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1.  Bevezetés
1.1. A sejthalalrol szabadon

Régota ismert, hogy a sejtproliferacio €s a sejthalal szabalyozasa, egyenstlyban tartasa
minden soksejti €l6lény szamara létfontossagu. A sejthaldlt kozvetitd jelpalyak a kezdeti
iniciacidos 1épéseket kovetden irreverzibilis folyamatokat eredményeznek. Ez lehet egy
erbteljes kaszpaz aktivacid, a mitokondridlis membranpotencidl 6sszeomlasa vagy pedig a
mitokondrium kiils6 membranjanak teljes permeabilizacioja. A Nomenclature Committee on
Cell Death szerint azon sejtek tekinthet6k halottnak, melyeknél az alabbi molekularis vagy
morfologiai  kritériumok fennallnak: 1, a sejt elvesztette citoplazmamembranjanak
integritasat; 2, a sejt, beleértve a sejtmagot is teljes fragmentacion esett at; 3, a sejtet,
beleértve annak fragmentumait is (példaul apoptotikus testeket) a szomszédos sejtek felvették.

A soksejtli organizmusok életében egy sejt haldla gyakran nem tragikus esemény, sot
bizonyos ¢életfolyamatokhoz gyakorta sziikséges. Az apoptozis példaul allanddan zajlod
fiziologias folyamat, melynek feladata, hogy eltavolitsa azokat a sejteket, melyek mar
betoltottek funkcidjukat (szoveti turnover, embriogenezis), melyek funkcidképtelenek vagy
vesz€lyt jelentenek a szervezet tobbi sejtjére (limfocitaérés, autoreaktiv T-limfocitak
eliminalasa). Az emberi szervezet kdzel 103 — 10'* sejtjébdl naponta kériilbeliil 10! — 102
hal el, illetve cserélddik ujonnan keletkezd sejtekre.

Azok a sejtek, melyeket extrém fizikai (nyomas, hdmérséklet vagy ozmotikus stressz),
kémiai (extrém pH) vagy mechanikai hatasok érnek, nem szabalyozott moédon pusztulnak el.
Sejtszerkezetilk menthetetleniil karosodik, emiatt maga a sejthaldl nem elkeriilhetd, a sejt
teljesen passziv elszenveddje a torténéseknek. A legtobb esetben azonban, maga a folyamat
egy jol iranyitott, jelatviteli molekuldk, valamint kontroll mechanizmusok altal finomhangolt
program szerint megy végbe, mely befolydsolhatd (gyorsithatd vagy késleltethetd)
farmakologiai agensek vagy genetikai beavatkozasok altal. Ilyen, tgynevezett szabalyozott
sejthalél kialakulhat teljesen fiiggetleniil az intra- vagy extracellularis kornyezeti faktoroktol,
egy beépitett és eldre determinalt program aktivacidjaval. Az ilyen programozott sejthaldl
folyamatok kiemelt fontossagiiak az embrionalis fejlédés és a normal szdveti turnover soran.
Masrészrdl szabalyozott sejthalal kialakulhat a belsé vagy kiilsé mikrokdrnyezetbdl eredd
stimulusok altal 1s, melyek specifikus receptorok aktivaciojaval jelatviteli folyamatokat
inditanak el.

Immunolégiai kimenetelt tekintve a sejthaldl lehet pro- vagy antiinflammatorikus,
illetve tolerogén vagy immunogén. Az apoptozis dominancidja a nekroptdzis felett fiziologias

koriilmények kozott biztositja a tolerogén kimenetelt, valamint, hogy ne alakulhasson ki
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gyulladds. Amennyiben azonban ez a dominancia valami miatt nem johet létre, gy a
nekroptotikus sejtekbdl kiszabaduld veszély szignalok képesek aktivalni az adaptiv

Az utdobbi 20 ¢év sejthalalkutatasainak eredményeképpen szamos apoptozistol
fliggetlen szabalyozott sejthalalformat fedeztek fel €s kiilonitettek el morfologiai sajatsagaik

és molekularis mintazatuk szerint.

1.2. Nekroptozis

A programozott nekrozis vagy nekroptdzis egyike az utobbi években felfedezett
hiszen sejtduzzadas, a sejtmembran felszakadasa, damage-associated molecular pattern
(DAMP) kiszabadulas és gyulladas jellemzi. Mechanizmusaban pedig klasszikus szabalyozott
folyamat, mivel receptor aktivacié indukalja, aminek kovetkeztében egy jelatviteli platform
szerelodik Ossze, ami mixed lineage kinase domain-like protein (MLKL) oligomerek
kialakuldsdhoz, membranokba torténd épiiléséhez és porusok keletkezéséhez vezet. A
jelenlegi szakirodalomban szédmos nekroptdzist kivaltani képes tényezd ismert. Ilyenek
példaul a sejthalal receptorok ligandjai: Fas ligand (FasL), tumor necrosis factor (TNF), TNF-
related apoptosis-inducing ligand (Trail), valamint TNF — related weak inducer of apoptosis
(TWEAK), T-sejt receptor aktivacio, genotoxikus stressz, adhézids receptorok aktivacidja,
illetve sok tumor terdpidban hasznalt szer (példaul mitoxantrone, ciszplatin, dasatinib,
shikonin, GX15-070). A koérokozokhoz asszocidlt molekularis mintdzatokrdl is ismert, hogy
képesek nekroptozist indukéalni bizonyos receptorokon keresztiil: duplaszala RNS-ek a Toll-
like receptor 3 (TLR3), a lipopoliszacharid (LPS) a TLR4-en, patogén eredetii DNS a cyclic
GMP-AMP Synthase-Stimulator of Interferon Genes (cGAS-STING) ttvonalon, vagy a Z-
DNA-binding protein 1 (ZBP1, mas néven DAI) receptoron keresztill, illetve a retinoic-acid
inducible gene I (RIG-1) receptorokokrol is ismert, hogy képesek bekapcsolni a nekroptotikus
programot.

Munkank soran fOképp a sejthaldl receptorok ligandjai (FasL, TNF, Trail) &ltal
kivaltott nekroptozist vizsgaltuk. Ezen receptorok mind a tumor nekrézis szupercsalddba
tartoznak, ¢és a sejthaldl kivaltasan kiviil szerepliik van a sejtproliferacioban és a
differenciacios folyamatokban. Szerkezetiiket tekintve egy extracellularis ligandkotd, egy
transzmembran €s egy intracellularisan elhelyezkedd halaldoménbdl (death domain, DD)
allnak. A receptor aktivacigjat a specifikus ligand bekdtddéseként 1étrejovd receptor
oligomerizacié valtja ki, ami elinditja a jelatviteli kaszkddot. Ezt a TNF receptor péld4jan
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szeretném részletesen is bemutatni, mert ez a legjobban ismert €s bizonyitott az irodalomban.
A Fas és Trail receptorok szignalizacidjanak kezdeti partnerei némiképp kiilonbdznek a
TNFR-t6l, de a RIPK1-RIPK3 kapcsolodasa, és az ezt kovetd downstream Iépések mar

mindenhol megegyeznek.

1.3. A TNF receptor jelatvitele
1.3.1. Iniciacios 1épések

Jelenlegi ismereteink szerint a TNF receptorarhoz vald kétddése a jel fliggvényében,
vagyis az intracellularis jelatviteli partnerek aktivitasanak és elérhetdségének allapotatdl négy
jelatviteli kaszkad aktivaciojahoz is vezethet. Ezek kozott ott talaljuk a sejtaktivacioért felelds
NF-«B utvonalat, a RIPK1 fliggd ¢és fliggetlen extrinsic apoptozist — mely
antiinflammatorikus és tolerogén modon vezet a sejt eliminalasdhoz — illetve a gyulladaskelto
¢s immunogén nekroptdzist is.

A TNF bekotodése a receptor oligomerizacidjat, igy aktivaciojat valtja ki, ami
intracellularisan  egy  tobblépcsdés folyamatban a RIPK1  kapcsolodasdhoz — és
ubiquitinaciojahoz vezet. A poliubiquitindlédott RIPK1 igy mar scaffoldként tud szolgélni a
transforming growth factor-f (TGF-f)-activated kinase 1 (TAKI) kindznak ¢és a vele
komplexben 1évé TAK1-binding protein (TAB) fehérjéknek, valamint az IKK komplexnek is,
mely az alabbi tagokbdl all: inhibitor of nuclear factor kappa-b kinase subunit alpha (IKKa),
IKKpB és az NF-kappa-B essential modulator (NEMO). Ezek a fehérjék foszforilacios és
ubiquitinacios 1épéseken keresztiil aktivaljak a mitogén-aktivalt protein kindzokat (MAPK),
vagyis a c-Jun N-terminal kinase (JNK), az extracellular signal-regulated kinase 1 és 2
(ERK1/2) és a p38 kinazokat, ami az activator protein 1 (AP-1) transzkripcids faktor
aktivaciojahoz vezet, de ezeken tul még az NF-«xB utvonalat is bekapcsoljak (komplex I).

Az NF-xB kaszkdd aktivacidjat kovetéen idével a TNF receptorbdl érkezd jel
lecsendesedik, az intracellularis jelatvivé komplex internalizalodik és komponensekre esik
szét. Ez lehetOséget teremt egy mas tipusu kompex, a komplex Ila kialakulasanak, ahol a
TRADD a FAS-associated death domain proteinnel (FADD), a FLICE-like inhibitory protein
hosszt izoformdjaval (FLIPL) és a prokaszpdz-8-cal képez egységet. Ez a komplex a
prokaszpdz-8 homodimerizaciojan, majd pedig hasitasan ¢és igy aktivalodasan keresztiil az
apoptozis irdnyaba tolja el a folyamatot, valamint a RIPK1 ¢és a RIPK3 proteolitikus
inaktivaciojan keresztiil meggatolja nekroptézis elinduldsat. A kompex Ila medidlta

apoptozist az esetek nagy részében az aktivalddott NF-kB ttvonal a FLIPL expresszidjan és a



RIPK1 K63-as ubiquitinacidjan keresztiil gatolja. Ily modon a sejtek normal esetben védettek
a TNF indukalt apoptdzissal szemben.

A RIPK1 deubiquitinacidja megfigyelhetd akkor is, mikor a mitokondridlis second
mitochondria derived activator of caspase (SMAC) osszekapcsolodik a cIAP1 és cIAP2
fehérjékkel, ami az autoubiquitinaciojukat és igy proteolitikus degradaciojukat idézi eld. Ez a
hatas eldidézheté IAP antagonistdk (vagy SMAC mimetikumok) alkalmazésaval is. Ekkor
egy mas Osszetételll alternativ komplex, a komplex IIb szerelddik dssze, melyben a TRADD
helyett a RIPK1 kapcsolja 6ssze a FADD ¢€s prokaszpaz-8 fehérjéket, aminek eredményeként
RIPK1 fiiggd apoptozis jon létre. Az ekkor Osszeszerelédd komplex IIb-re gyakran
ripoptoszémaként hivatkoznak.

Ezeken tulmenden nekroptdzis is kialakulhat, de pillanatnyi tudasunk szerint csak
abban az esetben, ha a RIPK1 deubiquitinalva, a kaszpdz-8 pedig gatolva van. Ekkor johet

csak létre a nekroptdzis jelatviteléért felelds nekroszoma (komplex Ilc).

1.3.2. Nekroszoma és a downstream lépések

A nekroptdzisban kulcsszerepet jatszé6 RIPK1 és RIPK3 kindzok koziil mindkettd
rendelkezik egy-egy C-termindlison elhelyezkedd 16 aminosavbdl all6 RIP homotypic
interaction motif (RHIM) doménnel. Nekroptotikus stimulusokat kdvetden tobb RIPK1 és
RIPK3 fehérje kapcsolodik 6ssze oligomereket képezve ezen doménjiikon keresztiil €s egy
amyloid szerli mikrofilament6zus komplexet hoznak létre, mely a nekroszoma strukturalis
gerincét alkotja. Ebben a komplexben mind a RIPK1, mind a RIPK3 foszforilalédni fog
(human fehérjékben a RIPK1 a 161-es, mig a RIPK3 a 277-es szerinen).

Az MLKL egy pszeudokinaz, mely egy N terminalison elhelyezkedd
oligomerizacidban €s plazmamembranokkal vald asszociacioban kulcsszerepet jatszo four-
helix bundle doménbdl (4HBD), egy C terminalis pszeudokindz doménbdl, valamint a kettdt
Osszekotd kapocsrégiobol all. A RIPKI1 és RIPK3 fehérjékkel szemben, melyek kindz
aktivitdsa esszencialis nekroptozis soran, az MLKL pszeudokindz doménje interakcios
doménként tolt be fontos szerepet, oly moddon, hogy az MLKL-RIPK3 kapcsolat az MLKL
pszeudokinaz és a RIPK3 kinaz doménjén keresztiil valésul meg. Ezek mellett még fontos
Onszabalyozasi funkciot is betdlt, ugyanis ez a domén tartja foszforilacidé hidnyaban inaktivan
a fehérjét, ugy, hogy a 4HBD-vel kapcsolddva, azt a fehérje belsejében tartja. Nyugalmi
allapotban az MLKL monomerként helyezkedik el a citoplazmdban, azonban a RIPK3 altal
végzett foszforilaciot kdovetden, mely human sejtekben 357-es treoninon €s a 358-as szerinen

valosul meg, az MLKL aktiv konformacioba keriil. Ennek eredményeként a 4HBD kikertil a
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molekula felszinére, ami igy mar képes a membranokban jelen 1évo foszfatidilinozitol-foszfat
csoportokhoz kotddni. Fontos 1épés még a foszforilacidot kovetéen az MLKL-ek
oligomerizacidja, melynek soran ezen fehérjék egér sejtekben jellemzden trimerekbe, mig
human sejtekben tetramerekbe allnak 6ssze. Az ily modon mar aktiv MLKL oligomerek ezt
kovetden levalnak a nekroszémarol és a membranokba dgyazddva porusokat formalnak. Az
igy 1étrejovo viz és ion bearamlas hatdsara 6sszeomlik a sejt ozmotikus homeosztazisa, ami a

sejt duzzadasahoz és a nekrozisra jellemzd morfoldgiai valtozasokhoz vezet.

1.4. A nekroptozis szerepe patologias folyamatokban

A nekroptdzis kutatasok szama az utobbi években exponencialisan nétt, hiszen egyre
tobb betegségrol deriil ki, hogy kialakulasukban igen jelentds szerepet jatszik a nekroptozis.
Mind a jelatvitel tal- illetve alulmiikodése, valamint az apoptdzis-nekroptozis atmenet
szabalyozasanak zavarai szerepet kapnak olyan korképek patomechanizmusaban mint a
neurodegenerativ megbetegedések, autoimmun folyamatok vagy gyulladasos korképek, de
bizonyitottan hozzajarulnak a kiilonféle daganatok kialakuldsahoz is.

A nekroptézis kutatasok jelentds része foglalkozik a hipoxia kovetkeztében fellépd
sejthalallal, hiszen napjaink vezetd haldlozasi okaiként tartjak szdmon az érelzarddassal jard
folyamatokat, mint a miokardialis infarktus, stroke, tiidéembolia. A miitéti beavatkozasok
soran szamos alkalommal egy-egy érszakasz idOleges lezarasaval, majd Ujranyitasaval kell
szamolni (iszkémia/reperfiizio, IR). Ezekben az esetekben is kimutattak, hogy megemelkedik
a sejtekben a pro-nekroptotikus fehérjék (RIPK1, RIPK3, MLKL) expresszidja. Ismert
tovabba, hogy a sejtek tartds éhezése sordn (glikoz és oxigén megvonas) lecsokken a
nekroptozis negativ reguldtoranak, a kaszpaz 8-nak a szintje.

Tobb neurodegenerativ. megbetegedésben megfigyelték a sejthaldl utvonalak
abnormalis tulmiikodését. A nekroptdzis bizonyitottan hozzajarul olyan betegségek
kialakuldsdhoz, mint az Alzheimer-kor, szklerézis multiplex (SM) vagy amiotrofias
lateralszklerozis (ALS). SM betegekbdl szarmaz6 mintdkban kimutattak a RIPK1, RIPK3 és
az MLKL fehérjék abnormalisan magas aktivaciojat, valamint ezzel egylitt a prokaszpaz-8
aktivacidjanak defektusait. ALS-ben szenvedd paciensekben igazoltak a nekroszoma fehérjék
tulzott mértékli expresszidjat, valamint ezek foszforilaciojat.

Az apoptdzis dominancidja a nekroptozis felett biztositja a sejthaldl tolerogén és
antiinflammatorikus kimenetét. Ha azonban ez valami miatt zavart szenved moddosul a
sejthaldl immunologiai kimenete, ami kronikus gyulladdshoz vezethet, mely jellemzden az

emésztorendszert, veséket, bort és a légzérendszert érinti. A gasztrointesztinalis traktust
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tekintve példaul emelkedett RIPK3 expressziot figyeltek meg alkoholos majbetegségben, mig
a nem alkoholos zsirméj esetén a RIPK3 mellett az MLKL expresszidja is fokozott volt az
egészséges mintdkhoz képest. Szintén magas RIPK3 és/ vagy MLKL szint, valamint csokkent
kaszpaz-8 expresszid tapasztalhato Crohn-betegek ileum végi szakaszan, gyulladésos
bélbetegségben vagy allergias colitisben szenvedd betegek mintaiban.

A tumorsejtekrél ismert a sejthaldlfolyamatok elkeriilése, hiszen kialakuldsuk és
késébbi tulélésiik alapfeltétele, hogy az onkogenezis soran ezen utvonalak gatlédjanak.
Jelenlegi ismereteink szerint a nekroptozis szerepe a rakos megbetegedések kialakuldsaban ¢€s
elorehaladdsaban meglehetdsen ellentétes. Egyrészt nagyon sok féle daganatos mintaban azt
tapasztaltdk, hogy a RIPK3 és/ vagy az MLKL fehérjék szintje csokkent, vagy pedig
funkcidképtelen valtozataik keriiltek expressziora. Ezekkel szemben tobb tanulmany szdmol
be arrdl, hogy a nekroptozis altal okozott gyulladds eldsegiti a tumorok fejlodését és
hozzéjéarul a tumor mikrokdrnyezet kialakuldsdhoz. Arrdl is vannak adatok, hogy a tumorok
képesek indukdlni a kozeli endotél sejtek nekroptozisat, mely hozzajarul a tumorok
terjedéséhez, metasztazisok kialakuldsahoz.

Bar jelenleg nincs elfogadott specifikus nekroptézist szabalyozé terapias szer, de tobb
mint 20 olyan elfogadott és mas betegségek kezelésében mar hasznalt szer ismert, melyek
képesek befolyasolni (gatolni vagy indukalni) a nekroptozist. Erdemes lenne atgondolni és
protokollokat kidolgozni, hogy hogyan lehetne ezeket a szereket haszndlni mas betegségek

kezelésben is.

1.5. Az apoptozis aktivaciojahoz vezeto utvonalak

Mar csaknem o6t évtized telt el azota, hogy John Foxton Ross Kerr €s munkatarsai
bevezették az apoptozist, mint a szabalyozott sejthaldl fogalmat a tudoményos életbe. Bar az
eltelt évek soran tobb szabdlyozott sejthalalformat is leirtak, az apoptozis azodta is
referenciapontként szolgal mas sejthalaliitvonalak megértésében.

Apoptozis kialakulhat a kiils6 €s a bels6 mikrokornyezetbdl érkezd jelek hatdsara is. A
kiilso jellel indulo, extrinsic apoptozis kialakuldsaban az elso 1épés a sejt felszinén talalhato
sejthaldlreceptorok (TNFR, TrailR, FasR) ligandkotése, majd azok ezt kovetd
oligomerizacidja, mely a death-inducing signaling complex (DISC) Osszeszerelodésével a
prokaszpaz-8 ¢és 10 aktivaciojahoz vezet. A jelatvitel sejttipustol fliggéen ezt kdvetden két
modon mehet tovabb: az I-es tipust sejtekben nagy mennyiségli aktiv kaszpaz-8 keletkezik,
melyek ezt kovetden azonnal aktivaljak az effektor kaszpazokat (prokaszpaz-3 és -7). A Il-es

tipustt sejtekben azonban nem elég hatékony a DISC 0Osszeszerelddése, emiatt pedig
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késleltetett vagy gyenge prokaszpaz-8 aktivacio figyelhetd meg, ahol a kevés aktiv kaszpaz-8
a Bcl-2 csaladba tartoz6 BH3 interacting-domain death agonist (Bid) fehérje hasitasaval az
apoptdzis mitokondridlis tvonalat tudja csak bekapcsolni (trunkalt, proapoptotikus Bid a
BAK oligomerizaciojan keresztiil a mitokondrium permeabilizaciojat idézi elo).

Az apoptdzis bels6 vagy mas néven mitokondrialis utvonaldt nagyon sok féle
intracellularis stresszhatas indithatja el, tobbek kozott (de nem kizarélag) novekedési faktorok
hidnya, citoszkeleton sériilése, DNS kérosodas, hipoxia, valamint hibas, sériilt vagy rosszul
feltekeredett fehérjék felszaporoddsa. Az tutvonal sorsmeghatarozo 1épése a mitokondrium
kiils6 membranjanak a permeabilizacidja, melyet a Bcl-2 csaladba tartozd pro- ¢és
antiapoptotikus fehérjék egymashoz viszonyitott egyensulya dont el. A mitokondriumok tobb
olyan fehérjét tartalmaznak, melyek a sejt normalis, egészséges mikddéséhez
elengedhetetlenck, ugyanakkor a citoplazméba kijutva proapoptotikus hatasuak (példaul
citokréom c, apoptosis-inducing factor (AIF), endonukleaz G, SMAC (mas néven DIABLO),
high temperature requirement protein A2 (HtrA2/ Omi)).

A pro-apoptotikus Bak ¢és Bax mint porusforméld fehérjék ismertek, melyek
aktivaciojukat kovetéen (ami jellemzéen homodimerizaciot jelent) képesek permeabilizalni a
mitokondrium kiils6 membranjat, ezaltal proapoptotikus fehérjék citoszolba torténd
kiszabadulasat idézik eld. A gatlasukért f0képp az antiapoptotikus Bcl-2 tagok a feleldsek,
melyek gatolhatjak direktben a Bak-ot €s a Bax-ot (heterodimereket képezve veliik), de
megakadalyozhatjak az aktivaciojukért felelés csak BH3 domént tartalmazd proapoptotikus
Bcel-2 tagok aktivitasat is (melyekkel szintén heterodimereket képezhetnek). Ez a gatlas
feloldhaté egyrészt a pro-apoptotikus Bcl-2 fehérjék mennyiségének vagy aktivitdsanak
novelésével, de az antiapoptotikus tagok poszttranszlacids mddositasan keresztiil is. A Bcl-2
csalad tagjai kozott 1étrejovo interakciok, melyek meghatarozzak, hogy megvalosuljon-e az
apoptozis mitokondrialis Gtvonala, mindig a tagok adott helyzetben meglévd mindségétdl

(poszttranszlacios allapotatol) és mennyiségétdl (expreszidjanak mértékétdl) fiiggenek.

1.6. A kaszpaz-9 szerkezete és aktivalodasa

A kaszpazok olyan cisztein proteaz enzimek, melyek szubsztratjukat egy jellemzden 4
aminosavbol all6 motivum mentén hasitjak melynek utolsé tagja egy aszparaginsav. A hasitas
minden esetben ezen motivumok (4ltalaban szubsztratonként egy darab) mentén rendkiviil
pontosan ¢€s csak részlegesen torténik (limitalt proteolizis). Az emberi szervezetben
megjelend 12 féle kaszpaz koziil mintegy 7 kap szerepet apoptdzis soran, melyeket

funkcidjuk szerint iniciator (2, 8, 9 és 10), valamint effektor (3, 6 és 7) kaszpazoknak
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neveziink. Minden kaszpaz kozds jellemzdje, hogy inaktiv (zimogén) formdaban
szintetizalddnak, és hogy strukturalisan egy N terminalison elhelyezkedd prodoménbol és az
ezt kovetd nagy valamint kis alegységbdl allnak. Aktivacidjuk prokaszpaz-prokaszpéaz
dimerek képzddésével (melyben a prodomén mint interakciés doménként funckional), majd
ezt kovetd limitalt proteolizissel torténik.

A kaszpaz-9 az apoptozis intrinsic utvonaldnak iniciator kaszpaza. Ezt az utvonalat
rendkiviil sok féle stimulus indithatja el melyek eredményeként a Bcl-2 csaladba tartozo Bak
¢és Bax hatasara a mitokondrium kiils6 membranja permeabilizalodik. Ekkor egy sor
proapoptotikus fehérje szabadul ki, tobbek kozott a citokrém c, ami az apoptotic protease
activating factor 1-gyel (Apaf-1) heterodimert képez. Az Apaf-1-citokrom c¢ komplexe az
interakcidjukat kovetden oligomerizalddik, és egy kerék alakt konformaciot felvéve alkotja
meg az apoptoszomat. A prokaszpaz-9 az apoptoszomahoz kapcsolddik oly modon, hogy a
caspase recruitment doménje (CARD) az Apaf-1 CARD doménjével 1étesit kapcsolatot.

Bar az apoptdézis mitokondridlis Utvonala mdr régota ismert, a prokaszpaz-9
aktivaciojanak pontos és részletes mechanizmusat még mindig nem sikeriilt teljes egészében
feltarni. Jelenleg két elmélet ismert a szakirodalomban: az ,,indukélt konformaciovaltozas
modell” és az ,,indukalt kozelségi modell”. Az eddig megjelent publikdciokban szdmtalan
egyik vagy masik modellt igazolé eredmények vannak, de jelenleg egyik modell sem képes
onmagaban minden eredményt magyarazni. Az ,,indukalt konformaciovaltozas modell”
szerint az Apaf-1-hez kotddd prokaszpaz-9 fehérjék az interakcid miatt esnek at olyan
konformaciovaltozason, mely esszencialis az aktivacidjukhoz. Az ,,indukalt kdzelségi modell”
szerint viszont az apoptoszoma csak platformként szolgal annak érdekében, hogy sok
prokaszpaz-9 keriiljon egymas kozeleébe, €és ezaltal lehetoség nyiljon a dimerizaciora €s a
limitalt proteolizisre.

A mitokondrialis apopt6zis iniciatoraként a kaszpaz-9 esszencialis szerepet tolt be az
apoptozis kialakulasaban. Eppen ezért donté fontossaggal bir a prokaszpaz-9 aktivacid
minden 1épésének szabdlyozasa ¢és finomhangolasa, mert ezen folyamatok nélkiil nagyon

konnyen sériil a szervezet homeosztazisanak fenntartasa.

1.7. A kaszpaz-9 expresszidja fiziologias és patologias allapotokban
A soksejtli organizmusok élete sordn alapvetd fontossdggal bir a normal szoveti
turnover. A felesleges, eloregedett, funkcioképtelen vagy a szervezetre veszElyt jelentd sejtek

eltavolitasa jelentds részben mitokondridlis apoptozis révén valosul meg. A kaszpaz-9 a
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szervezet szinte minden sejtjében megtalalhaté ¢és expressziojanak zavarai fejlodési
rendellenességekhez, daganatos megbetegedésekhez és degenerativ folyamatokhoz vezetnek.

Transzgén egereken szerzett tapasztalatok alapjan a kaszpaz-9 egész testes lelitése, bar
nem 100%-o0s penetranciaval, de az egerek perinatdlis korban torténd haldlahoz vezet. Az
embriok vizsgalata soran azt talaltdk, hogy legfoképp agyi defektusok alakulnak ki (agyi
hiperplazia, melyet az apoptozisra képtelen sejtek, elsésorban neuronok felszaporodasa okoz).

A tumoros transzformacion atesé sejtek egyik jellemzOé menekiilési és tulélési
mechanizmusa, hogy gatolja a kiilonféle szabalyozott sejthalaltitvonalakat. A tiidot,
hugyhodlyagot, gyomrot, vastagbelet, végbelet és a hasnyalmirigyet érintd tumorokban is
megfigyelték a kaszpaz-9 aktivacidjanak zavarait vagy egypontos nukleotid polimorfizmusait,
melyek funkcioképtelen fehérje expresszidjdhoz vezettek, ami egyrészt hozzajarul a
daganatos sejtek  tuléléséhez, masrészt rakterapids szerekkel szemben mutatott
rezisztenciajukhoz is.

A stresszindukalt apoptdzis gatldsa mellett a jelatvitel tilmiikodése is koros
allapotokat idéz eld. A Huntington-kor a kozponti idegrendszert érintd rendellenesség,
amelyet az agysejtek progressziv degeneracidja okoz. A végstadiumu betegekben jelentdsen
emelkedett aktiv kaszpaz-9 és kaszpaz-3 szintet mutattak ki, amely arra utal, hogy a betegség
utolso stadiumahoz a neuronok tilzott mértékii apoptozisa is hozzajarul.

Ezek az eredmények igazoljdk, hogy a kaszpaz-9 esszencidlis szerepet tolt be a

szervezet homeosztazisanak fenntartasaban.
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2. Célkitiizés

Az eddigi nemzetk6zi eredmények alapjan viszonylag jol ismert az extrinsic apoptozis
¢s a nekroptozis kapcsolata: a nekroptozis eléfeltétele a kaszpaz-8 hidnya, enzimaktivitdsanak
gatlasa, vagy a prokaszpaz-8 aktivacidjaban részt vevé FADD defektusa. A mitokondrialis
apoptézis és a nekroptdzis kapcsolatar6l azonban jelenleg nagyon kevés adat all a
rendelkezésiinkre. Bar kaszpaz-8 tobb szubsztratjat (RIPK1, RIPK3, CYLD, TRIF) irtak mar
le, mint a nekroptédzis kritikus reguldtorat, azonban a legismertebb kaszpaz-8 célpontok,
vagyis a downstream kaszpazok funkcidjat nekroptdzis sordn szinte alig vizsgaltak.
Szakirodalmi adatok alapjan a kaszpaz-3 vagy-7 csendesitése nem befolyasolta a TNF
receptor aktivaciojat kovetd nekroptdzis mértékét, de a kaszpaz-9 szerepe a nekroptdzis

jelatvitelében eddig egyaltalan nem vizsgalt teriilet.

Hipotézisiink szerint a Kkaszpaz-9 nélkiilozhetetlen a nekroptézis jelatviteli
mechanizmusaiban, illetve a mitokondrialis apoptozis és nekroptdézis atmenet

szabalyozasaban.

Kutatdémunkank sordn vad tipust és kaszpdz-9 hidnyos sejtvonal parokat (humén és egér

eredetll) hasznélva vizsgaltuk, hogy

e van-e szerepe a kaszpaz-9-nek a sejthaldl receptorok és mintazatfelismerd receptorok

aktivalasakor kialakuld nekroptozis jelatvitele soran?

e a nekroptozis jelatvitelének jelenleg ismert 1épései (molekularis komplexek
kialakuldsa, poszttranszlacios modositasok) koziil melyek bizonyulnak kaszpaz-9

fliggdnek?
e mely molekuldk kapcsolddnak a kaszpaz-9-hez a jelatvitel soran?
e milyen funkcidt betdltve vesz részt a kaszpaz-9 a nekroptozisban?

e a kaszpaz-9 acinar sejt specifikus delécidja mérsékli-e a cerulein indukalt akut

pankreatitisz sulyossagat?
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3.  Anyagok és modszerek
3.1.  Sejttenyésztés

Kisérleteinkhez JA3 Jurkat (humén T-limfocita), JA3-C9 (kaszpaz-9 negativ Jurkat),
JA3 retr (vad tipust kaszpaz-9-cel retranszfektalt JA3-C9), MEF (egér embrionalis
fibroblaszt), MEF-C9 (kaszpaz-9 negativ MEF), HEK 293FT (SV40 T antigénnel
transzformalt HEK 293 T, human embriondlis vesesejt) sejtvonalakat hasznaltunk. MEF ¢és
MEF-C9 sejteket DMEM low glucose (Sigma-Aldrich, #D5546) médiumban tenyé€sztettiik 50
uM merkaptoetenollal kiegészitve, a HEK 293FT sejteket DMEM high glucose (Sigma-
Aldrich, #D5796), mig a tobbi sejtvonalat RPMI (Sigma-Aldrich, #R5886) médiumban
tartottuk 37 °C-on, 5% CO2 és 100%-os relativ paratartalom mellett. Minden sejttenyésztd
tapfolyadékot a felsoroltakon kiviil még 10% foetalis borji szérummal, 292 mg/l L-

glutaminnal és 40 mg/l gentamicinnel egészitettiink ki.

3.2.  Sejthalal mérése

Az 4dramlasi citometrids mérések soran mintanként 5x10° db sejtet hasznaltunk. A
sejteket 10-50 uM Z-VAD (ApexBio, #A1902), 1 uM BV6 (Genentech cég ajandéka), 0,4
pg/ml cycloheximide (Sigma-Aldrich, #C6255), 2,5 uM CCT137690 (ApexBio, #A4132), 20
uM AR-A014418 (Selleck Chemicals, #S7435), 100 ng/ml rekombinans flagellin (Sigma-
Aldrich, #SRP8029-10UG), 40 pM necrostatin-1 (Abcam, #ab141053), 1 uM
necrosulfonamide (Tocris Bioscience, #5025) vagy 7,5 uM GSK'872 (Selleck Chemicals,
#S8465) kombinacidjaval 1 orat eldkezeltik, majd 30 ng/ml anti-FLAG M2 antitesttel
(Sigma-Aldrich, #F1804) keresztkotott FasL-dal (Enzo Life Sciences, #ALX-522-001-C010),
40 ng/ml anti-FLAG M2 antitesttel keresztkotott Trail-lel (Enzo Life Sciences, #ALX-522-
003-C010), 50 ng/ml human TNFa-val (BioLegend, #570104), 400 uM H»O»-dal (Sigma-
Aldrich, #H1009), 0,74-6,7 uM 1onomycinnel (Sigma-Aldrich, #10634), 100 ng/ml LPS-sel
(Sigma-Aldrich, #L.8643) aktivaltuk, vagy megfertoztiik human herpeszvirus 1-gyel (ATCC-
VR-1493). A sejthaldl mértékét propidium-jodid (Sigma-Aldrich, #P4170) festéssel
detektaltuk 24 6raval az aktivaciot kovetden.

A méréseket FACS Calibur aramlasi citométerrel (BD Biosciences) végeztiik, a kapott

adatokat FlowJo programmal értékeltiik ki (FlowJo X, verziészam: v10.0.7r2, Tree Star).

3.3. Effektor kaszpazok aktivaciojanak mérése
A kaszpaz-3 és a kaszpaz-7 enzimaktivitdsanak méréséhez Apo-ONE Homogeneous

Caspase-3/7 Assay kitet (Promega, #G7792) hasznaltuk. A kisérlethez az eldzetesen aktivalt
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Jurkat sejtekbdl 2x10* db-ot hasznaltunk fel, melyeket mérés elétt 96 lyuka fekete szinii
sejttenyészté platere (SPL Life Sciences, #31296) helyeztiink. Az effektor kaszpazok
aktivitdsanak detektalasdhoz sziikséges reakciokat a gyartd utasitdsainak megfelelden
hajtottuk végre. A mintdk fluoreszcencia intenzitasat Synergy HT Multi-Mode Microplate
Reader késziilékkel mértiik, melynek soran 485 + 20 nm gerjesztési és 528 + 20 nm

detektalasi hullamhosszokat alkalmaztuk.

3.4. SDS-PAGE és Western Blot

A stimuldciot kdvetden a sejteket Osszegytjtottik és 10° db sejthez 100 pl 2x
Laemmli-féle minta puffert (65,8 mM Tris/HCI (pH 6,8), 2,1% SDS, 26,3% glicerol, 0,01%
bromfenolkék) adtunk, majd 5 percig 95 °C-on megfoztiik.

Az elektroforézist kovetden a mintakat nitrocelluléz membranra blottoltuk, amit az
alabbi, 1000x-esre higitott elsddleges antitestek egyikével inkubdaltunk overnight 4 °C-on:
kaszpaz-9 (MBL Life science, #M054-3), RIPK1 (BD Biosciences, #610459), RIPK3 (Cell
Signaling Technology, #13526), GSK38 (Cell Signaling Technology, #9315), Aurora A (Cell
Signaling Technology, #14475), pRIPK1 (Cell Signaling Technology, #65746), pRIPK3
(Abcam, #ab209384), Phospho-Aurora A (Thr288)/Aurora B (Thr232)/Aurora C (Thr198)
(Cell Signaling Technology, #2914) és B-aktin (Santa Cruz Biotechnology, #sc-47778).

Masnap a membrant haromszor mostuk TBS-Tween pufferrel (25 mM Tris, 150 mM
NaCl, 0,05 % Tween-20, pH 7,5), majd 1 o6ran keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk
tormaperoxiddz enzimmel konjugélt anti-nyal (GE Healthcare, #NA934), anti-egér (GE
Healthcare, #NA931) vagy anti-patkdny (Sigma-Aldrich, #A9037) masodlagos antitestekkel,
melyeket el6zéleg 5000x-esre higitottunk 5 m/v%-os sovany tejben (50 ml TBS-Tween
puffer+2,5 g sovany tejpor). Ezutan a membrant hatszor mostuk, végiil kemilumineszcens

reagenssel reagaltatva rontgenfilmen hivtuk eld.

3.5. Fehérjeinterakciok vizsgalata immunprecipitacioval

A kisérlethez mintanként 5x107 db Jurkat sejtet hasznaltunk fel, melyeket az aktivaciot
kovetden lecentrifugaltunk, majd a pelletet 500 pl 1% Triton X-et (Sigma-Aldrich, #T8787),
protedzgatlot (Sigma-Aldrich; #P8340) és foszfatdzgatlot (Sigma-Aldrich; #P2850)
tartalmazo lizis pufferben (30 mM Tris, 140 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM Na3;VO4, 50 mM
NaF, 2 mM NasP,O7, pH 7,6) lizaltuk jégen 30 percig. A mintakbol azonos mennyiségi
fehérjét tartalmazo feliiliszot mértiink az alabbi antitestekkel fedett protein A/G PLUS-

agarose (Santa Cruz Biotechnology; #sc-2003) gyongyokhoz, melyeket ezutin 4 °C-on
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folyamatosan forgatva overnight inkubaltunk: kaszpaz-9 (LifeSpan BioSciences;
#L.S-C148248), RIPK1 (BD Biosciences; #610459), RIPK3 (Cell Signaling Technology;

#13526) ¢és Aurora A (Cell Signaling Technology; #14475). Masnap a gyongyoket négyszer
mostuk lizis pufferrel, majd ezt kovetden minden mintdhoz 30 pl 2x Laemmli-féle puffert
adtunk, majd 5 percig 95 °C-on megféztiik. A mintdkban 1évé fehérjéket western blottal
azonositottuk, melyhez az alabbi konnytilanc specifikus, tormaperoxiddz enzimmel konjugalt
masodlagos antitesteket haszndltunk, melyeket el6zéleg 5000x-esre higitottunk 5 m/v%-os

sovany tejben: anti-nyul (Merck; #MAB201) vagy anti-egér (Merck; #AP200P).

3.6. Plazmidok és konstruktok

A RIPK1 és RIPK3 indukalhaté overexpresszidjdhoz 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 (klonoz6) vektorba ligaltuk, majd ezt kdvetden
atrekombinaltuk a pCWS57.1 (Addgene, #41393) vektorba, mely egy lentiviralis ,,All-in-one”
tetraciklin/ doxiciklin indukélhaté Gateway célvektor (expresszids vektor, mely lehetdvé teszi
az indukalhat6 expresszidhoz sziikséges reverz tetraciklin transzaktivator (rtTA) és a célgén
egyidejii bevitelét). Minden klonozasi 1épést restrikcids hasitassal €s szekvenalassal is

megerdsitettiink.

3.7. Virustermelés és target sejtek fertézése

A transzdukciohoz hasznalt replikaciora képtelen lentivirusok 1étrehozasahoz az alabbi
csomagolovektorokat hasznaltuk, melyeket kalcium-foszfat transzfekcioval 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 sziikséges plazmidokat (22 pg transzferdlandd gént tartalmazo lentiviralis vektor, 15 pg
pMD2G, 5 pg psPAX2) egy 50 ml-es centrifugacsébe mértiik, amit kiegészitettiink 1,35 ml
steril Milli-Q vizzel és 150 pl 2,5 M CaClz-oldattal.

Az igy elkészitett elegyhez lassan, cseppenként hozzdadtunk 1,5 ml 2x HEBS oldatot
(280 mM NacCl, 50 mM HEPES, 1,5 mM Na>xHPO4, pH 7,0) mikdzben azt autoklavozott iiveg
Pasteur-pipetta és pipettor segitségével levegdt buborékoltatva folyamatosan kevertiik. 30
perc inkubdlds utdn 1,5 ml transzfekcidés oldatot csepegtettink a T75-0s sejttenyésztd

flaskaban 1évo HEK 293FT sejtekre. A kovetkezd nap leszivtuk a sejtekrdl a transzfekcios
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tapfolyadékot és lecseréltiik 10 ml komplett DMEM-re. Az ezt kovetd 24 és 48 Oraban
gyljtottiik a sejtekrdl a virusokat tartalmazo feliiliszokat

A target sejteket a fert6zés napjan 12 lyuku sejttenyésztd plate-re helyeztiik és minden
lyukhoz hozzaadtunk 1 ml virust tartalmazo feliiliszot 4 ug/ml polybrene (Sigma-Aldrich;
#H9268) jelenlétében. Masnap reggel a sejteken a médiumot lecseréltik 4 ml 5 ug/ml
puromicint (Santa Cruz Biotechnology; #sc-108071) tartalmaz6 komplett médiumra. Ezutén a
médiumot minden mésodik nap lecseréltiik addig, amig a virusos transzdukcion at nem esett

sejtek elpusztultak (4-7 nap).

3.8. Akut pankreatitisz modell

Az akut pankreatitisz tiineteinek stlyossagat a vad tipusu és kaszpaz-9 deficiens
egerekben Dr. Pallagi Petra, Dr. T¢él Balint és Dr. Maléth Jozsef kollaboracids partnereink
vizsgaltdk (Szegedi Tudoméanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, 1. szami
Belgyogyaszati Klinika és Népegészségtani Intézet, MTA-SZTE Lendiilet Epitél Sejt
Szignalizaci6 és Szekrécido Kutatdcsoport).

A Cre rekombinaz expresszidja 125 mg/testtomeg-kilogramm tamoxifen oralis
adéasaval lett indukdlva 5 egymast kovetd napon keresztiil. Ezt kdvetéen nyolc oOran at,
oranként 50 mg/testtomeg-kilogramm cerulein intraperitoneédlis adasaval tortént az akut
pankreatitisz kivéaltasa. Az allatokat 12 6ra mulva talaltatassal terminaltuk, majd ezt kovetéen
vér- és szovetmintakat gylijtottiink.

A gylijtott vérmintakbol a szérumot centrifugalassal izolaltuk, majd felhasznalasig —20
°C-on taroltuk. A szérum amildz aktivitast kolorimetrids kittel (Diagnosticum; #47462)
hataroztuk meg. A reakcidkat a gyartd utasitdsanak megfelelden hajtottuk végre, az
abszorbanciat 405 nm-en detektaltuk FLUOstar OPTIMA Microplate Reader késziilekkel
(BMG Labtech). A szovetmintdkat 4%-os formaldehid oldattal fixaltuk és felhasznélasig 4
°C-on taroltuk. Paraffinba torténd agyazast kovetden a mintdkat 4 um-es darabokra
metszettiik kriosztattal, melyet hematoxilin-eozin festés kovetett. A gyulladasos sejtek
skalan).

A kisérleti allatokat altalanos allathazi koriilmények kozott (22-24 °C-os helyiségben,
12 oras vilagos-sotét ciklust tartva, szabvany ketrecekben, 4-6 egeret ketrecenként) tartottuk a
Debreceni Egyetem, Elettudomanyi Epiilet Kisérleti Allathazaban (Nyilvantartasi szam: I11/4-
KAT/2015). Minden 4llat részére konvencionalis sterilizalt ételhez és autoklavozott vizhez

vald szabad hozzaférést biztositottunk. Az allatkisérleteket a National Institutes of Health
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(NIH) el6irasainak megfeleléen és a tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl sz61o
Eurdpai Parlament és a Tanacs 2010/63/EU iranyelve szerint hajtottuk végre az Allatkisérleti

Tudomanyos Etikai Tanéacs engedélyével (a kisérletek engedélyszama: XX1./1542/2020).

3.9. Fehérje izolalas hasnyalmirigy szovetmintakbdl

A fehérje izolalast cerulein kezelt és a kezeletlen egerek hasnyalmirigyébdl Dr. Pallagi
Petra, Dr. T¢l Balint és Dr. Maléth Jozsef kollaboracids partnereink valositottak meg.

Az éllatokat a cerulein kezelést kovetden 12 6ra mulva tulaltatassal terminaltuk. Az
izolalt hasnyalmirigyeket ezt kovetden szikepengével aprd darabokra vagtuk, melyeket 1 ml
protedzgatld koktéllal kiegészitett RIPA pufferben lizaltunk. Az igy kapott mintat jégen tartva
szonikalassal (Branson Sonifier SFX150) homogenizaltuk, majd lecentrifugaltuk, végiil a

kapott feliiluszot ,,snap-freeze” modszerrel gyorsfagyasztottuk.

3.10. Statisztikai analizis

A Kkisérleti adatok statisztikai elemzésére kétszempontos varianciaanalizist (ANOVA)
alkalmaztunk Tukey post-hoc teszttel. A statisztikai szamitasok elvégzéséhez GraphPad Prism
programot hasznaltunk (verziészam: 6.01, La Jolla). Azokat a véltozdsokat tekintettiik
szignifikansnak, ahol p <0,05 volt. Az 4brdkon lathaté szignifikanciaszinteket az alabbiak

szerint abrazoltuk: *P <0,05; **P <0,01; ***P <0,005, ***P <0,001.
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4. Eredmények
4.1. A kaszpaz-9 hianya gatolja a nekroptozist human Jurkat sejtekben

Munkénk elsé 1épéseként Jurkat sejtvonal kiilonféle valtozatain indukéltunk sejthalal
ligandok adésaval nekroptozist JA3 (vad tipust Jurkat), kaszpaz-9-et nem tartalmazd JA3
(JA3-C9) és vad tipust kaszpaz-9-cel retranszfektalt JA3-C9 (JA3 retr) sejtvonalakon.

Els6 1épésként igazoltuk, hogy az altalunk hasznélt kaszpaz-9 negativ sejtvonal
valoban nem expresszal kaszpaz-9-et, mig az eredeti vad tipusi és a retranszfektalt
sejtvonalak igen. Kimutattuk tovabba azt is, hogy a kaszpaz-9 hidnya nem befolyasolta mas,
nekroptozisban kulcsszerepet jatszo fehérjék expresszidjat. Eredményeink szerint a RIPK1,
RIPK3, MLKL, CYLD, kaszpaz-8 és TAKI1 fehérjék ugyanolyan mértékben keriiltek
expresszidra a JA3, a JA3-CO és a JA3 retr sejtekben is.

A nekroptozis indukélésakor a sejteket 1 oraval a ligandok adésat megeldzden teljes
spektrumu  kaszpéazgatloval (Z-VAD) eldkezeltik, hogy megakadalyozzuk a kaszpaz-8
aktivaciojat és igy a nekroptdzis gatlasat. Optimalis nekroptozis abban az esetben figyelhetd
meg, ha a RIPK1 nincs ubiquitindlva. Ezért a sejteket a RIPK1 ubiquitindlasat végzé IAP
fehérjék lebomlasat eldsegitdé IAP antagonistaval (BV6) is eldkezeltiik. A sejthalal
nekroptozis voltat egy specifikus nekroptdzis gatlo, a necrostatin-1 (Necl) adaséaval igazoltuk.
Az eldkezeléseket kovetden a sejteket TNF, FasL vagy Trail sejthalal ligandok addsaval
aktivaltuk 24 orén keresztiil.

Eredményeink szerint mindharom sejthalalligand adasaval nagyaranyt nekroptozis
alakult ki a vad tipusu sejteken, azonban a kaszpdz-9 hidnyiban ez a hatds nem volt
megfigyelhetd. A kaszpdz-9 retranszfekcidjaval sikeriilt helyreallitanunk a sejtek
érzékenységét mindharom stimulussal szemben. A kivaltott sejthalalt a Necl teljesen gatolta,
igazolva ezzel a sejthalal nekroptézis voltat. Osszegzésképpen tehat megéllapithaté, hogy a
kaszpdz-9 esszencidlis szerepet tolt be a sejthaldlreceptorok aktivacidjaval kivaltott

nekroptozis jelatvitelében humén Jurkat sejteken.

4.2. A kaszpaz-9 nekroptozisban betoltott szerepének vizsgalata MEF sejteken
Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a sejthalalreceptorok kaszpazgatlok jelenlétében
nekroptozist indukalnak egér fibroblaszt sejteken. Ezért a kovetkezOkben kaszpaz-9-et
expresszalo és nem expresszalo MEF sejtek viselkedését hasonlitottuk 6ssze TNF, illetve Fas
ligand indukalt nekroptozis esetén. A nekroptozis aktivacioja eldtt a Jurkat sejtekhez

hasonldan, itt is igazoltuk, hogy a MEF-C9-es sejtek valoban nem expresszaltdk a kaszpaz-9-
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et, mig a vad tipusuak igen. A fobb nekroptozis kulcsmolekulak (RIPK1, RIPK3, MLKL,
CYLD, kaszpaz-8, TAK1) expresszioja itt is megegyezett a két sejtvonal kozott.

A Jurkat sejtekkel 6sszhangban itt is azt tapasztaltuk, hogy a kaszpaz-9 negativ sejtek
minden hasznalt stimulus esetén rezisztensebbnek bizonyultak, mint vad tipusu tarsaik.
Sikeriilt tehat igazolnunk, hogy a kaszpaz-9-nek fontos szerep jut a nekroptdzis soran

nemcsak emberi, hanem egér sejtekben is.

4.3. A kaszpaz-9 nem jatszik szerepet a RIPK1 fiiggé apoptézisban

Felmertilhet a kérdés, hogy vajon a kaszpaz-9 hatasa nekroptdzis specifikus-e? A TNF
receptor aktivacidja a jel mindségének fliggvényében vezethet sejtaktivaciohoz, RIPK1 fiiggd
¢s fiiggetlen apoptozishoz, illetve nekroptdzishoz is.

Kisérleteink soran a TNF receptor aktivacidja IAP antagonista jelenlétében erételjes
effektor kaszpaz aktivacidhoz vezetett, ami igazolja, hogy ezeken a mintdkon bizonyitottan
apoptézis indukalodott. A publikalt adatoknak megfelelden, erre nem volt hatassal a kaszpaz-
9 jelenléte, illetve hianya, valamint a necrostatin-1 eldkezelés sem volt képes gatolni.

Igazoltuk tehat, hogy a RIPK1 fliggd apoptdzisban nem jatszik szerepet a kaszpaz-9.

4.4. Azionomycin és a hidrogén-peroxid indukalt nekrozis kaszpaz-9 fiiggetlen

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy a kaszpaz-9 csak a nekroptdzisra van-e
hatassal, vagy pedig altalanossagban képes a nekrozis szabalyozasara JA3 €s JA3-C9 sejteket
ionomycin, illetve hidrogén-peroxid kezelésnek vetettiik ald. Az ionomycin kalcium
ionoforként ismert. Mig alacsony koncentracidban (<250 nM) apoptdzist indukal, addig
mikromolos koncentracidja mar a sejtet érd ozmotikus stressz miatt klasszikus nekrozishoz
vezet. Az ionomycin mellett, a hidrogén-peroxidrdl is ismert, hogy képes mindkét utvonalat
bekapcsolasara az altalunk valasztott 400 pM-os dozisban.

A Jurkat sejteken az ionomycin kezelés nagy aranyu nekrozis kialakulasdhoz vezetett
melynek mértékét nem befolyasolta a kaszpaz-9 hianya. A mitokondridlis apoptdzis
inicidtoraként jol ismert a kaszpaz-9 szerepe €s ezzel d6sszhangban, apoptozist (kaszpaz gatlo
nélkiil kialakulo sejthalal komponenst) csak a vad tipust sejteken indukélt a H>O..
Kaszpazgatlo adasaval, a H>O- hatasara csakis nekrozis képes kialakulni, mely ugyanakkora
volt mindkét sejten, amirdl tehat igazoltuk, hogy ez a nekroptdzissal szemben nem kaszpéaz-9

fliggd sejthalal folyamat.
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4.5. A kaszpaz-9 szerepe a Toll-like receptorok altal indukalt nekroptozisban

Ismert, hogy a sejthalalreceptorok mellett a mintazatfelismerd receptorok aktivalasaval
is indukalhaté nekroptézis. A szakirodalomban tobb olyan intracellularis patogén ismert,
melyek fertézése a nekroptdzis aktivacidjahoz vezet. Kutatdsunk kovetkezo szakaszdban MEF
¢és MEF-C9 sejteket kaszpazgatloval torténd elokezelést kovetden LPS-sel aktivaltuk, vagy
megfertdztiik herpes simplex virussal.

Mind az LPS kezelés, mind pedig a HSV-1 fertdzés kovetkeztében a vad tipusu
sejteken nagyaranyu nekroptézis alakult ki, mig ez a hatas kaszpaz-9-et expresszalo parjukon
elmaradt. Sikertilt tehat bebizonyitanunk, hogy nem csak a sejthalalreceptorok, de egy teljesen

mas receptorcsalad jelatvitelében is fontos szerepe van a kaszpaz-9-nek nekroptdzis soran.

4.6. A TLRS aktivacio hatasa a nekroptozisra

Egy szervezetben épp zajlo fertdézéskor a gyulladt szovetben ott taldljuk a PAMP-ok és
DAMP-ok mellett az aktivalodott immunsejtek altal termelt citokineket és sejthalalligandokat
is (TNF, FasL). A fert6zott sejtek elimindldsa az esetek tObbségében Fasl medialt
apoptdzissal valosul meg, de egy fert6zott sejtben ezzel parhozamosan aktivalodhatnak, vagy
mar eleve aktivak lehetnek a mintazatfelismerd receptorok medialta utvonalak is a jelen 1évo
PAMP-ok és esetleg DAMP-ok miatt. Eppen ezért, bar igen gyakori jelenség, de jelenleg még
nem teljesen tisztazott, hogy a mintazatfelismerd és a sejthalalreceptorok egyidejii aktivacidja
milyen hatdssal van a sejthalalfolyamatokra.

Kutatocsoportunk arra volt kivancsi, hogy a TLRS receptor aktivacioja befolyasolja-e
a sejthalalreceptorok indukalta apoptozist, valamint hogy ez a hatds mely molekulan, mely
utvonalon keresztiil valosul meg. Ezért JA3 és RIPK1 deficiens JA3 sejteket (JA3-RIPK1)
rekombinans flagellinnel 1 6rat eldkezeltilk, majd ezt kovetden FasL-dal, TNF-fel vagy
fitohemagglutininnel aktivalt T-sejtek feliiliszdjaval aktivaltuk 24 o6ran  keresztiil.
Eredményeink szerint az altalunk alkalmazott kezeléseknek koszonhetéen nagy aranyu
apoptozis alakult ki a Jurkat sejteken, melyet a rekombinans flagellinnel torténd eldkezelés
képes volt még tovabb novelni. Ez a hatds azonban RIPK1 hianydban nem volt
megfigyelhetd, mely igazolja, hogy a TLRS aktivacigja RIPK1 fliggd modon képes segiteni a
sejthaldlreceptor indukalta apoptozist.

Ezeken tal kivancsiak voltunk arra is, hogy a TLRS és a Fas receptorok ko-aktivacidja
hasonlo hatassal van a nekroptdzis mértékére. Kisérleteink sordn a WSU-FasL sejtvonallal
ko-kulturaban tartott JA3 sejteken a flagellin eldkezelés nagyobb mértékli nekroptozis

kialakuldsat indukalta kaszpazgatlo jelenlétében.
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Ezen eredmények alatdmasztjak, hogy a flagellinnel torténd elkdkezelés eldsegiti mind

az apoptdzis mind pedig a nekroptézis kialakuldsat human Jurkat sejteken.

4.7. A kaszpaz-9 interakcios partnereinek felderitése immunprecipitaciéval

Mivel nekroptozis csak kaszpaz gatolt koriilmények kozott valosulhat meg, ezért
feltételeztiik, hogy a kaszpédz-9 a jelatvitelben, enzimaktivitadsanak hianyaban, mint adapter
fehérje vesz részt. A jelatvitel feltérképezése soran els6ként azt vizsgaltuk, hogy a kaszpaz-9-
hez kotddik-e a nekroszoma valamely kezdeti komponense, vagyis a RIPK1, RIPK3 vagy az
MLKL. Ezért a JA3 sejteken Z-VAD, TAP antagonista ¢s TNF liganddal kombinaciojaval
nekroptozist valtottunk ki, majd ezt kovetéen immunprecipitacioval tobb idépontban
vizsgaltuk a fehérjék kozotti interakciokat.

Bér nem tudtunk kimutatni semmilyen interakcidt a kaszpaz-9 és a RIPKI, illetve
kaszpaz-9 és az MLKL kozott, de felfedeztiink egy gyenge és tranziens kapcsolat a kaszpaz-9
¢s a RIPK3 kozott, mely az aktivaciot kovetd 3 oranal tetdzott. Ezt a kotddést a RIPK3
antitesttel végzett immunprecipitacid is megerdsitette, igazolva, hogy a kaszpaz-9 nekroptozis

soran képes a RIPK3-mal kapcsolatba keriilni.

4.8. A nekroszoma létrejottének és aktivaciojanak vizsgalata

A tobbféle jellel elindithatd nekroptozist kozvetitd jelpalyak végsé soron a
nekroszoma Osszeszerelddéséhez vezetnek, melynek elsé 1épése a RIPK1-RIPK3 kapcsolat
létrejotte, majd ezen fehérjék foszforilacidja és oligomerizacidja. A kovetkezdkben
vizsgaltuk, hogy részt vesz-e a kaszpdz-9 a nekroszOma Osszeszerelodésének
szabalyozasaban. Ezért az el6zdekkel Gsszhangban JA3 és JA3-C9 sejteken nekroptozist
valtottunk ki TNFR aktivéacidjaval és vizsgaltuk a RIPK1-RIPK3 fehérjék kozotti interakciot,
valamint az aktivaciojuk kinetik4jat is.

Eredményeink szerint mig a vad tipusu sejtekben jol lathatéan létrejott a RIPK1-
RIPK3 kapcsolat a ligand adasat kdvetd 3 és 6 6ra kozott, addig ez kaszpaz-9 hidnyaban egyik
mért idopontban sem volt megfigyelhetd. Megvizsgalva a fehérjék aktivaciojat, lathatd, hogy
a RIPK1 valamint a RIPK3 fehérjék foszforilacigja is csak a JA3 sejtekben tortént meg.
Beigazolodott tehat, hogy a nekroszoma Osszeszerelddése és a komponensek ezt kovetd

foszforilacidja is kaszpaz-9 fiiggd folyamat.
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4.9. A RIPKI1 és RIPK3 overexpresszidja helyreallitja a nekroptozist

Annak érdekében, hogy megerdsitsiik a kaszpaz-9 nekroptozis jelatvitelében betdltott
RIPK3-at egy tetraciklin indukalhat6 rendszerben (Tet-On). A sejtvonalak kialakitasat
kovetéen megnéztiikk, hogy ezen fehérjék overexpresszioja, hogyan befolydsolja a
nekroptdzist kaszpaz-9 hianyaban. Ezért a fert6zott és nem fert6zott JA3 és JA3-C9 sejteken 1
nappal az aktivacio el6tt beinditottuk az overexpressziot doxiciklinnel, majd Z-VAD és BV6
kombinaciojaval torténd eldokezelést kovetden TNF-fel indukaltuk a nekroptézist.

A nem overexpresszalt sejteken a doxiciklin eldkezelés nem volt hatassal a sejthalal
intenzitasara, a nem fert6zott JA3-C9 sejtek tovabbra sem voltak érzékenyek a stimulussal
szemben. Azonban a fert6zott és szelektalt sejteken a doxiciklin kezelés beinditotta a RIPK1,
illetve a RIPK3 overexpresszidjat (melyet Western Blottal erdsitettiink meg), ennek hatasara
pedig helyreallt a kaszpaz-9 hidnyos sejteken a nekroptozis. Ezen eredmények megerdsitik az
immunprecipitacios kisérletek esetén latottakat, és igazoljak, hogy a nekroptdzis downstream
mechanizmusai tovabbra is funkciondlisak, igy a kaszpaz-9 vélhetéen a RIPK1-RIPK3

szintjén, vagy azoktol upstream szabalyozhatja a nekroptozist.

4.10. Az AURKA és a kaszpaz-9 kapcsolodik nekroptozis soran

Irodalmi adatok szerint az AURKA ¢és szubsztratja a GSK3B fontos szabalyozoként
miikodnek a sejtekben, hogy stimuldcié hidnyaban ne alakulhasson ki spontan nekroptozis.
Annak vizsgalatdhoz, hogy az AURKA szerepet jatszik-e a nekroptdzis kaszpaz-9 Aaltali
szabalyozasaban, elsd 1épésként a kaszpaz-9-AURKA kapcsolatot vizsgaltuk meg.

Eredményeink szerint TNF aktivaci6 hatdsira az AURKA specifikus antitesttel
végzett immunblotton hatarozottan megjelent a kaszpaz-9 savja a ligand adésat kovetd 3-6
oran beliil. Ezt a kapcsolatot a kaszpaz-9 immunprecipitacids blott is megerdsitette, igazolva,
hogy sikeresen azonositottuk a kaszpaz-9-et, mint az AURKA egy eddig ismeretlen
interakcids partnerét. Az AURKA foszforilaciojat vizsgalva azt talaltuk, hogy a fehérje
aktivacidja vad tipust sejtekben 6 6rdval a TNF adasat kovetden megemelkedik, vélhetden a
kaszpaz-9-cel tortént kapcsolat kovetkeztében, mivel a JA3-C9-es sejteken ez az aktivacid
nem megfigyelhetd. Ezen kisérletek arra utalhatnak, hogy a kaszpdz-9 az AURKA éltal

iranyitott nekroptozis gatlas ellen hatva segitheti a nekroptozis kialakulasat.
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4.11. AURKA és GSK38 gatlok helyreallitjak a nekroptozist kaszpaz-9 hianyaban

A kaszpaz-9-AURKA kapcsolat felderitését kdvetden arra voltunk kivancsiak, hogy
hogyan befolyasolja az AURKA, illetve szubsztratjdnak a GSK3B-nek a gatladsa kaszpaz-9
jelenlétében ¢és hidnyaban a sejthalalreceptor indukalta nekroptozis kialakulasat. A
kovetkezOkben megvizsgaltuk, hogy befolyasolja-e a nekroptozist az AURKA, vagy GSK30
gatlokkal torténd eldkezelés.

Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy AURKA ¢és a GSK3B gatlok alkalmazasaval
egyrészt nagyobb mértékli nekroptozis alakult ki a vad tipusu sejteken, masrészt mind a két
gatld adasa sikeresen helyredllitotta a kaszpaz-9 hianyos sejtek nekroptédzis érzékenységét.
Ezen eredmények arra utalnak, hogy a kaszpaz-9 az AURKA-GSK3B tutvonal ellen hatva
elésegiti a nekroptozis létrejottét és az AURKA-GSK3B nekroptozist gatld szabalyzo

mechanizmus kaszpaz-9 hianyaban talmukodik.

4.12. Kaszpaz-9 nekroptotikus funkcidéjanak igazolasa akut pankreatitisz modellben

Mivel publikalt adatok szerint a RIPK3 ¢és az MLKL leiitése egerekben
megakadalyozta a cerulein indukalt akut pankreatitisz kialakuldsat, ezért szerettiik volna egy
hasonld modellben megvizsgalni a kaszpdz-9 nekroptotikus szerepét. Mivel azonban a
kaszpaz-9 egész testes leiitése az egerek embriondlis haldldhoz vezet, ezért hasnyalmirigy
acinar sejt specifikus delécidt valositottunk meg tamoxifen indukélhato rendszerben, melyben
Osszehasonlitottuk a cerulein indukalta akut pankreatitisz sulyossagat vad tipust egerekhez
képest.

Ehhez elsd 1épésként 5 napon at tartd tamoxifen adasaval indukaltuk a Cre rekombinaz
expressziojat. Ezt kovetden tortént az akut pankreatitisz kivaltdsa, amihez nyolc Oran
keresztiil 6ranként adtuk intraperitonealisan a ceruleint az egereknek. A kontroll csoportot
cerulein helyett fiziologids sooldattal kezeltiikk, az allatokat 12 o6ra mulva tulaltatassal
terminaltuk. A pankreatitisz tiineteinek sulyossagat hematoxilin-eozin festett hasnyalmirigy
metszeteken vizsgaltuk, valamint meghataroztuk a szérumban 1évd amildz aktivitds mértékét
1s, mely az akut hasnyalmirigy-gyulladés egyik indikatora.

A fiziologids sooldatot kapott kontroll csoportban a hasnyalmirigy szovettani képe
normdl morfologiat mutatott, mig cerulein kezelés hatdsdra a vad tipusi egerekben
nagyaranyu sejt és szovetpusztulas figyelhetd meg, amit a nekrotikus teriiletek nagysaga, az
0déma kialakulasa, a gyulladasos sejtek infiltracidja €s a megndvekedett amilaz aktivitds is
igazolt. Ezzel szemben a hasnyalmirigy acinar sejt specifikus kaszpédz-9 leiités szignifikdnsan

mérsékelte minden mérési modszer esetén a szoveti destrukcidt. Joval kisebb 6déma alakult
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ki, kevesebb volt a gyulladasos sejtek szdma, alacsonyabb volt a szérum amilaz szintje, a
nekrozis mértéke pedig szinte a kontroll szintjén maradt. Osszességében a kaszpaz-9
hidanyaban jelentdsen csokkent az akut pankreatitisz sulyossaga, mely egyértelmiien

alatdmasztja a kaszpaz-9 in vivo szerepét a nekroptozis jelatvitelében.

4.13. Nekroptotikus fehérjék aktivaciojanak vizsgalata cerulein kezelést kovetéen

Bar széleskortien elfogadott, hogy az altalunk hasznalt cerulein indukalt akut
pankreatitisz modellben a nekroptdzis aktivacidja felelés a hasnyalmirigy pusztulasaért és
ezzel Osszefliggésben a jellemz0 klinikai tiinetek megjelenéséért, de igazolni szerettiik volna,
hogy az egerek cerulein kezelése valoban nekroptdzis és nem pedig mdas sejthalalforma
kialakulasat idézte elé. Ennek értekében a kezeléseket kdvetden gyiijtott pankreasz
szovetmintakbdl fehérjeizolalast kovetden megvizsgaltuk a RIPK1 és RIPK3 aktivaciojat,
foszfospecifikus antitestek segitségével.

Eredményeink szerint a cerulein kezelés nagymértékli RIPK1 és RIPK3 aktivaciohoz
vezetett a vad tipust egerekben a kontroll, fiziologids soéoldattal kezelt allatokhoz képest. A
kaszpaz-9 deficiens egerek esetén a RIPK1 foszforilacidja jelentdsen csokkent, mig foszfo-
RIPK3 nem volt detektalhato. Ez a kisérlet igazolja, hogy a cerulein kezelés valdban

nekroptdzis kialakuldsahoz vezet, melyben a kaszpaz-9 esszencialis szerepet tolt be.
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5.  Eredmények megbeszélése

A sejthalal egy nélkiilozhetetlen folyamat, mely az emberi szervezet tobb ezer milliard
sejtjét érinti naponta. Ez a folyamat segit fenntartani a szervezet homeosztazisat, hozzajarul az
akut sériilésekbol valo felépiiléshez, a patogének eliminacidjahoz ¢és az immunrendszer
megfeleld szabalyozasahoz. Amit korabban pusztan két kiilonallé folyamatnak gondoltak,
(apoptozis és nekrozis), az ma mar egy dinamikusan fejlodé 6nélldé tudomanyag. A teriilet
elmult 20 év rohamos fejlédésének koszonhetden, ma mar tudjuk, hogy a sejtek eltavolitasa
potencialisan tobb, egymastol jol elkiilonithetd sejthalalforman at is megvalosulhat.

Egyre tobb tudomanyos bizonyiték van arra vonatkozolag, hogy az egymastol gyakran
teljesen eltérd sejthalalfolyamatokat végrehajtd, igen szerteagazo jelatviteli folyamatok joval
tobb ponton kapcsolodnak egymashoz, mint ahogyan azt kordbban feltételeztiik. Bizonyos
koriilmények kozott példaul az apoptdzis €és az autofagia szinergisztikus kapcsolatban van
egymassal, addig mas szitudciokban autofagia csak akkor johet létre, mikor az apoptozis
gatolva van. A nekroptdzisra, nagyon sokszor még mindig mint az apoptozis tartalék
utvonalaként tekintenek. Azonban egy rakterdpias szer, a shikonin onmagaban képes az
apotozist megkeriilve, direkt moédon nekroptozist elinditani a sejtben, amit Necl el6kezeléssel
at lehet forditani apoptdzissa, igy ebben az esetben az apoptdzis valik a tartalak Gtvonalld. A
korabbi fejezetekben mar ismertettem, hogy milyen sok receptor aktivacidja vezethet a
nekroptozis kialakuldsahoz, azonban ezek a stimulusok sokszor més Utvonalak
kiindulopontjai is. Mig a prokaszpdz-8 aktivalodasa az extrinsic apoptozishoz kothetd, addig
ugyanez a fehérje képes az inflammaszéma Osszeszerelddését eldidézve piroptozist is
indukalni. Hasonld6 modon, egér csontveldi makrofagokon ugyanaz az LPS kezelés a IAP-ok
¢és a kaszpaz-8 allapotatol fliggden vezethet sejtaktivacidhoz (ha a IAP-ok nincsenek gatolva),
apoptozishoz és NLRP3 fliggd piroptdzishoz (IAP-ok hidnyaban), valamint nekroptédzishoz is
(IAP-ok és kaszpaz-8 egyiittes gatlasakor). Mind a négy esetben érdekes mddon nagyon
hasonldo komplexek szerelddnek 0Ossze melyekben koz6s molekuldk vesznek részt. A
mitokondrialis apoptdzis inicidtoraként felfedezett kaszpaz-9-r6l is igazoltdk mar, hogy
rendelkezik mas, nem apoptotikus funkciokkal, valamint hogy szerepet kap autofagia soran is.
Publikalt adatok szerint, Fas ligand és kaszpazgatld vagy citotoxikus T-sejtek altal kivaltott
nekrotikus sejthalal mértéke is alacsonyabb kaszpaz-9 hianyos sejtekben.

Munkénk soran azt vizsgaltuk, hogy van-e barmilyen szerepe a kaszpaz-9-nek a
nekroptdzis jelatvitelében. Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy sikeriilt bizonyitanunk
tobb sejtvonalon is, hogy kaszpaz-9 esszencidlis szerepet tolt be nekroptdzis sordn. Ezt a tényt

tobb sejthalal és mintazatfelismerd receptor aktivalasaval, valamint HSV1 fert6zés sordn is
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igazoltuk. Mivel kisérleteink soran a nekroptdzis kivaltasa kaszpaz-gatolt koriilmények kozott
valosult meg, ezért a kaszpaz-9 a nekroptdzisban vélhetden, mint adapter molekula vesz részt.
Ez 6sszhangban van a nemzetk6zi szakirodalomban publikélt eredményekkel is, hiszen tobb
kutatocsoport is arra az eredményre jutott, hogy a kaszpaz-9 enzimaktivitasanak gatldsa nincs
hatdssal a nekroptdzisra.

A nekroptdzis in vivo kialakuldsa arra enged kovetkeztetni, hogy miikodése soran a
kaszpazok altali mechanizmusok mellett, kaszpazoktdl fiiggetlen iranyité folyamatok is jelen
vannak. A kulcsfehérjék expresszidja, az interakciés partnerek, a poszttranszlacids
modositasok és a komponensek intracellularis lokalizacidja is egy jol irdnyitott folyamat
részeként vannak szabalyozva. Kutatomunkank sordn igyekeztiink minél alaposabban
felderiteni a kaszpaz-9 pronekroptotikus funkciojanak pontos molekuldris mechanizmusat.
Vizsgalataink szerint bar a kaszpaz-9 hianya nem befolyasolta a kulcs nekroptotikus
molekulak expresszidjat, de sziikséges volt a nekroszoma Osszeszerelddéséhez, vagyis a
RIPK1 ¢és a RIPK3 &sszekapcsoloddsdhoz. Fontos kiemelni, hogy mig a kiilonféle
sejthalalreceptorok aktivacidja sordn kivaltott nekroptozisban a RIPK1 felelos a RIPK3
megkotéséért és aktivaciojaért, addig mintazatfelismerd receptorok altal iranyitott nekroptdzis
soran a RIPKI1 gatolja a RIPK3 spontan aktivéaciojat. Ezek fiiggvényében gy gondoltuk,
hogy vélhetden a kaszpaz-9 inkabb a RIPK3-on keresztiil hathat. Ezt a feltételezésiinket
immunprecipitacios kisérletekkel meg tudtuk erdsiteni €s azonositottuk a kaszpaz-9-et, mint a
RIPK3 egy eddig nem ismert interakcios partnerét. Publikalt adatok szerint a nekroszoma
eredmények egybevagnak a szakirodalmi adatokkal, hiszen kisérleteink soran a két kinaz
foszforilacidja is csak a kaszpaz-9-et expresszald sejtekben volt megfigyelhetd. A nekroptdzis
aktivaciojat kovetden az egyik sorsmeghatarozo 1épés a RIPK3 foszforilaciojat kovetd RIPK3
oligomerizacid. Sikeresen overexpresszaltattuk a RIPK1, valamint a RIPK3 fehérjéket, ami
eredményeink alapjan képes volt helyredllitani a kaszpaz-9 hidnyos sejtek nekroptdzis
érzékenységét.

Az aurora kindzokrdl (aurora A/ B/ C) ismert, hogy a mitdzisban €és a meidzisban
fontos irdnyitd szerepet jatszanak. Tulzott aktivacidjuk sok daganatos megbetegedésben
kimutathat6, mely rdmutat, potencialis onkogén szerepiikre. Ennél fogva az aurora kinazok
igéretes rakterapids célpontként szolgalnak. Napjainkig tobb aurora kinaz gatlot sikeriilt mar
létrehozni, koziilikk tobbeket (AT9283, AZD1152, Danusertib, MLN8054) mar klinikai
kisérletek soran vizsgdlnak. Az AURKA fehérjérdl ismert, hogy a sejtosztdédasban jatszott

szerepén tul, a RIPK1-nek és a RIPK3-nak is az interakcids partnere és szubsztratjaval, a
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GSK3B-vel egyiittmikodve a nekroptdzis egyik negativ szabdlyozoja. Kisérleteink soran
megvizsgaltuk, hogy modosul-e kaszpaz-9 hidnydban az AURKA/ GSK3B 1tvonal.
Immunprecipitacidos eredményeink egyértelmiien igazoljak, hogy a RIPK3-mal vald
kapcsolata mellett, az AURKA nekroptozis soran kotddik a kaszpaz-9-hez is. A jelatviteli
1épéseket tovabb vizsgalva az AURKA foszforilacidja kaszpaz-9 fiiggonek bizonyult.
Végezetiil hasonléan a RIPK1 és RIPK3 overexpresszidjahoz, az AURKA vagy a GSK38
gatlasa is képes volt helyredllitani a kaszpaz-9 hidnyos sejteken a nekroptdzist. Az
eredményeinket Osszefoglalva kijelenthetd, hogy a kaszpaz-9 a nekroptdzis egy Ujonnan
felfedezett regulatora és szerepet jatszik a jelatvitel finomhangoldsaban és az apoptozis-
nekroptdzis atmenet szabalyozasaban.

Bizonyos sejthalal tipusok képesek a kornyezd sejtek, szovetek gyulladasos
valaszanak kivaltasara. Az ilyen ,litikus” sejthaldlfolyamatok kozos jellemzdje, hogy a
citoplazmamembrén integritdsdnak megsziinésével rengeteg DAMP szabadul ki a kornyez6
szovetbe. A DAMP-ok normal esetben a sejtek belsejében taldlhatéak és mind szerkezetileg,
mind funkcionalitds szempontjabdl nagyon valtozatos molekuldk. Egészséges koriilmények
kozott a sejtek életfolyamataihoz nélkiilozhetetlenek, de bizonyos hatdsokra (mint példaul
fizikai trauma, sugdrzas, ozmotikus stressz, toxinok, hipoxia, patogén fert6zés) kikeriilnek az
extracellularis térbe, ahol elsdsorban mintdzatfelismerd receptorokon keresztiill mas sejtek
gyulladasos valaszat indukaljak.

A sejthalél lehet a kdvetkezménye, de ugyanakkor az oka is a kialakult gyulladasnak.
A legismertebb, DAMP keletkezéssel jard sejthaldlforma a nekrézis, melynek sordn a
membran felszakaddsa miatt nagyon valtozatos DAMP-ok szabadulnak fel. Ugyanakkor
ismertek olyan DAMP-ok, melyek csak egy-egy bizonyos sejthalal tipus (nekroptozis,
apoptozis, ferroptdzis, piroptozis €s netozis) kialakulasdra jellemzoek, igy az egyes
sejthalalformdk mas-mas Utvonalon vezethetnek gyulladas kialakuldsahoz. Apoptozis példaul
a kromatin kondenzalddasa és a DNS fragmentécidja kovetkeztében foképp sejtmag eredetii
fehérjék kiszabaduldsahoz vezet. A neutrofil extracellularis csapddk (NET) kozelében
jellemzden antimikrobidlis peptideket és nuklearis fehérjéket talalni. A DAMP-ok vizsgalata
lehetdséget adhat a kiilonféle sejthalalok elkiilonitésére is. Apoptotikus sejtekbdl kijuto DNS
fragmentek mérete jellemzden 180 bazispar koriil mozog, mig nekrdzis soran ezek akar
10 000 bp hossztiak is lehetnek. A piroptdzis soran kikeriild high-mobility group protein 1
(HMGBI1) jellemzden hiperacetilalt, mig ez nem figyelhetd meg sem apoptdzis sem

nekroptdzis soran.
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A proinflammatorikus jelatviteli utvonalak aktivacioja az egyik legkorabbi esemény az
immunvalasz sordn. Az akut gyulladas egy fontos védelmi mechanizmus, melyet jellemzden a
szovetek kozott jelenlévé immunsejtek (makrofagok vagy hizosejtek) valtanak ki, a
sejtfelszini vagy intracellularis receptoraikhoz k6tédé PAMP-ok, vagy DAMP-ok hatasara. A
vesz¢ély eliminalasat kovetéen nagyon fontos 1épés a gyulladasi folyamatok leallitasa, hogy
helyredlhasson a normal szoveti kornyezet. Ha ez a 1épés valami miatt nem johet létre, példaul
a gyulladds kialakulasdban szerepet jatszo pozitiv visszacsatoldsi mechanizmusok
talmiikodése miatt, akkor az akut gyulladas kronikussa valik, melynek soran az immunvalasz
folytatodik, az egészséges szdveti sejtek tovabbi pusztulasat és végiil kronikus gyulladassal
jar6 megbetegedéseket okozva. Nagyon sok kiilsé és belsd testfelszint, mint példaul a
béltraktust (Crohn betegség, colitis ulcerosa) vagy bort (ekcéma, pszoriazis) érintd betegség
kozos jellemzdje a kronikus gyulladds. A reumds megbetegedések, mint szisztémas lupusz
eritematozus, reumatoid artritisz, pszoridzisos artritisz, oszteoartritisz, spondilitisz
ankilopoetika (Bechterew kor) vagy a kdszvény patomechanizmusat vizsgélva is gyakran ott
talalni a kivaltd okok kozott a kronikus gyulladast. Ezért az ilyen betegségekben a
gyulladéssal jaro, litikus sejthalal tipusok atkapcsolasa mas, tolerogén sejthalal folyamatokka
kiemelt terapias jelentdséggel birna.

A nekroptdzis in vivo szerepét és patologids allapotokhoz vald hozzajarulasat tobb
transzgén egérben is sikeriilt mar igazolni. Szamos betegségmodellben a nekroptozis
kulcsmolekuldk leiitése drasztikusan mérsékelte a patoldgids allapotban 1étrejovo
karosodasokat. Az altalunk is hasznalt cerulein indukalta akut pankreatitisz modellben
bizonyitottan hatastalannak bizonyultak a kiilonféle kaszpazgatlok, viszont a RIPK3 vagy az
betegség tlinetei. Ezt a modellt atvéve, a kaszpaz-9 in vivo funkcidjanak megerdsitéséhez
kutatdcsoportunk 1étrehozott egy egyedi transzgenikus egértorzset. Eredményeink szerint a
hasnyalmirigy acinar sejteken a kaszpaz-9 leiitése szignifikdnsan mérsékelte minden mérési
modszer esetén a szoveti destrukcidt. Joval kisebb 6déma alakult ki, kevesebb volt a
hasnyalmirigybe infiltralddott gyulladasos sejtek szama, szignifikansan csokkent a nekrotikus
teriiletek nagysaga és alacsonyabb volt a szérumban 1évé amilaz szintje is. Osszességében a
kaszpaz-9 hidnyaban jelentdsen csokkent az akut pankreatitisz stlyossdga, mely egyértelmiien
alatdmasztja a kaszpaz-9 in vivo szerepét a nekroptdzis soran.

A sejthaldlutvonalak tulmiikddése (neurodegenerativ megbetegedések) épp olyan
karos hatassal jar, mint a nem megfeleld szabalyozas miatti alulmitkddés (bakteridlis és viralis

fertdzések, daganatok kialakuldsa). Egy kiilon csoportot képviselnek azok a megbetegedések,
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ahol az apoptozis-nekroptozis egyensulya erésen a nekroptdzis iranyaba tolddik el. Emiatt a
sejtek eltavolitasa nem a tolerogén mddon, hanem valamilyen sejt lizisével jaro uton valdsul
meg, ami gyulladdshoz és erds autoimmunitashoz vezethet. A terapids lehetoségek kozott
szerepelhetnek a sejthalal gatlok (necrostatinok), illetve a kiilonbozé kemoterapids szerek.
Dacéara annak, hogy milyen hatalmas lehetéséggel birna, a kiilonféle sejthalalatvonalak
atkapcsolasa jelenleg még nagyon messze all a klinikai felhasznalast6l. Ehhez mindenekel6tt
arra lenne sziikség, hogy felderitsiik a sejthalalformak kozotti kozds molekuldkat és
megtalaljuk a lehetséges atkapcsoldsi mechanizmusokat. Bizunk benne, hogy munkéank soran
sikeriilt hozzajarulnunk a mitokondrialis apoptdzis és a nekroptozis kozotti parbeszéd
megismeréséhez és ez altal kozelebb keriiltink a kronikus gyulladassal jar6é allapotok

hatékonyabb kezeléséhez.
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6.  Osszefoglalas

A sejthalalnak kiemelt szerepe van a degenerativ megbetegedések, autoimmun
folyamatok, kronikus gyulladassal jaré allapotok, valamint a tumorok kialakuldsaban és az
immunrendszer altali észlelésében. Az elmult évtizedekben tobb, az apoptozistdl fiiggetlen
sejthalalformat fedeztek fel, koztiik a nekroptozist is, mely egy szabalyozott, gyulladassal jaro
sejthaldl folyamat. Jelenlegi ismereteink szerint a nekroptdzis az apoptodzis tartalék
utvonalanak tekinthetd, mely csak abban az esetben aktivalodhat, ha a sejthalalreceptor
indukalt apoptézis gatolt vagy hidnyzik. Az utobbi években az extrinsic apoptozis
inicidtoranak, a kaszpaz-8-nak tobb szubsztratjat (RIPK1, RIPK3 vagy a CYLD) is leirtak,
mint a nekroptozis kritikus regulatorat, de a legismertebb kaszpaz-8 célpontok, vagyis a
downstream kaszpazok funkciojat nekroptozis soran szinte alig vizsgaltdk. Mint az egyik
legtobbet vizsgalt iniciator kaszpédz, a kaszpaz-9 a mitokondridlis apoptdzis inicidtoraként
sz¢les korben ismert. Szamos stresszhatasra aktivalodhat, mint példaul a hipoxia, a sugarzas
és a kemoterapias szerekkel vald kezelés. Aktivacidjanak defektusai sulyos zavarokhoz
vezetnek, mint a degenerativ korképek, fejlddési rendellenességek ¢és a rakos
megbetegedések.

A kiilonféle sejthalalformak atkapcsoldsédban 1€vo hatalmas klinikai potencial ellenére,
mellyel elkeriilhetok lennének a nem kivant gyulladassal jard allapotok, a mitokondrialis
rendelkezésiinkre. Munkdnk soran elsdkként sikeriilt igazolnunk, hogy a sejthalal és
mintdzatfelismerd receptorok aktivacidja kaszpazgatolt koriilmények kozott nekroptozishoz
vezet vad tipust Jurkat és MEF sejteken, de ugyanazok a stimulusokkal szemben a kaszpaz-9
deficiens parjaik érzéketlennek bizonyultak. Esszerti és logikus feltételezés, hogy a kiilonbdzé
sejthalalformak kozotti atmenet a jelatviteliikben szerepet jatszo kozos molekuldkon keresztiil
valosul meg. Ily modon a kaszpdz-9, mely esszencidlis szerepet tolt be apoptozisban és
eredményeink szerint nekroptozis soran is, igéretes terdpids célpontként szolgalhat.
Megvizsgaltuk a kaszpaz-9 szerepét a cerulein indukalt akut pankreatitisz soran, mely jelenleg
az egyik legismertebb és leggyakrabban hasznalt gyulladésos éllatmodell. Eredményeink
a pankreatitisz tlinetei. A nekroptozis jelatvitele tobb szinten, nagyon Osszetett folyamatok
segitségével szabalyozott, igymint a részt vevo fehérjék expresszidja, azok poszttranszlacios
modositasa, ezek stabilitasa és intracellularis lokalizacidja, valamint az interakcids partnereik
elérhetdsége. Eredményeink szerint kaszpdz-9 hianyaban sériil a nekroszoma Osszeépiilése,

vagyis RIPK1 és a RIPK3 0Osszekapcsolodasa és gatlddnak az ezt kovetd foszforilacids
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Iépések is. A RIPK3 dimerizacidja a nekroptdzis egyik kritikus kulcsmomentuma ¢€s
publikacidk szerint a RIPK3 talzott mértékili expresszioja képes a spontdan RIPK3 oligomerek
képzodését és igy a nekroptozist indukalni. Munkéank soran bemutattuk, hogy a RIPK1 vagy a
RIPK3 overexpresszioja helyreallitotta a kaszpaz-9 hidnyos sejtek nekroptédzis érzékenységét
¢és képes volt a kaszpaz-9 altali szabalyozas megkeriilésére. Ismert, hogy az AURKA-GSK30
utvonal gatolja a nekroszéma Osszeszerelddését. Kisérleteinkben az AURKA-nak vagy a
szubsztratjanak, a GSK3B-nek a gatlasa helyreallitotta a nekroptozist a kaszpaz-9 hidnyos
sejtekben. Ez arra utal, hogy a kaszpaz-9 ¢és az AURKA altal iranyitott jelatviteli tvonalak
egymasra hatva szabalyozzdk a nekroptozist. Eredményeink szerint tehat sikertilt
azonositanunk a kaszpdz-9-cet, mint a nekroptdzis egy 1j, eddig nem ismert szabalyozojat,
mely igéretes terapids célpontként szolgalhat a sejthalalfolyamatok immunoldgiai

kimenetelének befolyasolasaban.
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banasmodban részesiilhettem, amiért az Intézet minden munkatarsanak koszonettel tartozom!

Sorrendiség allitasa nehéz és sok tekintetben nem is lehetséges. Halamat fejezem ki
sziileimnek a tanulmanyaim soran nyujtott timogatasukért, odaadd feleségemnek a tdmogatd
tirelméért az iddigényes munkak miatt és csodalatos fiaimnak Maténak és Balazsnak a sok-

sok szeretetért és az élet értelméért!

A kutatdss az UNKP-20-4, EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009, GINOP-2.3.2-15-2016-00050 és NKFIH
125224 projektek tamogatasaval és a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési €s Innovacios Alap, valamint az Innovacios

¢és Technologiai Minisztérium tdmogatasaval valosult meg.
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