhoz vald toborzasa
tulnyomorészt azt kovetden kovetkezik be, hogy a receptor endoszomalis kompartmentbe keriil, ennek
megfeleléen kimutattak, hogy a CD95 internalizacioja is sziikséges az optimimalis DISC képzddéshez

és az apopt6zishoz (5. abra).

A Fas receptor (pl. Ipr egerek) vagy a Fas ligand (gld egerek) funkci¢janak hianya egértorzsekben az
immunrendszer mutkodési  zavaraihoz vezet, mint a lymphadenopathia, splenomegalia,
hyperimmunoglobulinémia, glomerulonephritis, valamint fokozodik a B limfomak kialakuldsanak
valoszinlisége is [29]. Hasonld jelenségeket figyeltek meg az emberi autoimmun limfoproliferativ
szindromaban [30], ami a Fas molekuldk, vagy a Fas-kozvetitett jelatvitelben szereplé molekulak

kiilonféle mutacioi révén alakul ki [31], [32].
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5. abra. A sejthaldl indukalé komplex az endoszomaban aktivalédik. 4 Fas oligomerizaciojat
kovetden lipid raftokba lokalizalodik, majd a receptor-citoszkeleton kapcsolaton keresztiil, melyet az
ERM fehérjék szabalyoznak, endocitozissal a sejt belsejébe keriil. A ligand és az oligomerizalt receptor
komplexe az endoszoma membranban aktivdlja az apoptoikus szigndlokat [33].

14



koncz. gabor 172 24

2.6 Nekroptozis

A nekroptdzis egy szabalyozott sejthalal folyamat, amely azonban az apoptézissal szemben a membran
integritas elvesztésével, a sejt szétesésével és az ezt kovetd DAMP felszabadulassal jar, igy gyulladas
indukalo folyamat [34]. Alapvetden az apoptozis tartalék mechanizmusanak tartjak, amely biztositja a

veszélyessé valt sejtek eltavolitasat az apoptozis programjanak meghibasodasa esetén is.
2.6.1 A sejthalal receptor indukalt nekroptdzis jelatvitelének vazlatos dsszefoglalasa

Kiilonboz6 farmakologiai agensek mellett a sejthalal receptorok és bizonyos mintazatfelismerd
receptorok valthatnak ki nekroptézist. A sejthalal receptor indukalt nekropto6zis soran a RIPK1 DD-je
kapcsolodik a FADD DD-jéhez. Ezt kdvetden kialakul a RIPK1-RIPK3 interakcio, a két molekula
(RIPK homolodg interakciés motivum) RHIM motivumainak Osszekapcsolodasaval. A RIPK3
overexpresszidja onmagaban is nekroptozishoz vezet, igy a RIPK1 elsédleges szerepe a RIPK3 receptor
komplexhez horgonyzasa, oligomerizaciojanak eldsegitése. A RIPK1-RIPK3 komplexben mindkét
komponens foszforilalodik. Az aktivalt RIPK3 ezt kovetéen az MLKL molekulakat is foszforilalja, ami
az MLKL konformacié valtozasat idéz eld. A nyitott konformacioba keriild MLKL oligomerizalodik,
majd a sejtmembranba lokalizalodik és ott kisméretii porusokat képez. A nekroptozist kation bearamlas
¢és ezt kovetd ozmotikus sokk jellemzi. A kationok részben az MLKL formalt pérusokon részben az

MLKL 4ltal szabalyozott kalcium csatornakon keresztiil juthatnak a sejtbe [34] (6. abra).
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6. abra. A nekroptozis jelatvitelének legfontosabb komponensei. A nekroptozist kivalto stimulusok koziil
legjobban a sejthaldl és mintazatfelismerd receptorok adltal indukalt jelpdlyak karakterizaltak. A
sejthaldl receptorok a RIPKI dltal dsszeszerelt molekularis komplexen keresztiil a RIPK3, majd az
MLKL aktivalodasahoz vezetnek, ami a sejtmembrdn integritas elvesztését eredményezi. Némely
mintazatfelismerd receptor a RIPK3 kézvetlen megkétésével aktivalja a nekroptotikus sejthalalt. A
nekroptozis legfontosabb gatloi az NFxB transzkrpcios faktor aktivaldasan keresztiil sejttulélést serkentd
szignal komponensek, mint a IAP-ek, vagy a TAKI kindz, valamint az extrinszik apoptotikus utvonal
inicidtor kaszpdza a kaszpdz-8 [34].
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Az apoptdzis, mint a szervezet szamara elonyos sejthalal forma dominanciajat a nekroptozis felett a
kaszpaz-8 apoptotikus aktivalodasa biztositja, amely hasitani képes a RIPK1 és RIPK3 molekulakat,
ezaltal gatolva a nekroptozis kialakulasat. Kiillonbozo intracellularis korokozok hatdsara, valamint egyes
tumor tipusokban megfigyelhetd a kaszpaz-8 gatlasa az apoptozis elkeriilése érdekében, ezzel azonban

a sejt érzékenny¢ valik a nekroptdzisra [35].

A RIPKI1 nekroptozisban jatszott szerepét a kaszpaz-8 4&ltali hasitds mellett ubiquitinacidja is
szabalyozza. Az |AP-ek altal medialt komplex folyamat eredményeként a RIPK1 poliubiquitinalodik,
ami a TAB1/2-TAK1, illetve a IKKy-IKK o/ molekula komplexek &sszeszerelddését, interakciojat és
ezen keresztiil NFkB aktivaciot és a sejt tulélését segiti eld [36]. A Cylindromatosis (CYLD)
deubiquitinaz fehérje aktivitdsanak kovetkeztében, vagy az IAP-ek hianyaban a RIPKI1
deubiqutinalodik, ami a talélo jelek megszlinéséhez vezet, egyben lehetové téve a RIPK1-medialt
sejthalal folyamatokat, ami egyarant vezethet kaszpaz-8 fiiggd apoptdzishoz, vagy RIPK3 fiiggd
nekroptozishoz. A kaszpaz-8 a RIP kinazokon kiviil a CYLD-t is képes hasitani, ezaltal is gatolva a
nekroptozist [37]. Kisérletes koriilmények kozott a nekroptdzis stimulalasa in vitro és in vivo
rendszerekben is kaszpaz inhibitorok és IAP anatonistakat (SMAC mimetikumokat) egylittes

hasznalataval torténik.

Osszességében a sejthaldl receptorok négy féle jelpalyat aktivalhatnak. (1) RIPK1 fiiggé moédon NFkB
aktivaciot és a sejt talélését, (2) FADD-kaszpaz-8 interakcioval apoptozist, (3) RIPK1-FADD-kaszpaz-
8 interakcioval apoptézist, illetve (4) RIPK1-RIPK3 fiiggéen nekroptdzist [34]. A sejtet érd stimulusok
Osszhangja, az aktivalt sejt tipusa, az intracellularisan rendelkezésre all6 molekulak mennyisége és

aktivitasa hatarozza meg, hogy melyik Gtvonal lesz dominans (7. abra).

(A TNFR els6ésorban NF«kB aktivaciot, mig a Fas receptor els6sorban FADD-kaszpaz-8 fliggd apoptozist
indukal, ezek gatlasakor torténik atkapcsolas a jelpalyak alternativaira) A dolgozat szempontjabol fontos
megemliteni, hogy mig a sejthalal receptor/kaszpaz-8 interakcidja a nekroptdzissal rendkiviil intenziven
tanulmanyozott, a mitokondrialis apoptdzis/kaszpaz-9 és a nekroptozis kapcsolatardl szinte semmilyen

adat nem allt rendelkezésre.
2.6.2 Mintazatfelismerd receptorok altal indukalt nekroptozis

Egyes mintazatfelismer receptorok aktivacidja is nekroptozishoz vezethet [38]. A TLR3 és 4
receptorokhoz asszocialodé TRIF adaptor fehérje, valamint a DNS szenzor DNA-dependent activator
of IFN-regulatory factors (DAI vagy ZBP1) is rendelkezik RHIM motivummal. A RIPK3 RHIM
motivuma kapcsolodhat ezen a receptorok RHIM motivamahoz. A receptorok ligand fiiggd
aggregacidja igy a RIPK3 oligomerizacidjahoz és az ezt koveté autofoszforilacidjahoz vezethet, ami
beinditja a nekroptotikus folyamatokat. Erdekes modon a RIPK 1, amelynek RHIM motivuma szintén
kapcsolodhat a receptorok RHIM motivumahoz, ebben a folyamatban kompeptitiv inhibitora RIPK3

.....
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RIPK1 szabad DD-je miatt azonban lehetévé teszi a receptor-RIPK1-FADD-kaszpaz-8 komplex
kialakulésat és igy RIPK1 fliggd apoptotikus kaszkad aktivaciojat [39].
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7. abra. A TNF receptor altal aktivalédo jelpalyak osszefoglalasa. A TNFR négy eltero jelatviteli
utat aktivalhat a ligand bekotédését kivetéen. A TNFRI aktivaldsa az I. komplex kialakulasdhoz vezet,
A RIPI kinaz és az Nemo adapter fehérjék ubiquitindacioja lehetové teszi, hogy az IkB aktivalo komplex
tagjai és ezek kindzai egy molekula komplexbe keriiljenek, ami eldsegitheti az NFxB aktivalodast, a
sejtek tulélesét és a gyulladdsos citokin termelést. Ezzel szemben az NFkB aktivicidjanak gatldisa az
extrinszik apoptotikus utvonal aktivalodasat eredményezi (komplex Ila). A RIPKI1 ubiquitinaciojanak
hianya a RIPK1 fiiggd sejthalal utvonalakat, a RIPK1 medidlt apoptozist (komplex 11b) és nekroptozist
((komplex lIc) eredményez (M1 és K63 poliubiquitin lancok, IKK, MK2, LUBAC, TAB1-2, TAK1 TBK1
TRAF) [40].

2.6.3 A nekroptozis szabalyozasa

A nekroptozis kozponti jelatviteli utvonalan szerepet jatszé molekulak mindegyike tobbréta szabalyozas
alatt all. A teljesség igénye nélkiil, génexpresszios szinten a kiilonbozé szabalyozod faktorok koziil
kiemelkedik az IFN-ok szerepe, amelyek a RIPK3 és az MLKL szintjét is novelhetik, igy érzékenyitve
a sejteket a nekroptozisra (egyes modellekben direkt modon nekroptozist indukalva) [41].
Posztranszlaciés modositasok koziil a RIPK1, RIPK3 ¢és MLKL ubiquitinacidja és a foszforilacidja a
legintenzivebben vizsgalt. A kiilonbz6 ubiquitin ligazok, valamint azok regulatorai befolyasoljak a
sejtek nekroptozis érzékenységét. A RIPK 1, RIPK3 és MLKL fehérjék féléletideje mindharom esetben

(K48) ubquitinacidval szabalyozott, ami lebontasukhoz vezethet. A K48-as ubquitinacié indukalasaval
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szamos ligaz szerepét azonositottak a nekroptdzis szabalyozodjaként [34]. A RIPK 1 fehérje interakciokat
segit6 (K63) ubiquitinacidja szintén tobb molekula komplexen keresztiil szabalyozott. A RIPK1-et
autofoszforilacidjan kiviil az NFkB ttvonalban szereplé tobb kinaz is foszforilalja, ezaltal gatolva
nekroptozist, biztositva a sejtaktivacio dominanciajat a sejthalal szignal felett. Amennyiben az NFkB
jelpalya ép a TNF receptor sejt aktivaciot kozvetit, ami egyiitt jar a nekroptozis gatlasaval [42].
Munkank soran ezek koziil a TAKL inhibitorok hasznalataval gatoltuk az NFkB aktivaciot, ezaltal
egyidejiilleg felszabaditva a nekroptozist a TAK1 és mas ezen az Gtvonalon downstream elhelyezkedd
kinazok gatlasatol.

A membran repair mechanizmusok szabalyozé funkcidja egyre tobb sejthalal folyamat, igy a
nekroptozis esetében is ismertté valt. Az MLKL porusokat tartalmazé membran régio endocitozisa - az
endosomal sorting complexes required for transport IIl machinery (ESCRT-III)- komplexével
szabalyozva-, illetve exocitozisa — ami ALIX-syntenin-1 medialt folyamat- a porus képzést kbvetden is

megakadalyozhatja a sejthalal kialakulasat és egyarant csokkenti a nekroptdzis intenzitasat [43],[44].

Tobb mas interakcios partner mellett harom olyan molekulat azonositottak, amelyek nyugvo sejtekben
is a RIPK1 és/vagy RIPK3 kot6do partnerei lehetnek. A Protein Phosphatase, Mg2+/Mn2+ Dependent
1B-t (Ppmlb), az aurora kinaz A-t (AURKA), és a HSP90-et. A Ppm1b foszfataz megakadalyozza a
spontan nekroptozis kialakulasat, gatolva a RIPK3 autofoszforilacidjat specidlis stimulus hianyaban
[45]. Az AURKA a RIPK3-hoz kapcsolddva szubsztratjaval, a glikogén szintaz kinaz 3p-val (GSK3p)
egylitt limitalja a RIPK1-RIPK3 és RIPK3-MLKL komplexek képzddését [46]. Ezekkel szemben a
HSP90-CDC37 komplex elézetes interakcidja a RIPK1-RIPK3 molekulakkal elésegiti a nekroptdzis
aktivalddasat [47].

A nekroptozis fiziologias szerepe kevéssé ismert. A RIPK3 vagy az MLKL hianya nem okoz jelent6s
fenotipus valtozast (kutyafélékben, madarakban, erszényesekben egyaltalan nem is expresszalodik
[48]). A nekroptozis talmiikodése azonban tobb gyulladasi korképben kimutatott, egyes knock out
egerekben, negativ szabalyozoinak hianyaban (példaul a kaszpaz-8, FADD, vagy a RIPK1
ubiquitinacidjat iranyitd molekulak deficienciaja esetén), a tal intenziv nekroptdzis embrionalis letalitast

eredményez [49].

(A nekroptozis jeltavitelének szabalyozasat, emberi korképekben jatszott szerepét egy Osszefoglalo

kozleményiinkben részleteiben bemutattuk [34].)
2.7 A FAS-indukalt sejthalél szerepe B sejteken

A B sejtek csontveldi érése, a sejtek féléletideje specifikus antigén hianyaban nagyrészt a mitokondrialis
apoptozis jelpalyain keresztiil szabalyozott. A Bim proapoptotikus faktor mennyiségének novekedése
sejthalal szignalt, mig a citokinek (els6sorban az IL-7) és a BCR-medialt tonikus szignal a BCL-2 csalad
Al és Mcl-1 anti-apoptotikus tagjainak expressziojat fokozzak és ezen keresztiil taléld jeleket

kozvetitenek a fejlédo B sejteknek [9]. A periférias immunvalasz soran az érett B sejtekben az antigén
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felismerést kovetden jelentésen megnd az anti-apoptotikus fehérjék mennyisége, igy az aktivalt B sejtek
kevésbé szenzitivek az intrinszik apoptozis aktivalodasara [9]. Mig a nem-aktivalt B sejteken minimalis
a Fas expresszio, ez jelentésen megemelkedik az antigén felismerést kovetéen, ami egy 11j ellendrzési
lehetdséget biztosit az aktivalt B sejtek mennyiségének szabalyozasaban [50]. A Fas-indukalt apoptozis

kontrolalasa B sejtekben is elsdsorban a FLIP fehérje mennyiségének szabalyozasaval torténik [51].

A Fas-medialt apoptézis szerepének fontossagat a B sejt aktivacio szabalyozasaban jol mutatja, hogy
azokban az egerekben is splenomegalia fejlodott ki az életkor novekedésével, ahol a Fas expresszid
kizarolag a B sejtekben hianyzott. (Azonban nem jelent meg az Ipr egerekre jellemz6 a B220+ dupla
negativ T sejtpopulacié [52],[53]). Ezekben az allatokban az IgM és IgG2a-t termelé autoreaktiv B
sejtek felhalmozodtak és megnovekedett a szérum antitest és autoantitest koncentracidja is, majd az
ellenanyag szint megemelkedésének eredményeként vasculitis és glomerulonephritis alakult Ki
[52],[53]. Erdekes modon, amennyiben a B sejtek expresszaljak a Fas receptort, de a T sejtek nem, a T
sejteken tobbszorosére emelkedik a FasL mennyisége [54]. Mivel ilyen kondiciok k6zott a T sejt szam
is n6, ez Osszességében jelentdsen noveli a T sejtek citotoxikus aktivitasat. Ezekben az allatokban nem
csak az autoantitestek titere csokken, de az antigén-specifikus valaszok szintén hianyoznak, még a
masodlagos immunizalas utan is [55]. Ezek a megfigyelések azt bizonyitjak, hogy a Fas/FasL egyensuly
pontos szabalyozasa elengedhetetlen a B sejt valasz soran, tilmiikodése gatolja a B sejt valaszt, mig alul

mukodése autoimmunitast okoz.

A csirakdzpontokban kialakulo T sejt/B sejt interakcio kovetkeztében jelentdsen fokozodik az aktivalt
B sejteken a Fas expresszid, elsésorban CD40-CD40L-fliggd folyamat eredményeként [56],[57]. A Fas
hianya kizarélag a germinalis centrum B sejteken hasonlo tiineteket (megndvekedett ellenanyagszint,
splenomegalia, lymphadenopathia) okoz, mint az Ipr allatokban megfigyeltek, bizonyitva, hogy a Fas-
medialt szabalyozas legf6bb targetjei a GC B sejtek [58].

2.7.1 Tulél6 szignalok és a Fas-indukalt sejthalal egyiittmikddése az antigén specifikus B

sejtek szelekciojaban

Az antigén felismerést kdvetd sikeres antigénprezentacid intenziv T sejt/B sejt interakciot eredményez.
A B sejtek kapcsolatba keriilése az aktivalt, FasL-ot expresszald T sejtekkel a B sejtek pusztulasat
eredményezi, amennyiben nem érkezik taléld jel a B sejtek szamara. A legintenzivebb taléld szignalt az
antigén felismerés, a BCR specifikus aktivacigja biztositja [57], [50]. A FasL-indukalt sejthalal ezért
els6sorban azokat a B sejteket érinti, amelyek interakcioba lépnek a T sejtekkel, azaz prezentaljak az
antigént, de gyenge BCR szignalizacioval rendelkeznek. Ezek a B sejtek lehetnek a kis affinitasu sejtek,
azok, amelyeknek a szomatikus mutacié soran csokkent az affinitdsa, vagy az anergizalt B sejtek,
amelyeken a BCR degradalodott, vagy szignalizacidja gatolt (8. abra). Azt, hogy az antigénprezentacio
meghatarozo és sziikséges 1épés a folyamat soran, bizonyitjak azok a kisérletek, amelyekben kimutattak,

hogy azok a B sejtek, amelyeket feltoltottek a T-sejtek szamara epitopként szerepld peptidekkel, igy
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antigénprezentacié zajlott, de a BCR kozvetitett tGl1él6 jel nem érvényesiilt, specifikus T sejtek

jelenlétében elpusztultak, azonban a peptidet nem tartalmazo B sejtek tuléltek [59].

A Antigen specific B cells B Non-antigen specific B cells

,I DA
MHC “e
FasL

CcD4

D Anergic B cells

8. dbra. A csirakizpontokban zajlo antigénprezentdcio sordn a kialakulo T sejt-B sejt interakcio a
FasL-Fas kapcsolodashoz vezet. Az antigénprezentdlo B sejtek Fas indukalt sejthaldla fontos szerepet
jatszik a nagy affinitasu B sejtek szelekciojaban, mivel a T sejteken expresszalodo FasL apoptozist
indukal a B sejtekben BCR-medialt tuléld szignalok hianyaban. A kisebb affinitasu, vagy anergizalt B
sejtek antigenspecifikus receptora nem képes megfelelé szignalizdaciora, igy az apoptotikus szignalok
nem gatlodnak [50].

A BCR kozvetitett tuléldjelek mellett kiilonbozé koreceptorok, citokinek, illetve PRR szignalok is
fokozhatjak a B sejtek ttlélését (9. abra).

e Egyes, vitatott eredmények szerint a T sejtek szamara a peptidet prezentald MHCII molekulak
reverz szignalizacioval egyidejlileg novelik a B sejtek talélést [60], [50].

o A CD19-rél ismert, hogy a BCR-rel egyiittmiikodve tobb nagysagrenddel csokkenti a B sejt
aktivaciohoz sziikséges stimulus kiiszobértékét. A CD19 a CD21 komplement receptor
jelatviteléért felelds, azzal egy komplexet alkot. A C3d3 komplement faktor szinergisztikusan
fokozza a BCR-medialt talélé jeleket a Fas-indukalt apoptotikus szignalokkal szemben. Noveli
a FLIP és BCL-2 expressziot [61]. Tovabb erésiti ezt a megfigyelést, hogy CD21 hianyos
egerekben jelent6sen fokozodott a B sejtek Fas-fiiggd apoptdzisa [62].

e Nem antigén specifikus szignalok is gatolhatjak a Fas-indukalt apoptozist. A CD40 amellett,
hogy indukalja a B sejteken a Fas expressziot, rovid tava (par napos) tulélé jelet is biztosit,
csokkentve a kaszpaz-8 és fokozva az anti-apoptotikus a FLIP, BCL-xI é¢s A1 expressziot a B
sejtekben [63].

e A CDA40 altal kozvetitett taléld jelet az IL-4 jelenléte szinergisztikusan megndveli, feltehetéen

a BCL-xI expresszié fokozasaval [64].
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o A legfontosabb adhézidés molekula parok gatlasa, a B sejt/T sejt interakcid gyengitésével,
szintén csOkkenti a Fas-indukalt sejthalalt [56].

e A B sejtek szamara az antigént bemutatd follikularis dendritikus sejtek (FDC) jelenléte gatolja
a B sejtek Fas-indukalt sejthalalat, eddig még pontosan nem ismert mechanizmusokon keresztiil
[65].

e A hipometilalt CpG motivumokat felismeré TLR9, nem ismert mechanizmussal, csokkenti a B
sejtek Fas-indukalt apoptozisat, azonban ez a hatas nem bizonyult additivhak a BCR-kozvetitett
talélo jellel [56].

BCR  MHC | 4gr

FDC

FIGURE 2 | Survival signals rescuing Fas-induced apoptosis in B cells.

9. abra. A Fas medialt sejthalal szignalok hatasa B sejteken. Az antigén specifikus receptorok ezek
koreceptora (CD19), a T sejtek interakcioba keriil6 receptorok (MHCII, CD40) a mikrokornyezet feldl
érkezo jelek (FDC, IL4) vagy akdar a korokozok (TLRY ligand CpG) jelenléte is tuleldjeleket kozvetithet
médositva a Fas-indukdlt apoptozis intenzitdsat [50].

2.7.2 A BAFF szerepe a B sejtek ¢életképességének szabalyozasaban

A B-cell activating factor (BAFF) egy, az érett marginalis zona és B2 B sejtek, valamint egyes memoria
B sejtek tulélését tamogato citokin [66]. Harom receptor is képes a BAFF megkotésére, a BAFFR, a
transmembrane activator and Ca2+ modulator (CAML) interactor (TACI) és a B cell maturation antigen
(BCMA). (A TACI és a BCMA ezen feliil megkéti az A proliferation-inducing ligand-ot (APRIL) is.)
Mivel a BAFF, vagy BAFFR delécidja az érett B sejt szam jelentdsen csokkenéséhez vezet, a fentiek
koziil legfontosabb szerepe a BAFF-BAFFR interakcionak van [67]. A plazmasejtek tuléléséhez
azonban els6sorban a BCMA receptor sziikséges, amelyet akar a BAFF, akar az APRIL aktivalhat. A
BAFF-ot és APRIL-t monocitak, makrofagok, dendritikus sejtek, follikularis dendritikus sejtek,
csontvel§-sztromasejtek és T-sejtek is termelhetik. Ismert, hogy mindkét ligandum expresszioja
fokozodik gyulladasi koriilmények kozott [68]. A természetes immunrendszer sejtjeinek aktivalodasa

igy kozvetleniil hatassal lehet a B sejt szam alakulasara.
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Mivel a BAFF nem antigén-specifikus szignalt indukal, a BAFF-BAFFR interakci6 fokozza az
autoimmun B sejtek talélését is. Kimutattak, hogy a BAFF szintje szamos autoimmun betegségben
megemelkedett, igy szisztémas lupus erythematosus-ban (SLE), Sjorgen-szindromaban vagy
rheumatoid arthritisben. A belimumab, egy BAFF-ellenes antitest aktiv SLE-ben és aktiv lupus
nephritis-ben engedélyezett szer, ahol hasznalata a B sejt szam csokkenését eredményezi [66]. A BAFF
szerepet jatszik B sejtes limfomak kialakulasaban ¢€s a sejthalal indukald kezelések elleni rezisztencia

fenntartasaban is [66].
2.7.3 A TLRO szerepe a B sejtek €letképességének szabalyozasaban

A TLR9 egy a nem metilalt CpG oligodeoxynucleotidokat (ODN) felismer6 receptor. Elsésorban a
prokariotakra jellemzd metilalatlan/kevéssé metilalt DNS felismerését kovetden aktivalodik, azonban
nagy koncentracioban a sajat DNS is aktivalhatja, ezért egyes autoimmun betegségek kialakulasaban,
fenntartasaban is szerepet jatszik. Emberben a plazmacitoid denritikus sejtek mellett elsésorban B
sejteken jelenik meg, ahol jellemzdéen az endolizoszomalis kompartmentbe keriil6 DNS aktivalhatja
[69].

A CpG ODN altali stimulacié 6nmagaban is B sejt proliferaciohoz vezethet, ami elsésorban memoria B
sejtekre jellemzd, ezaltal a CpG részt vesz a memoria és az antitest termelés fenntartasaban [70].
Azonban a TLR9 legfébb szerepe a BCR-indukalt jelpalyakkal egyiittmiikddve kialakitott B sejt
aktivacioban van. Az antigénspecifikus B sejtek patogén felismerését, de ugyanigy a haldoklé vagy
sériilt sejtekbdl felszabaduld autoanitgének felismerését kdveten is a BCR egy belsé endo-lizoszomalis
kompartmentbe szallitja az antigént. Itt a lizoszomalis endonukledzok a TLRY szamara idealis DNS
fragmenseket hasithatnak [71]. A TLR9 ezt kovetden mar hatékonyan kapcsolodhat a DNS-hez, a TLR9
és a BCR egyideji stimulalasa pedig jelent6sen felerdsiti a B sejt valaszt [72]. A TLR9 kozvetitett jelek
igy csokkenthetik az antigén-specifikus B sejtek aktivalodasi kiiszobét, ami kiilondsen hatékony a DNS
felismerd (jellemzéen autoreaktiv) B sejtek klonok aktivaciojaban. Ennek megfeleléen a TLR9 szerepe

jol ismert a nuklearis antigének elleni autoimmun valaszreakciok kialakulasaban [73].

TLR9 hianyaban nem alakul ki anti-DNS ellenanyagtermelés kiilonbozé egér lupus modellekben és
ismert, hogy rheumatoid artritiszben és szisztémas lupus erythematosusban szenvedé betegek
apoptotikus T-sejtjeinek DNS-e demetilalt az egészséges kontrollokhoz képest [74]. Meglepé modon
azonban, a TLRY9 hianya ennek ellenére sulyosbitotta az SLE tiineteit. Az SLE-ben megfigyelt védo
hatas pontos mechanizmusa még nem ismert, de biztos, hogy ez a hatas is a B sejteken expresszalédo

TLR-9-hez kapcsolhat6 [75].

A TLR9 és a Fas receptorok interakcidjat B sejteken mar tanulmanyoztak. Kimutattak, hogy a nem
metilalt CpG motivumok jelenléte megvédte a B sejteket a Fas-indukalt apoptodzistol. A TLRO altal

kozvetitett tuléld szignalok hatasmechanizmusa azonban még nem pontosan ismert [76].
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2.8 A sejthalal receptorok szerepe az immunrendszer citotoxikus

funkcidiban

A T sejtek citotoxikus funkcidinak két jol elkiilonithetd szerepe van, meghatarozoak a fertézott vagy
tumoros sejtek elimindldsaban és részt vesznek az aktivalt T sejtek eltdvolitdsdban is. A T sejt-medialt
sejthalal folyamatok a perforin-granzim utvonal, vagy a sejtfelszini sejthalal receptorok aktivalasan
keresztiil torténhetnek (10. abra). A perforin-granzim rendszer aktivacidja soran a citotoxikus T sejtek
a specifikus antigénreceptorokkal felismert célsejt felé szekretaljadk a vezikulumokban tarolt, eldre
elkészitett mediatorokat. A perforin porusképzoé fehérje lehetdvé teszi a granzimek bejutasat a citoszolba
[77], bar egyes eredmények szerint dnmagaban is lehet sejtolé funkcidja [78]. A granzimek szerin
protedzok, melyeknek ismert direkt baktérium 616 funkcija is, valamint gatoljak a virus replikaciét is. E
mellett a célsejtbe jutva sejthalalt is indukalhatnak kaszpaz fliggd, a kaszpaz fiiggetlen és ROS fiiggd
modokon egyerant. A csalad tagjai koziil a garnzim A és B szerepe a leginkabb tanulmanyozott CTL-
ekben. [79]. A granzim B az apoptozis indukcio soran direkt modon aktivalhatjak a kaszpaz-3-at, de a
Bid proapoptotikus fehérje hasitasan keresztiil a mitokondrialis utvonalra is hatassal van. Immunologiai
szempontbdl fontos megemliteni, hogy a granzim A és B dupla knock out allatokban bar a citotoxikus
T sejtek 616 képessége megmaradt (bar a target sejtek késve és némileg kisebb intenzitassal pusztultak
el), az igy kivaltott sejthalal nem vezetett keresztprezentaciohoz, mivel a DC-ek az igy elhalt sejteket
kevésbé fagocitaltak [80]. Ez ravilagit arra, hogy a CTL-indukalt folyamatok — granzim fiiggé méodon -

erésen immunogén sejthalalt eredményeznek.

Ezzel egyidejiileg az aktivalt CTL sejtek felszinén megjelend sejthalal receptorok ligandjai (TNF,
TRAIL FasL) interakcidba 1éphetnek a célsejtek felszinén expresszalddo receptoraikkal, melyek koziil
az aktivacio indukalt sejthalal folymataiban els6sorban a FasL-Fas interakcio jatszik szerepet. A
sejthalal ligandumok szekretalt formai is ismertek, a sejtfelszinr6l enzimatikus hasitast kdvetden
levalhatnak, de vezikularis forméaban is kikeriilhetnek a cititoxikus sejtekb6l. A szolubilis, szekretalt
FasL nem képes a Fas receptor megfelelé intenzitasu keresztkotésére, igy a bar a receptorokhoz
kapcsolodik, nem aktivalja azokat, hanem kompetitiv inhibitorként viselkedik [81], [82]. Ezzel szemben
a sejtfelszini FasL a CTL/célsejt kapcsolat soran oligomerizalddik, ami Fas aktivaciojat és a target sejt
sejthalalat indukalja. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy PHA aktivacid hatasara a CTL feliiluszojaban
perceken beliil funkcional6 FasL jelenik meg, aminek szekrécidja nem igényel fehérjeszintézist [83].
Ennek megfeleléen kimutattak, hogy a FasL mikrovezikulumokban, 50-200nm-es struktarakban is
szekretalodhat és ez vezikularis FasL forma is citotoxikus hatast, aktivalhatja a sejtfelszini Fas
receptorokat [84],[85]. Erdekes lehetéség, hogy a FasL a célsejtbe jutva is kifejtheti a hatdsat a

sejtmembran és a vezikulum dsszeolvadasat kovetden.
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10. abra. A citotoxikus T sejtek 616 funkcioi. Az aktivalt T sejtekbdl felszabadulo perforin/granzime
rendszer és a sejtfelszinen expresszalt, vagy a szekretdlt sejthaldal ligandumok egyardnt a célsejt
pusztuldsat okozzak. A sejtfelszini sejthalal receptorok aktivacioja extrinszik apoptozist, a sejtbe keriilo
protedzok az intrinszik apoptotikus utvonalat aktivaljak a célsejtekben. Az apoptotikus jelpalydkkal
egyidejiileg nekrotikus sejthalal szignalok is bekapcsolhatnak, ami biztositja a target sejt elélését anti-
apoptotikus szignalok jelenlétében is [77].
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2.9 Makrofag alpopulacidok immunologiai szerepe

A makrofagok az immunrendszer elsé védelmi vonalat alkoté multifunkcionalis sejtek. Szerepiik a
veszély szignalok felismerése, a korokozok eliminalasa, a természetes €és az adaptiv immunrendszer
aktivalasa, részt vesznek az elhalt sejtek eltakaritasaban és a szovet regeneracioban is. Szinte minden
emberi szOvetben megtalalhatéak, ahol immunologiai miitkodésiik mellett szovetspecifikus funkciokat
is ellatnak. Rendkiviil plasztikus sejtek, sokféle altipusukat osztalyozhatjuk eredetiik, szoveti
lokalizaciojuk, vagy funkcidjuk szerint is. A kiilonbdz6 makrofag altipusokon beliil két jol elkiilonithetd
funkcionalis széls6ség 1étezik: a klasszikus proinflammatorikus M1 és az alternativ
antiinflammatoérikus, szovet regeneraciot iranyitdo M2 alpopulaciok. A két véglet kozt szamos

funkcionalis és fenotipusos kiilonbségeket mutatdé makrofag alcsoportot irtak le [86].

Az M1 makrofagok gyulladas indukal6, antimikrobialis és daganatellenes tulajdonsagokat mutatnak.
Jellemzojiik a CD80, CD86 fokozott expresszidja és az immunstimulalé citokinek (TNFa, IL-1f, IL-6,
IL-12, IL-23) szekrécidja. Az M1 sejtek kemokinek széles skaljat is termelik, amelyek eldsegitik az
NK sejtek, CD4+ Thl sejtek és CD8+ T limfocitak aktivacigjat és proliferaciojat. Az alternativ M2
makrofagok CD163, CD206 és CD209 markerek jelenléte alapjan azonosithatok. Az M2 sejtek egyarant
képesek gyulladasos (IL-6, TNFa, IL-12) és gyulladasgatlo (IL-10, TGFp) citokinek termelésére,
hozzajarulva a homeosztazis helyreallitdsdhoz. Intenziv fagocitald kapacitdst mutatnak, részt vesznek
extracellularis matrix komponensek, angiogén és kemotaktikus faktorok és kiilonféle citokinek
elballitasaban. A korokozok elleni védekezésben bet6ltott szerepiik mellett részt vesznek az apoptotikus
sejtek eltavolitasaban, a gyulladasos valaszok elnyomasaban, a sebgyodgyulas és a szoveti regenercio

eldsegitésében és a tumorndvekedés eldsegitd funkciodik is ismertek (11. abra).

A kiilonb6z6 makrofag altipusok szekvencialisan mikddhetnek, igy példaul a gyulladds soran
kornyezetben egyidejlileg tobbféle makrofag alosztaly is aktiv lehet, ilyenkor az altipusok relativ aranya
hatarozza meg a funkcionalis kimenetelt, példaul a gyulladas és a szovet regeneracio kozotti egyensulyt

[87].

A tumorok immunelkeriild mechanizmusanak altalanos 1épése a makrofagok manipulalasa. Ennek
eredményeként a tumorok mikrokdérnyezetében jellemzden tumor asszocialt makrofagok (TAM)
alakulnak ki, amelyek tumor promoétalod hatasuak, immunszupresszivek, segitik az angiogenezist és
novekedési faktorokat termelnek. A tumorok altal befolyasolt makrofagok szerepe nem csak az adott
mikrokdrnyezetben jelentds, de segithetik a metasztazisok kialakulasat is [88]. Az M1/M2 atmenet

célzott modulalasa igéretes stratégiakat kinalhat kiilonféle betegségek gyogyitasara.

Ennek megfeleléen folyamatban 1év6 klinikai vizsgalatok zajlanak az M1/M2 egyensuly modositasara

példaul rak [88], atherosclerosis [89], sclerosis multiplex [90] vagy endometriozis [91] esetén. Az

rrrrrr

viselkedésének szabalyozasat célozzak [92]. Az egyes makrofag alpopulaciok célzott delécidja
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specifikus sejthalal stimulusokkal, bar szintén terapias lehet6séget jelenthet, jelenleg kevéssé intenziven

vizsgalt.

A makrofagok hosszl életii sejttipusként viszonylag ellenalléak az apoptdzissal szemben [93], de

érzékenyek a nem apoptotikus sejthalal formékra, igy a ferroptdzisra, piroptdzisra és a nekroptozisra is

[94]. A SMAC mimetikumokr6l ismert, hogy 6nmagukban adva is sejthalalt valtanak ki makrofagokban,

kiillonosen kaszpaz-kompromittalt koriilmények kozott [95], és a TAKL-inhibitorokrol is kimutattak,

hogy nekroptozist és piroptozist is indukalnak makrofagokban [96].
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11. abra Az in vitro differencialt és polarizalt M1 és M2 makrofagok fobb jellemzé6i. Mindegyik
fenotipus kialakulhat bizonyos induktorok hatasara: igy az M1populacio LPS és/vagy \FN-y hatasdra,
az M2a IL4/IL13 jelenlétében, az M2b immunkomplexekre adott valaszként; az M2¢ IL-10 vagy TGF-5,

mig az M2d IL6 és adenozin jelenlétében [86].
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2.10 A dendritikus sejtek szerepe az immunvalasz citotoxikus funkcidinak

szabalyozasaban

A dendritikus sejtek (DC-k) az immunvalasz legkorabban aktivalodo sejtjei kozé tartoznak és
kapcsolatot biztositanak a velesziiletett és az adaptiv immunitas k6zott. Az éretlen DC-ek (iDC) észlelik
¢és fagocitjak a bekertiilé korokozokat a periférids szovetekben. Az aktivalas utan az iDC-ek mikézben
érett DC-ekké (mDC) differencialodnak, elhagyjak a fert6zés helyét, és a nyirokcsomokba vandorolnak,
ahol a fagocitalt korokozobol szarmazo peptid fragmenseket mutatjak be a naiv T-sejteknek [97].
Extracellularis korokozok esetén a DC-k aktivaciojat és a patogén felvételét is sejtfelszini
mintazatfelismer6 receptorok stimulacidja valtja ki. Intracellularis korokozok, illetve tumorok esetében
azonban a DC-k antigén felvétele, majd prezentacidja, csak a korokozo, vagy tumor antigén kozvetlen
DC-be keriilését kovetoen lehetséges. Az €l6 emberi sejtek bekebelezése erdsen gatolt, igy barmely
egyéb, nem DC-t fert6z6 patogén, vagy a tumorantigének csak az adott sejt elpusztulasat kovetd
efferocitozis soran keriilhetnek be a DC-kbe. Ennek hatasara a DC-k intracellularis mintazatfelismerd
A folyamat soran a fagocitalt antigének MHC I és MHC II molekulakon keresztiil egyidejlleg

(kereszt)prezentalodnak, lehetévé téve a naiv citotoxikus T sejtek aktivaciojat is [98].

A DC-ek az antigén nyirokcsomoOkba szallitasa mellett az immunvalasz iranyitasaban is jelentos
szereppel birnak. Egyrészt a madasodlagos immunszervekben a DC-k Aaltal termelt citokinek
meghatarozoak a T sejt polarizacid szabalyozasaban, masrészt a periférias szovetekben elhelyezkedd
DC-k a lokalis immunvalasz regulatorai. A szoveti DC-K er6sen plasztikus sejtek, eredetiik alapjan is
osztalyozhatoak, valamint a kornyezeti stimulusoktol fiiggben eltéré funkcioju altipusokka is
immunszuppressziv ~ citokinek termelésével az immuntolerancia kozponti szabalyozdi. A
glitkokortikoidok immunszuppressziv hatasa tobbek kozt, hogy modulaljak a DC differencialodasat,
érését, valamint mikodését és csokkentik a DC-k keresztprezentacios képességét [99]. Ezzel szemben
immunstimulal6 citokinek jelenlétében, elsésorban IFN-ok hatasara, a DC-ek aktivalt fenotipusu
sejtekké differencialodhatnak. Ezeken a DC-ken fokozodik az MHC és a kostimulalé molekulak
expresszioja, ami fokozza a CD4+ T-sejtek[100] és a keresztprezentacié révén a CD8+ T-sejtek
aktivaciojat is [101].

2.10.1 A dendritikus sejtek szerepe a tumor regulalt immunreakciokban

A makrofagok mellett a DC-K is komponensei a tumorkdrnyezetnek, kiilonb6z6 tumorok esetében is
leirtak infiltral6d6é DC-ket. A DC-k alapvet6 tumor ellenes funkcioja a kornyezetb6l szarmazo antigének
Osszegyujtése és feldolgozasa, igy az elhalt tumorsejtekbdl szarmazo peptidek keresztprezentacidja a

naiv citotoxikus T-sejtek szamara. Ezen kiviil a DC-k az effektor T-limfocitakra hatva is eldsegithetik
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crer

indirekt hatasok a DC-ket is manipulalhatjak. Ily modon a rosszindulata sejtek elnémitjak a DC altal
kozvetitett T-sejt aktivaciot, mikdzben eldsegitik a regulator T-sejtek DC-fiiggé differencialodasat,
ezaltal a DC-k immunszuppressziot is okozhatnak. A tumor kornyezetben talalhatdé DC-k

befolyasolhatjak az immunterapiara adott valaszokat is [102].
2.10.2 A dendritikus sejtek citotoxikus funkcidi

A keresztprezentaci6 elsé [épése a fertdzott, vagy tumoros sejt pusztuldsa, ami bekdvetkezhet spontan
modon, a fertdzés/tumor novekedés hatasira, de az immunreakciok kovetkeztében is. Primer
immunizalasnal az effektor citotoxikus T sejtek funkcioit még nem vehetjiik szamitasba, az NK sejtek
pedig a MHC | normalis expresszioja mellett csokkent aktivastak lehetnek. Az aktiv sejtpusztitd
mechanizmusok hidnya a keresztprezentacioé és a naiv T sejt aktivacio késlekedésével jarhat. A DC-k
antigén felvétele nem teljesen passziv folyamat. Kimutattak, hogy a DC-k citotoxikus tulajdonsaggal is
rendelkeznek ([103], [104], [105]). Habar a DC-k sejthalal indukcidjanak pontos funkciéja még nem
ismert, valoszintileg ez a képességiik a keresztprezentacio felgyorsitasra iranyul, a fertézott sejtek
mielébbi bekebelezését lehetdvé téve. Kimutattak, hogy a DC-k citotoxikus képessége a szovetekben
lokalizalt éretlen DC-kre jellemz6 ([106], [104]), amely Kiilonb6z6 aktivacids szignalok, igy virus
infekcid [107], PRR aktivaciod, példaul duplaszard RNS [103], vagy LPS [108],[109], koreceptorok,
mint CD40L [103], [109] hatasara alakul ki. Mind az aktivalt DC-ek feliiliszdjaval tortént kezelés
hatasara, mind sejt-sejt kontaktust kovetden leirtak a DC-ek citotoxikus funkciojat ([108]). A TNF
([103], [109],[110]), a FASL [110], és a TRAIL ([103], [107], [110]) ligandumok szerepe egyarant
bizonyitott a DC-indukalt sejthalal folyamataiban.

2.11 Az immunogén sejthalél

A sejthalal folyamtok soran felszabaduld anyagok egyarant hathatnak a természetes és az
adaptiv  immunrendszerre. Régéta  elkiilonitik az  immunologiailag csendes  (esetleg
szupressziv/tolerogén) és a gyulladast indukalo sejthaldl formakat. Ez a felosztas elsGsorban a
természetes immunrendszert reakcidra vonatkozott ([111]). Az utolsé évtizedben vezették be az
immunogén sejthalal (ICD) kifejezést, amely olyan sejthalal folyamatot jelol, amely az adaptiv
immunrendszer aktivaciojat (a naiv T sejt aktivaciot) eredményezi [112]. (Az adaptiv immunrendszert
gatlo — tolerogén - €s a természetes immunrendszert gatldo — szupressziv — sejthalal formak elkiilonitése

még nem elfogadott [113]).

Az ICD egy olyan regulalt sejthalal, amely elégséges, ahhoz, hogy aktivalja az adaptiv

immunrendszer valaszait egy immunkompetens szervezetbenn. A sejt ilyen esetben tigy hal el, ami segiti

crcr

crcr

prezentacios képessége, és a tamogatd mikrokdrnyezet. A fert6zott sejtek, valamint a daganat sejtek
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clegendd antigenitast mutatnak az immunvalasz kivaltasara, mivel olyan epitopokat expresszalnak,
amelyekre altalaban rendelkezésre allnak specifikus naiv T-sejt klonok. Az adjuvans hatas eléréséhez
Osszességében az elhalod sejtekbdl szarmazo DAMP-0k felszabadulasa sziikséges, ami elengedhetetlen
az antigénprezentald sejtek toborzasaban és érésében. ([114]) Tobb DAMP kétheté ahhoz, hogy egy
szabalyozott sejthalal folyamat immunogén valaszt okozzon, ilyenek a calreticulin (CALR), ATP, high-
mobility group box 1 (HMGB1), és annexin Al (ANXAL). (egyes adatok szerint sziikséges lehet a
CLEC9A is). Az l-es tipust IFN-ok termelddése nagymértékben fokozza a DC-K keresztprezentdilo
képességét, mivel ennek a citokinnek elsddleges szerepe, hogy intracellularis korokozok jelenlétében

aktivalja az immunvalaszt ([114]) (12. abra).

A tumor terapia soran indukalt immunogén sejthaldl, a T sejt valasz aktivaciojan keresztiil jelentdsen
fokozhatja a terapia sikerességét. Ismert, hogy az ICD-t tobbféle kemoterapias szer hasznalataval és
kiilonféle eszk6z0s beavatkozasokkal ki lehet valtani. Fontos, hogy az alkalmazott doézisnak és
alkalmazasi menetrendnek is nagy szerepe van ezen agensek ICD indukalo hatasaban. A kiilonb6zo
kezelések optimalizalasa az ICD kivaltasahoz intenziv kutatasok targyat képezik jelenleg tobbféle

tumortipusok esetén is [114].
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12. abra Az immunogén sejthalal egymast koveté lépései. Az immunogén sejthalal fontossdga
elsésorban a tumor terdpiaban valt hangsulyossd. Kiilonbozé kezelések megfelelé dozisban és
kinetikaban alkalmazva a tumorsejtek immunogén sejthalalat indukalhatiak. Az elhalo sejtekbdl
felszabadulo DAMP-ok, calreticulin (CALR), ATP, high-mobility group box 1 (HMGBI), hé sokk
fehérjék (HSP) az éretlen DC-k aktivicidjat indukdlhatidk. Az elpusztult sejtek bekebelezését kbvetden
az aktivalodott DC-k a nyirokcsomoba szallitiak és ott keresztprezentdcioval bemutatiak a
tumorantigéneket a naiv T sejteknek. A klonalis osztodast és differenciaciot kévetden létrejovo T sejtek
az eredeti tumor és esetleg annak metasztdzisai ellen is intenziv immunvdlaszt generalhatnak [115].
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3 CELKITUZESEK

Kutatomunkankban az immunrendszerben zajlo sejthalal folyamatok kiilonbozé aspektusait
tanulmanyoztuk.

Magvas sejtjeink szinte mindegyikén expresszalodik sejthalal receptor, elsésorban a FAS receptor, ami

biztositja az immunrendszer folyamatos kontrolljat.
Vizsgalni kivantuk, hogy
e aFas-medialt jelatvitelt milyen reverzibilis mechanizmusok szabalyozzak
e azantigén specifikus B sejtekre hato kiilonbozd taléldjelek, hogyan befolyasoljak a Fas-indukalt
sejthalalt
e acitotoxikus T sejtek Fas-fliggd funkcioi milyen sejthalalt indukalnak
e a DC-k antigén felvételében intracellularis korokozok esetén szerepet jatszik-e a sejthalal
receptor indukalt sejthalal
A sejthalal receptorok mellett a korokozok felismerése mintazatfelismeré receptorokkal is a sejt
pusztulasahoz vezethet. A két sejthalalt indukald receptorcsalad egylittmiikodésérdl kevés adat all
rendelkezésre.
Vizsgalni kivantuk,
o aTLR receptorok ¢€s a sejthalal receptorok ko-aktivaciojanak hatasat
Az elmult évtizedekben tobb szabalyozott nem apoptotikus sejthalal format is leirtak, koztik a
gyulladassal jaro nekroptozist, amelyet sejthalal és mintazatfelismer6 receptorok aktivacioja is indukal.
Vizsgalni kivantuk,
o a sejthalal receptorok €s a mintazatfelismero receptorok indukalta nekroptézis interakciojat az
apoptozissal
A tumor mikrokornyezetében kialakuldé immunvalasz iranya, a sejt tipusok dsszetétele meghatarozo a
tumor fejlédése szempontjabdl. A citotoxikus terapiak nemcsak a tumorra hatnak, hanem annak
mikrokornyezetére is, igy befolyasoljak az immunkomponensek aranyat mikodését.
Vizsgalni kivantuk, hogy
o milyen sejthalal stimulusokkal befolyasolhaté a tumorok immunkornyezete, a pro és
antiinflammatérikus makrofag altipusok aranya

e a jelenleg alkalmazott citotoxikus kemoterapias szerek hogyan modositjdk a tumorok

immunkdrnyezetét
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

Célkittizéseink megvalaszolasdhoz alkalmazott legfontosabb modszerek rovid ismertetése. A modszerek
részletes leirasa, a hasznalt ellenanyagok, specifikus reagensek specifikacidja a dolgozathoz csatolt

koézleményekben talalhato.
4.1 Felhasznalt sejttipusok

Kisérleteinkhez A20 (egér B sejt limfoma), BL41 (human Burkitt limfoma), human B-sejtvonalakat:
HT58, Daudi, WSU, BL41, Ramos, BJAB, SKW6.4, human T-sejtvonalakat: vad tipust és RIP1
deficiens SVT35 Jurkat; vad tipusu as FasL-dal overexpresszalt Jurkat Rapo, Fas deficiens és Fas
deficiens, de Fas-sal ujratranszfektalt Jurkat Rapo; JA3 Jurkat és FADD, kaszpaz-8, kaszpaz-9 negativ
szubklonjai, kaszpaz-9 defiecns, de kaszpaz-9-cel retranszfektalt JA3 Jurkat, MEF (egér embrionalis
fibroblaszt), MEF-C9 (kaszpaz-9 negativ MEF), HEK 293FT (SV40 T antigénnel transzformalt HEK
293 T human embrionalis vesesejt), WSU (human B-limfocita) és WSU-FasL (Fas ligandot expresszalo
WSU) sejtvonalakat hasznaltunk. Az eddig felsorolt sejtvonalakon kiviil Ficoll-lal torténd
centrifugalasal (2000rpm, 20 perc) izolaltunk friss mandulabol limfocitakat és human PBMC-t. A hat
napos PBMC-t 1 napig 2 ug/ml PHA-val, 6 napig 2ng/ml IL-2-vel stimulaltuk, mikézben 48 éranként
cseréltik a médiumot. A MEF és MEF-C9 sejteket tenyészté flaskadkban DMEM low glucose
médiumban tenyésztettiik, a HEK 293FT sejteket DMEM high glucose, mig a tobbi sejtvonalat RPMI
(médiumban tartottuk 37 °C-on, 5% CO- és 100%-os relativ paratartalom mellett. Az egér sejtvonalak
médiuma 50 uM merkaptoetenolt is tartalmazott. Minden sejttenyészt6 tapfolyadékot a felsoroltokon
kiviil még 10% foetalis borji szérummal, 292 mg/l L-glutaminnal és 40 mg/l gentamicinnel

egészitettiink ki.

Monocita szeparalas human vérkészitménybdl, a human makrofagok és Dendritikus sejtek
differencialasa

Egészséges véradoktol heparinizalt buffy coat-ot kaptunk az Orszagos Vérellatd Szolgalat és a
Regionalis és Intézményi Igazgatdsdg, valamint a Debreceni Egyetem, Orvostudomanyi Kar
Kutatasetikai Bizottsaganak irdsbeli jovahagyasaval. A véradoktol hozzajarulasa adataik feldolgozasa
¢s tarolasa az Eurdpai Unio iranyelveinek megfelelden tortént. A periférids vér mononuklearis sejtjeit
(PBMC) Ficoll-Paque Plus gradiens centrifugalassal valasztottuk el a buffy coat-tol. A monocitak
PBMC-b4l torténd tisztitasa pozitiv szelekcioval tortént immunmagneses sejtlevalasztassal anti-CD14-
konjugalt mikrogyongyok hasznalataval. Az elvalasztas utan a sejtek 96-99%-a CD14+ monocitanak
bizonyult, dramlasi citometriaval mérve. Az izolalt monocitakat 1,5x106 sejt/ml koncentracioban
szérummentes AIM-V tapkozegben szélesztettik. A DC-ek vagy makrofagok differencialtatasa
érdekében 100 ng/ml IL-4-et és 80 ng/ml GM-CSF-et, vagy 50 ng/ml M-CSF-et adtunk a sejtekhez, az
izolalas napjan. A differencialodasi folyamat 2. napjan sejttipustol fiiggéen 100 ng/ml IL-4-gyel és 80
ng/ml GM-CSF-fel vagy 50 ng/ml M-CSF-fel kiegészitett tapkozeg térfogatanak felét frissitettiik.
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Makrofag és dendritikus sejt alpopuldciok eléallitdasa

Az M-CSF jelenlétében differencidlodott monocitakbol a differencidlddas 6tddik napjan 24 6rdn at 50
ng/ml ultratiszta lipopoliszachariddal, 20 ng/ml IFNy-val stimuldltuk, hogy M1-et és 20 ng/ml IL-4-
gyel), 20 ng/ml IL-10-zel és 20 ng/ml TGFB-val, hogy M2 fenotipust kapjunk. A sejteket a 6. napon
tekintettilk M1 és M2 altipusoknak.

A TAM-szerl sejtek differencialtatdsahoz az izoldlt monocitdkat 5 napig 6 lyuku szovettenyésztd
lemezen tartottuk 2,0 x 10° sejt/ml sejtstirtiségben, Thp-1 feliiliszoban, melyet IL-4-gyel (20 ng/ml),
IL-10-el (20 ng/ml) és TGFB-val (20 ng/ml) egészitettiink ki. Az 5. napon a TAM-szerii sejteket ismét
Thp-1 feliiliszoval kezeltik 24 oran at. A makrofagokat a 6. napon tekintettiik TAM-szer(i sejteknek.

Ismert, hogy a dexametazon a prezentalo sejteket tolerogén dendritikus sejtekké alakitja, amelyek T-
sejt-gatld funkcidval rendelkeznek [116]. A dexametazon DC-ket (dexDC-ket) eldallitasahoz az izolalt
monocitakat 100 ng/ml IL-4-gyel, 0,25 uM dexametazonnal és 80 ng/ml GM-CSF-fel tenyésztettiik 5
napig. Az Az IFN-moDC-k el6allitasahoz az izolalt monocitakat 5 napon keresztiil 1000 U/ml rhIFN-a
¢s 40 ng/ml GM-CSF jelenlétében tenyésztettiik.

A kemoterapias szereket, a Cisplatint, az Oxaliplatint, a Doxorubicint és az Epirubicint a jelolt
koncentraciokban kozvetleniil a monocita izolalasa utan és a differencialodasi folyamat masodik napjan

adtuk a sejttenyészethez.
Az M1 és M2 makrofagok ko-kulturdban valo tenyésztése

Az M1 és M2 sejtek kozotti sejthalalintenzitas kiillonbségek funkciondlis jelentoségének tesztelésére
makrofag ko-kulturat hoztunk létre. Egyenld szami M1 és M2 makrofagot (4x10° sejt/0,5 ml) egyiitt
tenyésztettiink 4 oran at 24-lyuku sejttenyésztd lemezeken. Az M1 és M2 kokultarat nekroptotikus
stimulusokkal kezeltiik. A talél6 makrofagokat anti-CD209-PE és anti-CD80-FITC antitestekkel
jeloltik 24 oraval a sejthalal indukciot kdvetdéen. Az M1 és az M2 sejthaldl megkiilonboztetése
érdekében az M2 makrofagokat CellTracker ™ Green CMFDA festékkel toltottiik fel 37 °C-on 30
percig. Harom intenziv mosési 1épést kovetden 4x10° sejt/0,5 ml M2 sejtet tenyésztettiink, azonos
nekroptotikus ingerekkel kezeltiik, a kiilonb6z6 populaciok sejthalalat 24 ora elteltével PI festéssel

hataroztuk meg.
Erett és értelen B sejtek izoldldsa, aktivdlisa

A kisérletekben 6/8 hetes BALB/c egereket hasznaltunk. Az atmeneti éretlen B-sejtek eldallitasahoz az
egereket 500 Rad-dal sugaroztuk be és az autorekonstitualt 1épsejteket 14 nappal ezt kovetden izolaltuk.
B-sejteket tisztitasahoz a 1épet eltavolitottuk és a sejteket Osszegyljtottik. A vorosvérsejtek 5 ml Gey
oldatban lizaltuk 1 percig. A megmaradd sejtek kétszer mostuk, és a szuszpenziot 20 percig
szobah6émérsékleten kezeltiik anti-Thy-1.2 antitestekkel. A sejteket nylalkomplementet tartalmazé

HBSS oldattal inkubaltuk 45 percig 37 C-on. A HBSS-ben t6rténd mosas utan a sejteket centrifugaltuk
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majd 50/75% Percoll gradienssel szeparaltuk. Az 50/75%-os hatarfeliileten szétvalo sejteket
Osszegyijtottiik és kétszer mossuk RPMI 1640 tapoldattal.

Egér B-limfocitak izolalasa és tisztitdsa

A Vavl hianyos egereket vagy kontroll B/57 egereket elézetesen 100 ml 1 mg/ml FITC-BSA-val
injektaltuk100 ml komplett Freund-adjuvans jelenlétében, majd 1 hét mulva a B-sejteket izolaltuk. A
Iépet eltavolitottuk, és a vorosvértestek lizaltuk, majd a fennmarad6 sejteket mostuk és anti-Thy-1.2
Antitesttel kezeltiik 30 percig szobahdmérsékleten. A nytl komplementet tartalmazé RPMI médiummal

inkubdltuk 30 percig 37C-on. A B-sejtek szdzalékos ardnyat aramlési citometriaval elemeztiik,

fluoreszcensen jel6lt anti-B220 és anti-CD3 ellenanyagokat hasznélva.
4.2 Sejthalal mérése
Membran integritas mérés
A sejthalalt a membran integritas elvesztése és a propidium-jodid felvétele alapjan szamszerUsitettiik
(PI, Sigma-Aldrich). A sejteket PI oldattal (10 ug/ml PBS-ben) festettiik, majd ezt a sejtpusztulést a

fluoreszcencia intenzitas alapjan Facs Calibur (BD Biosciences) aramlasi citométerrel hataroztuk meg,

az adatok kiértékelését pedig FlowJo szoftverrel (Tree Star) végeztiik.
Sub-G1 mérés

Az apoptdzis kovetkeztében kialakuld6 DNS-fragmentéaciot sub-G1 mérés alapjan hataroztuk meg. A
sejteket hideg 70 %-os alkoholban fixaltuk 1 oran keresztiil, majd 38 mM-os citrat pufferrel (pH 7.4)
mostuk. A sejteket 50 ug/ml Pl-t tartalmazo 38 mM-os citrat pufferben jeldltiik 15 percen keresztiil 37

CP-on. A sub-G1 csticsok aranyat aramlasi citométerrel hataroztuk meg.
Effektor kaszpazok aktivaciojanak mérése

A kaszpaz-3 és a kaszpaz-7 enzimaktivitasanak méréséhez Apo-ONE Homogeneous Caspase-3/7 Assay
kitet hasznaltuk. A kisérlethez az elézetesen aktivalt Jurkat sejtekbdl 2x10* db-ot hasznaltunk fel,
melyeket mérés elott 96 lyuku fekete szinli sejttenyésztd platere helyeztiink. Az effektor kaszpazok
aktivitdsanak detektalasdhoz sziikséges reakciokat a gyart6 utasitasainak megfelelden hajtottuk végre.
A mintak fluoreszcencia intenzitasat Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader késziilékkel mértiik,

melynek soran 485 + 20 nm gerjesztési és 528 + 20 nm detektalasi hullamhosszokat alkalmaztuk.
Eletképesség meghatdrozasa CCKS assay médszerrel

2x10* db Jurkat sejtet kezeltiink 96 lyuku sejttenyésztd platen 24 6ran keresztiil. A sejtek életképességét
Cell Counting Kit-8 (CCK8) modszerrel hataroztuk meg a gyart6 utasitasainak megfeleléen. Roviden:
100 pl sejtkulturahoz 10 ul CCK8 reagenst adtunk, amiket ezt kdvetden 4 6ran keresztiil termosztatban
inkubaltunk. Az abszorbancia mértékét EnVision® 2105 multimode plate reader késziilékkel mértiik le
450 nm-es hullamhosszon. A kisérletek soran a kiillonféle kezelések esetén 4 parhuzamos mintaval

dolgoztunk ¢és a sejtek ¢életképességét (%) a kontroll mintakhoz viszonyitva adtuk meg.
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Sejthalal indukdldsa

Az 4ramlasi citometrias mérések soran mintanként 5x10° db sejtet hasznaltunk, melyeket a kisérlet
id6tartama alatt FACS csovekben (1sz6 sejtek esetén) vagy sejttenyésztd plateken (letapado sejteknél)
tartottunk, a végsé mintatérfogatot 500 pl-re allitottuk be. A sejteket a megfelel inhibitorokkal (10-50
uM Z-VAD, 1 uM BV6, 0,4 pg/ml cycloheximide, 2,5 pM CCT137690, 20 uM AR-A014418, 40 uM
necrostatin-1, 1 uM necrosulfonamide vagy 7,5 uM GSK'872 illetve ezek kombinacioival) 1 orat
elokezeltiik, majd a jelzett stimulusokkal sejthalalt indukaltunk. A sejthalalt 20-100 ng/ml anti-FLAG
M2 antitesttel keresztk6tott FasL-dal, 40 ng/ml anti-FLAG M2 antitesttel keresztkotott Trail-lel, 50
ng/ml human TNFa-val, 400 uM H,0,-dal, 0,74-6,7 uM ionomycinnel, 100 ng/ml LPS-sel aktivaltuk,
human anti-Fas ellenanyaggal (CH11), SMAC mimetikummal (BV6, birinapant), TAK1 inhibitorral
(5Z-7-oxozeaenol) kiilonbozé kemoteraias szerekkel (doxorubicin, epirubicin, cisplatin, oxaliplatin)
valtottuk ki, majd 24 o6ran mulva mértiik a sejthalalt. 100 ng/ml egér anti-Fas ellenanyaggal (JO2)

torténd kezelést kovetden 2 6ra millva mértiik a sejthalalt.

Kokultiraban a FasL.-dal overexpresszalt WSU B-sejtet reszuszpendaltunk CellTracker Green festékkel
(5 uM), majd 30 percre 37°C-os vizfiirdébe helyeztiik. Ezutan lecentrifugaltuk (10 perc, 1200 rpm), és
friss médiummal 30 percre sejtteny€sztd termosztatba helyeztiik, majd haromszor mostuk, végil a
kivant aranyban a célsejthez adtuk. A két fajta sejtet 1 napig egylitt inkubaltuk, majd a megfeleld

kezeléseket kovetden a CellTracker negativ populaciot aramlasos citométerrel vizsgaltuk.

srer

Jurkat Rapo T-sejtvonalat, illetve PBMC-t stimulaltunk 100pg/ml PHA-val, vagy anti-CD3 plusz anti-
CD28 ellenanyagokkal, vagy az iDC és mDC sejteket poli(I:C)-vel, CLO75-tel, LPS-sel, 5 percen
keresztiil, majd a sejteket haromszor mostuk és végiil friss médiumban vettiik fel. 2 6ra termosztatban
torténd inkubalas utan osszegyljtottiik a feliiluszot és a célsejtekhez adtuk, 24 ora elteltével mértiik a
sejthalalt. Az aktivalt T sejtek feliiliszdjat ultracentrifugalasnak vetettiik ala. A 2 dras ikubaciot
kdvetden a sejteket 15000 rpm-en 10 percen keresztiil centrifugaltuk, majd az igy nyert feliilaszot 70000
g-re 2 orara ultracentrifugaba helyeztiik. Az igy kapott feliiluszoval €s 0,5 ml médiumban reszuszpendalt

pellettel stimulaltuk a célsejteket, indukaltunk sejthalalt.
4.3 B sejt aktivacié mérése

A tisztitott B sejteket 50 mg goat anti-mouse IgM (Fab’), fragmenttel 5 percig 37 C-on aktivaltuk. majd
20 masodperces centrifugalast kdvetden — azonnal folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. A
sejtlizatumokat 0,5 ml lizispufferben készitettiik el. 30 perc jégen torténd lizist kovetéen perc a
sejtlizatumokat 15 000 /g-vel 20 percig 4 °C-on centrifugaltuk és a feliiliszokat hasznaltuk a western
blott, illetve immunprecipitacié soran. Az immunprecipitaciét proteinG gyongyokhoz kotott anti-

foszfotirozin (PY20), illetve Gab2 specifikus poliklonalis ellenanyagokkal végeztiik.
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Intracelluléris szabad Ca**-szint mérés datfolydsos citofluorimetrids modszerrel

5-10° BL41 sejtet 0,5 ml 10% FCS tartalm RPMI 1640 médiumban 37°C-on 30 percig 5 pg fluo-3 AM
fluoreszcens indikator festékkel inkubaltuk, majd a sejteket mostuk 30 percig 37°C-on. Az igy
megfestett sejteket 10 percig 1200 rpm-mel centrifugaltuk, majd reszuszpendaltuk 10 ml 10% FCS
tartalmi RPMI 1640 médiumban és 1 pg/ml 7 amino-aktinomycin D festékkel jeloltiik a pusztult
sejteket. A mintakhoz az aktivalo ellenanyagot a mérés elinditasa utdn 20 masodperccel adtuk. A mérést

FACSCalibur (Becton Dickinson, Amerikai Egyesiilt Allamok) aramlasi citofluoriméterrel végeztiik
Fas receptor internalizaciojanak vizsgalata.

Az SHP-1 shRNAI és kontroll sShRNAi A20 sejteket inkubaltunk jégen 30 percig 200 ng/ml rekombinans
Fas-dal, amit 1 mg/ml egér anti-Flag 1gG Ab-val (M2) keresztkotottiink, illetve kontrollként csak M2-
vel A nem kotott FasL-ot mosassal eltavolitottuk majd a sejteket 37 C-on a jelzett idGtartamokra
aktivaltuk, ami igy szinkronizalt Fas stimulaciot valt ki. Az aktivalast jéghideg oldat a hozzdadasaval
allitottuk le. A sejteket ezutan mostuk, €s 30 percig jégen inkubaltuk FITC-konjugalt JO2 anti-Fas
ellenanyaggal. A Fas—FasL komplexek internalizacios fokanak meghatarozasahoz a hattér kontroll
sejtek atlagos fluoreszcencia intenzitasat (MFT) minden alkalommal kivontuk a FasL-dal aktivalt sejtek
MFI-jébdl az MFI abszolut megszerzéséhez. A FasL stimulalt sejtek MFI-jét elosztottuk a nem aktivalt

kontroll sejtek MFI-jével, hogy megkapjuk a sejtfelszinen maradt Fas szazalékos aranyat.
Western blot

A fehérjék kiszabaditasat a sejtekbdl 2x Laemli pufferben valo lizalassal értiik el. A fehérjéket SDS
gélelektroforézissel valasztottuk el 10% poliakril-amid gélen, a fehérje mintdkat a méret szerinti
szeparalast kovetden nitrocelluléz membranra vittiikk at (Bio-Rad Laboratories). Az antitestek nem
specifikus kotédését 5%-0s tejjel (TBs-Tweenben oldva) blokkoltuk. A blokkolast kovetden a
membranokat a jelzett antitestekkel inkubaltuk overnight 4 C°-on 500-2000x higitasban alkalmazva.
Masodlagos ellenanyagként tormaperoxidazzal konjugalt anti-nytl, anti-egér, vagy anti-patkany
antitesteket alkalmaztunk.

Feherjeinterakciok vizsgalata immunprecipitacioval

A kisérlethez mintanként 5x107 sejtet hasznaltunk fel, melyeket az aktivaciot kdvetden 1500 rpm-en 10
percig centrifugaltunk, majd a pelletet 500 pl 1% Triton X-et, proteazgatlot és foszfatazgatlot tartalmazo
lizis pufferben lizaltuk jégen 30 percig. A mintakat ezt kovetden 10 percig 15000 rpm-en centrifugaltuk,
majd megallapitottuk a fehérje koncentraciojukat. A mintakbol azonos mennyiségii fehérjét tartalmazo
feliiluszot mértiink az alabbi antitestekkel fedett protein A/G PLUS-agarose gyongyokhoz, melyeket
ezutan 4 °C-on folyamatosan forgatva overnight inkubaltunk. Mésnap a gyongyoket négyszer mostuk
lizis pufferrel, majd a szarazra szivott gyongyokhoz 30 pl 2x Laemmli-féle minta puffert mértiink, majd
5 percig 95 °C-on foztiik és ezt kovetden a mintakat azonnal felhasznaltuk vagy pedig -20 °C-on

taroltuk.
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4.4 Makrofag és dendritiukus sejt funkciok vizsgalata

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Az antigén-antitest kotddésen alapuld technika, elsé 1épésként 96 lyuku plate-re az adott citokinre
specifikus antitestet vittiink fel, amit 4 C°-on, egy €jszakan keresztiil inkubaltunk, majd a nem kétott,
foloslegben alkalmazott reagenst PBS-Tween oldattat mostuk a plate-rél. A kikotott antitesthez a 10%-
0s FCS-sel higitott minta citokin tartalma k6t6dott. Ezt kovetden biotinnal konjugalt, szintén a citokinre
specifikus antitestet alkalmaztunk. Ehhez avidinnel konjugalt torma-peroxidazt adtunk, TMB szubsztrat
hataroztuk meg. Az M1 és M2 makrofagok feliiliszoit a differencialtatas 6. napjan gyQjtottikk dssze és
mértiik az aktivalast kovetod 24 oraval ELISA modszerrel. A kemoterapids szerek hatasanak méréséhez
az moDC-kbdl és makrofagokbol szarmazo tenyészet feliiliszoit 5 nappal a monocitak elvalasztasa utan

gyljtottiik ossze, és az IL-10, TGFp, IFNy, IL-12, IL-1B és TNFa citokinek, valamint az IP-10 és 1L-8

crer

Sejt migracio vizsgalata

A Boyden kamraban 5x10* sejtet adtunk a felsd kamréba, és az alsé kamraba helyezett 3 ng/ml CCL2
4 6ras 37 °C-on végzett inkubalas utan az als6 kamrabdl vandorolt sejteket 0sszegyljtottiik. A migralt
sejteket ezutan szamszerusitettiik a sejtek Novocyte2000R Flow Cytometer segitségével, és az adatokat
a FlowJo v X.0.7 szoftverrel elemeztiik.

A T-limfocita polarizacio vizsgalata

A monocita eredetli DC-ket és makrofagokat allogén periférias vér limfocitaival (PBL) egylitt
tenyésztettiik harom, 6t vagy kilenc napig RPMI-1640 tapkdzegben. 1:10 moDC/makrofag:T-sejt arany
mellett 37 °C-on. Annak meghatarozasara, hogy mely T-limfocita populaciokat polarizaltak az
elokondicionalt DC-k ¢és makrofdgok harom, 6t vagy kilenc nap elteltével, a T-sejteket 1 pg/ml
ionomicinnel és 20 ng/ml phorbol-mirisztat acetattal (PMA) stimulaltuk 4 6ran 4t BD GolgiStop™
fehérjetranszport inhibitor jelenlétében, amit 12 oraval a sejtfestés elott adtunk a sejtekhez. A sejteket
anti-human CD4-PerCP, CD8-PE-vel és/vagy anti-human CD25-PE-konjugalt antitestekkel jeloltiik.
Ezt kdvetden fixaltuk és permeabilizaltuk a sejteket, majd anti-human IFNy-APC-vel, anti-huméan IL-4-
PE-vel, anti-human IL-10-Alexa Fluor 488, anti-human IL-17 és anti-human FoxP3-APC antitestek
kombinaciodival jeloltiik. A fluoreszcencia intenzitasat FACS Calibur citométerrel mértiik, az adatokat a

FlowJo v X.0.7 szoftverrel elemeztiik.
Sejtfelszini molekulak megjelenésének vizsgalata

A kiilonb6z6 specificitasu ellenanyagokkal torténd jeldlés soran a sejtpellethez hozzaadtuk a direkt jelolt
ellenanyagot, majd 20 percig, 4 C°-on, sotétben inkubaltuk. Ezt kovetden FACS pufferrel mostuk a
sejteket (5 perc, 1500 rpm, 4 C°). Végiil a mintakhoz 300 pul FACS-puffert adtunk és a sejtfelszini
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fehérjeexpressziot 10000 db sejten mértiik le. A fluoreszcencia intenzitdsokat Facs Calibur (BD

Biosciences) aramlasi citométerrel mértiik, az adatok kiértékelését pedig FlowJo szoftverrel végeztiik.
Intracellularis molekulak megjelenésének vizsgalata

Az intracellularis  jeloléshez 10° sejtet kezeltiink  fixalo/permeabilizald  oldattal (BD
Cytofix/Cytoperm™ Plus Fixation/Permeabilization Kit) s6tétben, 20 percen keresztiil, 4 C°-on. Ezt
kovetéen FACS pufferben, illetve PermWash pufferben mostuk a sejteket (5 perc, 3000 rpm, 4 C°). A
kovetkez6 1épésben az antitesttel valo intracelluldris jelolést végeztiik el, 20 percen keresztiil, 4 C°-on.
Az aspecifikusan kotott antitestet PermWash, majd FACS pufferrel valo mosassal tavolitottuk el (5 perc,
3000 rpm, 4 C°). Végezetiil a mintdkhoz 300 pl FACS-puffert adtunk és a sejtfelszini fehérje expressziot

aramlasi citométerrel, minden mintabol 10000 sejtet mértiink le.
4.5 In vitro sejt médositasok

Az siRNS és expresszios vektorok felépitése:

Az egér SHP-1 csendesitéséhez pSuper eml6s expresszios vektorba (OligoEngine) klonoztuk az SHP1
957-976 nukleotidjainak megfeleld szekvenciat (CAAGAACCGCTACAAGAAC) és annak forditott
komplementerjét amelyeket egy kilenc nukleotidbol allé nem-komplementer spacer valasztott el
egymastol (ttcaagaga). Ezt a vektort pSuper shRNAi SHP-l-nek neveztik. Az egér Vavl
csendesitéséhez a 15631582 nukleotidoknak megfeleld RNSi nukleotidokat
(GAAGUGGAUGGAACAGUUC) hasznaltuk.

A20 sejtek ranszfekciojat az pSuper ShRNAi SHP-1 vagy a kontroll vektorok transzfektalasaval
végeztiik, 300 V 20 ms-ig 20 mg Amaxa Nucleofection Technologyt (Amaxa, Koln, Németorszag) és a
stabil sejteket geneticinnel szelektaltuk. Atmeneti transzfekciohoz a sejteket 0,5 ml komplett RPMI
tapkozegben szuszpendaltuk és 100 nM Vav (GAAGUGGAUGGAACAGUUC) RNSi szekvencidkkal
transzfektaltuk 260 V 20 ms-ig. A sejteket friss tapkozegben Ujra szuszpendaltuk, és a transzfekciot 24
oréds inkubacié utdn megismételtiik. Tovabbi 24 ora elteltével a fehérje expressziot Western blottal

hataroztuk meg, és elvégeztiik a sejthalal vizsgalatot.
A target sejtek overexpresszioja lentivirdlis rendszerrel

A RIPK1 és RIPK3 indukalhat6 overexpresszidjahoz sziikséges konstruktokhoz az alabbi plazmidokat
hasznaltuk fel templatként: pCR3-FLAGhRIP1 (Cabri, #LMBP4850), hRIP3 GFP wt (Addgene,
#41387). A RIPK1 és RIPK3 szekvenciajat el6szor a pENTR4-FLAG (Addgene, #17423) Gateway
donor (klénozo) vektorba ligaltuk, majd ezt kdvetden atrekombinaltuk a pCW57.1 (Addgene, #41393)
vektorba, mely egy lentiviralis ,,All-in-one” tetraciklin/ doxiciklin indukalhatd6 Gateway célvektor
(expresszids vektor, mely lehetové teszi az indukalhatd expresszidhoz sziikséges reverz tetraciklin
transzaktivator (rtTA) és a célgén egyidejii bevitelét). Minden klonozasi 1épést restrikcios hasitassal és
szekvenalassal is megerdsitettiink. A transzdukciohoz hasznalt replikaciora képtelen lentivirusok

létrehozasahoz az alabbi csomagolovektorokat hasznaltuk, melyeket kalcium-foszfat transzfekcioval
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juttattunk be a virustermelésre hasznalt HEK 293FT sejtekbe: VSV-G envelopot kodolé pMD2.G
(Addgene, #12259) és psPAX2 (Addgene, #12260), mely tartalmazza a Gag, Pol, Rev, and Tat géneket.
A kalcium-foszfatos kicsapast 1,35 ml desztillalt H20 és 150 uLL 2,5 m CaClI2 és 1,5 ml 2x HEPES-
pufterolt soldat hozzadadasaval végeztiik. Az oldatot szobahémérsékleten 30 percig inkubaltuk, majd
cseppenként hozzaadtuk a tenyésztett HEK293FT sejtekhez. 16 oraval a transzfekcio utan a tapkozeget
friss, magas gliikoztartalmia DMEM-re cseréltiik ki, amelyet 10% FBS-sel, 2 mm-es |-glutaminnal
egészitettiink ki. A virus feliiluszoit a transzfekcid utan 48 és 72 oraval 6sszegytjtottiik, és egy 0,45 pm-
es szlirdn engedtilk at. A célsejteket egy éjszakan at lentivirus feliiliszoval inkubaltuk 4 pg-mL-1
polibrén jelenlétében. A fertézott sejteket 5 ug-mL—1 puromicinnel vagy 10 pg-mL—1 blaszticidinnel
valasztottuk ki 7 napig.

4.6 In vivo vizsgalatok

Kaszpaz-9 kondicionalis leiitése egér hasnyalmirigy acinar sejtekben

A kaszpaz-9 ,,floxolt” egértorzset Dr. Maté Zoltan, Dr. Erdélyi Ferenc és Dr. Szabo Gabor kollaboracios
partnereink hoztak létre (Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet, Orvosi Géntechnoldgiai Részleg,
Budapest). Ehhez CRISPR/Cas9 modszerrel két darab loxP szekvencia lett beillesztve a kaszpaz-9
masodik exonjat hatarol intronikus régiokba (13. abra). Az intron régiora specifikus iranyit6 RNS-ek
szintetizalasa in vitro tortént. A loxP szekvenciat hordozé templatok és a homologia alapu
rekombinaciot (homology directed repair — HDR) Iehetévé tevé homoldg karok egyszalu
oligomerekként (ssODN) lettek szintetizaltatva. A két iranyité RNS (50-50 ng/ml), a két ssODN (15-15
ng/ml) és a Cas9 mRNS (TriLink Biotechnologies, 60 ng/ml) FVB/Ant egerek (Jackson Laboratory,
FVB.129P2-Pde6b+ Tyrc-ch/Ant], #004828) megtermékenyitett pronukleuszaba lettek injektalva.

Kaszpaz-9 exonok:

ERNAL felismerd/ ERMNAZ felismerd/
Cas9 hasitohely Cas® hasitohely

& I Exon 2 l O
ssODN 1 ® >< ® ‘>< ssODN 2

L

Clal 400bp Clal

13. abra.| Kaszpaz-9 floxolt egértorzs modositasi stratégiaja. A két darab beillesztett LoxP hely, a
kaszpadz-9 masodik, mintegy 400 bazispar hosszii exonjat hatdrolja. Ez az exon az dsszes eddig ismert
kaszpdz-9 transzkript varidnsban megtaldalhato, igy eltavolitasaval minden varidns expresszidja
megakadalyozhato. Amennyiben a masodik exon kivdagodik, ugy az azt kévetd exonok kiesnek a helyes
.frame’-bél, vagyis a kereteltolodds miatt egy korai stop kodon alakul ki. Igy az eredetileg 454
aminosavbol allo fehérjébol egy mindossze 73 aminosavbol dllo termék marad, ami az elsé 44
aminosavban (elsé exon) egyezik meg az eredeti fehérjével.
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A sikeres beillesztés PCR-ral lett megerdsitve (a szekvenciak beillesztése bazistobbletet okoz, mely
specifikus primerekkel detektalhato). Végsé ellendrzésként megszekvenaltuk a loxP helyek altal
kozrefogott régiot, ami megerdsitette, hogy a mddositas sikeres volt. Ezt kovetoen az eddig hasznalt
FVB/Ant egértorzset (mely mar hordozta a loxP helyeket) nyolc generacion at visszakereszteztiik
C57BL/6J egerekkel. A kaszpaz-9 floxolt egereket hasnyalmirigy acinar sejt specifikus tamoxifen
indukalhaté rendszerii, Celal promoter transzkripcidés szabalyozasa alatt alldé Cre rekombinazt
expresszalo egértorzzsel (Jackson Laboratory, Tg(Celal-cre/ERT)1Lgdn/J, #025736) kereszteztiik. A

késobbi kisérletek soran loxP homozigota €s cre heterozigdta allatokat hasznaltuk.

A kisérleti allatokat altalanos allathazi koriilmények kozott (22-24 °C-os helyiségben, 12 6ras vilagos-
sotét ciklust tartva, szabvany ketrecekben, 4-6 egeret ketrecenként) tartottuk a Debreceni Egyetem,
Elettudomanyi Epiilet Kisérleti Allathazdban (Nyilvantartasi szam: I1I/4-KAT/2015). Minden allat
részére konvencionalis sterilizalt ételhez és autoklavozott vizhez valo szabad hozzaférést biztositottunk.
Az allatkisérleteket a National Institutes of Health (NIH) eldirasainak megfeleléen €s a tudomanyos
célokra felhasznalt allatok védelmérdl szolo Eurdpai Parlament €s a Tanacs 2010/63/EU iranyelve
szerint hajtottuk végre az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanics engedélyével (a kisérletek
engedélyszama: XXI./1542/2020).

Akut pankreatitisz modell

Az akut pankreatitisz tiineteinek sulyossagat a vad tipust és kaszpaz-9 deficiens egerekben Dr. Pallagi
Petra, T¢l Balint és Dr. Maléth Jozsef kollaboracios partnereink vizsgaltak (Szegedi Tudomanyegyetem,
Altaldnos Orvostudomanyi Kar, 1. szami Belgyogyaszati Klinika és Népegészségtani Intézet, MTA-
SZTE Lendiilet Epitél Sejt Szignalizacid és Szekrécidé Kutatdcsoport). A Cre rekombindz expresszidja
125 mg/testtomeg-kilogramm tamoxifen (5 mg/ml napraforgd olajban oldva) oralis adasaval (gavage)
lett indukalva 5 egymast kovetd napon keresztiil. Ezt kovetéen nyolc oran at, ranként 50 mg/testtomeg-
kilogramm cerulein intraperitonealis adasaval tortént az akut pankreatitisz kivaltasa. Az allatokat 12 ora

mulva talaltatassal terminaltuk, majd ezt kovetéen vér- és szovetmintakat gyiijtottiink.

A gyljtott vérmintakbol a szérumot centrifugalassal izolaltuk (4 °C-on, 2500 RCF-en, 15 percig), majd
felhasznalasig —20 °C-on taroltuk. A szérum amilaz aktivitast kolorimetrias kittel hataroztuk meg. A
reakciokat a gyarto utasitasanak megfelelden hajtottuk végre, az abszorbanciat 405 nm-en detektaltuk
FLUOstar OPTIMA Microplate Reader késziilékkel. A szovetmintakat 4%-0s formaldehid oldattal
fixaltuk és felhasznaldsig 4 °C-on taroltuk. Paraffinba torténd agyazast kovetden a mintakat 4 um-es

darabokra metszettiilk kriosztattal, melyet hematoxilin-eozin festés kovetett. A gyulladasos sejtek

crer

Immunfluoreszcens jelolés

A kaszpaz-9 hasnyalmirigy acinar sejtekben valo leiitésének sikerességét Dr. Pallagi Petra, T¢l Balint

és Dr. Maléth Jozsef kollaboraciés partnereink mutattdk ki (Szegedi Tudoméanyegyetem, Altaldnos
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Orvostudomanyi Kar, 1. szamu Belgyogyaszati Klinika és Népegészségtani Intézet, MTA-SZTE
Lendiilet Epitél Sejt Szignalizacio és Szekrécid Kutatocsoport). 125 mg/testtomeg-kilogramm
tamoxifen 5 egymast kdvetd napon keresztil torténd adasaval indukaltuk a Cre rekombinaz
expressziojat, majd az allatokat tulaltatassal terminaltuk. Ezt kdvetden hasnyalmirigy szovetmintakat
izolaltunk, melyeket Shandon Cryomatrix médiumban lefagyasztottunk és kriosztattal 7 pm-es
darabokra metszettiink. 4% paraformaldehid fixalast és blokkolast kdvetéen a mintakat 100x-0sra
higitott kaszpaz-9 specifikus antitesttel jeloltiik overnight 4 °C-on. Masodlagos antitestként Alexa Fluor
488 konjugalt I1gG antitestet hasznaltunk, a sejtmagot Hoechst-33342 festékkel jeloltiik. Fluoromount
mounting médiummal valé fedést kovetéen a képeket Zeiss LSM880 konfokalis mikroszkdppal

készitettiik 40x-es olaj immerzios objektivet hasznalva.
Feherje izolalas hasnyalmirigy szévetmintakbol

A fehérje izolalast cerulein kezelt és a kezeletlen egerek hasnyalmirigyébdl Dr. Pallagi Petra, T¢l Balint
és Dr. Maléth Jozsef kollaboraciods partnereink valositottak meg (Szegedi Tudoméanyegyetem, Altaldnos
Orvostudomanyi Kar, 1. szamu Belgyogyaszati Klinika és Népegészségtani Intézet, MTA-SZTE
Lendiilet Epitél Sejt Szignalizacido és Szekrécido Kutatocsoport). Az allatokat a cerulein kezelést
kovetden 12 6ra mulva tulaltatassal terminaltuk, majd ezt kdvetden izolaltuk a hasnyalmirigyet, amit ezt
kovetden szikepengével apro darabokra vagtunk. A hasnyalmirigy szovetdarabokat ezt kdovetéen 1 ml
protedazgatlo koktéllal kiegészitett RIPA pufferben lizaltuk. Az igy kapott mintat jégen tartva
szonikalassal homogenizaltuk, majd 4 °C-on 3500 rpm-en 10 percig centrifugaltuk. Az igy kapott

felliliszot ,,snap-freeze” modszerrel gyorsfagyasztottuk, majd felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.
4.7 Statisztikai analizis

Valamennyi abra legalabb harom, egymastol fiiggetlen donorbol szarmazo6 eredmények atlagait mutatja
tstandard szorassal (SD). Az eredmények statisztikai elemzése soran adott esetben Student-féle t-
probat, vagy kétszempontos varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk Tukey post-hoc teszttel. A
statisztikai szamitasok elvégzéséhez GraphPad Prism programot hasznaltunk (verziészam: 6.01, La
Jolla). Azokat a valtozasokat tekintettiik szignifikansnak, ahol p<0,05 volt. Az abrakon lathatod
szignifikanciaszinteket az alabbiak szerint abrazoltuk: *P <0,05; **P <0,01; ***P <0,005, ****P

<0,001.
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5 EREDMENYEK

5.1 Az SHP-1 a Fas-citoszkeleton kapcsolat szabalyozasan keresztiil
befolyasolja az apoptozist [117].

Az SHP-1 foszfatdz interakcidja a Fas receptorral irodalmi adatok alapjan mar ismert volt [118],
azonban funkcidjat az sejthalal szignalokban nem tisztaztak. Az SHP-1 Fas-indukalt apoptozisban
jatszott szerepének vizsgalatara egy stabil SHP-1 (shRNS) csendesitett sejtvonalat hoztunk létre. Az
SHP-1 mennyiségének csokkenése az A20 egér B sejtvonalon fokozta az anti-Fas altal kivaltott
apoptozist a kontroll sejtvonalhoz képest (14. abra). Az UV-indukalt, intrinszik apoptotikus utvonalra

azonban SHP-1 mennyisége nem volt hatassal (nem mutatott adat).

Az SHP-1 kotédése a Fas receptorhoz mar a nyugvo, FasL-dal nem kezelt sejtekben is kimutathato volt,
azonban aktivaciot kovetden a sejthalal indukald komplex kialakulasaval egyidében ez az asszociacid
megsziint, majd a DISC szétesésével ismét kialakult a Fas-SHP-1 kapcsolat (15. abra). Mivel
eredményeink szerint az SHP-1 jelenléte befolyasolta a Fas-indukalt apoptozist, megvizsgaltuk, hogy
az extrinszik apoptotikus jelpalya mely 1épését szabalyozza az SHP-1. Kimutattuk, hogy Fas
expresszidja azonos volt SHP-1 jelenlétében és hianyaban (nem mutatott adat). A DISC
Osszeszerel6dését vizsgalva megallapitottuk, hogy SHP-1 hianyaban a FADD és a kaszpaz-8 is
er6sebben kotddik a Fas receptorhoz és a komplex hosszabb ideig is maradt egyben (15. abra). Ezzel
Osszhangban a kaszpaz-8, valamint a jelatviteli utvonalban downstream elhelyezkedd, kaszpaz-9 és

PARP hasitasa is intenzivebbnek bizonyult SHP-1 csendesitett sejtekben (nem mutatott adat).

Az SHP-1 foszfataz Fas-indukalt apoptozisban jatszott szerepének tisztazasahoz Gsszehasonlitottuk
FaslL-dal aktivalt sejtekben a tirozinon foszforilalt fehérjék mennyiségét SHP-1 csendesitett és vad
tipusu sejtekben. SHP-1 hianyaban tobb fehérje foszforilaltsaga is megnétt a kezeletlen és a FasL-dal
aktivalt mintakban egyarant 16. abra). Kimutattuk, hogy a Vav tirozin foszforilacidja FasL aktivaciot
kovetden jelentosen lecsokken vad tipust sejtekben, mikdzben szinte valtozatlan marad SHP-1
csendesitett sejtekben, mutatva, hogy az SHP-1 felelds a Vav defoszforilaciojaért Fas receptor
aktivalasat kovetéen (16. abra). Ezzel szemben a Cbl adaptor fehérje foszforilaltsiga SHP-1
fiiggetlennek bizonyult.

Miutan kimutattuk, hogy a Vav foszforilaciéja SHP-1 fiiggden valtozik FasL indukciot kovetden,
megvizsgaltuk, hogy a Vav milyen szerepet tolt be a Fas-medialt apoptozisban. A Vav mennyiségét
SIRNS-sel csendesitettiik SHP-1 hianyos és vad tipusi A20 sejtekben. A Vav mennyiségének
csokkenése fokozta az anti-Fas ellenanyaggal kivaltott apoptozist, de ez a fokozd hatds mar nem
érvényesiilt SHP-1 csendesitett sejteken, ami azt valoszinisiti, hogy a két molekula azonos jelpalyan
helyezkedik el. Ennek megfeleléen megnovekedett Vav expresszié mellett az SHP-1 apoptozist fokozo
hatasa nem érvényesiilt, a Vav overexpresszidja kompenzalta az SHP-1 mennyiségének csokkenését,

visszaallitva a sejthalalt a vad tipust, SHP1-et kifejezo sejtek szintjére (17. abra).
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14. abra. Az SHP-1 csendesitése fokozta a Fas-indukalt sejthalalt. (4) Kontroll (shRNSi) és SHP-1
csendesitett sejteket (shRNSi SHP-1) a jelzett dozisokban JO2 anti-Fas ellenanyaggal kezeltiik 3 oraig,
majd a DNS fragmentdacio (subGl populdcio) mérésével aramldsi citometriaval detektaltuk a sejthalalt.
A bemutatott eredmények 3 fiiggetlen mérés atlagat +SD mutatjak. (B) Az SHP-1 shRNSi dltal kezelt
sejtek teljes sejtlizatumaban Western-blottal vizsgaltuk az SHP-1 mennyiséget, loading kontrollnak a
Fas receptort hasznalva. Az abran egy reprezentativ Western blot lathato 5 fiiggetlen kisérletbol. (C)
FITC-konjugalt anti-Fas (JO2) ellenanyag hasznalatival daramldsi citometriaval detektaltuk a Fas
sejtfelszini expressziojat a kontroll RNSi-val kezelt (sotét gorbék) és az SHP-1 csendesitett sejtekben
(vilagos sziirke gorbék). Az abran egy reprezentativ kisérlet eredménye lathato 3 fiiggetlen kisérletbol.
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15. abra. Az SHP-1 eltéro kinetikaval asszocialédik a Fas receptorral, mint a FADD és a kaszpaz
8. Kontroll és SHP-1 csendesitett A20 sejteket aktivaltunk 10, illetve 30 percig 200 ng/ml rekombindns
FLAG-taggel jelolt FasL-dal, amit M2 anti-flag ellenanyaggal oligomerizdltunk. A biotinildlt anti-Fas
ellenanyaggal torténd immunprecipitdciot kovetéen a toborzott molekuldkat Western-blottal mutattuk
ki. Az abran egy reprezentativ kisérlet eredménye lathato 3 fiiggetlen kisérletbdl.
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16. abra. Az SHP-1 csendesitett sejtekben FasL-stimulacio hatasara fokozodik egyes fehérjék
tirozin foszforilaltsaga. Kontroll és SHP-1 csendesitett A20 sejteket aktivaltunk 15 percig 200 ng/ml
rekombindns FLAG-taggel jelolt FasL-dal, amit M2 anti-flag ellenanyaggal oligomerizdltunk. (A) A
teljes sejtlizatumbol anti-foszfotirozin ellenanyag segitségével Western-blottal mutattuk ki a foszforilalt
fehérjéket. (B) Anti-foszfotirozin, illetve anti-Vav ellenanyaggal torténd immunprecipitdciot kévetéen a
toborzott molekuldkat specifikus ellenanyagok hasznalataval Western-blottal mutattuk ki. Az abrakon
egy-egy reprezentativ kisérlet eredménye lathato 3 fiiggetlen kisérletbol.
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17. abra. A Vav csendesitése SHP-1 fiiggéen fokozta a Fas-indukalt sejthalalt. (4) Kontroll és SHP-
1 csendesitett A20 sejtvonalakban (A) siRNSi-val csokkentettiik, illetve (B) transzfekcioval (cDNS)
noveltiik a Vav mennyiségét. A sejteket 100ng/ml JO2 anti-Fas ellenanyaggal kezeltiik 2 ordig, majd a
DNS fragmentacio (subGl populdcio) mérésével daramlasi citometriaval detektaltuk a sejthalalt. A
bemutatott eredmények 3 fiiggetlen merés dtlagat +SD mutatjak. A csendesitett és overexpresszalt
sejtekben a Vav, Fas és SHP-1 mennyiségét teljes sejtlizatumbol Western-blottal hataroztuk meg. Az
abran egy reprezentativ Western blot lathato 3 fiiggetlen kisérletbdl.
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Irodalmi adatok alapjan a Fas-citoszeketon kapcsolat sziikséges a Fas oligomerizacidjahoz,
internalizaciojahoz és igy az apoptdzis kialakulasdhoz [28], a Vav fehérjérél pedig ismert, hogy
szabalyozza a citoszkeleton atrendezédést [119]. Ezért megvizsgaltuk az SHP1-Vav regulacio szerepét
a Fas citoszkeletonnal valo interakcidjara, a receptor internalizacidjara. Kimutattuk, hogy SHP-1
csendesitett sejtekben, a megnovekedett sejthalalnak megfelelden, gyorsabb és intenzivebb volt a Fas
receptorok endocitdzisa, mint vad tipust sejtekben (18. abra). Sajat eredményeink megerdsitették, hogy
FasL stimulaciét kdvetéen a Fas receptor kapcsolodik az aktinhoz. SHP1 hidnyaban a Fas-aktin
kapcsolat intenzivebb volt és hosszabb ideig megmaradt, 6sszhangban az internalizacio intenzitasanak

névekedésével.

Ezt kdvetben igazoltuk, hogy a Vav-aktin kapcsolat is valtozik FasL stimulus hatasara. A Fas-aktin
kapcsolattal ellentétesen, a Vav mar nyugvo sejteken is asszocialodott az aktinnal, apoptotikus szignal
hatasara ez a kapcsolat megsziint, majd megkdzelitéen 30 perc elteltével Gjra helyreallt. SHP1
csendesitett sejtekben azonban az aktin-Vav asszociacié helyreallasa nem volt megfigyelheté (18.

abra).
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18. abra. Az SHP-1gatolja a Fas-aktin kapcsolatot és a Fas endocitézisat. (4) Kontroll és SHP-1-
csendesitett A20 sejtvonalakat aktivaltunk 15 percig 200 ng/ml rekombinans FLAG-taggel jelélt FasL-
dal, amit M2 anti-flag ellenanyaggal oligomerizaltunk. Az abradn jelzett idépontokban FITC-cel jelzett
JO2 anti-Fas ellenanyaggal dramlasi citometriaval detektdltuk a sejtfelszini Fas mennyiségét. A mért
fluoreszcenca intenzitasok (mean) értékét a nem aktivalt, csak M2-vel kezelt mintak %-ban dbrazoltuk.
A bemutatott eredmények 3 fiiggetlen mérés datlagdat +SD mutatjak. (B-C) Kontroll és SHP-1 csendesitett
A20 sejteket aktivaltunk 10 vagy 30 percig 200 ng/ml rekombindns FLAG-taggel jelolt FasL-dal, amit
M2 anti-flag ellenanyaggal oligomerizdltunk. (B) Anti-Fas, illetve (C) anti-aktin ellenanyaggal tortéend
immunprecipitdciot kévetéen az abran bemutatott toborzott molekuldkat specifikus ellenanyagok
hasznalataval Western-blottal mutattuk ki. Az abrakon egy-egy reprezentativ kisérlet eredménye lathato
3 fiiggetlen kisérletbol.
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Osszességében a Vav-aktin kapcsolat forditott kinetikat mutatott FasL indukcidt kdvetden, mint a Fas-
aktin asszociacio, és az SHP1 jelenléte mindkét interakciot szabalyozta, igy az SHP-1-Vav szabalyozasi

ut a Fas-citoszkeleton kapcsolat szabalyozasan keresztiil befolyasolja a Fas-medialt apoptozist.

Irodalmi adatok alapjan a Fas-aktin kapcsolat az ezrin fehérje kozremiikodésével alakul ki [28]. Ezért
FasL stimulaciot kovet6en 6sszehasonlitottuk vad tipust és SHP-1 csendesitett sejtekben a Fas-ezrin
interakci6 kinetikajat. Kimutattuk, hogy FasL indukciét kovetéen az ezrin kapcsolodik a Fas
receptorhoz és ez a kotédés intenzivebb volt és hamarabb alakult ki SHP-1 hianyos sejtekben, hasonldan
a Fas-aktin asszociacié valtozasaihoz (19. abra). Az ezrin overexpresszioja a vartnak megfeleléen
fokozta az anti-Fas-indukalt apoptozist, azonban az SHP-1 hidnyaban megndvekedett Fas-medialt
sejthalalt mar nem volt képes tovabb novelni (19. abra). Eredményeink ez alapjan valdszinisitik, hogy
az SHP1 és az ezrin azonos Utvonalon keresztiil szabalyozza a Fas.indukalt apoptézist. Osszességében
modelliink szerint FasL stimulaciot kovetden az SHP1 a Vav defoszforilalasaval elésegiti a Vav-aktin
kapcsolat kialakulasat, ami gatolja a Fas ezrin kozvetett kot6dését az aktinhoz és igy a Fas-aktin
asszociacio fennmaradasat. Az SHP-1 hatasa a Fas-citoszkeleton interakcio gatlasan keresztiil a sejthalal

szignalok terminacidjahoz vezet.
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19. abra. Az ezrin overexpresszioja SHP-1 fiiggoen fokozza a Fas-indukalt apoptézist. (A) Kontroll
és SHP-1 csendesitett A20 sejteket aktivaltunk 10 vagy 30 percig 200 ng/ml rekombinans FLAG-taggel
jelolt FasL-dal, amit M2 anti-flag ellenanyaggal oligomerizdltunk. Anti-Fas ellenanyaggal térténd
immunprecipitaciot kévetden az ezrin mennyiségét specifikus ellenanyagok haszndlatival Western-
blottal mutattuk ki. Az abrakon egy-egy reprezentativ kisérlet eredménye lathato 3 fiiggetlen kisérletbol.
(B) Transzfekcioval (CDNA) néveltiik az ezrin mennyiségét. A sejteket 100ng/ml JO2 anti-Fas
ellenanyaggal kezeltiik 2 ordig, majd a DNS fragmentdicio (subGl populdacio) mérésével daramlasi
citometriaval detektaltuk a sejthalalt. A bemutatott eredmények 3 fiiggetlen mérés atlagat +SD mutatjak.
(C) A csendesitett és overexpresszalt sejtekben az ezrin, Fas és SHP-1 mennyiségét teljes sejtlizatumbol
Western-blottal hataroztuk meg. Az abran egy reprezentativ Western blot lathato 3 fiiggetlen kisérletbol.
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5.2 ATLR-9 és a BAFF tulélo jelet kozvetit a B sejtek szamar a Fas-
indukalt apoptozissal szemben [120], [121].

Ismert, hogy a BCR aktivacioja tuléld jeleket kozvetit a Fas-indukalt apoptozissal szemben, biztositva
az antigén specifikus klonok talélését, segitve a nagy affinitast klonok szelekcidjat. Ugyanakkor tobb
nem antigén specifikus (CD19, CD40, IL-4) szignalrdl is kimutattak, hogy védelmet biztosit a Fas-
medialt sejthalaltél [50]. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a BAFF, illetve a TLRY, két az
autoimmunitasban szerepet jatszo, nem antigén specifikus receptor gatolja-e a Fas-indukalt apoptdzist.
Tovabba, hogy esetleges protektiv hatdsuk csak BCR-ral egyiittmiikddve antigén specifikus mdédon

érvényesiil-e, vagy 6nmagukban is mitkodhet, ami a nem specifikus B sejtek tulélését segitheti el6.

Elsdként olyan B sejtvonalat kerestiink, amelyen a BCR és a Fas mellett a BAFF és a TLRO receptor is
expresszalodik, ez alapjan a bemutatott vizsgélatok tobbségét egér A20 B sejt vonalon végeztiikk. A
harom tuléld szignal miikodését elsd lépésben kiilon-kiilon vizsgaltuk. A receptorok aktivacigjat
specifikus ligandjaikkal (CpG ODN, BAFF, anti-IgG) valtottuk ki, majd egy ora el6kezelést kovetden
anti-Fas ellenanyaggal indukaltuk a sejthalalt. Kimutattuk, hogy a TLR9, a BAFFR és a BCR egyarant

talélo jelet kozvetit a Fas-medialt apoptdzissal szemben (20. abra).

Annak eldontésére, hogy a TLR-9 és BAFF-medialt protektiv hatas fokozza-e BCR-indukalt tulélést a
harom aktivalo ligandum kombindacioival kezeltiik el6 a sejteket a Fas-stimulust megel6zéen. A BAFF,
illetve a CpG ODN altal kivaltott talél6 szignalok additivnak bizonyultak és mindkét ligandum fokozta
egyidejii aktivacioja gatolta legintenzivebben a Fas-kozvetitett sejthalalt. Eredményeink alapjan a

BAFFR ¢és TLR9Y az antigén specifikus és nem-specifikus B sejtek tulélését is fokozza (21. abra).

Mivel a talélo szignalok hatdsa additivnak bizonyult, valosziniisitettiik, hogy az egyes receptorok
esetében eltérd jelpalyak aktivacidja vezet a Fas-indukalt sejthalal gatlasdhoz. A BCR és TLR9
receptorok miikodését vizsgalva specifikus inhibitorokkal géatoltuk a PI3K (LY 294002), PKC
(VCC092935:03), p38MAPK (SB202190), TAK1l (5Z-7-oxozaeanol) vagy Bcr-Abl (Gleevec)
kinazokat. Mig a CpG-medialt talélés PKC, p38MAPK ¢és Ber-Abl fliggének bizonyult, addig az anti
1gG-indukalt talélés PI3K és PKC szignaloknak volt koszonhet6 (22. abra).

Annak bizonyitasara, hogy TLR9 valoban p38MAPK, mig a BCR-PI3K fiiggé modon gétolja a Fas
fliggd apoptozist, az inhibitorokkal kezelt sejtekben mértiikk a kaszpaz aktivitast anti-Fas indukciot
kovetden tuléld szignalok hidnyaban, illetve jelenlétében. Megerdsitettiik, hogy p38SMAPK
aktivaciojanak gatlasa csak a TLR-9-medialt, mig a PI3K gatlasa csak a BCR-indukalt talélést
fiiggesztette fel (23. abra). Eredményeink alapjan a TLR9 és a BCR részben atfedd részben egyedi
(TLR9-p38MAPK, BCR-PI3K) jelpalyak aktivacidjan keresztiil biztosit protektivitast a Fas-indukalt

apoptozissal szemben.
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20. abra. TLR9, BAFFR és BCR indukalt szignalok, doézisfiiggéen fokozzak A20 egér B sejtek
tulélését a Fas-indukalt apoptozissal szemben. Az A20 sejteket 1 orat elokezeltiik CpG ODN, BAFF,
vagy anti-IgG az dbran feltiintetett dozisaival. Ezt kdvetben a sejteket 100 ng/ml anti-Fas ellenanyaggal
kezeltiik 2,5 ordig. A sejthaldlt a subG1 sejtpopuldcioval jellemeztiik PI festést kovetden. A csak anti-
Fas kezelést kapott mintdk sejthalal értékér 100%-nak tekintve normalizaltuk az adatokat. A bemutatott
eredmények 4-9 fiiggetlen mérés atlagat £SD mutatjak, a statisztikai analizist kétmintds t-probaval

végeztiik. *P < 0.05, ***P < 0.001.
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21. abra. A CpG, BAFF és anti-BCR stimulusok egyiittmiikodése fokozza A20 B sejtek talélését a
Fas-indukalt apoptézissal szemben. Az 420 sejteket 1 orat elékezeltiik 0,3uM CpG ODN, 0,15ug/ml
BAFF, vagy 0,074ug/ml anti-19G-vel. Ezt kdvetden a sejteket 100 ng/ml anti-Fas ellenanyaggal kezeltiik
2,5 ordig. A sejthaldlt a subGl sejtpopuldcioval jellemeztiik, PI festést kovetden. A CSak Fas kezelést
kapott mintak sejthalal értékét 100%-nak tekintve normalizaltuk az adatokat. A bemutatott eredmények
4 fiiggetlen mérés atlagat £SD mutatjak.
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22. abra. A CpG és az anti-BCR stimulusok részben eltéré jelpalyak aktivalasaval fokozzak A20
B sejtek tulélését a Fas-indukalt apoptézissal szemben. Az A20 sejteket 30 percig elokezeltiik 10 uM
PI3K, I uM PKC, 20 uM p38 MAPK, 10 uM TAKI, vagy I uM Bcr-Abl inhibitorokkal. Ezt kdvetéen a
sejteket 0,3uM CpG ODN vagy 0,074ug/ml anti-19G-vel aktivaltuk 1 oran keresztiil. Végiil a sejteket
100 ng/ml anti-Fas ellenanyaggal kezeltiik 2,5 ordig. A sejthaldlt a subG1 sejtpopulacioval jellemeztiik
PI festést kovetben. A csak Fas kezelést kapott mintik sejthaldl értékét 100%-nak tekintve normalizaltuk

az adatokat. A bemutatott eredmények 4 fiiggetlen mérés atlagat £SD mutatjik, a statisztikai analizist
kétmintas t-probaval végeztiik. **P < 0.01
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23. abra. A CpG p38MAPK, az anti-BCR stimulus pedig PI3K jelpalya gatlasan keresztiil
szabalyozza a Fas-indukalt kaszpaz aktivaciot. Az A20 sejteket 30 percig eldkezeltiik 10 uM PI3K
vagy 20 uM p38 MAPK- inhibitorokkal, majd 1 ordn keresztiil aktivaltuk 0,3uM CpG ODN vagy
0,074ug/ml anti-1gG-vel. Ezt kdvetéen 100 ng/ml anti-Fas ellenanyaggal apoptozist indukdltunk 2 érdig.
Végiil a sejteket sejt permedbilis pan-kaszpdz peptid-szubsztrdttal (D2-R110) toltottiik fel. A kaszpdz
aktivitast a hasitott, fluoreszcens R110 szubsztrdtot tartalmazo sejtek szazalékaban hatdroztuk meg. A

bemutatott eredmények 4-6 fiiggetlen mérés datlagat £SD mutatjak, a statisztikai analizist kétmintds t-
probaval végeztiik. *P < 0.05
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5.3 A BCR-medialt szignalok eltérései érett és értelen B sejteken [122]

A BCR szignalizdci6 még nem tisztazott aspektusa, hogy mig a csontveldi fejlddés soran a BCR
aktivalodasa apoptozist indukal, az autreaktiv klonokat eliminalva, addig az érett B sejteken a BCR
stimulus aktivéciot, proliferaciét okoz. Nem ismert pontosan, hogy milyen jelatviteli kiilonbségek
okozzdk az éretlen és érett B sejtek BCR miikddésében a kiilonbségeket. A kérdés vizsgalatahoz
besugarazott egerek Iépsejtjeit hasonlitottuk &ssze normal allatokbol nyert B sejtekkel, mivel
besugarazast kovetéen két héttel az egerek 1épét az éretlen B sejt tulajdonsiagokkal rendelkezd
tranzicionalis B sejtek repopulaljak. Sejtfelszini receptorok vizsgalataval bizonyitottuk, hogy ez a
populacid valdban éretlen B sejtnek tekinthetd, a CD19 expresszio mellett alacsony IgD, magas IgM
expresszio jellemzi ezeket a sejteket, valamint a HSA (heat stabile antigen, CD24) antigén hianya (nem
mutatott adat) [123]. Sajat eredményeink megerésitették, hogy az éretlen B sejtekben a BCR aktivaciot
kivalto anti-IgM szignal sejthalalhoz vezet, mig érett B sejtekben az anti-IgM indukcid csak extrém

magas koncentracioban alkalmazva okozott apoptozost.(24. abra).

A jelatviteli kiilonbségeket vizsgdlva megallapitottuk, hogy a két sejttipus BCR-medialt kalcium
szignalizacioja hasonld, azonban éretlen B sejteken mar kisebb anti-IgM dozis is maximalis tirozin
foszforilaciot okozott (nem mutatott adat). A Grb2 associated binder proteins (Gab1/2) adapterhez
kapcsolodo molekulak foszforilaciojaban kiillonbséget detektaltunk a két sejttipus kozott. Az éretlen B
sejtekben ezeknek a fehérjéknek a foszforilacidja nem/kevésbé fokozodott BCR szignal hatasara, mint
az érett sejtekben (25. abra). Jelent6s kiilonbséget tudtunk kimutatni a Gab1/2-hoz asszocialédé ERK
kinazok mennyiségében is. Mig az érett B sejtekben BCR aktivacio hatasara jelent6s mennyiségii ERK
kotédott a Gab1/2 fehérjékhez, értelen B sejtekben nem indukalodott az Erk asszociacio (25. abra). Az
Erk1/2 foszforilaciojat vizsgalva megallapitottuk, hogy BCR aktivacio hatasara mindkét sejttipusban
par percen beliil megndvekszik az Erkl/2 foszforilacidja. Azonban mig az érett B sejtekben ez a
foszforilacid 120 perc utan is intenziv marad, éretlen B sejtekben tranziens foszforilaciot kovetéen

hamar lecseng.

Eredményeink szerint az érett és éretlen B sejtek BCR indukalt jelatvitelében jelentds eltérések
mutathatoak ki a Gab1/2-Erk Gtvonalban. Ezzel 6sszhangban kimutattuk, hogy A20 sejtvonalon (egér
érett B sejt vonal) a Gab2 sziikséges a PI3K medialt tGlél6 szignalok 1étrejéttéhez. Ehhez a funkciohoz
nélkiilozhetetlen a Gab2 a PH-doménje, amelyen keresztiil az adapter fehérje a sejtmembranhoz
kapcsolodik, ezaltal az altala egybegyiijtott molekula komplex lokalizacidjat szabalyozva (nem mutatott
adat) [124]. A Gab1/2 adaptor fehérjék szerepének pontos tisztazasa a sejthalal, illetve a tuléld szignalok

kialakitasaban, atkapcsoldsaban tovabbi vizsgalatokat igényel.
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24. abra. Az éretlen B sejtek érzékenyebbek a BCR indukalt sejthalilra, mint az érett B sejtek.
Eger léepbdl érett (m), illetve besugarzast kovetéen 14 nappal éretlen B sejteket (®) izoldltunk. A sejteket
kiilonbozd dozisu anti-IgM (Fab ).-vel kezeltiik 24 oran keresztiil. A sejthaldlt a membran integritds
(P1) mérésével hataroztuk meg. Az dbrdan bemutatott eredmények 3 fiiggetlen mérés datlagat £SD
mutatjak, a statisztikai analizist kétmintas t-probaval végeztiik. **P < 0.01, ***P < 0.001
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25. abra. Tirozin foszforilalt fehérjék és ERK kinazok kotodése éretlen és érett B-sejtekbdl izolalt
Gab1/2 fehérjéhez. Eger lepbol érett, illetve besugdrzast kévetéen 14 nappal éretlen B sejteket
izoldaltunk. (4-B) A sejteket 10ug/ml anti-IgM (Fab ’),-vel kezeltiik 5 percig. Anti-Gabl/2 antitestekkel
végzett immunprecipitaciot kdvetden a tirozinon foszforilalt fehérjéket, illetve az asszocialodott ERK
molekuldkat Western blottal detektiltuk. (C) A sejteket 20ug/ml anti-IgM (Fab)2-vel kezeltiik. Teljes

sejtlizatumbdl detektaltuk a foszforilalt ERK1/2 fehérjéket. Az abrik harom fiiggetlen kisérletbdl egy-
egy reprezentativ kisérlet eredményét mutatjak be.
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5.4 A flagellin fokozza a Fas-indukalt sejthalalt[125]

Az immunrendszer altal indukalt sejthalal folyamatok elsdsorban a fert6zott sejtek elpusztitasan
keresztiil a korokozo eliminalasra, életterének sziikitésére iranyulnak. A fert6zott sejtek eldléséért foként
két receptorcsalad, a sejthalal és a mintazat felismer6 receptorok altal medialt szignalok a felelosek. A
két receptorcsalad egylittmiikodését eddig keveset tanulmanyoztak. FasL. hasznalataval Jurkat sejteken
apoptozist indukaltunk és vizsgaltuk, hogy az egyes TLR-ok ligandumai modositjak-e Fas medialt
sejthalal intenzitasat. A TLRS ligandja a flagellin szignifikansan fokozta a Fas-indukalt sejthalalt (26.
abra), mig a tobbi TLR ligandum hatastalannak bizonyult (nem mutatott adat). A FasL mellett
vizsgaltuk a flagellin hatasat a TNF indukalt sejthalalra, illetve az aktivalt T sejtek citotoxikus
potencialjara is. A rekombinans flagellin mindkét esetben ndvelte a sejthalal intenzitasat, hasonldan a

FasL stimulusnal megfigyeltekhez (27. abra).

Meg kivantuk hatarozni, hogy mely receptora felelés az apoptozist fokozo hatasért. Neutralizald anti-
TLR5 ellenanyag jelenlétében alkalmazva a rekombinans flagellin nem novelte a sejthalal intenzitasat
sem FASL, sem TNF, sem aktivalt T sejt feliiluszoval indukalt sejthalal esetében, bizonyitva, hogy a

TLR5-felel6s a sejthalal folyamatok flagellin medialt szabalyozasaért(27. abra).

Annak ellenérzésére, hogy a bakterialis feliiliszoban jelen levé flagellin is képes-e a megfigyelt sejthalal
fokozo hatast kivaltani dializalt Salmonella enteritidis baktériumtenyészetek feliiliszojaval kezeltiik eld
a Jurkat sejteket, majd FasL-dal sejthalalt indukaltunk. A bakterialis feliilisz6 a rekombinéns
flagellinhez hasonloan fokozta a sejthalalt. Flagellin deficiens S enteritidis baktériumokat hasznalva,
azok feliiluszdja nem névelte a sejthalal intenzitast, mutatva, hogy a 3 kDa-nal nagyobb bakterialis

komponensek koziil kizardlag a flagellinek van ilyen hatasa (28. abra).
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26. abra. A flagellin el6kezelés fokozza a Fas-indukalt sejthalalt. SVT35 Jurkat sejteket eldkezeltiik
100ng/ml rekombindans flagellinnel egy oraig, majd aktivaltuk 20ng/ml rekombindans FLAG-taggel jelolt
FasL-dal, amit M2 anti-flag ellenanyaggal oligomerizaltunk. (A) 24 oéra mulva meghatdroztuk a
sejthalal intenzitasat a subGl populdcio mérésével. A bemutatott eredmények 4 fiiggetlen meérés datlagat
+SD mutatjak. A statisztikai analizishez egyutas ANOVA-t, majd Sidak t6bbszoros tesztjét hasznaltuk. A
szignifikancia értéke; **P <0,01. (B) Az abran feltiintetett idopontokban meghataroztuk a sejthalal
intenzitasat a subGl populacio mérésével A bemutatott eredmények egy reprezentativ mérés
eredményeit mutatjak 3 fliggetlen mérésbal.
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27. abra. A flagellin TLR5 receptoron keresztiil fokozza a sejthalal receptorok altal indukalt
apoptozist. SV135 Jurkat sejteket kezeltiink 100ng/ml rekombinans flagellinnel egy ordig neutralizalo
TLR-5 ellenanyag jelenlétében, illetve hianyaban. Ezt kovetden a sejteket 20ng/ml rekombinans FLAG-
taggel jelolt FasL-dal, amit M2 anti-flag ellenanyaggal oligomerizaltunk, 10ng/ml TNF-fel, vagy PHA-
val aktival T sejtek feliiluszojaval aktivaltuk. 24 ora mulva meghataroztuk a sejthalal intenzitasat a
subG1 populdcio mérésével. A bemutatott eredmények 5 fiiggetlen mérés dtlagat +SD mutatjak. A
statisztikai analizishez egyutas ANOVA-t, majd Sidak tobbszords tesztjét hasznaltuk. A szignifikancia
ertéke; *P <0,05, **P <0,01.
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28. abra. Csak a flagellint expresszalé baktériumok feliiliszéja képesek novelni a Fas altal
kivaltott sejthalal mértékét. Salmonella enteritidis baktériumtenyészetek feliiluszojat dializaltuk, majd
a kis molekulatomegii (<3 kDa) frakciot ultrasziiréssel eltavolitottuk. A Jurkat T-sejteket vad tipusu
(FliC), vagy flagellin hianyos baktériumok (FliC-I-) sziirt feliiliszéjaval kezeltiik 1 ordn at. Az elékezelt
Jurkat sejtekben rekombinans FLAG-taggel jelolt FasL-dal, amit M2 anti-flag ellenanyaggal
oligomerizaltunk valtottunk ki sejthalalt. 24 ora mulva meghatdaroztuk a sejthalal intenzitasat a subGl
populdcio mérésével. A bemutatott eredmények 5 fiiggetlen mérés dtlagat £SD mutatjik. A statisztikai
analizishez egyutas ANOVA-t , majd Sidak tobbszords tesztjét hasznaltuk. A szignifikancia értéke;
**P <0,01.
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Ahhoz, hogy megallapitsuk, hogy a flagellin apoptézist fokozé hatdsa a jelatvitel mely 1épésében
érvényesiil, megvizsgaltuk a sejthalal receptorok expresszidjat, a mitokondrium depolarizaciét és az
effektor kaszpazok aktivaciojat flagellin hianyaban, illetve jelenlétében. A rekombinans flagellin 24 6ras
kezelést kovetden sem ndvelte TNFR expressziot és csak minimalis mértékben fokozta a Fas expressziot
Jurkat sejteken. Kismértéki, de nem szignifikans emelkedést detektaltunk a mitokondrium membran
polarizacié mértékében, amennyiben a Fas stimulécio flagellin jelenlétében tortént. Ezzel szemben a
kaszpaz-3 aktivitasa szignifikans mértékben emelkedett FasL-flagellin ko-aktivaciot kovetden.
Kimutattuk, hogy rekombinans flagellin hozzaadasa nem fokozta a mitokondrialis, stressz indukalt
apoptozist UV stimulus, vagy paclitaxel kezelést kovetéen sem (nem mutatott adat). Igy
megallapithatjuk, hogy a flagellin hatasa az extrinszik apoptdzisra korlatozodik, és a Fas-indukalt

jelpalyakat nem az apoptdzis mitokondrialis 1épésein keresztiil szabalyozza (29. abra).
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29. abra. A flagellin el6kezelés sejthalal receptor-indukalt apoptézist kovetden fokozza a kaszpaz-
3 aktivaciot. SVT35 Jurkat sejteket kezeltiink 100ng/ml rekombinans flagellinnel 24 ordig, majd (4)
Fas és (B) TNF receptor sejtfelszini expressziojat detektaltuk fluoreszcensen jeldlt anti-Fas vagy anti-
TNFR antitesttel. Az abrazolt eredmények egy reprezentativ mérés eredményeit mutatjak 3 fiiggetlen
meérésbol. (C-D) SVT35 Jurkat sejteket kezeltiink 100ng/ml rekombinans flagellinnel egy ordig, majd
20ng/ml  rekombindns FLAG-taggel jelolt FasL-dal, amit M2 anti-flag ellenanyaggal
oligomerizaltunk.(C) 4 ora mulva mértiik a mitokondrium membran depolarizaciot DIOC6 festékkel.
(D) 24 ora mulva lumineszcenca valtozas alapjan detektdltuk a kaszpaz-3 aktivitast. A bemutatott
eredmények 3 fiiggetlen mérés atlagat =SD mutatjdk. A statisztikai analizishez egyutas ANOVA-t, majd
Sidak tobbszords tesztjét hasznaltuk. A szignifikancia értéke; **P <0,01.
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A sejthalal receptoron keresztiil kivaltott apoptotikus szignalok RIPK1 fiiggd és fiiggetlen mddon is
sejthalalt okozhatnak. Megvizsgaltuk, hogy a flagellin fokozo hatasa érvényesiil-e RIPK1 hianyaban.
RIPK1 deficiens Jurkat sejtek hasznalataval megallapitottuk, hogy a rekombinans flagellin sem a Fas,
sem a TNF, sem a T sejt feliiluszo-indukalt sejthaldl intenzitasat nem novelte RIPK1 hianyos sejteken

(30. abra, illetve nem mutatott adat).

A RIPK1 fiigg6 sejthalal apoptozis mellett nekroptozishoz is vezethet, elsdsorban amennyiben a kaszpaz
aktivitds gatolt. Kimutattuk, hogy a kaszpaz komprimalt koriilmények kozott flagellin fokozni képes a
Fas-indukalt nekroptozist is, a sejthalal folyamat nekroptotikus voltat specifikus RIPK1 inhibitor,
necrostatin-1 hasznalataval bizonyitottuk (nem mutatott adat).
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30. abra. A Flagellin elokezelés RIPK1 fiigg6 médon fokozza a Fas, illetve TNF indukalt sejthalalt.
SVT35 Jurkat sejteket (WT) és RIPKI deficiens vdltozatat (RIP1-I-) kezeltiink 100ng/ml rekombindns
flagellinnel egy ordig, Ezt kévetden a sejteket (A) rekombindns 20ng/ml FLAG-taggel jelolt FasL-dal,
amit M2 anti-flag ellenanyaggal oligomerizdaltunk, vagy (B) 10ng/ml TNF-fel aktivdltuk. 24 éra milva
meghataroztuk a sejthaldl intenzitasat a subGl populdcio mérésével. A bemutatott eredmények 5
fliggetlen mérés dtlagat +SD mutatjdk. A statisztikai analizishez egyutas ANOVA-t , majd Sidak
t6bbszoros tesztjét hasznaltuk. A szignifikancia értéke; *P <0,05, **P <0,01.

5.5 A citotoxikus T sejtek Fas-fiiggd apoptotikus és nem-apoptotikus
sejthalalt is indukalnak [126]

crcr

expresszionak tulajdonitjak [77]. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, milyen szerepet ]ats21k a FasL-medialt
folyamat a T sejt felilluszo altal kivaltott sejtolésben. A citotoxikus T sejtek 616 funkcidinak
vizsgalatdhoz SVT35 Jurkat sejteket kezeltiink FasL-ot overexpresszalo Jurkat Rapo sejtvonal
(RapoFasL), PBMC és tonzillabol frissen izolalt limfocitak feliiluszojaval. PHA aktivaciot kovetden
mindharom sejttipus feliiliszoja sejthalalt indukalt a targetként hasznalt Jurkat sejteken, bar a tonzillabol
szarmazo sejtpopulacio feliiluszdja csak kis mértékben volt citotoxikus (31. abra). Kovetkezo 1épésben

a PHA aktivalt RapoFasL sejtek feliilisz6jabol ultracentrifugalassal eltavolitottuk az extracellularis
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vezikulakat, ami megsziintette a feliiliszo sejthalal indukald képességét, mig az igy nyert vezikularis
frakcio erdsen toxikusnak bizonyult (31. abra). Miutan kimutattuk, hogy az aktivalt citotoxikus T sejtek
elsdsorban szekretalt vezikulumok altal kozvetitenek sejthalalt, kisérleteink tovabbi részében a teljes

feliiluszo hatasat vizsgaltuk.

Annak megallapitdsara, hogy feliiliszo toxikus hatasa primer sejteken is érvényesiil-e frissen izolalt
PBMC, illetve eldaktivalt és 6 napig IL-2 jelenlétében tenyésztett PBMC sejteket (T sejt blasztokat) és
tonzillabol izolalt limfocitakat kezeltiink aktivalt RapoFasL sejtek feliiliszdjaval. Az aktivalt limfocitdk
(T sejt blasztok és tonzillabdl izolalt sejtek) szenzitivnek, mig a nyugvo limfocitdk rezisztensnek

bizonyultak a T sejt feliilluszo indukalt sejthalallal szemben (31. abra).
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31. abra. Az aktivalt T sejtek altal szekretalt vezikulumok citotoxikus hatasuak. (A) FasL-ot
overexpresszalo Jurkat Rapo T-sejtvonalat (RapoFasL), PBMC-t, vagy tonzillabol frissen izolalt
limfocitakat 100 ug/ml PHA-val aktivaltunk 5 percig. A sejteket friss médiumban inkubaltuk, ezt
kévetéen 2 ora mulva a feliiliiszot 6sszegyujtottiik. Az SVT35 Jurkat sejteket 24 oran at kezeltiik a
kiilonbozo  sejtek  feliiluszojaval. (B) A PHA-val aktivalt RapoFasL sejtek  feliiluszojat
ultracentrifugaltuk, majd a pellettel és a feliiluszoval 24 oraig kezeltiink SVT35 jurkat sejteket. (C)
Frissen izolalt vagy, 6 napig eloaktivalt PBMC sejteket, vagy frissen izolalt mandulasejteket 24 oran
keresztiil kezeltiink PHA-val aktivalt RapoFasL sejtek feliiluszojaval. A sejthalalt a subGl csucs (lires
oszlopok) és a membran integritds (Pl) (sziirke oszlopok) mérésével hataroztuk meg. Az adatok legalabb
ot fiiggetlen kisérlet atlagat =SD mutatjak.
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Azt, hogy a T sejt feliilusz6 citotoxikus funkcidjaban a Fas-FasL indukalt sejthalal milyen szerepet
jatszik, Fas negativ Jurkat Rapo és vad tipust sejtvonal Osszehasonlitasaval végeztik. Mig a
rekombinans FasL, illetve a FasL. overexpresszaldo WSU B sejtvonal csak a Fas expresszalo sejtvonalon
indukalt sejthalalt, a FasL expresszalo Jurkat sejtek, illetve az aktivalt PBMC sejtek feliiluszoja a Fas
deficiens sejteken is sejthalalt okozott. Azonban Fas expresszio hianyaban apoptotikus, SUbG1 pozitiv
sejthalal, illetve kaszpaz aktivacié (nem mutatott adat) nem volt detektalhaté feliiliszo kezelés hatasara,
mig a sejtmembran integritas elvesztése mindkét sejtvonalnal kimutathatdo volt (32. abra).
Osszeségében, a T sejtek feliilliszoja Fas-fiiggd apoptozist és ennek hidnyaban Fas-fiiggetlen nekrotikus
sejthalalt is indukal. A Fas-fiiggetlen nekrozis TNF és TRAIL gatlok jelenlétében sem szliint meg,
mutatva, hogy sejthalal receptor fliggetlen folyamat aktivalodik (nem mutatott adat).
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32. abra. T sejt feliiliszé Fas fiiggo apoptozist, de Fas fiiggetlen nekrotikus sejthalalt indukal.
FaslL-ot overexpresszdlo Jurkat Rapo T-sejtvonalat (Jurkat FasL), illetve frissen izoldlt PBMC-t 100
ug/ml PHA-val aktivaltunk 5 percig. A sejteket friss médiumban inkubdltuk, ezt kévetden 2 ora mulva a
feliiluszot dsszegyiijtottiik. Fas-negativ Jurkat Rapo sejtvonalat és ennek Fas-t expresszalo megfeleldjét,
mint célsejteket kezeltiik a PHA-aktivalt sejtek feliiluszojaval, vagy M2 antitesttel keresztkétott (20 nM)
rekombindns FasL-dal, illetve ezeket a sejteket FasL-ot expresszdalo WSU B sejtvonallal helyeztiik ko-
kulturaba. A sejthalalt a subGl csucs (iires oszlopok) és a membran integritds (PI) (sziirke oszlopok)
meérésével hataroztuk meg. Az adatok legalabb ot fiiggetlen kisérlet atlagat £SD mutatjak. A statisztikai
analizishez kétmintas T probat haszndltuk. A szignifikancia értéke; *P <0,05; **P <0,01.
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A feliiliszo medialt sejthalal tovabbi vizsgalatahoz az apoptozis jelatvitelében résztvevd legfontosabb
molekulak szerepét kivantuk tisztazni. FADD, kaszpaz-8, vagy kaszpaz-9 negativ Jurkat sejtek €s vad
tipust megfeleldik sejthalal érzékenységét hasonlitottuk 6ssze klasszikus FasL stimulus, illetve aktivalt
FasL overexpresszalt Jurkat vagy PBMC sejtek feliiluszdjanak jelenlétében. Az irodalmi adatoknak
megfeleléen FADD, vagy kaszpaz-8 hianyaban a rekombinans FasL, illetve a FasL overexpresszalo
WSU B sejtvonal sem képes sejthalalt indukalni, kaszpaz-9 hianyaban azonban a Fas-kozvetitett
sejthalal nem csokkent szignifikans mértékben Jurkat sejtekben (33. abra). FasL overexpresszalo,
aktivalt Jurkat sejtek feliiluszojanak hatasara azonban mig kaszpaz-8 €és kaszpaz-9 hianyaban szinte
teljesen megsziint az apoptozis, a FADD hianyos és a vad tipust sejtek kozt az apopt6zis intenzitasban
nem talaltunk kiilonbséget. FasL overexpresszalt Jurkat sejtek feliiluszdjaval indukalt nekrozis egyik
deficiens sejt esetében sem csokkent jelentésen (33. abra). Az aktivalt PBMC feliiluszojanak hasznalata
a Jurkat feliiliszoval szemben részlegesen eltérd eredményekhez vezetett. A célsejtek apoptozisa
kaszpdz-8 és kaszpaz-9 deficiencia mellett FADD hianyos célsejtekben is csokkent. A nekrotikus
sejthalal intenzitdsa FADD és kaszpdz-8 hidnydban nem kiilonb6zott szignifikansan a vad tipust
sejtekétdl, azonban kaszpaz-9 hianyaban a PI pozitiv sejtek aranya is jelent6sen csokkent (33. abra).
Osszességében fenti eredményeink megerdsitik a Fas hidnyos target sejtekkel megfigyelteket. A
feliilusz6 indukalt apoptézis Fas, FADD, a kaszpdz-8 ¢és kaszpdz-9 fliggének bizonyult, mig, a
nekrotikus sejthalalt nem befolyasolta a Fas, FADD, a kaszpaz-8, vagy a kaszpaz-9 jelenléte. Két
esetben figyeltiink meg ettdl eltéré eredményt, a Jurkat sejtek feliilluszojanak apoptozis indukciojat a
FADD hianya nem befolyasolta, illetve a PBMC feliiltisz6 kaszpaz-9 hianyaban nem okozott nekrotikus
sejthalalt. (Ez utobbit hatast az 5/7-dik fejezetben targyaljuk).

A Fas-fiigg6 jelpalyadk RIPK1 fliggo és fliggetlen modon is sejthalalt indukalhatnak. A RIPK1 fiiggd
apoptozis a RIPKI1-kaszpaz-8 komplex kialakulasa jellemzi [127]. Megvizsgaltuk, hogy a T-sejt
feliilusz6 medialt apoptotikus és nekrotikus sejthalal RIPK1 hidnyaban is aktivalodik-e. RIPK1
deficiens és vad tipusi Jurkat sejteket kezeltink rekombinans FasL-dal, valamint FasL-ot
overexpresszald Jurkat sejtek vagy aktivalt PBMC feliiluszoival. A rekombinans FasL altal indukalt
sejthalal egyik vizsgalt dozisban sem kiilonbozott szignifikdnsan RIPK 1 hidnyaban, illetve jelenlétében
(34. abra, illetve nem mutatott adat). Azonban mind a Jurkat, mind a PBMC sejtek feliiluszoja altal
indukalt apoptozis RIPK1 fiiggének bizonyult (34. abra). Mig a Jurkat sejtek feliiliszoja altal kivaltott
apoptdzis teljes mértékben RIPK1 dependens volt, a PBMC sejtek esetében csak részleges gatlas volt
megfigyelheté RIPK1 hianyaban. A RIPK1 hianyos sejtekben a nekrotikus sejthalal is csokkent a Jurkat
sejtek feliilaszojaval torténé kezelést kovetben (34. abra). Eredményeinket a DNS fragmentaciod
mérésével is megerdsitettiik. A T sejt feliiluszo kezelést kovetéen RIPK 1 hianyaban is kialakul sejthalal,
de az apoptozisra jellemz6 DNS fragmentacio elmarad, csakigy, mint Fas hianyos sejtekben (34. abra).
Osszességében kimutattuk, hogy a T sejtek feliiliiszoja 4ltal kivaltott apoptézis Fas és RIPK1 fiiggd,
szemben a rekombinans FasL-medialt RIPK1 fiiggetlen apoptozissal. A feliiluszo Fas fliggetlen

nekrotikus sejthalalt is indukal, ami részlegesen RIPK1 fiiggének bizonyult.
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33. abra. A T sejt feliilusz6 kazspaz-8 és kaszpaz-9 fiiggo apoptozist, és FADD és kaszpaz-8
fiiggetlen nekrotikus sejthalalt indukal. (A) FasL-ot overexpresszdlo Jurkat Rapo T-sejtvonalat
(Jurkat FasL), illetve (B) frissen izolalt PBMC-t 100 ug/ml PHA-val aktivaltunk 5 percig. A sejteket friss
médiumban inkubaltuk, ezt kovetden 2 ora mulva a feliiluszot 6sszegytijtottiik. FADD, kaszpaz-8, vagy
kaszpdz-9 hianyos JA3 Jurkat sejtvonalat és ezek vad tipusu megfeleldit, mint célsejteket kezeltiik a
PHA-aktivalt sejtek feliiluiszojaval, vagy M2 antitesttel keresztkotott (20 nM) rekombindns FasL-dal,
illetve FasL-ot expresszalé WSU B sejtvonallal helyeztiik ko-kulturdba ezekkel a sejtekkel. A sejthaldlt
a subGl csucs (iires oszlopok) és a membran integritas (Pl) (sziirke oszlopok) mérésével hatdaroztuk
meg. Az adatok legalabb harom fiiggetlen kisérlet dtlagdat +SD mutatjak. A statisztikai analizishez
kétmintdas T probat hasznaltuk. A szignifikancia értéke; **P <0,01; **P <0,001.
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34. abra. A T sejt feliilaszo RIPK1 fiigg6é apoptozist indukal. (A) FasL-ot overexpresszalo Jurkat
Rapo T-sejtvonalat (Jurkat FasL), illetve (B) frissen izolalt PBMC-t 100 ug/ml PHA-val aktivaltunk 5
percig. A sejteket friss médiumban inkubdltuk, ezt kévetéen 2 ora mulva a feliiluszot 6sszegyuijtottiik.
RIPK1 hianyos SVT35 Jurkat sejtvonalat (RIP-1-) és ennek vad tipusu megfeleldjét, mint célsejteket
kezeltiik a PHA-aktivalt sejtek feliiluszojaval, vagy M2 antitesttel keresztkotott (20 nM) rekombinans
FasL-dal. A sejthalalt a subGl csucs (iires oszlopok) és a membran integritas (PI) (sziirke oszlopok)
meérésével hataroztuk meg. Az adatok legalabb nyolc fiiggetlen kisérlet atlagat +SD mutatjak. A
Sstatisztikai analizishez kétmintds T probat hasznaltuk. A szignifikancia értéke; **P <0,01; **P <0,001.
(C) Vad tipusu, Fas-hianyos és RIPK I-negativ Jurkat sejteket aktivaltuk FasL-t tultermelS Jurkat sejtek
feliiluszojaval, illetve FasL-M?2 kezeltiik. Pl-festést kovetéen a fluoreszcenciat konfokalis mikroszkoppal
tettiik lathatéva. Ot fiiggetlen mérésbdl egy reprezentativ kisérlet eredménye lathato.
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5.6 Aktivaciot kovetden az éretlen dendritikus sejtek feliiluszdja RIPK1-
fiiggd sejthalalt indukal [128]

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a dendritikus sejtek citotoxikus funcioval is rendelkeznek [103],
[104], [105]. Nem pontosan ismert azonban, hogy mi lehet ennek a folyamatnak a fiziologias funkcidja
¢s hogy ezt milyen mechanizmusok szabalyozzik. Célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk milyen DC
populaciok képesek sejtolésre, €s hogy vajon a T sejtekhez hasonloan DC-indukalt citotoxikus reakciok
is RIPK1 fiiggd sejthalalt indukalnak-e. Monocitdbdl differencialt dendritikus sejteket (moDC)
allitottunk el6 és egy-egy extra, illetve intracellularis fertdzést mimikalo TLR agonistaval (LPS-TLR4,
CLO75-TLR7/8 agonista) stimulaltuk 30 percig az éretlen DC-ket. Az aktivaciot kovetden mostuk a
sejteket, majd 2 6ra malva az aktivalt sejtek feliiluszojaval kezeltiink kiilonb6z6, Jurkat, illetve HT29
target sejteket. A target sejtek sejthalalat a subG1 populacio mérésével monitoroztuk és eredményeinket
kaszpaz3/7 aktivitas mérésével is megerdsitettiik (nem mutatott adat). Kimutattuk, hogy az aktivalatlan
DC-ek nem rendelkeztek sejtold képességgel, azonban mind az LPS, mind a CL075 aktivacio fokozta a
DC-ek altal termelt feliiliszo toxicitasat, mutatva, hogy csak PAMP (kérokozd) jelenlétében
aktivalodnak a DC-ek sejt6l6 funkcioi (35. abra).

A DC-ek a korokozd felismerését és bekebelezését kdvetéen a madasodlagos nyirokszervekbe
vandorolnak, ahol prezentaljak az antigéneket a T-sejtek szamara, igy az érett DC-ek funkcidja és
lokalizacioja is teljesen eltér az éretlen DC-ekét6l. Ezért megvizsgaltuk, hogy az érett DC-ek aktivalasa
is citotoxicitast eredményez-e. A szakirodalomban elfogadott protokoll alapjan az moDC-t 24 6ran
keresztiill 100ng/ml LPS-sel aktivaltuk, igy érett DC-eket allitottunk eld, majd az érett LPS
prekondiciomalt DC-eket aktivaltuk LPS-sel, illetve CLO75-tel. Az érett, aktivalt DC-ek feliiluszoja
kevésbé volt toxikus a Jurkat sejtekre, mint az éretlen DC-ek feliiliszoja. Eredményeink alapjan a
szovetekben lokalizalt éretlen DC-ek rendelkeznek elsésorban sejtold képességgel, igy ez a funkcid az

immunvalasz kezdeti szakaszan, a korokozo felimerésének fazisaban lehet fontos (36. abra).
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35. abra. Az éretlen, aktivalt dendritikus sejtek feliiliszoja citotoxikus tulajdonsagu. (A) SVT35
Jurkat és (B) HT-29 sejteket kezeltiink nem stimulalt, illetve CLO75 (1ug/ml) vagy LPS (0.5ug/ml) daltal
aktivalt dendritikus sejtek feliiluszojaval. 24 ora mulva meghataroztuk a sejthaldl intenzitdasat a subGl
populacio merésével. A bemutatott eredmények 5 fiiggetlen mérés atlagat +SD mutatjik. A statisztikai
analizishez egyutas ANOVA-t, majd Sidak tobbszords tesztjét hasznaltuk. A szignifikancia értéke;
**P <0,001; ¥***P <0,0001.

60



koncz. gabor 172 24

Kovetkez6 1épésben megvizsgaltuk, hogy az éretlen DC-ek feliiliszoja altal indukalt citotoxikus
hatasban szerepet jatszanak-e a sejthalal ligandumok. Az LPS vagy CLO75 aktivaciot kovetden 2, 8,
illetve 24 oraig inkubaltuk a sejteket friss médiumban, majd 6sszegyiijtottiik a feliiliszot. Az igy nyert
kondicionalt médiumokat elékezeltiik TNF, FasL vagy TRAIL inhibitorokkal, majd Jurkat sejteken
teszteltiik az igy nyert feliiliszok sejtolo képességét. A 37. abran lathato, hogy a DC-ek mar két oraval
az aktivaciot kovetden citotoxikus mediatorokat termeltek €s ez a hatas mar nem fokozodott a késébbi
idopontokat vizsgalva, tehat a sejthalalt kivaltdé medidtorok az aktivaciot kovetben gyorsan
szekretalodnak és termelddésiik nem igényel fehérjeszintézist. A sejthalal kivaltasaért elsésorban a TNF
szekrécio a felelds, ennek gatlasa jelentOsen, szinte teljesen, megsziintette az LPS és CL075 aktivaciot

kdvetden kialakuld citotoxikus hatast. A FasL és a TRAIL azonban nem jatszik szerepet a folyamatban.
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36. abra. Az érett, aktivalt DC-ek feliiltiszoja kevéshé citotoxikus mint az éretlen DC-eké. Nem
stimulalt, CLO75 (1ug/mi), illetve LPS (0.5ug/ml) aktivilt éretlen (IMDC) és érett (LPSDC) dendritikus
sejtek hatdsat hasonlitottuk dssze SVT35 Jurkat sejtek életkéességére. A sejteket kezeltiik a DC-ek sejtek
feliiluszojaval, majd 24 ora mulva meghataroztuk a sejthalal intenzitasat a subG1 populdcio mérésével.
A bemutatott eredmények 5 fiiggetlen mérés dtlagat +SD mutatjak. A statisztikai analizishez egyutas
ANOVA-t, majd Sidak tobbszoros tesztjet hasznaltuk. A szignifikancia értéke; *P <0,05; ***P <0,001.
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37. abra. Az éretlen dendritikus sejtek feliiliszoja aktivaciot kovetoen TNF-fiiggé sejthalalt
indukal. Eretlen DC-eket aktivaltunk CLO75-tel (1ug/ml) vagy LPS-sel (0.5ug/ml) 30 percig. Az
aktivaciot kovetéen a DC-eket friss médiumban inkubaltuk 2, 8, 24 oran keresztiil. Az Gsszegyuijtott
feliiluszokat elkezeltiik sejthaldl ligandumok antagonistdival, TNF:Fc, Fas:Fc vagy TRAIL:Fc-vel egy
oran keresztiil, majd SVT35 Jurkat sejteket kezeltiink a nem stimulalt és aktivalt dendritikus sejtek
feliiluszojaval. 24 ora mulva meghatdaroztuk a sejthaldl intenzitasat a subGl populdcio mérésevel. A
bemutatott eredmények 3 fiiggetlen mérés atlagat +SD mutatjak. A statisztikai analizishez egyutas
ANOVA-t, majd Sidak tobbszérds tesztiét hasznaltuk. A szignifikancia értéke;, *P <0,05;
*xEEP <0,0001.
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Ismert, hogy a RIPK1-medialt sejthalal folyamatok fokozzak a keresztprezentacié hatékonysagat [112].
RIPK1 deficiens Jurkat sejtek hasznalataval megvizsgaltuk, hogy a DC-indukalt sejthalal folyamatok
RIPK1-fiiggdek-e. Kimutattuk, hogy a RIPK1 hianyos target sejtek kevésbé érzékenyek a DC feliiluszo
altal kivaltott sejthalalra (38. abra). Mivel a gatlas nem volt teljes mértéki, igy eredményeink alapjan
RIPK1 filiggd és fliggetlen sejthalal utvonalak is aktivalodtak. Z-VAD kaszpaz inhibitor és nec-1
nekroptozis gatlo alkalmazasaval bizonyitottuk, hogy a DC-ek feliiluszoja RIPK1 fiiggd apoptozist

indukal, ezzel szemben a nec-1 nem gatolta a sejthalalt (nem mutatott adat).

A RIPKI1 fiiggd apoptozis jelatvitelének kezdeti lépéseiben a receptor asszocialt RIPK1 felelds az
aktivacios komplex Osszeszerelédéséért, igy a kaszpaz-8 toborzasaért. A RIPKI1 és a kaszpaz-8
interakcidjat immunprecipitacioval monitoroztuk. Kimutattuk, hogy LPS és CL075 aktivalt DC-ek
feliiluszojaval kezelt Jurkat sejtekben is asszocidlodik a RIPK-1 és kaszpéaz-8, megerésitve, hogy a DC-
ek altal elolt target sejtekben RIPK1 fliggd apoptozis indukalodik (39. abra). Eredményeink szerint a
DC-ek citotoxikus funkcidja, TNF és RIPK1 fiiggd sejthalalt indukal, ezaltal feltételezhet6en olyan
apoptitikus sejteket hozva 1étre, amelyek eldsegithetik a keresztprezentacio folyamatait.

A DC-ek a szoveti kornyezetben kiilonb6z6 funkcioju alpopulaciokka differencialodhatnak.
Monocitabol differencialtatott DC-eket dexametazonnal, illetve IFNa-val kezeltiink el6, tolerogén,
illetve gyulladasos DC atipusokat létrehozva és teszteltiik, hogy a DC-ek eltéré polarizacidja hatassal
van-e a citotoxikus funkciora. Aktivaciot kovetden vizsgaltuk ezen sejtek feliiliszojanak citotoxikus
képességét. Mig az IFNa el6kezelés nem valtoztatta meg a DC-ek 616 funkcidjat, a dexametazonnal
elékezelt DC-ek citotoxicitasa szinte teljesen megsziint (40. abra), igy a tolerogén immunkdrnyezetben
differencialodott DC-ek aktivaciot kdvetden sem képesek emberi sejtek elpusztitasara.

Kimutattuk, hogy a NOD 2 mintazatfelismerd receptor INFy jelenlétében fokozott DC aktivaciot és
gyulladasi citokin termelést indukal. A fokozott citokin termelés azonban csak az X-linked inhibitor of
apoptosis protein (XIAP) jelenlétében volt megfigyelheté (nem mutatott adat). Eredményeink szerint a
mintazatfelismeré receptorok szignalizacidja az IAP-ek mennyiségének befolyasolasan keresztiil,
egyidejlileg szabalyozza a DC-ek aktivacios és sejthalal szignalizacidjanak intenzitast [129].
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38. abra. Az éretlen, aktivalt dendritikus sejtek feliiliszoja RIPK1 fiiggo sejthalalt indukal. SVT35
Jurkat (wild type) és RIPK1 deficiens SVT35 Jurkat (RIPK1 -I-) sejteket kezeltiink nem stimulalt, CLO75
(1 ug/ml) vagy LPS-(0.5 ug/ml) aktivalt dendritikus sejtek feliiluszojaval. 24 éra mulva meghatdroztuk
a sejthalal intenzitasat a subGl populacio mérésével. A bemutatott eredmények 5 fiiggetlen mérés
atlagat £8D mutatjdk. A statisztikai analizishez egyutas ANOVA-t , majd Sidak tobbszords tesztjét
hasznaltuk. A szignifikancia értéke; *P <0,05; **P <0,01.
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39. dbra. Az éretlen, aktivalt dendritikus sejtek feliilisz6ja RIPK-Kaszpaz-8 asszociaciot indukal.
SVT35 Jurkat sejteket kezeltiink nem stimulalt, CLO75 (1 ug/ml) vagy LPS (0.5ug/ml) aktivalt
dendritikus sejtek feliiliszojdaval. Pozitiv kontrollként TNF (20ng/ml) és BV6 SMAC mimetikum
keverékével —stimuldaltuk a sejteket egy oran keresztiil. Anti-RIPK1, vagy anti-caspase-8
immunprecipitdciot kévetoen anti-RIPK1 és anti-caspase-8§ ellenanyagokkal mutattuk ki a kapcsolodo
molekuldkat western bloton. A bemutatott eredmények egy reprezentativ mérés eredményeit mutatjik 3
fiiggetlen mérésbol.

° 80-
L *k%k F*hk mODC
o 60- s s R IFNDC
2 P dexa DC
a
~ 40 whkk
= — T
© [
i 20+ T
a . T
ol o
(¢] ) =]
& & S8

40. abra. A tolerogén dendritikus sejtek feliiliszéja nem citotoxikus tulajdonsagia. SVT35 Jurkat
sejteket kezeltiink nem stimuldlt, CLO75 (1 ug/ml) vagy LPS (0.5 ug/ml) dital aktivalt kontroll DC-k
(moDC), IFN-nel eldkezelt DC-k (IFN DC) vagy a dexametazonnal eldkezelt (dexa) DC-k feliiluszoival.
24 6ra mulva meghatdroztuk a sejthaldl intenzitisat a subGl populdcio mérésével. A bemutatott
eredmények 3 fiiggetlen mérés atlagat =5D mutatjik. A statisztikai analizishez egyutas ANOVA-t, majd
Sidak tobbszords tesztjét hasznaltuk. A szignifikancia értéke; ***P <0,001; ****P <0,0001.
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5.7 A kaszpaz-9 szabalyozza a nekroptozis kialakulasat [130]

AT sejt feliiluszo citotoxikus hatdsainak vizsgalatakor kapott eredményeink alapjan a kaszpaz-9 hidnyos
Jurkat sejteken jelentdsen csokken a CTL altal indukalt nekrotikus sejthalal intenzitasa is (33. abra). A
nekroptozis €s a sejthalal receptor-indukalt apoptdzis kapcsolata intenziven vizsgalt teriilet, azonban a
mitokondridlis apoptdzis és a nekroptdzis interakcidja szinte egyaltalan tanulmanyozott. Kaszpaz-9
hianyos és vad tipus Jurkat sejteken nekroptozist indukaltunk a szakirodalomban leggyakrabban
hasznalt TNF/SMAC mimetikum/kaszpaz inhibitor koktél segitségével (TBZ), ahol a TNF a sejthalal
stimulusért, a SMAC mimetikum (esetiinkben BV6) a RIPK 1 ubiquitinacidjanak gatlasaért, a kaszpaz
inhibitor (Z-VAD) pedig az apoptotikus utvonal gatlasért felelés. A TBZ kezelés jelentds sejthalalt
indukalt vad tipusu Jurkat sejteken, ami gatolhatd volt necrostatin 1-gyel, a nekroptdzis specifikus
inhibitoraval. Kaszpaz-9 hianyos sejteken azonban a TBZ stimulus nem okozott sejthalalt (41. abra),
ami arra utal, hogy a kaszpaz-9 szerepet jatszik a nekroptozisban. A nekroptdzis jelatvitelében
legfontosabb molekulak expresszidja azonos volt a vad tipusu és kaszpaz-9-et nem tartalmazo Jurkat
sejtvonalakban (41. abra). Azért, hogy a kaszpaz-9 szerepét a nekroptdzisban kétséget kizaroan
bizonyitsuk, a kaszpaz-9 deficiens Jurkat sejtekbe retranszfektaltuk a kaszpaz-9 molekulat, ami
helyreallitotta a sejtek nekroptozis érzékenységét (41. abra). Eredményeinket tovabbi sejthalal
ligandumok hasznalataval (FasL és TRAIL) is megerdsitettiik, a kaszpdz-9 hidnya barmely sejthalal
receptor stimulalasakor —-BV6 és Z-VAD jelenlétében- gatolta a nekroptozis kialakulésat, mig a kaszpéaz-

9 retranszfekcidja minden esetben visszaallitotta a sejtek nekroptozis érzékenységét (nem mutatott adat).

Felmertiil annak a lehetésége is, hogy a kaszpaz-9 modositia SMAC mimetikum miikodését és ezen
keresztiil szabalyozza a nekroptozist. Ezért intenziv FASL stimulust alkalmazva, FasL-ot
overexpresszalo WSU sejtek segitségeével, Z-VAD jelenlétében, de BV6 nélkiil indukaltunk sejthalalt
(41. abra). Necl hasznalataval bizonyitottuk, hogy ilyen koriilmények kozott valoban nekroptdzis
aktivalodott. Vad tipusu, kaszpaz-9 hianyos és retranszfektalt sejtvonalakon megfigyelt eredményeink

szerint a SMAC mimetikum hianyaban kialakuld nekroptozishoz is sziikséges volt a kaszpaz-9 jelenléte.

Kisérleteink kdvetkezd részében megvizsgaltuk, hogy a kaszpaz-9 hianya mas sejthalal utvonalakra is
hatassal van-e. A kaszpaz-9 hianya nem befolyasolta a H,O, valamint a ionomicin indukalt nekrozist,
valamint a BV6 és TNF aktivalt, RIPK1 fliggd apoptozist, amely kaszpaz-3 aktivacioval jar (nem
mutatott adatok). Eredményeink szerint igy a kaszpaz-9 a mitokondrialis apoptdzis mellett a nekroptdzis

szabalyozoja, de nem befolyéasolja a nekrozist és a RIPK1 fiiggd apoptozist.

A kaszpaz-9 szerepének tisztazasahoz egy tovabbi kaszpaz-9 hianyos sejtvonalon is megvizsgaltuk a
nekroptotikus sejthalalt. Vad tipusu és kaszpaz-9 deficiens egér fibroblaszt (MEF) sejteken FasL, BV6
€s Z-VAD hasznalataval nekroptozist indukaltunk. A Jurkat sejteken megfigyelteknek megfelelden
kaszpaz-9 hianyaban nem alakult ki nekroptdzis (42. abra). A TBZ stimulus sem okozott nekroptozist
kaszpaz-9 hianyos MEF sejteken (nem mutatott adat). Cycloheximide (CHX) hasznalataval jelentdsen

64



koncz. gabor 172 24

fokozhaté a TNF-indukalt sejthalal, igy MEF sejteken SMAC mimetikum nélkiil, TNF, CHX és Z-VAD
jelenlétében is intenziv nekroptdzis aktivalhato. Eredményeink szerint ez a stimulus kombinacié sem

okozott sejthalalt kaszpaz-9 hianyaban (nem mutatott adat).

A nekroptozis nem csak sejthalal receptorok, de mintazatfelismer6 receptorok aktivaciojanak hatasara
is kialakul. Vad tipust és kaszpdz-9 hidnyos MEF sejteken LPS és Z-VAD hasznalataval indukaltunk
nekroptozist. Kimutattuk, hogy a kaszpaz-9 hianya jelentdsen csokkentette az LPS kivaltott nekroptozist
iS (42. abra). Irodalmi adatoknak alapjan ismert ([131]), hogy az emberi herpesz simplex virus (HSV)
egér MEF sejteken nekroptézist okoz. Kisérleteinkben HSV stimulust kovetéen is szignifikansan
kevesebb nekroptotikus sejthalal alakult ki kaszpaz-9 hianyos MEF sejteken, mint vad tipusu
megfeleldin. A nekroptozis kulcs molekulainak (RIPK1, RIPK3, MLKL, CYLD, TAKI1, kaszpaz-8)
expressziojat MEF sejteken is ellendriztiik, és nem talaltunk kiilonbséget a vad tipusu és kaszpaz-9-et
nem tartalmazé MEF sejtvonalak kozott (nem mutatott adat). Osszességében, eredményeink szerint a
kaszpaz-9 részt vesz a sejthalal receptorok és mintazat felismerd receptorok aktivacidjat kdvetéen

kialakulé nekroptdzis szabalyozasaban is, szerepét emberi €s egér sejtekben is bizonyitottuk.
Kovetkezo 1épésben tisztazni kivantuk, hogy a kaszpaz-9 a nekroptotikus jelpalya melyik 1épésében
kapcsolodik a nekroptdzis utvonalahoz. A nekropt6zis soran a receptor aktivaciot kovetden a RIPK1 ¢€s

a RIPK3 molekulak asszocialodnak és a l1étrehozzak a nekroszoma nagy méreti molekula komplexét.
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41. abra. A kaszpaz-9 szerepet jatszik a sejthalal receptorok altal kozvetitett nekroptozisban. (A)
JA3 sejteket, annak kaszpdz-9 hidanyos megfeleldjét (JA3-C9) és a kaszpaz-9-cel ujratranszfektalt JA3-
C9 sejteket (JA3 retr) 10 uM Z-VAD-dal, 40 uM necrostatin-1-gyel (Nec-1) és 1 uM BV6 1 ordan dt
elokezeltiink, majd 50 ng/ml rekombindans human TNFa-val aktivaltunk. (B) A kiilobozé JA3 sejteket 10
uM Z-NAD-dal eldkezeltiik és cell tracker festett humdn FasL-t expresszaléo WSU B-sejtvonal (wF)
jelenlétében tenyésztettiik 1:5 aranyban. A sejthalal mértékét 24 ora elteltével Pl-festéssel hataroztuk
meg. Az adatok legaldbb hdarom fiiggetlen kisérlet atlagat +SD mutatjak. A statisztikai analizishez
kétutas ANOVA-t , majd Sidak tobbszords tesztjét hasznaltuk. A szignifikancia értéke; **P <0,01;
*EP <(),001, ****P <0,0001. (C) A jelzett molekulak expresszidjat teljes sejtlizatumbol Western blottal
hataroztuk meg, az abra hdarom fiiggetlen kisérletbdl egy reprezentativ kisérlet eredményét mutatia be.

A komplexben mind a RIPK 1 mind a RIPK3 foszforilalodik [34]. Ezért vad tipusu és kaszpaz-9 hianyos
Jurkat sejteken Osszehasonlitottuk a RIPK1 és RIPK3 molekulak foszforilaciojat, valamint a RIPK1-
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RIPK3 kapcsolat intenzitasat TBZ stimulust kovetéen. Kimutattuk, hogy TBZ aktivacié a RIPK1 és
RIPK3 foszforilacigjat is indukalja vad tipust Jurkat sejteken, azonban ez a foszforilacié nem mutathato
ki a kaszpaz-9 hianyos sejtparban (43. abra). Ehhez hasonléan a RIPKI1-RIPK3 asszociacio is
kimutathat6 volt a TBZ stimulust kdvetden 3-6 6raval a vad tipusu sejteken, azonban sem RIPK1 sem
RIPK3 immunprecipitaciot kdvetden nem tudtunk érdemi interakciot kimutatni a RIPK1 és RIPK3

molekulak kozott kaszpaz-9 deficiens sejteken (43. abra).
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42. abra. A kaszpaz-9 szabalyozza a sejthalal és mintazatfelismeré receptorok altal kozvetitett
nekroptézist a MEF sejtekben. (A) MEF sejteket és annak kaszpdz-9 hianyos megfeleldjét (MEF-C9)
10 uM Z-NVAD-dal, 40 uM necrostatin-1-gyel (Nec-1) és 1 uM BV6 1 oran dt elékezeltiink, majd 20 ng/ml
FLAG-taggel jelolt FasL-dal aktivaltuk., amit M2 anti-flag ellenanyaggal oligomerizaltunk (B) A MEF
és MEF-C9 sejteket 50 uM Z-NVAD-dal elokezeltiik 1 oran keresztiil, majd 100 ng/ml LPS-sel aktivaltuk,
vagy (C) human herpeszvirus 1-gyel fertoztiik MOI 5-tel. A sejthaldal mértékét minden esetben 24 ora
elteltével Pl-festéssel hatdaroztuk meg. Az adatok legalabb harom fiiggetlen kisérlet atlagat £SD
mutatjak. A statisztikai analizishez kétutas ANOVA-t , majd Sidak t6bbszoros tesztjét hasznaltuk. A
szignifikancia értéke; *P <0,05; ***P <0,001, ****P <(),0001.
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43.4bra A kaszpaz-9 szabalyozza a nekroszéma osszeszerelodését. (4) A JA3 és JA3-C9 sejteket 10
UM Z-NNAD-dal és 1 uM BV6-tal elékezeltiik 1 oran at, majd a jelzett ideig aktivaltuk. 50 ng/ml human
TNFa-val. Teljes sejtlizatumbol detektaltuk a RIPK1 (S166) és a RIPK3 (S227) foszforilaciojat. (B)
Teljes sejtlizatumbdél anti-RIPK1 vagy (C) anti-RIPK3 antitestekkel végzett immunprecipiticiot
kovetden az asszocialodott molekulakat Western blottal detektaltuk. Az abra harom fiiggetlen kisérletbol
egy-egy reprezentativ kisérlet eredményét mutatjik be.

Ismert, hogy a nekroptdzist a RIPK3 overexpresszidja is képes aktivalni [132], ezért vad tipusu és
kaszpaz-9 hianyos Jurkat sejteken RIPK1 vagy RIPK3 overexpressziot hoztunk létre. A spontan

sejthalal elkeriilése érdekében a fenti fehérjéket expresszald plazmidok doxiciklin fiiggd promoterrel

66



koncz. gabor 172 24

rendelkeztek, ezért csak doxiciklin jelenlétében fokozodott a RIPK1, vagy a RIPK3 termelddése. A
modositott sejtekben 24-48 oraval a doxicilin kezelést kdvetden jelentdsen fokozodott a RIPK1, illetve
a RIPK3 expresszidja (44. abra.B/D). TBZ stimulus koévetbéen vad tipusi sejtek nekroptozis
érzékenységében sem a RIPK1 sem a RIPK3 overexpresszidja nem okozott szignifikans valtozast, az
indukalt, intenziv 70-80%-o0s sejthalal mar nem novekedett, azonban a kaszpaz-9 hianyos sejtekben a
RIPK1 és a RIPK3 megndvekedett expresszidja is részlegesen helyreallitotta a sejtek nekroptdzis
érzékenységét, szignifikansan fokozta a sejthalalt (44. abra). Fenti eredményeink alapjan a kaszpaz-9
elésegiti a nekroszoma Osszeszerel6dését, valamint a nekroszoma komponensek overexpresszidja
kompenzalta a kaszpaz-9 hianyat.

A kovetkez 1épésekben vizsgaltuk a kaszpaz-9 direkt interakciojat a nekroszoma egyes
9 és a RIPK3 kozott gyenge kotddést figyeltiink meg 3 oraval a nekroptotikus TBZ stimulust kdvetden
(nem mutatott adat). Mivel a kaszpaz-9 kozvetlen kapcsolédasa a nekroszomahoz nem/alig volt

megfigyelhetd feltételeztik, hogy a nekroszoma kialakulasat szabalyozd tovabbi molekulakat

befolyasolhatja a kaszpaz-9.
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44. abra A RIPK1 vagy a RIPK3 overexpresszidja kompenzalja a kaszpaz-9 hianyat a nekroptdzis
szabalyozasaban. JA3 sejtekben indukaltuk (4) a RIPKI vagy (C) a RIPK3 doxiciklin fiiggd
overexpressziojat. A sejteket 2 ug/ml doxiciklinnel aktivaltuk 24 oran keresztiil, majd 10 uM Z-VAD-dal
és 1 uM BV6-tal el6kezeltiik 1 ordig, és 50 ng/ml human TNFa-val aktivaltuk. 24 oraval a TNF aktivaciot
kovetden a sejthaldlt Pl festés alapjan hatdaroztuk meg. Az adatok legalabb harom fiiggetlen kisérlet
dtlagat £SD mutatjak. A statisztikai analizishez kétutas ANOVA-t , majd Sidak tobbszéros tesztjét
hasznaltuk. A szignifikancia értéke; *P <0,05; **P <0,01, ****P <0,0001. A sejteket a jelzett ideig 2
ug/ml doxiciklinnel elokezeltiik, majd (B) a RIPK 1, vagy (D) a RIPK3 expresszidjat teljes sejtlizatumbol
Western blottal detektaltuk. Az B és D abrak harom fiiggetlen kisérletbdl egy-egy reprezentativ kisérlet
eredmeényt mutatjak.
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A HSP90, mint a nekroszéma Osszeszerelddésének pozitiv, mig a Ppm1b foszfataz és az Aurka kindz A
ennek negativ szabalyozojaként ismert [133], [45], [46]. A kaszpaz-9 illetve a HSP90 vagy a Ppmlb
k6zo6tt nem tudtunk a nekroptotikus stimulus fiiggd interakciot kimutatni (nem mutatott adat), azonban
abra.A/B). Eredményeink alapjan az AURKA foszforilacidja is megndvekedett a nekroptotikus
stimulust kovetden, kaszpaz-9 fiiggé modon (45. abra.E). Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy az
AURKA, illetve szubsztratjonak a GSK3pB-nek inhibitorai egyarant fokozzdk a nekroptozist,
felszabaditva a jelpalyat az AURKA-medialt gatlas alol [46].

Feltételeztiik, hogy a kaszpaz-9 az AURKA szabalyozasan keresztiil befolyasolja a nekroptdzis
intenzitasat. Megvizsgaltuk, hogy az AURKA, illetve a GSK3p inhibitorok hatassal vannak-e a kaszpaz-
9 fiigg6 szabalyozasra. TBZ stimulust kdvetden, mind az AURKA inhibitor (CCT137690), mind a
GSK3p inhibitor (AR-A014418) fokozta a sejthalal mértékét. Az AURKA vagy GSK3p inhibitorok
hasznalata egyarant helyreallitotta a kaszpaz-9 hidnyos Jurkat sejtek nekroptozis érzékenységét (45.
abra.C/D). Mivel az igy kialakult sejthalal RIPK1 (necl), RIPK3 (GSK'872) és MLKL
(necosulfonamide, NSA) inhibitorokkal is gatolhato volt, bizonyitottuk, hogy a hasznalt kondiciok kozt
IS nekroptozis alakult ki (45. abra C/D). Eredményeink alapjan, amennyiben az AURKA kinaz

nekroptozist gatld hatasa nem érvényesiil a nekroptézishoz nincs sziikség a kaszpaz-9 jelenlétére.

Miutan a kaszpaz-9 szerepét a nekroptdzisban in vitro human és egér sejtvonalakon is kimutattuk,
eredményeinket in vivo is szerettiik volna megerdsiteni. Mivel a kaszpaz-9 hianya perinatalis letalisat
okoz, ezért egy a kaszpaz-9 génben LoxP szekvenciakat tartalmazé egértorzset hoztunk létre. (A munka
prof. Virag Laszl6 DE és prof Szabo Gabor KOKI munkacsoportjaival kollaboracioban késziilt).
Irodalmi adatok alapjan a cerulein indukalt pankreatitisz sem RIPK3, sem MLKL hianyos egerekben
nem alakul ki, mutatva, hogy a cerulein indukalt nekroptdzis inicialja a gyulladasi reakciokat
[134],[135].

A Celal-Cre egereket keresztezve a kaszpaz-9 szekvencidban LoxP-t hordozo egértorzzsel a
hasnyalmirigy acinus sejtjeiben kaszpaz-9-et nem expresszald egértorzset hoztunk 1étre Maléth Jozsef
(Szegedi Egyetem) munkacsoportjaval kozosen. A kaszpaz-9 jelenlétét fluoreszcens mikroszkopiaval
vizsgatuk, megerésitettiik, hogy a létrehozott egértdrzs acinius sejtjei valdban kaszpaz-9 deficiensek

(nem mutatott adat).

Cerulein 6rankénti, 8-szor ismételt injektalasat kdvetden a vad tipust allatok pankreazaban nekrozis és
gyulladas alakult ki, amit a szdvettani metszeteken az 6déma kialakulasaval, a nekrotikus teriilet
szazalékaval, leukocita infiltracioval, valamint a szérum amildz aktivitas névekedésével jellemeztiink.
Az acinus sejtekben kaszpaz-9 hianyos allatok esetében a gyulladasi markerek mindegyike jelent6sen
csokkent (46. abra). Azért, hogy bizonyitsuk, hogy a gyulladast kivalté nekrozis valdban nekroptozis

kovetkezménye a vad tipusu és kaszpaz-9 hianyos egerek pankreazabol szarmazo mintakban western
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blottal detektaltuk a RIPK1 és a RIPK3 foszforilacigjat. Cerulein indukciot kdvetéen vad tipust
allatokban fokozodott a RIPK 1 és RIPK3 foszforilacidja, mutatva, hogy nekroptdzis alakult ki, azonban
kaszpaz-9 hianyaban sem a RIPK1, sem RIPK3 foszforilacioja nem volt kimutathaté (46. abra).
Osszességében a kaszpaz-9 hianyos acinus sejtekkel rendelkezd egértdrzzsel végzett kisérleteink in vivo

is bizonyitékat szolgaltattak a kaszpaz-9 nekroptozisban jatszott szerepének.
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45 .abra. Az Aurora Kinase A inhibitor helyreallitja a TNF/BV6/Z-VAD altal kivaltott sejthalalt
a kaszpaz-9 hianyos Jurkat sejtekben. (A-B) 4 JA3 és JA3-C9 sejteket 10 uM Z-VVAD-dal és 1 uM
BV6-tal eldkezeltiik 1 oran at, majd a jelzett ideig 50 ng/ml humdn TNFa-val aktivaltuk. (A) Anti-
AURKA-val vagy (B) anti-kaszpdz-9-cel végzett immunprecipitdciot kovetéen az asszocidlodo
molekuldkat Western-blottal detektaltuk. Az abra harom fiiggetlen kisérletbol egy reprezentativ kisérlet
eredmenyt mutatja. (C) A JA3 és JA3-C9 sejteket 20 uM AR-A014418 (GSK3p inhibitor) vagy (D) 2,5
uM CCT137690 (AURKA inhibitor) 10 uM Z-VAD, 1 uM BV6, 1 uM NSA 1, 40 uM Nec-1 és 7,5 uM
GSK'872 kombindcioival eldkezeltiik 1 oran at, majd 50 ng/ml human TNFa-val aktivaltuk. 24 ora
elteltével a sejthaldal mértéket Pl-festéssel hataroztuk meg. Az adatok legalabb hdrom fiiggetlen kisérlet
atlagat +SD mutatjak. A statisztikai analizishez kétutas ANOVA-t , majd Sidak tobbszoros tesztjét
hasznaltuk. A szignifikancia értéke; ***P <0,001, ****P <0,0001. (E) Az AURKA (T288)
foszforilacidjat teljes sejtlizatumbol Western blottal mutattuk ki. Az abra hdrom fiiggetlen kisérletbdl
egy reprezentativ kisérlet eredményt mutatja.
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46. abra. A kaszpaz-9 leiitése a hasnyalmirigy acinus sejtjeiben csokkenti a cerulein altal kivaltott
akut pancreatitis silyossagat. (A) 4 hasnydlmirigy szovetének reprezentativ képei cerulein-indukalt
hasnyadlmirigy-gyulladasban. Vad tipusu és a hasnydlmirigy acinus sejtekben kaszpdz-9 géninaktivalt
egereket 8 oranként intraperitonedlisan fiziologias sooldattal (vivéanyag), vagy 50 uglttkg cerulein-nel
injektaltunk. Skala jelzés: 100 um. (B-E) Az ddéma, a gyulladasos sejtinfiltracio, a nekrotikus teriilet
Y%-anak szévettani pontszamait értékeltiik, valamint mértiik a szérum amilaz aktivitasanak szintjét. Az
abrak 6-8 egerbdl szarmazo adatok atlagat muatjak csoportonkent £SD. A statisztikai analizishez
kétutas ANOVA-t , majd Sidak t6bbszoros tesztjét hasznaltuk. A szignifikancia értéke; *P <0,05;
P <0,01, ****P <0,0001. (F-G) A RIPK1 (S166) és RIPK3 (Thr231/Ser232) foszforilaciojat a
hasnyalmirigyszovetbdl izolalt teljes sejtlizatumbol detektaltuk. Az abra harom fiiggetlen kiserletbol egy

reprezentativ kisérlet eredmenyt mutatja. (A teljes abran a vad tipus Cre hianyos LoxP/LoxP allatokra
vonatkozik)
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5.8 Az anti-inflammatorikus makrofagok érzékenyebbek a TAK1 inhibitor

indukalt nekropto6zisra, mint a proinflammatoérikus makrofagok [136]

A makrofag alpopulacidk aranyanak szabalyozasa tobb korkép esetében is nagy jelentOséggel birhat.
befolyasolasa, azonban az egyes altipsuok életképességérol kevesebb adat ismert. Kisérleteinkben arra
voltunk kivancsiak, hogy az M1, illetve M2 altipusok sejthaldl érzékenységében megfigyelhet6-e
kiilonbség. Ennek tesztelésére PBMC-b6l izolalt human monocitakat in vitro 5 napig MCSF jelenlétében
tenyésztve makrofagokat nyertiink, majd IFNy és LPS, illetve IL-4, IL-10 és TGFS jelenléteben M1,
vagy M2 tipusu sejtekké differencidltattuk azokat. Az alpopulaciokat CD80 M1 marker, valamint
CD206 és CD209 M2 markerek sejtfelszini expressziojaval, tovabba IL12 és IL10 produkcioé mérésével
jellemeztiink. Az altalunk differencialtatott makrofagok a vartnak megfeleléen rendelkeztek az

alosztalyok szakirodalomban elfogadott markereivel (nem mutatott adat) [137].

Ezt kovetden az egyes makrofag altipusokat kiilonféle apoptotikus, LPS, TNF, SMAC mimetikum
(birinapnat) és TAK1 inhibitor (5Z-7), valamint a fenti szereket Z-VAD-dal kombinalva nekroptotikus
stimulusokkal kezeltiink. Az 5Z-7 és Z-VAD kombinéciodja szignifikdnsan nagyobb mértékii sejthalalt
eredményezett M2, mint M1 sejtekben, mig a tobbi kezelésnél nem talaltunk eltérést az M1 és M2
makrofag alpopulaciok kozott, igy a tobbi nekroptozist indukald kezelésnél sem (47. abra)... Mind a
RIPK1 inhibitor (Nec-1), mind a RIPK3 inhibitor (GSK-872) gatolta az 5Z-7 és Z-VAD indukalt
sejthalalt, bizonyitva, hogy valdban nekroptozis alakult ki (44. abra). Vizsgaltuk az MLKL
foszforilaciojat is a kétféle makrofagban, mint a nekroptézis molekularis markerét. Mig az 5Z-7 és Z-
VAD az M2 sejtekben intenzivebb MLKL foszforilalodast okozott, mig a birinapant és Z-VAD
kombinacidja mindkét makrofag alpopulacidoban MLKL foszforilalodast és nekroptozist indukalt (47.

abra).

Annak eldontésére, hogy az 5Z-7 és Z-V AD aktivaci6 direkt mdédon okoz-e nekroptdzist az M2 sejteken,
vagy egy, csak erre a sejttipusra jellemz6 autokrin citotoxikus mediator termelédését indukalja, az M1
¢s M2 sejteket egyiitt tenyésztettiik, az M2 makrofagokat cell tarcker festékkel megjeldlve. Az M1 és
M2 sejtek ko-kultarajaban 5Z-7 és Z-VAD, vagy birinapant és Z-VAD kombinaciojaval nekroptozist
indukaltunk. Az 57-7 és Z-V AD stimulus a kevert sejtkultiraban is szignifikansan intenzivebb sejthalalt
okozott M2, mint M1 sejteken, ugyanakkor a birinapant és Z-VAD mindkét sejtpopulacidban egyforman
hatasosnak bizonyult (48 abra). A kevert sejtkultaraban az életben marado sejtek kozott az 5Z-7 és Z-
VAD kezelés hatasara a CD209 magas expresszidjaval jellemezheté M2 altipus aranya jeletGsen
csokkent a CD80 (M1 marker) pozitiv sejtekéhez képest, mig a birinapant és Z-VAD kezelés nem
valtoztatta meg a két makrofag tipus aranyat (48. abra). Eredményeink alapjan azonositottunk egy
sejthaldl format, amely szelektiven az M2 sejtek nekroptozisat indukalja, tovabba kiilonbozo

nekroptotikus stimulusok eltérd viselkedését figyeltiik meg.
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47. abra A TAKI inhibitor intenzivebb nekroptozist indukal M2, mint M1-sejteken. (A) Az in vitro
differencialt human M1 és M2 makrofagokat 100 ng/ml LPS-sel, 60 ng/ml TNF-fel, 0,5 uM birinapanttal
és 1 uM 5Z-T-oxozeaenollal stimulaltuk 50 uM Z-VAD jelenlétében vagy hianyaban. (B) Az M1 és M2
sejteket 7,5 uM GSK'872 RIPK3 inhibitorral és 38,5 uM Necrostatin-1-gyel el6kezeltiik 1 ordan at, majd
50 uM Z-NAD-ot és 0,5 uM birinapant-ot, vagy 1 uM 5Z-T-oxozeaenolt adtunk hozzajuk. 24 ora
elteltével a sejthalalt Pl-festéssel hataroztuk meg. Az abrak legalabb harom fiiggetlen kiserlet atlagat
és SD-jét mutatjak. A statisztikai analizishez kétutas ANOVA-t, majd Sidak tobbszéros tesztjét
hasznaltuk. A szignifikancia értéke;, **P <0,01, ***P <(0,001, ****P <0,0001. (E) A makrofag
populdciokat 50 uM Z-VAD jelenlétében 0,5 uM birinapanttal, vagy 1 uM 5Z-7-oxozeaenollal kezeltiik
a jelzett ideig. 4z MLKL foszforildaciot (S358) WB-on mutattuk ki. Az abra egy reprezentativ kisérlet
eredményet mutatja harom fiiggetlen kisérletbol.
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48. abra A TAK1 inhibitor nekroptozist indukal az M2, de nem az M1-sejteken a makrofag-
populacidk egyiittes tenyészetében. (A-D) Az M2 sejteket 10 ng/ml CellTracker™ Green CMFDA
festékkel toltottiik fel 30 percig. A zélden jelolt M2 és az M1 makrofagokat 1:1 aranyban ésszekevertiik,
és a sejteket 50 uM Z-VAD jelenlétében 0,5 uM birinapanttal vagy 1 uM 5Z-T-oxozeaenollal kezeltiik.
(A-B) 24 ora elteltével a teljes sejthalal mértékét a Pl felvétele alapjan szamszeriisitettiik. (4) Az dbra
ot fiiggetlen kisérletbol egy reprezentativ képét mutatjia be. (B) A sejthaldl szazalékos aranyat a
CellTracker pozitiv és CellTracker negativ populaciokban szamitottuk ki. Az abrak 6t fiiggetlen kisérlet
atlagat és SD értékét mutatjak. (C-D) A CD80 és CD209 sejtfelszini expressziojat aramldsi citometriaval
meértiik a jelzett kezelések el6tt és utan 24 oraval. Az él6 sejteket kapuztuk, és meghataroztuk a CD80
pozitiv CD209 negativ (CD80) és CD209 pozitiv CD80 negativ (CD209) sejtek szazalékos ardanyat. (C)
Az abra legalabb ot fiiggetlen kisérlet datlagat és SD értékét mutatja. (D). Az abra ot fiiggetlen kisérletbol
egy reprezentativ képét mutatja be. A B és C abrakon a statisztikai analizishez kétutas ANOVA-t , majd
Sidak t6bbszords tesztjét hasznaltuk. A szignifikancia értéke; *P <0,05.
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Ezt kovetben megvizsgaltuk, hogy az AURKA és szubsztratjanak a GSK3B-nek az inhibitorait
(CCT137690, illetve AR-A014418), amelyek érzékenyitenek a nekroptozisra, hogyan befolyasoljak a
két sejttipus nekroptotikus folyamatait. Az alkalmazott koncentracioban egyik inhibitor sem okozott
nekroptozist, sem az M1, sem az M2 sejtecken. TAKL inhibitorral egyiitt alkalmazva az M2
makrofagokban az inhibitorok az 5Z-7/Z-VAD indukalt nekroptozist sem fokoztak, azonban M1
sejteken szignifikansan novelték az 5Z-7/Z-VAD altal kivaltott sejthalal intenzitasat. Az AURKA vagy
GSK3p utvonalak gatlasa ezaltal kiegyenlittette az M1 és M2 alpopulaciok TAK-1 inhibitorral kivaltott
nekroptozis érzékenységét. Nec-1 hasznalataval igazoltuk, hogy a sejthalal valoban nekroptdzis volt (49.
abra). A SMAC mimetikum és Z-VAD stimulus indukalt nekroptézist sem az AURKA sem a GSK3p
inhibitorok nem valtoztattak meg, sem M1, sem M2 sejteken (49. abra). Osszehasonlitottuk az M1 és
M2 alpopulaciokban a nekroptozis jelatvitelében szereplé legfontosabb molekuldk expresszigjat,
azonban egyik esetben sem, igy az AURKA ¢és GSK3B mennyiségében sem talaltunk szamottevd
kiilonbséget (nem mutatott adat). Eredményeink azt mutatjak, hogy az AURKA vagy GSK3p altal

rrrrr

utvonalon, ami azonban nem ezeknek a kinazoknak az expresszios szintjén keresztiil szabalyozodik.

Ismert, hogy a pro és antiinflammatorikus makrofagok egyenstlyanak eltolodasa jelentds szerepet
jatszik a tumorképzdédésben. Az M2 szer(i, tumor asszocialt makrofagok (TAM) tumor promotalo, mig
az M1 makrofagok inkabb tumor ellenes funkcidjuak. Terapids lehetoségként felmeriil olyan sejthalal
stimulusok hasznalta, amelyek szelektiven a TAM-okra hatndnak a tumor mikrokdrnyezetben. Ezért
megvizsgaltuk, hogy TAKI1 inhibitor jelenlétében kivaltott nekroptozis a TAM-ban is képes-¢ sejthalalt
kivaltani. TAM-szerli sejteket differencidltattunk M-CSF, IL-4, IL-10 és TGFp valamint THP1 —
monocitoid leukémia sejtvonal-feliiluszojanak jelenlétében és sejtfelszini markerek alapjan jellemeztiik
azokat. Irodalmi adatoknak megfeleléen a kapott TAM-szerli sejtek CD206- ¢s CD163-pozitivitas
mellett a CD14-et alacsony szinten expresszaltak [138], mikozben az MHCII és a PD-1 expressziojuk
intenzivebb volt, mint az M1 és M2 makrofagoknak [139],[140] (50. abra). Hasonl6an az M2 sejtekhez
a TAM-szer(i makrofagok is szenzitivebbek voltak az 5Z-7/Z-V AD indukalt nekroptozisra, mint az M1
sejtek, mig a SMAC mimetikum Z-VAD stimulus megkdzelitden azonos intenzitasu sejthalalt okozott
mindharom sejtpopulacioban (50. abra). Eredményeink alapjan a TAM-szerli sejtek sejthalal
érzékenysége is inkabb az M2 sejtekéhez hasonld, igy az 5Z-7/Z-VAD indukalt nekroptdzis egy
potencialis terapias lehet6ség a tumor mikrokdrnyezetban a pro/antiinflammatorikus makrofagok

egyensulyanak szabalyozasara.
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49.abra Az Aurora Kinase A és a GSK3p inhibitor helyreallitja a TAK]1 inhibitor altal kivaltott
nekroptozis érzékenyéget az M1 makrofagokban. (A-D) A makrofigokat 1,25 uM CCT137690-nel
(AURKA inhibitor) és 10 uM AR-A014418 (GSK3p gatld), valamint 38,5 uM Necrostatin-1-gyel
eldkezeltiik 1 oran keresztiil, majd aktivaltuk (A-B) 1 uM oxaenollal 50 uM Z-VAD jelenlétében. (C-D)
0,5 uM birinapanttal 50 uM Z-VAD jelenlétében. 24 ora elteltével a sejthaldl mértékét a Pl festddés
meérésével hatdaroztuk meg. Az abrak legalabb ot fiiggetlen kisérlet atlagat és SD értékét mutatjak. A
statisztikai analizishez kétutas ANOVA-t, majd Sidak tobbszéros tesztjét hasznaltuk. A szignifikancia

értéke; **P <0,01, ***P <0,001.

75



koncz. gabor 172 24

A
@ Sejtkultdra médium
pachibbe Rl bl LN
O © -
2x10° THP-1 seljtek/mL _— THP-CM
48 6ra /!/,// 0. és5.nap
—
M-CSF
IL-4, 1L-10, TGFB O.nap
- S
S C EB
1,5%10® CD14+ monocita/mL TAM-szer(i sejtek
B
M1 Makrofag M2 Makrofag TAM-szer(i sejtek

Cbi4

Sejtszam

PD-1 HLA-DR
__M1 - v2 B TAM-szer
D
1004 Ak
— - M
_ 804 P M2
B3 = TAM
‘E 604 ‘l'
1]
< =
';,i' 40 “V
20-
oL

&

50. abra. A TAKI1 inhibitor nekroptozist indukal a tumor asszocialt makrofagban. (A) A tumor
asszocidalt makrofag (TAM)-szerii sejtek eléallitasanak vazlata. A 48 oran dat THP-1 sejteken
kondicionalt tapkozeget dsszegyiijtottiik majd eltavolitottuk beldle a sejteket (THP-CM). A PBMC-bol
izolalt CD14+ monocitakat M-CSF, IL-4, IL-10 és TGFp citokineket jelenlétében 5 napig THP-CM-ben
differencialtattuk. Az 5. napon a tapkozeget friss THP-CM-re cseréltiik. A 6. napon a TAM-szerii sejteket
osszegytijtottiik. (B-C) Az in vitro generalt TAM-szerii sejteket, valamint M1 és M2 makrofagok CD14
és CD206 vagy CDI163, PD-1 és HLA-DR felszini expressziojat aramlasi citometridval jellemeztiik.
Harom fiiggetlen mérésbol egy reprezentativ kisérlet eredménye lathato. (D) Az in vitro differencialt
human M1, M2 és TAM-szerii sejteket 0,5 uM birinapanttal vagy 1 uM 5Z-T-oxozeaenollal és 50 uM Z-
VAD-dal kezeltiik. 24 ora mulva a sejtpusztulast Pl-festéssel hataroztuk meg Az abra ot fiiggetlen
kisérlet atlagat és SD értékét mutatja. A statisztikai analizishez kétutas ANOVA-t, majd Sidak t6bbsziros
tesztjét haszndltuk. A szignifikancia értéke; ***P <0,001.
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5.9 A platina alapu rakellenes gyogyszerek és antraciklinek immunmodulalé

potencialjanak 6sszehasonlitisa human monocita eredetii sejteken [141]

Mivel az M1 ¢és M2 sejttipusok sejthalal érzékenységében kiilonbségeket figyeltink meg,
megvizsgaltunk, hogy jelenleg alkalmazott citotoxikus kezelések hogyan hatnak a két makrofag
alpopulaciora, illetve a tumor mikorkornyezetben szintén megtalalhato DC-ekre, valamint ennek
dexametazonnal tolerogén iranyba differencialtatott (DexDC) valtozatara. Human monocitakat in vitro
5 napig MCSF jelenlétében tenyésztve makrofagokat nyertiink, majd IFNy és LPS, vagy IL-4, IL-10 és
TGFB jelenléteben MI, illetve M2 tipust sejtté¢ differencialtattuk azokat. A DC-eket human
monoctakbol differencialtattunk 5 napig IL-4 ¢s GM-CSF-fel hozzaadasaval, dexametazon jelenlétében
vagy anélkiil. Az igy nyert sejteket ciszplatin, oxaliplatin, doxorubicin, illetve epirubicin kiilonb6z6
dozisaival kezeltiik. Klinikai alkalmazasban a fenti gydgyszerek maximalis plazmakoncentracidja az
ajanlott legnagyobb dozisban alkalmazva a 4-16 uM tartomanyba esik [142]. A doxorubicin és
epirubicin ebben a koncentracidtartomanyban is toxikus volt a makrofagok és DC-ek szamara. Azonban
mind makrofagok, mind DC-k szubpopulacidiban nagyon magas ciszplatin és oxaliplatin dozisokra volt

sziikség sejthalal indukcidhoz, amelyek messze meghaladtdk a klinikailag elérheté Cmax-ot.

Az alpopuléciok Osszehasonlitasaval megallapitottuk, hogy az M1 makrofagok 1 puM doxorubicin
kezelés hatasara szignifikansan érzékenyebbek a kemoterapia altal kivaltott sejthalalra, mint az M2
makrofagok. A masik antraciklin, az epirubicin hozzdadasa nem valtott ki intenzivebb sejthalalt az M1,
mint az M2 makrofagokban (51. abra). A DC-k érzékenyek voltak az oxaliplatin, a doxorubicin és az
epirubicin altal kivaltott sejthalalra, de mindkét DC alpopulacio rezisztens volt a ciszplatin altal kivaltott
sejthaldlra. A tolerogén DC altipusok jellemzden érzékenyebbek voltak a kemoterapia altal kivaltott
sejthalalra, mint tarsaik, de ezek a kiilonbségek az alkalmazott kisérleti koriilmények koz6tt nem voltak
szignifikansak (51. abra). Eredményeink alapjan egyes kemoterapias szerek a jelenleg alkalmazott
dozisokban befolyasoljak a tumor kdrnyezetbe lokalizalt mieloiod sejtek életképességét, és a nagy
dozisi kemoterapia alkalmazasa alkalmas lehet a tolerogén/immunogén makrofagok ¢és DC

szubpopulaciok egyensulyanak befolyasolasara a tumor mikrokdrnyezetében.

Ezt kdvetden megvizsgaltuk, hogy vajon a kemoterapias szerek a sejtek életképességének befolyasolasa
izolalt CD14+ monocitakat makrofagokka, illetve DC-kké differencialtuk M-CSF vagy GM-CSF+IL-4
jelenlétében 6t napon keresztiil. A kemoterapias szereket kozvetleniil a monocitak izolalasa utan adtunk
a sejttenyészethez, igy ezek a gyogyszerek a differencidcidé mind az 6t napjaban jelen voltak a
tenyészetben. Ciszplatin és oxaliplatin esetében a kisérleteinkben alkalmazott dozistartomany megfelel
a terapias koncentracid tartomanynak. A doxorubicin és epirubicin esetében ezeknek a ddzisoknak
kortilbeliil egytizedét hasznaltuk, mivel a magasabb dozisok mar toxikusak voltak a monocita

differencialdédas soran (nem mutatott adat).
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51. abra. A gyulladasos és tolerogén makrofagok sejthalalra valé érzékenysége kiilonbozik
kemoterapias szerekkel torténé kezelésre. (A) A CD14+ monocitdkat 50 ng/ml rekombindns M-CSF-
fel tenyésztettiik 5 napig, majd a monocita eredetii makrofagokat LPS (50 ng/ml) és IFNy (20 ng/ml),
vagy IL-4 (20 ng/ml), IL-10 (20 ng/ml) és TGEp (20 ng/ml) jelenlétében M1 és M2 fenotipusu sejtekké
differencialtattuk. (B) CDI14+ monocitakat dendritikus sejtekké differencialtattunk 100 ng/ml
rekombinans IL-4-gyel és 80 ng/ml GM-CSF-fel hozzaaddsaval, 0,25 uM dexametazon jelenlétében
vagy anélkiil 5 napig. Az in vitro differencialt human M1 és M2 makrofagokat, dendritikus sejteket és
dexametazonnal kezelt dendritikus sejteket (DexDC) ciszplatin, oxaliplatin, doxorubicin, vagy
epirubicin jelzett dozisaival kezeltiik az otodik napon. 24 ora elteltével a sejthaldlt Pl-festéssel
hataroztuk meg. Az abra legalabb harom fiiggetlen kisérlet datlagat és SD értékét mutatia. A statisztikai
elemzésben ANOVA-t, majd Bonferroni post hoc tesztjét hasznaltuk. A szignifikancia # p < 0,05 volt a
kezeletlen kontroll sejtekhez képest, és **p < 0,01 az M1 és M2 sejtek kozott.
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Els6ként a sejtfelszini markerek expresszidjat hasonlitottuk 6ssze a négy kemoterapias szer jelenlétében
vagy hianyaban differencialédott makrofagokon és DC-eken. A doxorubicin és epirubicin jelenléte
dozisfiiggben novelte az M2 makrofag szubpopulaciora jellemzé6 CD209 és CD163 markerek
expressziojat, mikozben ezek a kezelések nem valtoztattak meg a CD206 (egy tovabbi reprezentativ M2
marker) és nem csékkentették a CD14 (M1 marker) expressziojat (52. abra). DC-eken doxorubicin és
epirubicin kezelések utan a CD209 C-tipusu lektin mannoz receptor, a CD83 érési marker és a CTLA-
4 kostimulald molekula expresszidja megndvekedett, mig a CD206, CD80 és PD-L1 markerek
expressziojaban nem figyeltiink meg valtozast (52. abra, illetve nem mutatott adat). A ciszplatin és
oxaliplatin kezelések a makrofagokon és a DC-ken sem valtoztattak meg egyik vizsgalt molekula
expressziojat sem. Eredményeink alapjan a doxorubicin és epirubicin jelenlétében a makrofagok és DC-
ek differencidloddsa megvaltozik, ami egyedi, inkabb tolerogén markerekkel jellemezheto fenotipusok

kialakulasat eredményezi.

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a kemoterapias szerek [143] és a makrofagok egyarant
befolyasoljak a metasztazisok kialakulasat [144]. Ezért megvizsgaltuk az antraciklinek és platina alapu
szerek monocita eredetii sejtek kemotaktikus képességére gyakorolt hatasat is. Elsoként a kemoterapias
szerek hatasat a sejtek migracios képességére kemokin kezelés nélkiil hasonlitottuk 6ssze. (A migracios
aktivitds valtozasat a kezeletlen sejtekhez képest az 53. dbra x tengelyén torténd eltolédasa mutatja).
Oxaliplatin jelenlétében a makrofdgok Osszességében megndvekedett migracids potencidlt mutattak,
mig a ciszplatin nagyobb dézisai (8,3 uM és 25 pM) a makrofagok migracios kapacitasanak csokkenését
eredményezték. A doxorubicin és epirubicin jelenlétében torténd differencialodas is dozisfiiggben
novelte a makrofagok migracios kapacitasat ((53. abra). A DC-ek migracios potencialja a ciszplatinnal
modositott differencialodas soran csokkent, mig az oxaliplatin jelenléte a differencialédas soran
dozisfiiggd mddon ndvelte a DC-ek mozgésat. A differencialodas sordn alkalmazott epirubicin kezelés,
ellentétben a doxorubicin alacsonyabb dozisaival (0,1 uM ¢és 0,3 uM), novelte a DC-k migracios
kapacitasat (53. abra).

Ismert, hogy a CCL2 és a CCLS5 szabalyozza a monocitak és makrofagok tumor kornyezetbe toborzasat
[145], [146]. Ezért a kemoterapias szerek hatasat a makrofagok és DC-ek migracios kapacitasara CCL2
vagy CCL5 kemokinek jelenlétében is vizsgaltuk. (A kemokin-modositott migraciot az 53. abra y-
tengelyén torténd eltolodasa mutatja.) Az oxaliplatin és a nagy dozisu doxorubicin (0,9 uM) jelenléte a
differencialodas soran megnovelte a makrofagok kemotaxisat CCL2 felé¢ (53. abra). A ciszplatin
vezérelte differencialodas a makrofagok mozgasat a CCLS felé csokkentette, mikdzben a nagyobb

doézisu oxaliplatin jelenléte a differencialddas soran novelte azt.
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52. abra. A kemoterapias szerek jelenléte a differencidlodas soran modositja a sejtfelszini
markerek mintizatit a makrofagokon és a dendritikus sejteken. 4 CDI4+ monocitikat
rekombinans 50 ng/ml rekombinans M-CSF-fel (makrofagok) vagy 100 ng/ml IL-4-gyel és 80 ng/ml GM-
CSF-fel (dendritikus sejtek) tenyésztettiik. A frissen izoldlt monocitakhoz ciszplatint, oxaliplatint,
doxorubicint, vagy epirubicint adtunk a jelzett dozisokban ot napig. Az otodik napon meértiik a (A)
CD209, CDI163 és CD206 sejtfelszini expressziojat makrofagokon, és (B) CD209, CD83 és CTLA-4
expressziojat dendritikus sejteken dramlasi citometriaval. Az MFI (median fluoreszcencia intenzitds)
dtlagértékeit ot fiiggetlen kisérlet +SD alapjdn szamitottuk ki. A statisztikai elemzésben ANOVA-t, majd
Bonferroni post hoc tesztjét hasznadltuk az dsszehasonlitashoz. A szignifikancia a kezeletlen kontroll
sejtekkel osszehasonlitva #p < 0,05, ##p < 0,01 és ###p < 0,001, a t0bbi kezelt mintaval 6sszehasonlitva
pedig *p < 0,05, **p < 0,01 és ***p < 0,001.
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A differencialodas soran alkalmazott epirubicin és doxorubicin kezelés alacsonyabb dozisai
csOkkentették a makrofagok elmozdulasat a CCL5 felé (53. abra). A DC-k migracios potencialja
csokkent a CCL2 felé a ciszplatinnal modositott differencialodas eredményeként (53. abra). 25 uM
ciszplatin, vagy 8,3 uM oxaliplatin hozzaadasa a monocita differencialodas soran novelte a DC-ek
mozgasanak intenzitasat a CCL5 felé . A nagy dézisu doxorubicin (0,9 uM) jelenléte novelte a DC-ek
kemotaxisat a CCL2, de csokkentette a CCLS felé (53. abra).. Ezzel szemben az epirubicin-modulalt
differencialodas nem valtoztatta meg a DC-ek mozgasat sem CCL2 sem CCLS iranyaba (53. abra)..
Osszességében, a kiilonbdzd kemoterapias gyogyszerek jelenléte a monocitak differencidlodasa soran
modositotta a makrofagok és DC-k migracios potencialjat és kemotaxisat a CCL2 és CCLS felé, jelentos

egyedi eltéréseket mutatva az egyes szerek hatasai kozott.

Vizsgaltuk a kemoterapias szerek hatasat a makrofagok és DC-ek kemokin és citokin termelésére is.
Megallapitottuk, hogy az oxaliplatin magas koncentracioja (8,3 puM) szignifikdnsan novelte a
hatastalannak bizonyult. A makrofagokhoz hasonloan 8,3 uM oxaliplatin kezelés novelte a DC-ek IP-
10 termelését is. A makrofagok és DC-ek citokin termelését vizsgalva nem tudtunk kiillonbséget
kimutatni az IFNy, IL-1B, IL-6 TNFa vagy IL-12 termelésében a kezeletlen és a kemoterapias

gyogyszerek jelenlétében differencidlt sejtek kdzott (nem mutatott adatok).

Kovetkez6 1épésben megvizsgaltuk, hogy a kemoterapias szerekkel kondicionalt makrofagok és DC-ek
befolyasoljak-e a T-sejt valasz polarizacidjanak az iranyat. A kemoterapias szerek jelenlétében
differencialt makrofagokat vagy DC-eket T-sejtekkel egyiitt tenyésztettiink, és az igy differencialodo T-
sejt alpopulaciok jellemzésére, a CD4 és CD8 markerek mellett, a CD25 expresszidjat, a FoxP3 és az
IL-10 intracellularis szintjét detektaltuk, mint regulator T-sejtek markereit, valamint az IFNy, IL-4, IL-
17 és intracellularis expresszidjat ellendriztiik, mint a Th1, Th2 és Th17 és sejtek jellemz6 markereit. A
monocita differencidlodasa soran alkalmazott oxaliplatin kezelés meghatarozott dozisai a kifejlodott
DC-ek ¢és a makrofagok jelenlétében kialakuld T sejtek fenotipusat megvaltoztatta, az INF gamma-
pozitiv citotoxikus T-sejtek aranyanak novekedését eredményezve (54. abra). Ezzel ellentétesen, a
FoxP3-pozitiv T-sejtek aranyanak novekedését figyeltiik meg a T-sejteket nagy dozisu ciszplatin vagy
alacsony dozisu epirubicin jelenlétében differencialt DC-ekkel egyiitt tenyésztve (54. abra). A monocita
eredetii makrofagok vagy DC-ek differencialodasa soran alkalmazott kemoterapias szerek jelenléte nem
modositotta az ezen mieloiod sejtekkel egyiitt tenyésztett T-sejtek 1L-4- és IL-17-termeld altipusokka
torténd polarizaciojat (nem mutatott adatok). Eredményeink alapjan a két platinaalap(i szer monocita
differencialodasra gyakorolt hatasa szignifikansan kiilonbozik a képz6dott DC-ek T-sejt polarizacios
képességét tekintve; az oxaliplatin a citotoxikus T-sejtek szintjét, mig a ciszplatin a szabalyozo T-sejtek

szamat novelte.
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53. abra. A kemoterapias szerek jelenléte a differencialodas soran médositja a makrofagok és
dendritikus sejtek kemotaktikus képességét. A CDI14+ monocitikat 50 ng/ml rekombinans M-CSF-
fel (makrofagok) vagy 100 ng/ml IL-4-gyel és 80 ng/ml GM-CSF-fel (dendritikus sejtek) tenyésztettiik
ciszplatin, oxaliplatin, doxorubicin, vagy epirubicin jelenlétében ot napig. Az otédik napon a
makrofagok és a dendritikus sejtek migracios intenzitasat sejtszam szerint hataroztuk meg féligdteresztd
membran inszert segitségével. A szordsdiagramok kontroll és kemoterapias kezeléssel kondicionalt (A
és B) makrofagok és (C és D) dendritikus sejtek mozgékonysagdt mutatjik, (A és C) 10 ng/ml CCL2,
vagy (B és D) 3 ng/ml CCL5 kezlést kovetden. Az X-tengelyen térténd elmozdulas a kiilonbozoképpen
differencialt sejtek migrdcios képességét mutatia kemokin kezelés nélkiil, mig az Y tengelyen torténd
elmozdulas a CCL2 vagy CCLS irdnyaba torténd mozgast mutatjak. A migralt sejtek szamat hdarom

fiiggetlen kisérlet atlagabol hataroztuk meg. A szorodasi diagramok R studio platformon (GGplot2)
késziiltek.
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54. abra. A kemoterapias szerek jelenlétében tortént differencialodas megvaltoztatja a
makrofagok és a dendritikus sejtek T-sejtek polarizacios képességét. 4 CDI14+ monocitakat 50
ng/ml rekombindns M-CSF-fel (makrofigok) vagy 100 ng/ml IL-4-gyel és 80 ng/ml GM-CSF-fel
(dendritikus sejtek) tenyésztettiik ciszplatin, oxaliplatin, doxorubicin, vagy epirubicin jelenlétében ot
napig. Az 6todik napon a makrofagokat vagy a dendritikus sejteket allogén periférias vér limfocitdival
(PBL) egyiitt tenyésztettiink 1:10 monocita eredetii sejt: T-sejt arany mellett 37 °C-on. Harom (CD8+
Tc) vagy kilenc nap (CD4+ Treg) elteltével a T sejteket 1 pg/ml ionomicinnel és 20 ng/ml phorbol-
mirisztat acetattal (PMA) stimulaltuk 4 oran keresztiil, vezikularis transzport gatlo jelenlétében. Az
IFNy-t termel6 citotoxikus T-sejtek és a CD4+ regulator T-limfocitak (CD25+ IL-10+) ardnyat a PBL
sejtek kontroll vagy kemoterdpidas kezeléssel kondicionalt (A) makrofagokkal vagy (B) dendritikus
sejtekkel torténd egyiittes tenyésztése utan detektaltuk. A ,, T minta azt jelzi, hogy a kontroll csak T-
sejtekbdl all, monocita eredetii sejtek nélkiil. A sejtaranyokat legalabb ot fiiggetlen kisérlet +SD alapjan
Szamitottuk ki, valamint a szignifikans kiilonbségeket mutato mintak egy-egy reprezentativ
pontdiagramja lathato az 5-5 kisérletbol. A statisztikai elemzésben ANOVA-t, majd Bonferroni post hoc
tesztjét hasznaltuk az Osszehasonlitashoz. A szignifikancia értéke #p < 0,05 a kezeletlen kontroll
sejtekhez viszonyitva, és *p < 0,05 a tébbi kemoterapias szerrel kezelt mintakhoz sejtekhez képest.
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6 DISZKUSSZIO

Kutatémunkank soran a sejthalal és az immunrendszer interakcidit vizsgaltuk. Az immunrendszer és a
sejthalal folyamatok szabalyozasi folyamatai tobb helyen kapcsolodnak. Egyrészt az immunvalasz
citotoxikus miikddése sejthalalt indukal emberi sejtekben. Masrészt az immunrendszer sejtjei is sejthalal
folyamatokon mennek keresztiil. Raadasul egyes esetekben az immunvalasz citotoxikus miikodése vezet
az immunsejtek pusztulasahoz, azaz a két aspektus egyszerre érvényesiil. Tovabba a sejthalal

folyamatok is meghatarozhatjak az immunvalasz aktivitasat, irdnyat.
A fenti folyamatokat kilenc alpontra osztjuk, majd sajat eredményeinket e szerint diszkutaljuk:

(1) Az immunvalasz soran barmely magvas sejtiink elpusztulhat, hiszen az intracellularis korokozok
jelenléte, vagy a tumoros elvaltozasok egyarant aktivaljak az immunrendszer citotoxikus mitkodését és
ilyenkor szabalyozott, az immunrendszer altal ellenérzott folyamatban eliminalodnak a veszélyes

emberi sejtek.

Az immunrendszer sejtjeinek halalahoz (2) programozott, (3) szabalyozatlan és (4-6) szabalyozott
folyamatok vezethetnek. (2) A programozott sejthalal folyamatokkal, a sejtek féléletidejét
meghatarozo 1épésekkel a kutatdsainkban részletesen nem foglalkoztunk. Fontos ugyanakkor
megjegyezni, hogy kiilonbozé taléld szignalok (ndvekedési faktorok, citokinek, integrinek, sejt-sejt
kapcsolatok) jelenléte, hozzaférhetdsége jelentdésen modosithatja az egyes sejtek életidejét. Az
immunrendszer sejtjei esetében ezek a szabalyozasi lehet6ségek valdszintlileg nagyobb jelentéségliek,

mint a stabil szoveti kornyezetben elhelyezkedd egyéb sejttipusoknal.

Az immunrendszer sejtjei elpusztulhatnak a koérokozok, tumorok elleni kiizdelemben, részben
szabalyozott (példaul a neutrofil granulocitak netézisa, apoptdzisa), (3) részben nem tervezett
folyamatként, jarulékos veszteségként (példaul a citotoxikus T sejtek, NK sejtek sejthalala). Ezeket a

szabalyozatlan eseményeket a dolgozatban szintén nem vizsgaltuk.

Az immunrendszer sejtjeinek szabalyozott sejthalalat tobb fazisra oszthatjuk. (4) A limfocitak
fejlédésekor az elsddleges immunszervekben lezajld negativ és pozitiv szelekcids 1épések soran az
onveszélyes és miikddésképtelen klonok eliminalodnak. (5) A periférias immunreakciok soran is zajlik
szelekcid, az antigén megjelenését kovetdéen kivalasztédnak az antigén specifikus B sejtek, ami a
indukalja. (6) Az immunvalaszt kovetdéen a feleslegessé valo az eliminalt antigénre specifikus

limfocitak, az aktivacié indukalt sejthalal soran halnak el.

A sejthalal és az immunrendszer interakcidjat vizsgalhatjuk abbol a szempontbol is, hogy a sejthalal
folyamatok hogyan modulaljak az immunvalaszt. (7) A sejthalal soran esetlegesen felszabadulod
mediatorok (DAMP-ok és RAMP-ok) aktivalhatjdk a természetes immunrendszert, vagy
szovetregeneracios folyamatokat indithatnak el. (8) Az immunogén sejthalal a naiv T limfocitak, azaz

az adaptiv immunrendszer aktivaciojat segiti. (9) Végiil az immunrendszer sejtjeinek akar szabalyozott,
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akar szabalyozatlan elhalasa modosithatja az egyes sejttipusok aranyat egy adott szoveti kérnyezetben,

befolyasolva ezzel az immunologiai egyensulyt.
Kutatasaink soran ennek a komplex rendszernek osszefiiggéseit vizsgaltuk (a 2-3-as pontok kivételével).

(1) Immunologiai szempontbdl a sejthalal legfontosabb feladata a veszélyessé valo sejtek eliminalasa, a
tumor sejtek és az intracellularis korokozo elpusztitasa, a patogén lehetséges életterének sziikitése. A
koérokozok érzékeléséért a természetes immunrendszerben a mintazatfelismerd receptorok a feleldsek
elsdsorban. Tobb mintazatfelismerd receptorrdl is ismert, hogy sejthalalt is okozhatnak az altalanos
gyulladési és/vagy anti-viralis mechanizmusok aktivalasa mellett. A TLR3 és TLR4 receptorok
apoptodzist és nekroptdzist, a NOD like receptorok piroptozist, az intracellulrais RNS-t, DNS-t érzékeld
receptorok (RIG, ZBP1) apoptdzist, nekroptdzist, piroptdzist, panoptozist egyarant indukalhatnak [147].

A fert6zott vagy tumoros sejteket felismerd citotoxikus sejtek (NK és CTL) szolubilis mediatorokkal és
a sejtfelszini sejthalal receptorokat stimulalva 6lik meg a célsejteket. A két sejthalal folyamatokat
aktivalo receptorcsalad, a mintazat és a sejthalal receptorok egyiittmiikodését meglepéen keveset
vizsgaltak.

Sajat vizsgalataink két meglep6 eredményt hoztak. Egyrészt, a TLR5 (de a tobbi TLR receptor nem)
egyiittes stimulalasa a sejthalal receptorokkal fokozta a sejthalalt. Masrészt, a TLRS fokoz6 hatisa
elsésorban RIPK1-medialt folyamatok aktivacidjan keresztiil érvényesiilt. A TLR5 liganduma a
flagellin egyedi tulajdonsaga, hogy fehérje tipusi PAMP. A flagellin igy antigénként is T sejt aktivaciot
okozhat és ismert, hogy intenziv ellenanyagtermelés is kialakul a flagellin ellen [148]. Ezek a
tulajdonsagai alkalmassa teszik a flagellint a természetes és az adaptiv immunrendszer egyidejii
aktvalasara. A RIPK1-indukalt sejthalalrél ismert, hogy elésegiti az immunogén sejthalal kialakulasat,
igy segiti a keresztprezentaciot, a naiv T sejtek aktivaciojat. Fenti eredményeink szerint a TLRS idealis
adjuvans lehetne, mivel t6bb 1épcsében is elésegiti DC-k és a naiv T sejtek aktivaciojat. Ezzel
Osszhangban szamos megkozelitésben vizsgaljak a flagellint, mint potencialis adjuvanst a rak

crer

immunitast [149].

(4) Az antigén specifikus receptorok jelatvitelének egyik legérdekesebb kérdése, hogy hogyan
szabalyozodik a jelpalyak atkapcsolasa; a BCR és TCR receptorok a negativ szelekcid soran sejthalal
szignalokat kozvetitenek, de ugyanezen receptorok stimulalasa a specifikus klonok aktivacidjat,
proliferacigjat indukalja a periférias immunvalaszban. A tranziens B sejtek a csontvel6bol mar kikeriilt,
de még éretlen B sejtként viselkedd sejtpopulacio, amelyek a masodlagos immunszervekben —egyebek
mellett az itt termel6dd BAFF hatasara- alakulnak érett B sejtekké. Kimutattuk, hogy a tranziens
(éretlen) és érett B sejtek jelatvitele soran a Gabl/2 adapter fehérjék altal Osszetartott molekula

rrrrrr

érett sejtekben tobb tirozinon foszforilalt molekula kotddik, és ennek megfelelden érett B sejtekben
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fokozodott a Gab1/2-Erk asszociacio és az Erk1/2 foszforilacié. Kimutattuk, hogy a Gab2 segiti a PI3K

membran lokalizacidjat és ezen keresztiil a BCR indukalt ttlél6 jelek kialakulasat [124].

A sejthalal és taléldjelek atkapcsolasdnak kérdése a szakirodalomban tovabbra semsem tisztazott. A
limfocitak fejlédése soran az antigén receptor lancok szomatikus rekombindcidja, a mikoddképes
receptor kialakuldsa nem minden esetben sikeres. Az egyes lancok atrendez6dését mindig ellen6rzd
1épés koveti, ahol a lanc hidnya apoptdzishoz vagy 0j atrendezddéshez vezet. A sikeresen atrendezett
nehéz (B sejt) vagy B (T sejt) lancok, illetve a kdnnyti vagy a lancok atrendezddését kovetéen a BCR és
TCR sejtfelszini megjelenése ligand fiiggetlen szignalizacidt eredményez, ami egyszerlien a
lanc/receptor sikeres expresszidjat bizonyitja [150]. A sikeres atrendez6dést koveti a negativ szelekcio,
ahol a specifikus antigén (elsddleges immunszervekben ez csak autoantigén lehet) megkotése az
autoreaktiv sejt apoptozisahoz, esetleg ujabb atrendez6dési 1épésekhez vezet. Ujabb eredmények szerint,
az autoantigének felismerése a BCR internalizaciojat eredményezi, igy a BCR-medialt jel erdsség
csokkenése - kiilonos tekintettel a PI3K szignal gyengiilése- vezethet apoptotikus, vagy Ujabb
atrendezési 1épésekhez [151]. Emellett mas munkacsoportok is megerdsitették eredményeinket, hogy az
ERK szignalingban kialakulo kiilonbségek lehetnek dontdek, egyebek mellett a BCR internalizaciot is
szabalyozva [152], [153].

(5) Mig a mitokondrialis apoptozis a sejtek féléletidejét az Oket ért pozitiv és stressz hatasok
Osszességében szabalyozza, a sejthalal receptorok az immunrendszer szamara biztositjak a sejtek
¢lettartamanak ellenérzését. Az ugynevezett Il-es tipusu sejtekben a sejthalal receptor indukalt
folyamatok a Bid proapoptotikus fehérje hasitasan keresztiil a mitokondrialis apoptdzist is aktivalva
vezetnek a sejt pusztulasdhoz [24]. Ilyenkor a tulélé és stressz jelek, a BCL-2 csalad anti és
proapoptotikus tagjainak mennyisége, a sejt ,,fitnesze” befolyasolhatja az immunrendszer fel6l érkezo
sejthalal szignalokat. Ez a rendszer lehetdséget ad a talélojelek jelenlétének, intenzitdsanak
figyelembevételére. A tulélo jelek és az extrinszik sejthalal szignalok egyenstlyanak mérése idealis
rendszer lehet a szelekcios folyamatokban, amikor az intenzivebb talél6 jelet kapo (pl antigénspecifikus)
sejtek kivalogatasa torténik.

Az immunvalasz soran legintenzivebben vizsgalt szelekcios folyamat az antigén specifikus B sejtek
kivalasztasa, affinitas érése. A szelekcid soran az egyes sejtek versengenek az antigénért és az antigén
felismerd klonok koziil csak a legnagyobb affinitast sejtek 1épnek tovabb a folyamatban, az erésebb
tulélo szignalok hatasara. Az antigént felismerd, az azt megkotni, internalizalni és prezentalni képes
sejtek a T sejtekkel interakcidba keriilnek, aminek kdvetkeztében kialakulhat a FasL-Fas kapcsolat. Az
antigén specifikus sejtek tulélését elsdsorban a B sejt receptoron keresztiil érkezd stimulusok
biztositjak, de emellett a follikularis dendritikus sejteken és a follikularis helper T sejteken megjelend
receptorok (CD40, ICOS), a termelt citokinek (IL4, IL21) is eldsegitik az antigénnel szoros
kapcsolatba keriild B sejtek életben maradasat [S0].
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Kutatasaink soran B sejtekben az antigén specifikus és nem specifikus taléléjelek egylittmiikodését
vizsgaltuk a Fas-indukalt apoptozisra. Eredményeink szerint a BCR-medialt t0lél6 szignal, valamint a
TLRY9 és BAFF kozvetitett t0lélo jelek additivnak bizonyultak. A TLR9 és a BAFFR antigén
specificitastol fiiggetleniil megtalalhato a B sejteken, igy az ezeken keresztiil érkez6 szignalok a nem
specifikus, esetleg autoreaktiv B sejtek talélését is segithetik. A BAFF tulzott expresszidja ennek
megfeleléen B sejtes hiperplaziat €s autoimmun rendellenességeket okoz igy példaul szisztémas lupus
erythematosus-ban ¢s rheumatoid arthritis-ban is megndvekszik a BAFF koncentracioja [154].
Kimutattak ugyanakkor, hogy a BCR-ligacio fokozza a BAFF-R kifejezddését, igy a BAFF szignal is
jobban érvényesiilhet az antigén specifikus sejteken [155]. A TLR9Y és a BCR egyiittes aktivalasa
eldsegiti az autoantigén-specifikus B-sejt valaszt [72], ami kiilondsen kritikus szerepet jatszik a DNS-
t felismerd autoreaktiv B sejt klonok aktivaldsban és igy a nuklearis antigének elleni autoimmun

reakciok kifejlédésben [73].

Az immunvalasz korai szakaszaban tobb B sejtre lehet sziikség, ilyenkor az alacsonyabb specificitasu
B sejtek is tulélhetnek — nagyobb antigén koncentracié intenzivebb BCR szignalt eredményez -, mig
az immunvalasz kés6 szakaszaban (csokkend antigén mennyiség) mar csak az egyre nagyobb affinitasu
sejtek életben maradasa, memoria sejtté differencialodasa a folyamat célja. A sejthalal és tuléld jelek
egyensulya ezért sokrétiien szabalyozott, tobbek kozott a természetes immunrendszer felismerd
mechanizmusai is befolyasolhatjdk a germinélis centrumban zajlé szelekcidos folyamatok
kiiszobértékét. A korokozo jelenléte a B sejteken taldlhatdé PRR-eket, valamint a természetes
immunrendszer sejtjeit is aktivalhatja. Ebben az esetben a B sejteken talalhaté TLRO is tulélo jeleket
kozvetithet és a BAFF, amelyet foként mieloid sejtek termelnek, is nagyobb mennyiségben lehet jelen.
Korokoz6 hianyaban azonban feltételezhetéen a nem antigén specifikus jelek csokkenek, igy a BCR

szerepe egyre hangsulyosabba valik.

A sejthalal és tulélgjelek egyensulyanak szempontjabol is fontos kérdés, hogy az alapvetden
irreverzibilis 1épésekre, fehérje hasitasokra épiild apoptotikus jelatvitelt, milyen mechanizmusok
finomszabalyozzak. A mitokondrialis apoptozis kezdeti 1épései sokrétlien kontrollaltak. A pro és
antiapoptotikus tagok expresszioja, lebontasa, poszttranszlaciés modositasai, és a tagok dsszehangolt
mikddése is pontosan szabalyozott folyamat. A kaszpazok aktivacidjat is jelentésen modositjak

poszttranszlacios modosulasok, lebontasuk sebessége és az IAP fehérje csalad is [156].

Az extrinszik apoptozisban a sejthalalt kialakito jelatviteli [épésekrol egyre tobb adat all rendelkezésre,
az ezt gatlé mechanizmusok pontos mitkddése azonban kevésbé ismert, kiilondsen a jelpalya kezdeti
szakaszan. A sejthalal receptorok mennyisége viszonylag allando, de a ligandumaik expresszidja
erdsen korlatozott [20]. A receptorok ,,érzékenységét”, aktivacios kiiszobét tobb tényez6 befolyasolja.
Csalétek receptorokkal ez a receptor-ligand arany befolyasolhato, a receptorok raft lokalizacioja,
citoszkeletonhoz csatlakozésa, endocitézisanak sebessége, palmitoilacioja, foszforilacidja egyarant

modosithatja a sejthalal szignalok intenzitasat [157].
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A B sejtek aktivaciojanak-gatlasanak, az ITAM-ITIM medialt jelpalyak egyensulyanak
szabalyozasanak kulcsszerepl6je az SHP1 foszfataz. A 2002-ben megvédett PhD disszertacidmban
ennek az egyensulynak vizsgalataval foglalkoztam. Késébbi kutatasainkban felmeriilt annak a
lehet6sége, hogy az SHP1 a sejthalal szabalyozasaban is szerepet jatszik, mivel publikaltak Fas-hoz
kotodését [118].

Kimutattuk, hogy A20 B sejtvonalon az SHP1 hidnya fokozta a Fas-indukalt apoptozist. A Fas
asszocialt SHP1 a VAV adapter fehérje defoszforilaciojaval gatolja a Fas-ezrin €s ezen keresztiil a Fas-
aktin kapcsolatot, ami csokkenti a Fas endocitozisanak mértékét és igy az apoptozis intenzitasat.
Eredményeink egyrészt egy 1j, reverzibilis szabalyozasi 1épést irtak le a sejthalal receptor indukalt
apoptozis soran, masrészt az immunoldgiai folyamatok szabalyozasaban jolismert SHP1 foszfataz
szerepét egy Uj jelpalyaban is bemutattuk. Erdekes Osszevetés, hogy a citoszkeleton atrendez3dés
SHP1-VAYV kapcsolaton keresztiili kontrollalasat leirtak az NK sejtek citotoxikus funkcioinak negativ
szabalyozojaként is [119]. gy ez a molekularis mechanizmus egyidejiileg, mind a citotoxikus, mind a
target sejtekben hathat a sejt-sejt interakcios teriileten kétoldaltian szabalyozva a kialakulo sejthalal jel
intenzitasat.

(6) Az immunvalasz soran a Fas-indukalt apoptozis szerepet jatszik a fertdzott sejtek, tumorok
elpusztitasban, de nélkiilozhetetlen az autoreaktiv T és B sejtek eltavolitasaban is, ezaltal a Fas-indukalt
sejthalal megismerése az immunoldgiai tolerancia szabalyozasanak 1) lehetdségét is jelenti.
Mikodoképes Fas/FasL hianyaban az egerek széruma emelkedett T sejt szamot, fokozott ellenanyag
¢s autoantitest termelést mutat, mig emberben a hasonl6 karakterisztikaju autoimmun limfoproliferativ

korkép alakul ki [29],[30].

Az aktivacio indukalt sejthalal az antigén eltadvolitasat kovetOen 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 fliggetlen mechanizmusok is szerepet
jatszanak a folyamatban [158],[159]. A sejthalal ligandumok sejtfelszini megjelenését kovetéen sejt-
sejt kontaktus utjan is eldidézhetik a sejthalalt, de az ultracentrifugalassal nyerhet6 szekretalt
vezikulumok felszinén is kimutattak FasL, TRAIL és TNF expressziot. A sejtfelszini és a vezikula
kotott FasL a Fas receptorok oligomerizaciojat valtja ki és ezen keresztiil képes apoptozist eléidézni.
Ezzel szemben a szolubilis FasL. monomer formaja elsésorban a sejthalal kompetitiv inhibitora, mivel
mértékben megakadalyozni az AICD-t, ami arra utal, hogy a Fas fiiggd apoptotikus jelpalyak mellett,
eddig nem pontosan ismert Fas fliggetlen és nem apoptotikus sejthaladl mechanizmusok is részt vesznek

az AICD mechanizmusaiban [159].

Eredményeink szerint Fas receptor hianyaban az aktivalt T sejtek feliiluszdja nem apoptotikus

sejthalalt indukal, kompenzalva az apoptotikus jelpalyak funkciovesztését. A Fas receptor expresszidja
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igy els6sorban nem a sejthalal intenzitasat befolyasolja, hanem annak immunologiai kimenetét, hogy

a nagyszamu elhalo T sejt Fas-medalt apoptozisa ne valtson ki immunologiai reakciokat.

Kutatasaink érdekes aspektusa, hogy a citotoxikus T sejtek altal szekretalt vezikulumon expresszalodo
FasL eltér6 Fas-medialt apoptozist indukdl, mint a rekombinans, vagy a sejtfelszini FasL. A
vezikulumokon/ban tarolt FasL a vezikulumok tovéabbi, ismeretlen komponenseivel egyiitt hat a target
sejtekre. A komplex hatdsok eredményeként egy Fas €s RIPK1 fiiggd apoptozis alakul ki, szemben a
RIPK1 fiiggetlen apoptdzissal, ami rekombinans FasL, vagy sejtfelszini FasL stimulus kovetkeztében
jelenik meg. Kimutattuk, hogy eltéré eredetii T sejtek (PBMC/Jurkat sejtvonal) feliiluszoja eltérd
apoptotikus jelpalyakat aktivalt a target sejtekben. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a citotoxikus
vezikulumok Osszetétele nem allando, ami az immunvalasz egyes fazisaiban befolyasolhatja fert6zott,

vagy tumor sejtek elpusztitasanak pontos mechanizmusat, de a T sejtek AICD folyamatait is.

(7) Az elmult évtizedekben szamos sejthalal format irtak le. Az apoptdzis mellett tobb olyan sejthalal
valt ismertté, amely szabalyozott folyamat, de a membranintegritas elvesztésével, ennek kovetkeztében
DAMP felszabadulassal és gyulladas indukcioval jar. A sejthalal folyamatok immunoldgiai kimenete
rdadasul nem csak a természetes immunrendszer szempontjabol lehet eltérd, anti- illetve
proinflammatorikus, hanem az adaptiv immunrendszer szempontjabdl is, tolerogén vagy immunogén
immunvalaszt eredményezve [113]. Tobb esetben ismert, hogy az egyes jelatviteli utak sériilése,
kiesése egy masik, a sejt elhalasat okozod jelatviteli utat aktival, mivel az egyes sejthalal folyamatok
jelpalyai jellemzOen tobb ponton keresztezik egymast [160]. Amennyiben a sejthalal az optimalis
utvonalrol barmely okbol, (genetikai eltérések, fert6z6 agensek, a tumorok sejthalal elkeriilése,
addicionalis szignalok hatasara) egy masik sejthalal formara kapcsol at, az megvaltoztatja a folyamat
immunoldgiai kimenetét. A sejthalal ilyen diszregulacioja (amikor az elhalo sejtek szama normalis, de
a folyamat az optimalis Gitvonalon torténik) kdvetkezik be szamos, jellemzden autoinflammatorikus és

degenerativ betegség patomechanizmuséaban.

A kiilonbozo sejthalal folyamatok atkapcsolasat szabalyozd molekularis programok nem minden
esetben, illetve nem pontosan ismertek. Esszerti feltételezni, hogy az egyes jelpalyak kozos molekulai
szabalyozhatjak az atmenetet az egyik sejthalal utrél a masikra. EbbGl a szempontbol fontosak
eredményeink, melyekben kimutattuk, hogy nem alakul ki nekroptozis a kaszpaz-9 hianyos
sejtvonalakban. A kaszpaz-9-et, mint a mitokondrialis apoptotikus Gtvonal iniciator kaszpazat irtak le,
azonban szerepe a nekroptdzisban egyaltalan nem volt ismert. Feltételezziik, hogy a kaszpaz-9, amely
a mitokondrialis apoptozis kulcsmolekuldja és emellett szerepet jatszik a nekroptdzisban is,
szabalyozza az apoptdzis nekroptdzis atmenetet, €s igy vonzd célpontot jelenthet a farmakologiai

beavatkozasokhoz a sejthalal diszregulacioja esetén.

A sejthalal receptor-medialt apoptdzis és a nekroptdzis interakciodja intenziven vizsgalt. Az apoptotikus
utvonalon aktivalodo kaszpaz-8 hasitja a RIPK1, RIPK3 molekuldkat, gatolva a nekroptozist és

egyuttal biztositva a tolerogén sejthaldl dominancidjat a gyulladassal jaré folyamattal szemben. A
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nekroptozis  tulmiikodése  kiilonb6z6  neurodegenerativ  korképekben  és  gyulladasos
megbetegedésekben kimutatott emberben is €s szamos knock out allatmodellben is [34]. A thlzott
nekroptozis akar halalozashoz is vezethet. A sejthalal receptor medialt apoptozis miikodésének
blokkolasa példaul a FADD, vagy a kaszpaz-8 KO allatokban embrionalis letalitast okoz. RIPK3 vagy
MLKL hidnyaban (kaszpaz-8/RIPK3, vagy FADD/MLKL dupla KO allatokban) ez a korai halalozas

megsziinik, bizonyitva a nekroptézis tilmikodésének szerepét a letalitashoz vezetd folyamatban [49].

Fontos megjegyezni, hogy kisérletes koriilmények kdzott a nekroptozis indukciodja leggyakrabban pan-
kaszpaz inhibitor jelenlétében torténik. In vitro kisérleteink soran ennek megfeleléen a kaszpaz-9
proteaz aktivitasa gatolt volt, igy nekroptotikus szabalyozo szerepét feltehetéen, mint adaptor fehérje

tolti be.

Tovabbi gyulladasos korképek mellett a nekroptdzis szerepét pankreatitiszben is kimutattak. In vivo
allatmodellekben a RIPK3 vagy az MLKL hianya gatolta a cerulein indukalt pankreatitiszt [134], [135].
In vitro eredményeinket a kaszpaz-9 nekroptozisban jatszott szerepér6l egy in vivo pankreatitisz
modellben is megerdsitettiik, amelyben a kaszpaz-9 acinus sejt specifikus hianya gatolta a RIPK1 és

RIPK3 foszforilacidjat és a pankreatitisz kialakulasat cerulein indukciét kdvetden.

Irodalmi adatok szerint nekroptotikus stimulus hianyaban az AURKA konstitutivan RIPK1-hez ¢és
RIPK3-hoz kapcsolodik és igy gatolja a spontan nekroptézis kialakulasat [46]. Csendesitése vagy
gatlasa hatasara az AURKA levalik a RIP kinazokrol, ezaltal lehetévé valik a RIPK1-RIPK3, valamint
a RIPK3-MLKL asszociacio és nekroptozis valthatdé ki PDAC (pankreaz karcindma) sejteken. Sajat
eredményeink szerint a kaszpaz-9 hianyos Jurkat sejteken is a vad tipust sejtekkel azonos intenzitasu
nekroptozis indukalhaté az AURKA gatld szuboptimalis (dnmagaban nem toxikus) koncentracioban
torténd hasznalata mellett. Megfigyeléseink arra utalnak, hogy a kaszpaz-9 nem feltétlen sziikséges a
nekroptozishoz, szenzitizalt sejteken annak hianyaban is végbe mehet a folyamat. Hasonld
eredményeket kaptunk RIPK1 vagy RIPK3 overexpressziot kovetden is. Mindkét overexpresszalt

sejtben kaszpaz-9 hianyaban is indukalhat6 nekroptozis.

Kaszpaz-9 hianyos makrofag és endotél sejteket vizsgalva nem kaptunk kiilonbséget a vad tipust és a
deficiens sejtparok kozott (nem mutatott adat). Osszességében eredményeink szerint a kaszpaz-9 nem
feltétlen sziikséges a nekroptozishoz, szerepe sejttipustdl €s a sejt allapotatol is fiigg, de bizonyos

sejtekben (T sejt, fibroblaszt, acinus sejt) részt vesz a nekroptozis finomszabalyozasaban.

(8) A denritikus sejtekrdl (DC) ismert, hogy folyamatosan fagocitaljak a pusztult sejteket, és ezt
kovetben képesek a fertdzott, vagy tumorsejtekb0l szarmazdé antigén fragmenseket
keresztprezentacioval MHC I-en keresztiil is bemutatni, ezaltal lehetévé valik a naiv CTL sejtek
aktivalasa [98]. Mivel €16 human sejtek fagocitozisa, néhany specialis esett6l [161] eltekintve nem
torténik meg, az intracellularis antigének a sejtek pusztulasat kovetden keriilhetnek at a DC-kbe. Ezért

a sejthalal a naiv T sejt aktivacid folyamatanak limitald és lassitd tényezdje lehet. Ismert, hogy a
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sejthalal modalitasa is meghatarozo, nem minden sejthalal itvonal eredményez hatékony fagocitozist,

DC aktivaciot és migraciot, vagy keresztprezentaciot [98].

Eredményeink szerint az éretlen, szovetekben lokalizalt DC-k PRR aktivaciot kdvetéen citotoxikussa
valnak, feliiluszojuk képes sejthalalt indukalni. Ez a folyamat nagyban segitheti az antigén atkertilését
az elhalo sejteket fagocitald DC-kbe, hozzaférhetévé téve az intracellularis komponenseket is a DC
szamara. Kimutattuk, hogy a DC-indukalt sejthalal RIPK1-figgé. Tobbféle immunogén sejthalal
forma ismert, koztiik els6ként azonositottadk a RIPK1-medialt folyamatokat [112]. Ezek alapjan
valdszintsithetjiik, hogy a DC-k citotoxikus reakcioi felgyorsitjadk a naiv T sejt aktivaciot. Ez a
megfigyelésiink egyben egy Ujabb érdekes aspektusa PRR-DR egyiittmiikddésnek, hiszen a PRR
aktivalt DC-k a DR-ok aktivaciojaval valtanak ki RIPK1 fliggé apoptozist a target sejtekben.

Az igéretesnek tartott DC terapia — a DC-ek valtozatos modszerekkel torténd feltltése tumor
antigénekkel - nem hozott jelentds attorést a tumorok kezelésében. A PRR-ek tumor kdrnyezetben
torténd aktivacigja szintén fejlesztés alatt allo terapids megkozelités. Eredményeink felvetik a
kombimalt alkalmazas fontossagat, a DC-ek felhasznalast a PRR-indukalt aktivaciojukat kovetden,
illetve rairanyitjak a figyelmet a fagocitdzis lehetséges szerepére a DC-ek aktivacios 1épéseiben. (A

tesztelt terapidk kozt mar léteznek erre iranyulo probalkozasok is.)

(9) Nagyon kevéssé vizsgalt teriilet, hogy az immunrendszer egyes sejtjei, azok altipusai mennyire
érzékenyek a kiilonbozo sejthaldl szignalokra, pedig a sejttipusok eltéré fogékonysaga a sejthalal
stimulusokra terapias lehetOséget nyljthat a sejt ardnyok modositasan keresztil. A pro és
antiinflammatoérikus sejtek egyenstlyanak szabalyozasa példaul szovet regeneraciot, gyulladasos
betegségeket, elhizast érintd betegségekben is 1 gyodgyaszati megkdzelités lehetne. Kutatasaink soran
a tumor kornyezeteben talalhato plasztikus sejttipusokra a makrofagokra és a DC-kre fokuszaltunk. A
proinflammatorikus alpopulaciok alapvetéen a tumor ellenes immunvalaszt erdsitik, mig az
antiinflammatorikus, tolerogén altipusok a tumor képzédésnek, az immunelkeriilésnek kedveznek.
Kimutattuk, hogy az M1 és M2 makrofagok a legtobb vizsgalt apoptotikus és nekroptotikus szignalra
egyforman érzékenyek, azonban a TAKI1 inhibitor jelenlétében indukalt nekroptdzis az M2 sejtekben
szignifikansan er@sebb sejthalalt indukalt. A tumor asszocialt makrofagok, jellemzéen M2 szer( sejtek,
ennek megfeleldéen TAKI1 inhibitor jelenlétében indukalt nekroptézis a TAM-okban is intenziv
sejthalalt okozott. TAKI inhibitorok lehetséges felhasznalasat jelenleg kiilonbozd fazist klinikai
vizsgalatokban tesztelik, igy autoinflammatorikus, autoimmun korképekben €s kiilonb6z6 tumorokban
[162], [163]. Eredményeink szerint a TAK1 inhibitorok hasznalta sikeresebb lehet a tumor terapiaban,
mint a SMAC mimetikumoké, mivel a TAK1 gatlasa nem csak a tumor sejtek elhalasat indukalja, de

a tumor kornyezet Osszetételét is kedvezéen mddosithatja.

Tovabbi érdekes aspektusa megfigyeléseinknek, hogy a SMAC mimetikumok és a TAK1 inhibitorok
altal indukalt nekroptozis eltéréen miikodik, ami arra utal, hogy tobbféle nekroptotikus utvonal, vagy

ennek tobbféle szabalyzasi lehetosége miikodhet, sejttipus specifikus regulaciot lehetové téve.
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Eredményeink alapjan a TAK 1-medialt talél6jel nélkiilozhetetlen az M2/TAM sejtek szamara, de nem

feltétlen sziikséges az M1 makrofagoknak, ami Gjdonsagot jelent a két altipus intenziven vizsgalt

jelpalyainak dsszehasonlitasaban is. Kimutattuk, hogy az Aurora A kinaz gatlasaval az M1 makrofagok

is érzékennyé valnak a TAK inhibitor indukalt nekroptozisra, igy feltételezziik, hogy az M1 sejtekben

egy AURKA-medialt taléld jel is miikodik, szemben az M2 altipussal. Ennek megfelelden magasabb

AURKA expressziot mutattak ki M1 sejtekben, és ez a kinaz részt vesz a makrofagok M1 iranyu

polarizaciojaban is [164].

Kutatasainkkal parhuzamosan néhany tanulmanyban osszehasonlitottdk az M1 és M2 sejthalal
érzékenységét. Kimutattak, hogy egér csontvel6i makrofagokbol differencialtatott M1 sejtek kevésbé
voltak érzékenyek a GPX4 inhibitor, RSL3-mal-indukalt ferroptézissal szemben, mint az M2 sejtek
[165], viszont az egér M1 sejteket érzékenyebbnek talaltdak TNF/ SMAC mimetikum/kaszpaz inhibitor
koktél altal indukalt nekroptdzisra, mint M2 sejteket [166]. Human monocitabol differencialtatott M1
sejtek szenzitivebbnek bizonyultak a SMAC mimetikummal indukélt apoptozisra [167]. Osszességében
megallapithatjuk, hogy az M1-M2 polarizalt makrofag populaciok Osszetétele befolyasolhato eltérd

sejthalal érzékenységiikon keresztiil, ami 01 terapias megkozelitéseket tesz lehetové.

A tumor terapiaban kiilonb6z6 modokon probaljak a tumor mikrokdrnyezetben talalhaté sejt altipusok
sejthalalanak lehetséges szabalyozasat tanulmanyozzak [92], [143]. A DC alpopulacidk egyensulyanak
manipulalasara kevesebb kutatas fokuszal, pedig a DC-k a tumor ellenes immunvalasz tobb fazisat is
szabalyozhatjak. A masodlagos immunszervekben a naiv T sejtek szamra prezentaljak az antigéneket, a
tumor kdornyezetben proinflamamtorikus, vagy immunszupressziv funkcidjuak lehetnek,
befolyasolhatjak a helper T sejt altipusok mukddését, tovabba szerepiik lehet a metasztazisok

kialakuldsaban is [168], [169].

A kemoterapias szerek hatasa a tumor sejtek sejthalalara intenziven vizsgalt, azonban keveset tudunk,
hogy hogyan modositjak a tumor kdrnyezetben talalhato plasztikus sejtek aranyat, miikodését. Mivel
kimutattuk, hogy a pro és antiinflammatorikius sejtek sejthalal érzékenysége meghatarozott
szignalokkal szemben eltérd, felmeriilt, hogy vajon a mar hasznalt, engedélyezett szerek befolyasoljak-

e az alpopulaciok Osszetételét.

Kimutattuk, hogy az M1 makrofagok érzékenyebbek a doxorubicin indukalt sejthalalra, mint az M2
altipus. A dendritikus sejteket vizsgalva azonban az oxaliplatin, doxorubicin és epirubicin kezelést
kdvetden is a tolerogén DC populacié mutatott intenzivebb sejthalalt. Ugyanakkor DC-ek esetében

egyik szer sem okozott a vizsgalt kisérleti koriilmények kozott szignifikans kiilonbséget.

Az egyes kemoterapias szerek hatdsa eltérének mutatkozott a makrofag és DC alpopulaciok

------

.....
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fokozta a DC-k regulator T-sejtekre kifejtett promotald hatasat. Osszességében ezen eredményeink
megerdsitik, hogy a hasonld alapon hato kemoterapias szerek is eltérd hatassal lehetnek a daganatellenes
immunvalaszra a tumor mikrokérnyezet miikodésének szabalyozasan keresztiil. A kezelés optimalis
dozisa, a kemoterapia idozitése, a kombinaciok Osszetétele meghatarozhatja a tumor immunitasat és a

daganatok metasztatikus potencialjat.
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7 LEGFONTOSABB UJ EREDMENYEK:

(1) A limfocitak fejlodésekor az elsddleges immunszervekben lezajlo negativ és pozitiv szelekcios
1épések soran az onveszélyes és mitkodésképtelen klonok eliminalddnak. Vizsgaltuk a BCR-medialt
jelatviteli kiilonbésgeket a negativ szelekcioban érintett éretlen és a periférias immunvalaszban

résztvevo érett B sejtek kozt. Kimutattuk, hogy

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

. érett B sejtekben a BCR aktivaciot kovetéen a Gab2 adapter fehérje tirozinon foszforilalodik,
mig éretlen B sejtekben ez nem volt megfigyelhetd.

° a Gab2 adapter proetin foszforilalodasa az anti-apoptotikus PI3K-AKT ttvonal aktivaciojat
idézi el

. az érett B sejtekben BCR aktivacio hatasara jelentés mennyiségli ERK kotodott a Gabl/2
. érett sejtekben az ERK foszforilacidja tartdosan fennmaradt, szemben az éretlen B sejtekben
megfigyeltekkel, és az Elk-1 és a CREB aktivacio is atmeneti volt éretlen B sejtekben, kovetve az

ERK foszforilacio kinetikajat.

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

. a Fas-indukalt apoptozissal szemben a BCR tulélo jeleket indukal, amely hatdsat a BAFFR ¢és
a TLRY stimulécio is fokozta egér B sejteken.

. a TLRO altal generalt talél6 jelek PKC, p38 ¢s cABL kinaz fiiggdek, mig a BCR kivaltott
tulélés PI3K és p38 aktivalodast igényelt.

(3) Magvas sejtjeink szinte mindegyikén expresszalodik FAS receptor, ami lehet6vé teszi az
immunrendszer szamara a sejtek eliminacidjat. Vizsgaltuk, hogy a Fas-medialt jelatvitelt milyen

reverzibilis mechanizmusok szabalyozzak. Kimutattuk, hogy

° B-sejtekben az SHPI1 tirozin foszfataz konstitutivan kapcsolédik a Fas receptorhoz és
megakadalyozza a sejthalal indukalo komplex kialakulasat, majd az ezt kovetd apoptotikus kaszkad
aktivalodast.

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

aktivaciot kovetden.
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. a Vav fehérje mennyiségének csokkentése A20 B sejt vonalon fokozta a Fas- kdzvetitett
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 endocitozisat és a sejthalal szignalok kialakulasat.

(4) A sejthalal receptorok és a mintazatfelismer6 receptorok interakcioja kevéssé vizsgalt teriilet.

Kimutattuk, hogy

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

o a vad tipusa Salmonella enteritidis baktériumok feliiluszoja a rekombinans flagellinhez
hasonl6an fokozta a sejthalal receptorok altal indukalt apoptozist, azonban a flagellin hianyos feliiltiszo
hatastalannak bizonyult.

. a flagellin jelenlétében kialakuld intenzivebb sejtpusztulas kialakuldsaért a TLRS a receptor
tehetd feleldssé.

. flagellin hatasara a sejthalal receptorok RIPK1-fliiggé apoptotikus jelpalyakat is aktivalnak.

(5) Az immunvalasz citotoxikus mechanizmusai szabalyozzak a sejthalal immunoldgiai kimenetelét is.

Kimutattuk, hogy

. RIPK1-dependens sejthalal utak aktivalodnak a T sejtek és a dendritikus sejtek altal kdzvetitett
citotoxikus reakciokban.

. a citotoxikus T sejtek altal a termelt vezikulumok Fas fiiggd és Fas fliggetlen 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 fragmentacid sem kaszpaz-3 aktivitas nem
volt kimutathato

o a szekretalt vezikulumok altali aktivacio a klasszikus Fas-FADD-kaszpaz-8 jelpalya helyett, a
Fas-fiiggd RIPK1-kaszpaz-8 utvonalon keresztiil okozott apoptdzist.

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

o a dendritikus sejtek feliiluszoja RIPK 1-fiiggo és -fiiggetlen apoptozist indukal

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

citotoxikus kapacitasat.
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(6) A kiillonb6z6 immunologiai kimenetli sejthalal folyamatok 4atmenetének szabalyozasa

crer

. A sejthalal és mintazatfelismerd receptorok stimulalasa nekroptozist indukal vad tipusu Jurkat

¢s MEF sejtvonalakban, azonban kaszpaz-9 hianyos megfelel6ikben nem.

o A kaszpaz-9 in vivo hozzajarul a cerulein altal kivaltott hasnyalmirigy-gyulladas
kialakulasahoz.
. A kaszpaz-9 szabalyozza a nekroszoma kialakulasat.

. Az AURKA vagy szubsztratja, a GSK38 gatlasa helyreallitotta a kaszpaz-9 hianyos sejtek

nekroptozis érzékenységét

(7) Az M1 proinflammatoérikus és az M2 antiinflammatérikus sejtek egyensilya meghataroz6 az
immunvalasz polarizalasaban. Olyan sejthalal stimulusokat kerestiink, amelyekkel a két sejttipus

aranya szabalyozhat6. Kimutattuk, hogy

. az M2 és a tumor asszocialt makrofagok érzékenyek voltak a TAK1 inhibitor altal kivaltott
nekroptozisra, szemben az M1 makrofagokkal.

. az AURKA vagy a GSK3 inhibitorok jelenlétében az M1 makrofagok is érzékennyé valtak a
TAKI inhibitor altal kivaltott sejthalalra

. a makrofagokban legalabb két kiilonb6z6 nekroptotikus titvonal miikodik.

° az M1 makrofagok érzékenyebbek a doxorubicin altal kivaltott sejthalalra, mint M2 tarsaik.

(8) A kemoterapias szerek hatasa a természetes immunrendszer tumorkornyezetben elhelyezkedd

plasztikus sejtpopulaciodira kevéssé tanulmanyozott. Kimutattuk, hogy

. az antraciklinek jelenlétében torténd differencidlodas dozisfiiggben noveli a CTLA-4
expresszidjat dendritikus sejtekben.

. a hasonlo alapon miikodo kemoterapids szerek (egyes platina alapu, illetve antraciklin szerek)
eltérd hatassal lehetnek a makrofdgok és DC-k kemotaktikus potencialjara, citokintermelésére és T-

sejt polarizacids képességére.
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8 KOSZONETNYILVANITAS

Ko6szonom a Debreceni Egyetem Immunoldgiai Intézet vezetOinek tamogatdsat; Prof. Rajnavolgyi
Evanak, hogy meghivott az intézetbe és felhivta a figyelmem a természetes immunitas szépségeire. Prof.
Bir6 Tamasnak, hogy bizott bennem, inspirdlt, ennek kdszonhetéen vezetése alatt munkadm
eredményebbé valt. Prof. Bacsi Attilanak allando segitokészségét, hogy Dbatoritott és szakmai
elorelépésemhez minden segitséget megadott. Kdszonettel tartozom Anne-Odile Hueber-nek, hogy a
Nizzai Sejthalal laboratériumban és Prof. Erdei Annanak, hogy az ELTE immunoldgiai tanszékén

posztdoktorként dolgozhattam.

Nagyon koszondm Dr. Mazldo Anett pozitivitasat, stimulaloé segitségét, valamint PhD és MSc
hallgatoimnak, elsésorban Hancz Anikénak, Hancz Doranak, Molnar Tamasnak, Szabd Anikonak, Racz
Evelinnek, Varga Zsofianak, Jenei Viktorianak, Burai Saranak lelkes munkajukat, energiajukat, ami
ezen dolgozat megsziiletéséhez vezetett. Koszonom nekik, hogy a k6zés munka minden nap 6romot

jelentett. K6szondém Debreceni Zsuzsanak az évek soran nyujtott folyamatos technikai segitségét.

Halasan kdszondm a Debreceni Immunoldgiai Intézetben és az ELTE Immunologiai Tanszékén dolgozo
minden munkatarsamnak, Kiemelten Nagyné-Kovacs Erzsébetnek, Orosz-Toth Katalinnak, Kiss
Anikonak, Racz Andreanak, Németh Tamaranak joszandékukat és hogy segitségiikkel és tiirelmiikkel

tamogattak a munkamat.

Koszonom osszes kollaboracios partneriinknek, elsésorban Prof Sarmay Gabriellanak, Prof. Virag
Laszlonak, Dr Maléth Jozsefnek, Dr Kiraly Robertnek, Prof Abraham Beatanak, Dr. Krittalak
Chackrabandhu-nak nélkiilozhetetlen segitségiiket.
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9 SAJAT KOZLEMENYEK, TUDOMANYMETRIAI ADATOK

9.1 Tudomanymetriai adatok

In exctenso kozlemények szama 43

angol nyelven: 42

magyar nyelven: 1

In extenso kozlemények szama a PhD el6tt: 11
In extenso kozlemények szama a PhD utan: 32
In extenso elsd szerzos kozlemények szama: 8
In extenso utols6 szerzds kdzlemények szama: 11
Osszesitett impakt faktor: 171,47

Fiiggetlen hivatkozasok szama: 802
Hirsch-index: 17

Fels6oktatasi tankonyvek szdma: 2

angol nyelven: 1

magyar nyelven: 1
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9.2 Az értekezést megalapozo kozlemények (tematikus sorrendben)

1.

Koncz, Gabor ; Bodor, Csaba ; Kovesdi, Dorottya ; Gati, Robert ; Sarmay, Gabriella &
BCR mediated signal transduction in immature and mature B cells

IMMUNOLOGY LETTERS 82 : 1-2pp. 41-49., 9 p. (2002)

IF: 1.847

Fiiggetlen idéz6: 45 Fiiggd idéz6: 2 Osszesen: 47

Hancz, Aniko6 ; Hérincs, Z ; Neer, Z ; Sarmay, G & ; Koncz, G

Integration of signals mediated by B-cell receptor, B-cell activating factor of the tumor necrosis factor
family (BAFF) and Fas (CD95)

IMMUNOLOGY LETTERS 116 : 2pp. 211-217., 7 p. (2008)

IF: 2.858

Fiiggetlen idézd: 4 Fiiggd idéz6: 2 Osszesen: 6

Koncz, G ; Kerekes, K ; Chakrabandhu, K ; Hueber, AO &

Regulating Vav1 phosphorylation by the SHP-1 tyrosine phosphatase is a fine-tuning mechanism for the
negative regulation of DISC formation andFas-mediated cell death signaling

CELL DEATH AND DIFFERENTIATION 15 : 3pp. 494-503. , 10 p. (2008)

IF: 7.548

Fiiggetlen idéz6: 14 Fiiggd idéz6: 3 Osszesen: 17

Maus, M ; Medgyesi, David ; Kévesdi, Dorottya ; Csuka, Dorottya ; Koncz, Gabor ; Sarmay, Gabriella &
Grb2 associated binder 2 couples B-cell receptor to cell survival

CELLULAR SIGNALLING 21 : 2pp. 220-227., 8 p. (2009)

IF: 4.094

Fiiggetlen idéz6: 15 Osszesen: 15

Hancz, A ; Koncz, G ; Szili, D ; Sarmay, G &

TLR9-mediated signals rescue B-cells from Fas-induced apoptosis via inactivation of caspases
IMMUNOLOGY LETTERS 143 : 1pp. 77-84., 8 p. (2012)

IF: 2.337

Fiiggetlen idéz6: 8 Fiiggd idézé: 2 Osszesen: 10

Koncz, Gabor ; Hancz, Aniko6 ; Chakrabandhu, Krittalak ; Gogolak, Peter ; Kerekes, Krisztina ;
Rajnavolgyi, Eva ; Hueber, Anne-Odile =

Vesicles Released by Activated T Cells Induce Both Fas-Mediated RIP-Dependent Apoptotic and Fas-
Independent Nonapoptotic Cell Deaths

JOURNAL OF IMMUNOLOGY 189 : 6pp. 2815-2823. , 9 p. (2012)

IF: 5.52

Fiiggetlen idéz6: 7 Fiiggd idézé: 3 Osszesen: 10

Fekete, T ; Koncz, G ; Szabo, B ; Gregus, A ; Rajnavolgyi, E &2

Interferon gamma boosts the nucleotide oligomerization domain 2-mediated signaling pathway in human
dendritic cells in an X-linked inhibitor ofapoptosis protein and mammalian target of rapamycin-dependent
manner

CELLULAR & MOLECULAR IMMUNOLOGY 14 : 4pp. 380-391., 12 p. (2017)

IF: 7.551

Fiiggetlen idéz6: 6 Osszesen: 6

Hancz, D ; Szabo, A ; Molnar, T ; Varga, Z ; Hancz, Aniko ; Gregus, A ; Hueber, AO ; Rajnavolgyi, E ;
Koncz, G &

Flagellin increases death receptor-mediated cell death in a RIP1-dependent manner

IMMUNOLOGY LETTERS 193 pp. 42-50. , 9 p. (2018)

IF: 2.552

Fiiggetlen idézd: 10 Fiiggd idéz6: 1 Osszesen: 11

Varga, Zs6fia ; Molnar, Tamas ; Mazld, Anett ; Kovacs, Ramona ; Jenei, Viktoria ; Kerekes, Krisztina ;
Bacsi, Attila ; Koncz, Gabor &

Differences in the sensitivity of classically and alternatively activated macrophages to TAK1 inhibitor-
induced necroptosis

CANCER IMMUNOLOGY IMMUNOTHERAPY 69 : 11pp. 2193-2207. , 15 p. (2020)

IF: 6.968

Fiiggetlen idéz6: 4 Fiiggd idézo: 3 Osszesen: 7
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Molnar, Tamas ; Pallagi, Petra ; T¢l, Balint ; Kiraly, Robert ; Csoma, Eszter ; Jenei, Viktoria ; Varga,
Zso6fia ; Gogolak, Péter ; Hueber, Anne Odile ;Maté, Zoltan et al.

Caspase-9 acts as a regulator of necroptotic cell death

FEBS JOURNAL 288 : 22pp. 6476-6491. , 16 p. (2021)

IF: 5.622

Fiiggetlen idéz6: 14 Fiiggd idéz8: 1 Osszesen: 15

Varga, Zs6fia ; Racz, Evelin ; Mazl6, Anett ; Korodi, Monika ; Szab6, Aniko6 ; Molnar, Tamas ; Szo6r,
Arpad ; Veréb, Zoltan ; Bécsi, Attila ; Koncz,Gabor &

Cytotoxic activity of human dendritic cells induces RIPK1-dependent cell death

IMMUNOBIOLOGY 226 : 1Paper: 152032, 7 p. (2021)

IF: 3.152

Fiiggetlen idézd: 3 Fiiggd idézo: 2 Osszesen: 5

Jenei, Viktoria ; Burai, Sara ; Molnar, Tamas ; Kardos, Balazs ; Macsik, Rebeka ; Toth, Marta ;
Debreceni, Zsuzsanna ; Bacsi, Attila ; Mazlo, Anett & ;Koncz, Gabor &

Comparison of the immunomodulatory potential of platinum-based anti-cancer drugs and anthracyclins
on human monocyte-derived cells

CANCER CHEMOTHERAPY AND PHARMACOLOGY 91 : 1pp. 53-56. , 4 p. (2023)

IF:3*
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9.3 Sajat kdzlemények

1. Sarmay, G ; Rozsnyay, Z ; Koncz, G ; Danilkovich, A ; Gergely, J
The alternative splicing of human FcyRII mRNA is regulated by activation of B cells with mIgM cross-
linking, interleukin-4, or phorbolester
EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY 25 : 1pp. 262-268. , 7 p. (1995)
IF: 6.015
Fiiggetlen idéz6: 14 Fiiggd idéz6: 8 Osszesen: 22

2. Sarmay, G & ; Rozsnyay, Z ; Koncz, G ; Gergely, J
Interaction of signaling molecules with human FcyRIIb1 and the role of various FcyRIIb isoforms in B-
cell regulation
IMMUNOLOGY LETTERS 44 : 2-3pp. 125-131., 7 p. (1995)
IF: 1.241
Fiiggetlen idéz6: 6 Fiiggd idézé: 6 Osszesen: 12

3. Kaldi, K ; Szaszi, K ; Koncz, G ; Susztak, K ; Ligeti, E &
Arachidonic acid activatable electrogenic H+ transport in the absence of cytochrome b(558) in human T
lymphocytes
FEBS LETTERS 381 : 1-2pp. 156-160. , 5 p. (1996)( ) IF: 3.75 Folyoiratcikk (Szakcikk )
Fiiggetlen idéz6: 12 Fiiggd idézd: 1 Osszesen: 13

4, Sarmay, G &2 ; Koncz, G ; Gergely, J
Integration of activatory and inhibitory signals in human B-cells
IMMUNOLOGY LETTERS 54 : 2-3pp. 93-100. , 8 p. (1996)
IF: 1.255
Fiiggetlen idéz6: 14 Fiiggd idéz6: 7 Osszesen: 21

5. Sarmay, G &2 ; Koncz, G ; Gergely, J
Human type 1l Fcgamma receptors inhibit B cell activation by interacting with the p21(ras)-dependent
pathway
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 271 : 48pp. 30499-30504. , 6 p. (1996)
IF: 7.452
Fiiggetlen idéz6: 26 Fiiggd idézo: 8 Osszesen: 34

6. Sarmay, Gabriella 3 ; Koncz, Gabor ; Pecht, I ; Gergely, Janos
Fcy receptor type IIb induced recruitment of inositol and protein phosphatases to the signal transductory
complex of human B-cell
IMMUNOLOGY LETTERS 57 : 1-3pp. 159-164. , 6 p. (1997)
IF: 1.096
Fiiggetlen idéz6: 20 Fiiggd idéz6: 7 Osszesen: 27

7. Koncz, Gabor ; Gergely, Janos ; Sarmay, Gabriella &
Fc gammaRIIb inhibits both B cell receptor- and CD19-induced Ca2+ mobilization in Fc gammaR-
transfected human B cells
INTERNATIONAL IMMUNOLOGY 10 : 2pp. 141-146. , 6 p. (1998)
IF: 3.188
Fiiggetlen idézé: 17 Fiiggd idézd: 4 Osszesen: 21

8. Koncz, G ; Pecht, | ; Gergely, J ; Sarmay, G &
Fcy receptor-mediated inhibition of human B cell activation: the role of SHP-2 phosphatase
EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY 29 : 6pp. 1980-1989. , 10 p. (1999)
IF: 5.635
Fiiggetlen idéz6: 12 Fiiggd idéz6: 7 Osszesen: 19

9. Sarmay, Gabriella & ; Koncz, Géabor ; Pecht, I ; Gergely, Janos
Cooperation between SHP-2, phosphatidy! inositol 3-kinase and phosphoinositol 5-phosphatase in the
FcyRIIb mediated B cell regulation
IMMUNOLOGY LETTERS 68 : 1pp. 25-34., 10 p. (1999)
IF: 1.494
Fiiggetlen idézd: 9 Fiiggd idézo: 8 Osszesen: 17
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19.

koncz. gabor 172 24

Kurucz, | 2 ; Hilbert, Agnes ; Kapus, Attila ; Medgyesi, David ; Koncz, Gébor ; Sarmay, Gabriella ;
Erdei, Anna ; Gergely, Janos

Bacterially expressed human FcyRIIb is soluble and functionally active after in vitro refolding
IMMUNOLOGY LETTERS 75 : 1pp. 33-40., 8 p. (2000)

IF: 1.546

Fiiggetlen idéz6: 15 Fiiggd idéz6: 3 Osszesen: 18

Koncz, Gabor ; Toth, Gabor ; Bokonyi, Gyorgyi ; Kéri, Gyorgy ; Pecht, I ; Medgyesi, David ; Gergely,
Janos ; Sarmay, Gabriella &

Co-clustering of Fcy and B cell receptors induces dephosphorylation of the Grb2-associated binder 1
docking protein

EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY 268 : 14pp. 3898-3906. , 9 p. (2001)

IF: 2.849

Fiiggetlen idéz6: 22 Fiiggd idéz6: 13 Osszesen: 35

Koncz, Gabor ; Bodor, Csaba ; Kovesdi, Dorottya ; Gati, Robert ; Sarmay, Gabriella &
BCR mediated signal transduction in immature and mature B cells

IMMUNOLOGY LETTERS 82 : 1-2pp. 41-49., 9 p. (2002)

IF: 1.847

Fiiggetlen idéz6: 45 Fiiggd idéz6: 2 Osszesen: 47

Kovesdi, D ; Koncz, G ; Ivanyi-Nagy, R ; Caspi, Y ; Ishiai, M ; Kurosaki, T ; Gergely, J ; Haimovich, J ;
Sarmay, G &

Developmental differences in B cell receptor-induced signal transduction

CELLULAR SIGNALLING 14 : 6pp. 563-572. , 10 p. (2002)

IF: 4.362 Fiiggetlen idéz6: 7 Fiiggd idézd: 1 Osszesen: 8

Sarmay, G & ; Koncz, G ; Bodor, C ; Kovesdi, D ; Gati, R

Signaling pathways leading to apoptosis or survival in immature and mature B cells

ANNALS OF THE NEW YORK ACADEMY OF SCIENCES 973 : 1pp. 181-185. , 5 p. (2002)
IF: 1.682

Fiiggetlen idéz6: 1 Fiiggd idézé: 2 Osszesen: 3

Medgyesi, David ; Sarkozi, Rita ; Koncz, Gabor ; Arato, Krisztina ; Varadi, Gyorgyi ; Téth, GK; Sarmay,
Gabriella =

Functional consequences of a MAPK docking site on human FcyRIIb

IMMUNOLOGY LETTERS 92 : 1-2pp. 83-90., 8 p. (2004)

IF:2.136

Fiiggetlen idézé: 1 Fiiggd idézd: 1 Osszesen: 2

Medgyesi, David ; Uray, Katalin ; Sallai, Krisztina ; Hudecz, Ferenc ; Koncz, Gabor ; Abramson, J ;
Pecht, I ; Sarmay, Gabriella ; Gergely, Janos &

Functional mapping of the FcyRII binding site on human IgG1 by synthetic peptides

EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY 34 : 4pp. 1127-1135., 9 p. (2004)

IF: 5.005

Fiiggetlen idéz6: 14 Osszesen: 14

Hancz, Aniko6 ; Hérincs, Z ; Neer, Z ; Sarmay, G & ; Koncz, G

Integration of signals mediated by B-cell receptor, B-cell activating factor of the tumor necrosis factor
family (BAFF) and Fas (CD95)

IMMUNOLOGY LETTERS 116 : 2pp. 211-217., 7 p. (2008)

IF: 2.858 Fiiggetlen idézd: 4 Fiiggd idézo: 2 Osszesen: 6

Koncz, G ; Kerekes, K ; Chakrabandhu, K ; Hueber, AO &2

Regulating VVav1l phosphorylation by the SHP-1 tyrosine phosphatase is a fine-tuning mechanism for the
negative regulation of DISC formation andFas-mediated cell death signaling

CELL DEATH AND DIFFERENTIATION 15 : 3pp. 494-503. , 10 p. (2008)

IF: 7.548

Fiiggetlen idéz6: 14 Fiiggd idéz6: 3 Osszesen: 17

Maus, M ; Medgyesi, David ; Kovesdi, Dorottya ; Csuka, Dorottya ; Koncz, Gabor ; Sarmay, Gabriella &
Grb2 associated binder 2 couples B-cell receptor to cell survival

CELLULAR SIGNALLING 21 : 2pp. 220-227. , 8 p. (2009)

IF: 4.094 Fiiggetlen idéz6: 15 Osszesen: 15
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Hancz, A ; Koncz, G ; Szili, D ; Sarmay, G &2

TLR9-mediated signals rescue B-cells from Fas-induced apoptosis via inactivation of caspases
IMMUNOLOGY LETTERS 143 : 1pp. 77-84., 8 p. (2012)

IF: 2.337

Fiiggetlen idéz6: 8 Fiiggd idézé: 2 Osszesen: 10

Koncz, Gabor ; Hancz, Aniko ; Chakrabandhu, Krittalak ; Gogolak, Peter ; Kerekes, Krisztina ;
Rajnavolgyi, Eva ; Hueber, Anne-Odile &2

Vesicles Released by Activated T Cells Induce Both Fas-Mediated RIP-Dependent Apoptotic and Fas-
Independent Nonapoptotic Cell Deaths

JOURNAL OF IMMUNOLOGY 189 : 6pp. 2815-2823., 9 p. (2012)

IF:5.52

Fiiggetlen idéz6: 7 Fiiggd idézé: 3 Osszesen: 10

Koncz, G ; Hueber, AO

The Fas/CD95 Receptor Regulates the Death of Autoreactive B Cells and the Selection of Antigen-
Specific B Cells.

FRONTIERS IN IMMUNOLOGY 3 Paper: 207 , 12 p. (2012)

Fiiggetlen idéz6: 46 Osszesen: 46

Kovacs, E ; Szilagyi, L ; Koncz, G ; Lanyi, S ; Abraham, B &

Enhanced In Vitro Refolding of Soluble Human Glucocorticoid-Induced TNF Receptor-Related Ligand
APPLIED BIOCHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 170 : 4pp. 819-830. , 12 p. (2013)

IF: 1.687

Fiiggetlen idéz6: 2 Fiiggd idézé: 1 Osszesen: 3

Fekete, T ; Pazmandi, K ; Szabo, A ; Bacsi, A ; Koncz, G ; Rajnavolgyi, E =

The antiviral immune response in human conventional dendritic cells is controlled by the mammalian
target of rapamycin

JOURNAL OF LEUKOCYTE BIOLOGY 96 : 4pp. 579-589. , 11 p. (2014)

IF: 4.289

Fiiggetlen idéz6: 8 Fiiggd idéz6: 2 Osszesen: 10

Szabo, A & ; Fekete, T ; Koncz, G ; Kumar, BV ; Pazmandi, K ; Foldvari, Z ; Hegedus, B ; Garay, T ;
Bacsi, A ; Rajnavolgyi, E et al.

RIG-1 inhibits the MAPK-dependent proliferation of BRAF mutant melanoma cells via MKP-1
CELLULAR SIGNALLING 28 : 5pp. 335-347., 13 p. (2016)

IF: 3.937

Fiiggetlen idéz6: 20 Fiiggd idéz6: 1 Osszesen: 21

Fekete, T ; Koncz, G ; Szabo, B ; Gregus, A ; Rajnavolgyi, E &2

Interferon gamma boosts the nucleotide oligomerization domain 2-mediated signaling pathway in human
dendritic cells in an X-linked inhibitor ofapoptosis protein and mammalian target of rapamycin-dependent
manner

CELLULAR & MOLECULAR IMMUNOLOGY 14 : 4pp. 380-391. , 12 p. (2017)
IF: 7.551

Fiiggetlen idéz6: 6 Osszesen: 6

Emri, G & ; Paragh, G ; Tosaki, Agnes ; Janka, E ; Kollar, S ; Hegedus, C ; Gellen, E ; Horkay, I ;
Koncz, G ; Remenyik, E

Ultraviolet radiation-mediated development of cutaneous melanoma: An update

JOURNAL OF PHOTOCHEMISTRY AND PHOTOBIOLOGY B-BIOLOGY 185 pp. 169-175., 7 p.
(2018)

IF: 4.067

Fiiggetlen idézd: 40 Fiiggd idéz6: 8 Osszesen: 48

Hancz, D ; Szabo, A ; Molnar, T ; Varga, Z ; Hancz, Aniké ; Gregus, A ; Hueber, AO ; Rajnavolgyi, E ;
Koncz, G &

Flagellin increases death receptor-mediated cell death in a RIP1-dependent manner

IMMUNOLOGY LETTERS 193 pp. 42-50., 9 p. (2018)

IF: 2.552

Fiiggetlen idéz6: 10 Fiiggd idézé: 1 Osszesen: 11
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Szabo, Attila &2 ; Gogolak, Peter ; Koncz, Gabor ; Foldvari, Zsofia ; Pazmandi, Kitti; Miltner, Noemi ;
Poliska, Szilard ; Bacsi, Attila ; Djurovic, Srdjan ;Rajnavolgyi, Eva

Immunomodulatory capacity of the serotonin receptor 5-HT2B in a subset of human dendritic cells
SCIENTIFIC REPORTS 8 Paper: 1765, 12 p. (2018)

IF: 4.011

Fiiggetlen idéz6: 45 Fiiggd idéz6: 2 Osszesen: 47

Hornyék, Lilla ; Dobos, Nikoletta* ; Koncz, Gébor ; Karanyi, Zsolt ; Pall, Dénes ; Szabo, Zoltan; Halmos,
Gaébor ; Székvolgyi, L &

The role of indoleamine-2,3-dioxygenase in cancer development, diagnostics, and therapy

FRONTIERS IN IMMUNOLOGY 9 Paper: 151, 8 p. (2018)

IF:4.716

Fiiggetlen idéz6: 236 Osszesen: 236

Molnar, Tamas ; Mazlo, Anett* ; Tslaf, Vera ; Szollosi, Attila Gabor ; Emri, Gabriella ; Koncz, Gabor &
Current translational potential and underlying molecular mechanisms of necroptosis

CELL DEATH AND DISEASE 10 Paper: 860, 21 p. (2019)

IF: 6.304

Fiiggetlen idéz6: 59 Fiiggd idézo: 4 Osszesen: 63

Varga, Zs6fia ; Molnar, Tamas ; Mazld, Anett ; Kovacs, Ramona ; Jenei, Viktoria ; Kerekes, Krisztina ;
Bacsi, Attila ; Koncz, Gabor &2

Differences in the sensitivity of classically and alternatively activated macrophages to TAK1 inhibitor-
induced necroptosis

CANCER IMMUNOLOGY IMMUNOTHERAPY 69 : 11pp. 2193-2207. , 15 p. (2020)

IF: 6.968

Fiiggetlen idéz6: 4 Fiiggd idéz6: 3 Osszesen: 7

Veréb, Zoltan ; Mazlo, Anett ; Szabo, Attila ; Poliska, Szilard ; Kiss, Attila ; Litauszky, Krisztina ; Koncz,
Gabor ; Boda, Zoltan ; Rajnavdlgyi, Eva ;Bécsi, Attila &

Vessel Wall-Derived Mesenchymal Stromal Cells Share Similar Differentiation Potential and
Immunomodulatory Properties with Bone Marrow-Derived Stromal Cells

STEM CELLS INTERNATIONAL 2020 Paper: 8847038 , 16 p. (2020)

IF: 5.443

Fiiggetlen idéz6: 3 Fiiggd idéz6: 1 Osszesen: 4

Molnar, Tamas ; Pallagi, Petra ; Tél, Balint ; Kiraly, Robert ; Csoma, Eszter ; Jenei, Viktoria ; Varga,
Zso6fia ; Gogolak, Péter ; Hueber, Anne Odile ;Maté, Zoltan et al.

Caspase-9 acts as a regulator of necroptotic cell death

FEBS JOURNAL 288 : 22pp. 6476-6491. , 16 p. (2021)

IF: 5.622

Fiiggetlen idéz6: 14 Fiiggd idézo: 1 Osszesen: 15

Varga, Zs6fia ; Racz, Evelin ; Mazlo, Anett ; Korodi, Monika ; Szab6, Aniko ; Molnar, Tamas ; Szd6r,
Arpéd ; Veréb, Zoltan ; Bacsi, Attila ; Koncz,Gabor &

Cytotoxic activity of human dendritic cells induces RIPK1-dependent cell death

IMMUNOBIOLOGY 226 : 1Paper: 152032, 7 p. (2021)

IF: 3.152
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