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Gyakran el6fordulo roviditések jegyzéke

4HBD: Four-helix bundle domain

AIF: Apoptosis-inducing factor

ALS: Amyotrophic lateral sclerosis

AIM2: Absent in melanoma 2

AP-1: Activator protein 1

Apaf-1: Apoptotic protease activating factor 1
AURKA: Aurora kinase A

Bad: Bcl-2-associated death promoter

Bak: Bcl-2 homologous antagonist/killer
Bax: Bcl-2-associated X protein

Bel-2: B-cell lymphoma 2

Bcl-2A1: Bcl-2-related protein Al

Bcl-2L10: Bcl-2-like protein 10

Bcel-w: Bcl-2-like protein 2

Bel-xL: B-cell lymphoma-extra large

Bcl-G: Apoptosis facilitator Bcl-2-like protein 14
BH: Bcl-2 homology domain

Bid: BH3 interacting-domain death agonist
Bim: Bcl-2-like protein 11

Bik: Bcl-2-interacting killer

BIR3: Baculovirus inhibitory repeat domain 3
Blk: B Lymphoid Tyrosine Kinase

Bmf: Bcl-2-modifying factor

Bok: Bcl-2 related ovarian killer

CARD: Caspase recruitment domain

CDK1: Cyclin-dependent kinase 1

cGAS: Cyclic GMP-AMP Synthase

cIAP1: Cellular inhibitor of apoptosis protein-1
clAP2: Cellular inhibitor of apoptosis protein-2
CK2: Casein kinase 2

CHX: Cycloheximide

DCC: Deleted in colorectal cancer

CYLD: Cylindromatosis

DAMP: Damage-associated molecular pattern
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DD:
DEFCAP:
DISC:
DYRKIA:
ERK1:
ERK2:
EPEC:
FADD:
FasR:
FasL:
Flipr:
GSK38:
HAX-1:
HBXIP:
HECTD3:
HIV-1:
HMGBI:
Hrk:
HSP:
HSV-1:
HSV-2:
HtrA2:
IFNy:

IR:

IRF:
JAK1:
JNK:
IKK:
IKKa:
IKKp:
LPS:
MAPK:
MCL1:
MCMV:
MLKL:

Death domain

Death effector filament-forming Ced4-like apoptosis protein
Death-inducing signaling complex

Dual-specificity tyrosine phosphorylation-regulated kinase 1A
Extracellular signal-regulated kinase 1

Extracellular signal-regulated kinase 2
Enteropathogenic E. coli

Fas-associated death domain protein

Fas receptor

Fas ligand

FLICE-like inhibitory protein, long isoform

Glycogen synthase kinase 3 beta

HS-1-associated protein-1

Hepatitis B X-interacting protein

HECT domain E3 ubiquitin protein ligase 3

Human immunodeficiency virus type 1

High-mobility group protein 1

Harakiri

Heat shock protein

Herpes simplex virus 1

Herpes simplex virus 2

High temperature requirement protein A2

Interferon gamma

Ischemia-reperfusion

Interferon regulatory factor

Janus kinase 1

c-Jun N-terminal kinase

IxB kinase

Inhibitor of nuclear factor kappa-b kinase subunit alpha
Inhibitor of nuclear factor kappa-b kinase subunit beta
Lipopolysaccharide

Mitogen-activated protein kinase

Bcl-2-like protein 3

Mouse Cytomegalovirus

Mixed lineage kinase domain-like protein
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MK2:

MYDS8:

NAC:
Necl:
NEMO:
NF-«B:
NSA:
Optn:
PAMP:
PELII:
PKA:
PKCC:

PMAIPI:

PPM1b:
PUMA:
RHIM:
RIG1:
RIPK1:
RIPK3:
SDS:
SM:
SMAC:
SODD:
SP1:
STATI:
STING:
STUBI:
TAB:
TAKI:
TetO:
TetR:
TIR:
TIRAP:
TNF:
TNFR:

Mitogen-activated protein kinase (MAPK)-activated protein kinase 2
Myeloid differentiation primary response 88
NACHT- and CARD-containing protein
Necrostatin-1

NF-«B essential modulator

Nuclear factor-kb

Necrosulfonamide

Optineurin

Pathogen associated molecular pattern

Pellino E3 Ubiquitin Protein Ligase 1

Protein kinase A

Protein kinase C zeta
Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1
Protein phosphatase 1 b

p53 upregulated modulator of apoptosis

RIP homotypic interaction motif

Retinoic-acid inducible gene I
Receptor-interacting protein kinase 1
Receptor-interacting protein kinase 3

Sodium dodecyl sulfate

Sclerosis multiplex

Second mitochondria derived activator of caspase
Silencer of death domain

Specificity protein 1

Signal transducer and activator of transcription 1
Stimulator of interferon genes

STIP1 homology and U-Box containing protein 1
TAKI1-binding protein

Transforming growth factor beta activated kinase-1
Tetracycline operator

Tetracycline repressor

Toll/interleukin-1 receptor homologous region
TIR domain containing adaptor protein

Tumor necrosis factor

Tumor necrosis factor receptor
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TLR2:
TLR3:
TLR4:
TLRS:
TLRO:
TRADD:
TRAF2:
TRAFS:
Trail:
TrailR:
TRAM:
TRIF:
TUCAN:
TWEAK:
UNCS5B:

UDP-GIcNAc:

UHRFI:
VICA:
vIRA:
VV:
WNV:
XIAP:
ZBP1:

Toll-like receptor 2

Toll-like receptor 3

Toll-like receptor 4

Toll-like receptor 5

Toll-like receptor 9

TNF receptor associated death domain

TNF receptor associated factor 2

TNF receptor associated factor 5

TNF-related apoptosis-inducing ligand

TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor
TRIF-related adaptor molecule
TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f§
Tumor-up-regulated CARD-containing antagonist of caspase nine
TNF-related weak inducer of apoptosis

Unc-5 netrin receptor B

Uridine diphosphate N-acetylglucosamine
Ubiquitin-like PHD and RING finger domain-containing protein 1
Viral inhibitor of caspase-8 activation

Viral inhibitor of RIP activation

Vaccinia virus

West Nile virus

X-linked inhibitor of apoptosis protein
Z-DNA-binding protein 1



1.  Bevezetés

Régota ismert, hogy a sejtproliferacio €s a sejthalal szabalyozésa, egyensulyban tartasa
minden soksejtli ¢l6lény szamara létfontossagl. A nem apoptotikus alternativ sejthalél
utvonalak megismerése egyre nagyobb hangsulyt kap olyan betegségek kezelésében, mint a
neurodegenerativ korképek, autoimmun folyamatok, talzott gyulladéssal jar6 allapotok vagy a
kiilonféle daganatos megbetegedések. A programozott nekrdzis vagy nekroptozis egy szigoru
program szerint lejatszodd, immunogén sejthalalforma. Az eddigi nemzetkdzi eredmények
alapjan viszonylag jol ismert az extrinsic apoptozis €s a nekroptdzis kapcsolata, azonban a
mitokondrialis apoptozis és a nekroptdzis kapcsolatardl jelenleg nagyon kevés adat all a
rendelkezésiinkre. Bar a kaszpaz-8 tobb szubsztratjat irtdk mar le, mint a nekroptdzis kritikus
regulatorat, azonban a legismertebb kaszpaz-8 célpontok, a downstream kaszpéazok funkciojat
nekroptdzis sordn szinte alig vizsgaltak.

Munkénk soran a mitokondridlis apoptdzis inicidtor kaszpazanak, a kaszpaz-9-nek a
szerepét vizsgaltuk a nekroptozis jelatvitelében. Kisérleteink soran human és egér eredetii
kaszpaz-9 deficiens sejtvonalakat hasznaltunk fel, melyekben a nemzetkozi szakirodalomban
sz¢éleskorlien hasznalt stimulusokat alkalmazva indukaltunk nekroptézist tobb sejthaldl- és
mintdzatfelismerd receptor aktivaldsaval. A kaszpaz-9 jelatvitelben betoltott helyének és
szerepének vizsgalata soran immunprecipitacio segitségével sikeresen azonositottuk a kaszpaz-
9 interakcios partnereit, valamint ezt kovetden meghataroztuk, hogy a jelatvitel mely 1épései
bizonyultak kaszpaz-9 fliggének. A nekroptdzis kulcsmolekuldinak overexpresszidjaval
in vivo is igazolni tudjuk 1étrehoztunk egy egyedi, hasnyalmirigy acinar sejt specifikus kaszpaz-
9 hianyos transzgenikus egértdrzset, melyekben 0Osszehasonlitottuk a cerulein indukalt
pankreatitisz stulyossagat a vad tipust egerekhez képest.

Esszerli és logikus feltételezés, hogy a kiilonféle sejthalalformak kozotti atmenet a
kozottiik 1évo kozos molekuldikon keresztiil valosul meg, igy a kaszpaz-9 — mely esszencialis
szerepet tolt be a mitokondriélis apoptozisban és eredményeink szerint a nekroptdzisban is —
igéretes célpontként szolgalhat minden olyan korkép kezelésében, ahol az apoptozis-

nekroptozis atmenet szabalyozasanak zavara figyelhet meg.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A sejthalalrol szabadon

A sejthalalt kozvetitd jelpalydk a kezdeti iniciacids 1épéseket kovetden irreverzibilis
folyamatokat eredményeznek. Ez lehet egy erdteljes kaszpaz aktivacid, a mitokondrialis
membranpotenciadl 0sszeomlasa vagy pedig a mitokondrium kiilsé membranjanak teljes
permeabilizacioja. A Nomenclature Committee on Cell Death szerint azon sejtek tekinthetok
halottnak, melyeknél az alabbi molekuléris 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 ¢letfolyamatokhoz gyakorta sziikséges. Az apoptdzis példaul éallanddan zajlod
fiziologias folyamat, melynek feladata, hogy eltavolitsa azokat a sejteket, melyek mar
betoltotték funkcidjukat (szoveti turnover, embriogenezis), melyek funkcidképtelenek vagy
veszélyt jelentenek a szervezet tobbi sejtjére (limfocitaérés, autoreaktiv T-limfocitdk
eliminalasa). Az emberi szervezet kozel 103 — 10'* sejtjébél naponta koriilbeliil 10! — 10'? hal
el, illetve cserélddik tjonnan keletkezd sejtekre.!!

Azok a sejtek, melyeket extrém fizikai (nyomas, hdmérséklet vagy ozmotikus stressz),
kémiai (extrém pH) vagy mechanikai hatdsok érnek, nem szabalyozott modon pusztulnak el.>*
Sejtszerkezetiik menthetetleniil kérosodik, emiatt maga a sejthaldl nem elkeriilhetd, a sejt
teljesen passziv elszenveddje a torténéseknek. A legtobb esetben azonban, maga a folyamat egy
jol irdnyitott, jelatviteli molekuldk, valamint kontroll mechanizmusok altal finomhangolt
program szerint megy végbe, mely befolyasolhatd (gyorsithatd vagy késleltethetd)
farmakologiai 4gensek vagy genetikai beavatkozasok 4ltal.l”! Ilyen, tigynevezett szabalyozott

sejthaldl kialakulhat teljesen fiiggetleniil az intra- vagy extracellularis kdrnyezeti faktoroktol,

crcr

folyamatok kiemelt fontossaguak az embrionélis fejlddés és a normal szdveti turnover soran.[®-

81 Masrészrol szabalyozott sejthaldl kialakulhat a belsé vagy kiilsé mikrokdrnyezetbdl eredd
stimulusok altal is, melyek specifikus receptorok aktivaciojaval jelatviteli folyamatokat
inditanak el.[*”!]

Immunolégiai kimenetelt tekintve a sejthalal lehet pro- vagy antiinflammatorikus,

%101 Az apoptdzis dominancidja a nekroptozis felett

illetve tolerogén vagy immunogén.
fiziologias koriilmények kozott biztositja a tolerogén kimenetelt, valamint, hogy ne

alakulhasson ki gyullad4ds. Amennyiben azonban ez a dominancia valami miatt nem johet 1étre,

-8-



ugy a nekroptotikus sejtekbdl kiszabaduld veszélyszigndlok képesek aktivalni az adaptiv
L osa [11,12]

Az utobbi 20 év sejthalalkutatasainak eredményeképpen szamos apoptdzistol fiiggetlen

szabalyozott sejthalalformat fedeztek fel és kiilonitettek el morfologiai sajatsagaik és

molekularis mintazatuk szerint.!>:!3

2.2. A nekroptoézis

A programozott nekrdzis vagy nekroptdzis egyike az utobbi években felfedezett
sejtduzzadas, a sejtmembran felszakadasa, damage-associated molecular pattern (DAMP)
kiszabadulas és gyulladas jellemzi. Mechanizmusaban pedig klasszikus szabalyozott sejthalal,
mivel receptor aktivacié indukalja, aminek kovetkeztében egy jelatviteli platform szerelddik
Ossze, ami mixed lineage kinase domain-like protein (MLKL) oligomerek kialakuldsahoz,

membranokba torténd épiiléséhez és poérusok keletkezéséhez vezet.'V]

A jelenlegi
szakirodalomban szamos nekroptézist kivaltani képes tényezd ismert. Ilyenek példaul a
sejthalél 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, adhézios receptorok aktivacioja,
illetve sok tumor terdpidban hasznalt szer (példaul mitoxantrone, ciszplatin, dasatinib,
shikonin, GX15-070).1">161' A kérokozokhoz asszocialt molekuldris mintdzatokrol is ismert,
hogy képesek nekroptodzist indukalni bizonyos receptorokon keresztiil: duplaszali 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) titvonalon, vagy a
Z-DNA-binding protein 1 (ZBP1, mas néven DAI) receptoron keresztiil, illetve a retinoic-acid
inducible gene I (RIG-1) receptorokokrdl is ismert, hogy képesek bekapcsolni a nekroptotikus
programot.[”]

A kiilonféle receptorok nekroptotikus jelatvitele, bar egymastol sokszor eltérd 1épéseken
¢s molekulakon keresztiil valosul meg, de végsd soron egy kdzds pontba jut el, nevezetesen a
receptor-interacting protein kinase 1 (RIPK1) és RIPK3 6sszekapcsolodasdhoz. 3191 A két
kinaz ezt kovetden konformaciovaltozason és foszforilacion esik at, melynek eredményeképpen
aktivalodnak. Ez elofeltételként szolgal egy masik fehérje, az MLKL komplexbe torténd
épiiléséhez, mely ezt kdvetden szintén foszforilalodik, aktivalodik és oligomereket képez.[*”!

Az igy létrejové MLKL oligomerek a kovetkezd 1épésben levalnak a komplexrdl és a

membranokba agyazédva porusokat hoznak létre.l*!! Ennek kovetkeztében folyadék és ionok



szabad aramlasa figyelhetd meg a sejt és kornyezete kozott. Az igy 1étrejové ozmotikus stressz
vezet a nekroptozis jellemzd morfolégiai valtozasaihoz.??!

A nekroptozis elofeltétele a kaszpaz-8 hianya, enzimaktivitdsanak gatlasa, vagy a
prokaszpaz-8 aktivacidjaban részt vevo Fas-associated protein with death domain (FADD)
defektusa.®?3! A kaszpaz-8 ugyanis az apoptézisban betdltdtt funkciéjan tal, a nekroptozis
negativ szabalyozojaként is ismert. Aktivacidjat kovetden elhasitja a nekroptozis
kulcsmolekuléit, a RIPK1 és RIPK3 kinazokat, ezéltal biztositva az apopt6zis dominanciajat a
nekroptozis felett.?*2%) Kaszpazaktivitds hianyaban a RIPK1-RIPK3 &sszekapcsolodik, és
megalkotjak a nekroszéma nevii fehérjekomplexet, mely a nekroptozis jelatvitel lentebbi
lépéseit koordinalja.l'>l A kaszpazok enzimaktivitisa sokféle modon gatolhatod, példaul
genetikusan (mutaciok vagy RNS interferencia), farmakolégiailag (Z-VAD, Z-DEVD),
bizonyos patogének (HSV-1, MCMYV, Shigella felxneri) altal, illetve gyakran megfigyelhetd
tumorokban is.!?7?!

Munkank soran f6képp a sejthalal receptorok ligandjai (FasL, TNF, Trail) altal kivaltott
nekroptozist vizsgaltuk. Ezen receptorok mind a tumor nekroézis szupercsaladba tartoznak, és a
sejthalal kivaltasan kiviil szerepilk van a sejtproliferacidban ¢és a differencidcios
folyamatokban.?% Szerkezetiiket tekintve egy extracellularis ligandk6té, egy transzmembran

B A receptor

¢s egy intracellularisan elhelyezkedd haldldoménbdl (death domain, DD) éallnak.
aktivaciojat a specifikus ligand bekotddéseként 1étrejovo receptor oligomerizacio valtja ki, ami
elinditja a jelatviteli kaszkadot. Ezt a TNF receptor példajan szeretném részletesen is bemutatni,
mert ez a legjobban ismert és bizonyitott az irodalomban. A Fas és Trail receptorok
szignalizaciojanak kezdeti partnerei némiképp kiillonboznek a TNFR-t6l, de a RIPK1-RIPK3

kapcsolodasa, és az ezt kovetdé downstream 1épések mar mindenhol megegyeznek.

2.3. A TNF receptor jelatvitele
2.3.1. Iniciacios lépések

Jelenlegi ismereteink szerint a TNF receptorarhoz vald kotddése a jel fliggvényében,
vagyis az intracellularis jelatviteli partnerek aktivitasanak és elérhetéségének allapotatol négy
jelatviteli kaszkad aktivacidjahoz is vezethet. Ezek kozott ott talaljuk a sejtaktivacioért felelds
NF-«kB utvonalat, a RIPK1 fiiggd ¢és fiiggetlen extrinsic apoptozist — mely antiinflammatorikus
¢és tolerogén moddon vezet a sejt eliminalasdhoz — illetve a gyulladaskeltd és immunogén

nekroptozist is (1. abra).[!]

-10-



TNF| | TNFR1 Plasma membrane |

{UBAC \\\{ / Gyiasol
. z
comple: A L :’/

: Li >
Canonical NF-xB m K m Sl TRADD- and RIPK1-dependent complex |
activation REMO) ~ (TABZTAB3) UbiquitinOp TRADD'
IPK

IKK complex @ |F’K);OO Lys?
Lyso3 — TRAF2 and TRAFS

o 1
.@ [®) oo clAP1 and ~ ” . | Non-canonical
@FIZ\ gtz \ o q - @T *| NF-kB activation
_}’ Lys6 2

3 Jﬁm\ @1

TRADD-dependent RIPK3/MLKL-dependent RIPK1-dependent
complexlla

(necrosome) complex |lb (ripoptosome)
)

n

Plasma membrane
associated

0
At el o
Regulated necrosis
'— <y CJ T

1. 4bra | A TNF receptorbél indulé atvonalak irinya hatarozza meg a sejt sorsat.'S’SA TNF bekotédése a
receptor oligomerizacidjat, igy aktivacidjat valtja ki, ami intracellularisan egy tobblépcsds folyamatban a RIPK1
kapcsolodasdhoz és ubiquitinacidjahoz vezet. A poliubiquitinalédott RIPK1 megkdti az NF-xB utvonal
aktivacigjaért felel6s NEMO-t, ami végiil tulélési €s mas sejtaktivaciot kovetd gének atirddasahoz vezet (komplex
I). A sejtaktivaciot kovetden a jelatviteli platform levalik a receptorrol, a komplex I komponenseire esik szét,
melyek ezt kdvetden mas komplexek, mint példaul komplex ITa (RIPK1, TRADD, FADD, FLIP) létrehozasédban
vehetnek részt. A kompex Ila kialakuldsa a prokaszpaz-8 fehérjék bekdtddéséhez, aktivacidjahoz, ezaltal az
apoptozishoz vezet, valamint ezt kdvetéen nekroptotikus fehérjék elhasitasahoz is. A deubiquitinazokrol ismert,
hogy a poliubiquitin lanc lehasitasaval destabilizalhatjdk a komplexet I-et, mely szintén a komplex Ila
Osszeépiiléséhez vezethet. A RIPK1 ubiquitinacios defektusai (IAP-ok deficiencidja vagy gatlasa) a RIPKI,
RIPK3, FADD, FLIP. és prokaszpaz-8 vagyis a komplex IIb kialakulasat indukalja, mely a prokaszpaz-8
aktivacigjan keresztiil szintén apoptozis létrejotthez és a nekroptézis gatlasahoz vezet. Ha a prokaszpaz-8
aktivacioja nem valdésulhat meg, akkor a RIPK1 a RIPK3-hoz kapcsolodik, mely mindkét fehérje
foszforilacigjahoz, a nekroszoma (komplex Ilc, mely az abran RIPK3/ MLKL-dependent (necrosome) feliratként
szerepel) létrejottéhez és nekroptdzis kialakulasahoz jarul hozza.

A TNF bekotddésének hatdsara a receptor trimerizalodik és konformacio-valtozast
szenved, aminek kovetkeztében a haldldomén;jérdl (DD) levalik annak gatlo fehérjéje, a silencer
of death domain (SODD).I’?l A gatlas alol felszabadult receptorhoz kétédik a TNF receptor
associated death domain (TRADD), ami magihoz toborozza a RIPK1, a TNF receptor
associated factor 2 (TRAF2) és TRAFS fehérjéket.**] A TRAF2 a cellular inhibitor of apoptosis
protein-1 (cIAP1) és cIAP2 E3 ubiquitin ligdzokat is a komplexhez kapcsolja.l'®! A cIAP1
poliubiquitinalja (K63-as ubiquitin lancot alkotva) a RIPK1-et annak 377-es lizinjén keresztiil,
ami igy mar scaffoldként szolgal a transforming growth factor-p (TGF-f)-activated kinase 1
(TAK1) kinaznak és a vele komplexben 1évé TAKI-binding protein (TAB) fehérjéknek,
valamint az IKK komplexnek is, mely az aldbbi tagokbol all: inhibitor of nuclear factor kappa-
b kinase subunit alpha (IKKa), IKKp és az NF-kappa-B essential modulator (NEMO).# Ezek
a fehérjék foszforilacids és ubiquitinacios 1épéseken keresztiil aktivaljadk a mitogén-aktivalt
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protein kinazokat (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 til még az NF-xB utvonalat is
bekapcsoljak.*>) Ez az tgynevezett I-es tipusi komplex, mely sejtaktivaciot, gyulladasi
citokinek szintézisét és tulélési szignalokat kdzvetit.[!!

Az NF-xB kaszkad aktivacigjat kovetden idével a TNF receptorbdl érkezd jel
lecsendesedik, az intracellularis jelatvivé komplex internalizalodik és komponensekre esik
sz6t.3%1 Ez lehetdséget teremt egy mds tipusti kompex, a komplex Ila kialakuldsanak, ahol a
TRADD a FAS-associated death domain proteinnel (FADD), a FLICE-like inhibitory protein
hosszt izoformajaval (FLIPL) és a prokaszpaz-8-cal képez egységet.’’] Ez a komplex a
prokaszpaz-8 homodimerizacidjan, majd pedig hasitdsan és igy aktivalédasan keresztiil az
apoptozis irdnyaba tolja el a folyamatot, valamint a RIPK1 és a RIPK3 proteolitikus
inaktivaciojan keresztiil meggatolja nekroptézis elindulédsat, biztositva, hogy két sejthaldl
program ne futhasson parhuzamosan.*® Ismert tovibb4, hogy nemcsak az aktiv kaszpaz-8 litja
el ezt a feladatot, hanem mar a komplex Ila 6sszeszerelodésekor a Flipr €s a prokaszpdz-8 is
heterodimert képezve, hasonld modon képes hasitani a RIPK 1-et és a RIPK3-at.*®3%1 A kompex
Ila medidlta apoptdzist az esetek nagy részében az aktivalodott NF-xB utvonal a FLIPL

(36491 Tly modon a sejtek

expresszidjan és a RIPK1 K63-as ubiquitinacidjan keresztiil gatolja.
normal esetben védettek a TNF indukalt apoptozissal szemben, mely csak akkor johet 1étre, ha
a FLIP. expresszidja gatolt, példaul fehérjeszintézis gatld — cycloheximide (CHX) — vagy IKK
inhibitorok addsakor, valamint ha a RIPK1 ubiquitindciéja nem valdsulhat meg. Ez utdbbi
elérhetd a TRAF2 leiitésével, de tobb ubiquitinazrol (CYLD, A20) is leirtdk, hogy bizonyos
NF-kB komponensek deubiquitindciojaval képesek megakadalyozni az NF-kB tutvonal
aktivaciojat.l4!l

A RIPK1 deubiquitinacidja megfigyelhetd akkor is, mikor a mitokondridlis second
mitochondria derived activator of caspase (SMAC) Osszekapcsolddik a cIAP1 és cIAP2
fehérjékkel és aktivalja az E3 ubiquitin ligdz aktivitasukat, ami e fehérjék autoubiquitinacidjat
és igy proteolitikus degradaciojat idézi eld.1*>*! Ez a hatas el8idézhetd IAP antagonistak (vagy
SMAC mimetikumok) alkalmazasaval is. Ekkor egy mas Osszetételli alternativ komplex, a
komplex IIb szerelddik dssze, melyben a TRADD helyett a RIPK 1 kapcsolja 6ssze a FADD és
prokaszpaz-8 fehérjéket, aminek eredményeként RIPK1 fliggd apoptdzis jon létre. Az ekkor
osszeszerel6dé komplex IIb-re gyakran ripoptoszomaként hivatkoznak.**) Meg kell emlitenti,
hogy a RIPK1 IAP-ok &ltali ubiquitinacidjanak nem csak az NF-kB tutvonal aktivalasa a
feladata, hanem hogy gatolja a prokaszpaz-8 és a FADD RIPK1-hez val6 kotodését is, ezaltal

az apoptozis aktivaciojat.*¥! gy tehat a RIPK1 ubiquitinacidja a ripoptoszoma létrejottének és
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aktivacigjanak is fontos szabalyozasi eleme, amiben fontos szerepiikk van a kiilonféle
deubiquitinazoknak (A20, CYLD).[*"]

Ezeken tilmenden nekroptozis is kialakulhat, de pillanatnyi tudasunk szerint csak abban
az esetben, ha a RIPK1 deubiquitinalva, a kaszpaz-8 pedig gatolva van. Ekkor johet csak 1étre

a nekroptozis jelatviteléért felelés nekroszoma (komplex IIc).!

2.3.2. Nekroszoma és a downstream lépések

A nekroptézisban kulesszerepet jatszd RIPK1 és RIPK3 kindzok koziil mindkettd
rendelkezik egy-egy C-terminalison elhelyezked6 16 aminosavbdl 4ll6 RIP homotypic
interaction motif (RHIM) doménnel.[**) Nekroptotikus stimulusokat kovetden tobb RIPK1 és
RIPK3 fehérje kapcsolodik Ossze oligomereket képezve ezen doménjiikon keresztiil és egy
amyloid szerli mikrofilamentdézus komplexet hoznak létre, mely a nekroszoma strukturalis
gerincét alkotja.l*”) Bar széles korben elfogadott a RIPK 1 és RIPK3 fehérjék oligmerizaciodja és
az azt kovetdé multimer filamentdzus halozat kialakuldsa, az egyelére nem teljesen tisztazott,
hogy ezen halozat kialakitasdban milyen aranyban vesz részt a két kinaz. 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).**% Bar mindkét fehérje rendelkezik egy N-termindlis kindz
doménnel, jelenlegi tudasunk szerint a RIPK1 csak 6nmagat képes foszforilalni, mig a RIPK3
bar néhany esetben leirt, hogy képes a RIPK1 foszforilaciojara, nekroptdzis szempontjabodl a
sajat maga, valamint az MLKL foszforilacidja az esszencialis.>!?! Ezek ellenére katalitikusan
inaktiv RIPK1-et expresszalod sejtekben, vagy RIPK1 gatlokkal (necrostatinokkal) torténd
eldkezelést kdvetden nem vélthato ki sejthalalreceptor indukalta nekroptozis.5>34 A katalitikus
aktivitdson tul, a RIPK3 kinaz doménje interakcios részként is funkcional a RIPK3-MLKL
interakcié soran.*> Az MLKL egy pszeudokiniz, mely egy N terminalison elhelyezkedd
oligomerizdcidban ¢és plazmamembranokkal valod asszocidcidban kulcsszerepet jatszé four-
helix bundle doménbdl (4HBD), egy C termindlis pszeudokinaz doménbdl, valamint a kettot
osszekotd kapocsrégiobol all.’%1 A pszeudokindz domén, ahogy a neve is sugallja, bar
topoldgiailag hasonlit egy klasszikus fehérje kindz doménre, de a katalitikus aktivitdshoz
szlikséges kulcsaminosavak hidnya miatt nem képes kinazként funkciondlni. A RIPKI és
RIPK3 fehérjékkel szemben, melyek kindz aktivitasa esszencidlis nekropt6zis soran, az MLKL
pszeudokindz doménje interakcids doménként tolt be fontos szerepet, oly mdédon, hogy az
MLKL-RIPK3 kapcsolat az MLKL pszeudokinaz és a RIPK3 kinaz doménjén keresztiil valosul
meg.’”) Ezek mellett még fontos 6nszabalyozasi funkciot is betdlt, ugyanis ez a domén tartja
foszforilacié hidnyaban inaktivan a fehérjét, ugy, hogy a 4HBD-vel kapcsolddva, azt a fehérje

belsejében tartja. Nyugalmi allapotban az MLKL monomerként helyezkedik el a
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citoplazmaban, azonban a RIPK3 altal végzett foszforilaciot kovetden, mely huméan sejtekben
357-es treoninon €s a 358-as szerinen valdsul meg, az MLKL aktiv konformécidba keriil. Ennek
eredményeként a 4HBD kikeriil a molekula felszinére, ami igy mar képes a membranokban
jelen 1év@ foszfatidilinozitol-foszfat csoportokhoz kotédni.[*®! Fontos 1épés még a foszforilaciot
kovetden az MLKL-ek oligomerizacidja, melynek sordn ezen fehérjék egér sejtekben
jellemzden trimerekbe, mig human sejtekben tetramerekbe allnak 6ssze, de megfigyeltek mar
magasabb szervezddési szinteket is (hexamerek, oktamerek és polimerek).215831 Az
aktivacion €s oligomerizacion atesett MLKL-ek ezt kdvetden levalnak a nekroszémarol és a
membranokhoz transzlokalédnak, ahol porust formalnak.?>% Az igy 1étrejovd viz és ion
bearamlas hatasara 6sszeomlik a sejt ozmotikus homeosztazisa, ami a sejt duzzadasédhoz és a

nekrdzisra jellemz6 morfologiai valtozasokhoz vezet.!?!2261]

2.4. A Toll-like receptorok és szerepiik a nekroptozisban

A sejteket ¢érd stresszhatasok, karosodasok ¢és fertdézések felismerésében
nélkiilozhetetlen szerepiik van a mintazatfelismerd receptoroknak. Ezen fehérjék képesek a
patogén mikroorganizmusokra jellemzé evoluciosan konzervalt patogén asszocialt molekularis
mintazatok (PAMP) és a sajat sejtekbdl sériilés vagy mas események hatasara kiszabadulo
DAMP-ok felismerésére is. Az emldsok sejtjei altal expresszalt mintazatfelismerd receptorok
kozé tartoznak a TLR-ek, RIG-1 receptorok, Nod-like receptorok, AIM2-like receptorok, C-
tipusu lektin receptorok, valamint szamos intracellularis DNS szenzor is (példaul cGAS-
STING ttvonal vagy ZBP1/ DATI). [62-64]

A Toll-like receptorcsalad jelenlegi tudasunk szerint emberi sejtekben 10 tagbol all
(TLR1-TLR10), mig egerekben 12 féle receptor expresszalédhat (TLRI1-TLR9, TLRI11-
TLR13).1¢] Elhelyezkedésiik szerint megkiilonboztetiink sejtfelszini receptorokat (1, 2, 4, 5, 6,
¢s 10), melyek jellemzéen a patogének sejtfalat vagy membranjat alkotd lipideket,
lipoproteineket vagy fehérjéket ismerik fel, valamint megtalalhatéoak intracelluldris
vezikulumokban is (3, 7, 8, 9, 11, 12, 13), melyek ligandjai jellemzden viralis vagy bakterialis
egy- illetve kétszalu nukleinsavak, de képesek patoldgids allapotokban (példaul
autoimmunitiasban) megjelend sajat nukleinsavak felismerésére is.[%®)  Strukturalisan
tartalmaznak egy patko alakl, leucingazdag ismétléseket tartalmazd ligandkotésért felelos
ektodomént, egy transzmembran domént és egy jelatvitelért felelds Toll €s I1-1 receptor (TIR)
domént.[”l PAMP vagy DAMP felismerést kovetden TIR domént tartalmazo adaper fehérjéket
toboroznak, mint példaul myeloid differentiation primary response 88 (MYDS88), TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon-f3 (TRIF), TRIF-related adaptor molecule (TRAM) vagy
TIR Domain Containing Adaptor Protein (TIRAP, mas néven MAL) melyek aktivalva az
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Nf-Kb, IRF és MAP kinaz utvonalakat végiil citokinek, kemokinek és I-es tipust interferonok
rendelkez0 adaptereket hasznalnak. A TLR3 kivételével, mely a TRIF-et hasznélja, minden mas
tag az MYD88-on keresztiil kdzvetit a jelatvitel soran. A TLR4 pedig az egyetlen, ami képes
mindkét utvonal bekapcsoldsara, amihez nélkiilozhetetlen a két hidként szolgald adapter, a
TIRAP és a TRAM.

A sejthalélreceptor indukalt nekroptozis soran a RIPK1 és RIPK3 kindzok a RHIM
interakcios doménjiikon keresztiil kapcsolodnak és hozzak 1étre a nekroszomat. Azonban rajtuk
kiviil még mas fehérjék is rendelkeznek RHIM doménnel, mint példaul a TLR3 és TLR4
jelatvitelében kozremitkodo TRIF, vagy pedig ZBP1/DAI intracellularis DNS szenzor, igy ezek
a fehérjék képesek inicialni egy ugynevezett nem klasszikus nekroszéma dsszeépiilését.[9711 A
duplaszali RNS aktivalta TLR3 vagy LPS aktivalta TLR4 altal megkotott TRIF képes
kapcsolodni RHIM doménjén keresztiil a RIPK1-gyel és a RIPK3-mal. Kaszpaz-8 aktivitas
hianydban ez a kapcsolat a két kindz aktivaciojahoz és a nekroszoma Osszeépiiléséhez
vezet.?>7?] A kaszpaz-8 azonban képes a RIPK1, RIPK3, CYLD mellett a TRIF hasitdsara is.
Erdekes tény, hogy bizonyos sejtekben (fibroblasztok, endotél sejtek) TLR3 aktivaciojakor
kialakul6 nekroptozis soran nincs sziikség a RIPK 1 enzimaktivitdsara és aktivacidjara, ellenben
a RIPK3 aktivaciéja és oligomerizacidja elengedhetetlen.!’!! Mivel a TRIF a RIPKI-el
szemben nem rendelkezik kinaz aktivitassal, igy a RIPK3-TRIF interakcié ebben az esetben
valamilyen més modon vezet a RIPK3 aktivacidjdhoz, mint a RIPK1-RIPK3 komplex.

A virusok replikacioja és terjedése nagyban fiigg a megfertdzott sejt és a virus kozotti
interakcioktol. Az eukariota sejtekben szdmos virdlis replikaciot gatlo mechanizmus alakult ki
az evoluciod soran. Egy ilyen kontroll mechanizmus, hogy a megfert6zott sejtben aktivalodnak
a sejthalal utvonalak, ellehetetlenitve ezéltal a virusok szaporodasat. Elkertiild
mechanizmusként azonban a virusok gy adaptalddtak, hogy képesek kikapcsolni ezeket az
utvonalakat. Ragcsalo cytomegalovirus (MCMV) fert6zés soran példaul a viral inhibitor of
caspase-8 activation (VICA) viralis fehérje képes megakadalyozni a prokaszpaz-8 (igy pedig az
apoptozis) aktivacidjat, mig a viral inhibitor of RIP activation (vVIRA) mely egy RHIM domént
tartalmazé fehérje a RIPK3 és a ZBP1/DAI interakcidjanak (valamint sejthalalreceptor
aktivacié indukalta RIPK1-RIPK3 kapcsolat) gatlasdval a nekroptozist kapcsolja ki.l*!
Publikalt eredmények szerint vVIRA mutans MCMV fert6zés RIPK3 fliggd, de RIPK 1 fiiggetlen

nekroptdzis kialakulasdhoz vezetett.l”]
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2. 4bra | Egyes patogén mikroorganizmusok aktivaljak, masok gatoljak a nekroptézist.”! Az endoszoémalis
TLR3 (duplaszala RNS) vagy TLR4 (LPS) aktivaciojat kovetéen a TRIF adapter fehérjék receptorokhoz
kapcsolodasa lehetoséget teremt a RIPK1 és RIPK3 bekotddésének, ami kaszpdz-8 aktivitds hianyaban
nekroptdzishoz vezethet. A TRIF egy mas utvonalon az NF-kB ¢és az IRF3 transzkripcids faktorokat is képes
indukalni (nem szerepel az dbran). MCMYV fert6zés soran termel6dd vICA viralis fehérje felel a kaszpaz-8, mig a
vIRA a RIPK3 gatlasaért. A HSV-1 eredetii ICP6 fehérje megakadalyozza a prokaszpaz-8 és RIPK3 aktivacidjat.

Mas virusok is képesek a nekroptozis gatlasara, mint példaul a human herpes simplex
virus 1 (HSVI1) és HSV2, melyek RHIM doménhez hasonld részt kodold fehérjéket
expresszaltatnak (HSV1-ICP6, mig HSV2-ICP10), melyek emberi sejteken hozzakétddnek a
RIPK1 és RIPK3 kinazokhoz megakadilyozva ezzel az aktivacidjukat.[”! Egerekben és egér
eredetli sejtvonalakban azonban ennek ellentétét igazoltak, vagyis a HSV1 éltal kodolt ICP6 a
RIPK1-hez és RIPK3-hoz kapcsolodva azok oligomerizacidjat idézi eld, ami a nekroptozis
figyelhetd meg, valamint a RIPK1 leiitése részleges, mig a RIPK3 és az MLKL hidnya teljes
védelmet biztositott a HSV1 indukalt nekroptozissal szemben in vitro és in vivo kisérletek soran
is.”8 Ezek a kutatasok azt igazoljak, hogy mig egerekben a HSVI1-gyel szemben a
gazdaszervezet a sejt nekroptozisaval harcol a fertdzés lekiizdése érdekében, addig emberi
sejtek esetén a virus ugy adaptéalodott, hogy elkeriilje ezt a nekroptozis medialta replikaciod
gatlast. A virusok ezeken tul arra is képesek, hogy megakadalyozzdk a DAMP-ok
kiszabadulasat, illetve a DAMP-ok ¢és a PAMP-ok kotédését a mintazatfelismerd
receptorokhoz. Példaul a vaccinia virus A52R fehérjéje képes blokkolni a TLR2, TLR4 és
TLR9 jelatvitelét, mig a nyugat-nilusi virus NS1 fehérjéjérél kimutattdk, hogy a TLR3
aktivaciojat gatolja.[7-8"
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A virusokhoz hasonléan az intracellularis baktériumok szaporoddsanak sikere is
nagyban fligg a nekroptozis gatlasatol. Az enteropatogén Escherichia coli (EPEC) altal termelt
NleB1 glikoziltranszferaz a FADD ¢s RIPK1 haldldomének arginin oldallancainak
modositasaval inaktivalja ezen fehérjéket, ezaltal pedig gatolja mind az apoptdzis mind pedig
anekroptozis kialakulasat.®!! Az NleB1 fontossagét igazolja, hogy NleB1 deficiens EPEC torzs
képtelen volt kolonizalni a vékonybél epitél sejtjeit.[®?! Ez ravilagit arra is, hogy milyen fontos
a patogén baktériumok indukalta nekroptozis a fertézések megakadéalyozasa szempontjabol.
Ismert, hogy a TNF szekrécigja kiemelten fontos a makrofagok aktivacigjahoz és a
mycobacterium tuberculosis fertdzés lekiizdéséhez.!®¥ De stlyos fertdzés esetén ugyanakkor a
magas TNF koncentracio hatasara aktivalodik a makrofdgokban a RIPK1-RIPK3 ttvonal, ami
a sulyosan fert6zott makrofagok nekroptozisdhoz, igy a mikobaktériumok kiszabadulasdhoz
vezet.34

Kaszpéaz-8 vagy FADD hidnyaban az I-es ¢s II-es tipusu interferonokrol is leirtdk, hogy
képesek indukalni a RIPK1-RIPK3 &sszekapcsolodasat, valamint szamos sejtben bizonyos
citokinek autokrin termelése egy tovabbi szabalyozasi lehetdséget biztosit.[®>] Makrofagokban
példaul TLR3, TLR4 vagy TNF receptor aktivacio hatasara kialakuld nekroptdzisban leirtak az
I-es tipust interferon receptorok szerepét, tovabba TLR2, TLRS, TLRY ligandok adasa, vagy
etopozid kezelés autokrin TNF termeléshez vezetett, mely IAP antagonistdk vagy kaszpaz-8
hidnyaban érzékenyitette a sejteket a nekroptdzissal szemben.[3¢%"] Ezek alapjan jol l4thato,
hogy a nekroptozis aktivacidja és annak szabdlyozasa kiemelten fontos nem csak a

sejthaldlreceptorok aktivacidjakor, de a mintazatfelismerd receptorok jelatvitelében is.

2.5. A nekroptoézis szabalyozasa

A kiilonféle szabalyozott sejthalalfolyamatok megjelenése sziikségszerii velejaroja volt
eltdvolitasa, az intracellularis patogénekkel szembeni védekezés, tehat tulajdonképpen a
szervezet homeosztazisanak fenntartdsa mind elképzelhetetlen lenne e programok jelenléte
nélkiil. Amennyire sziikségesek a sejthalalprogramok a szervezet fennmaraddsanak érdekében,
annyira nélkiilozhetetlen ezek specifikus gatlasa is, amikor épp nincs rajuk sziikség.

Tobb mint 70 human molekulardl ismert, hogy szerepet jatszik a nekroptozis
szabalyozasaban a kulcsmolekulak expresszidjdnak kontrollalasatél kezdve, azok
poszttranszlacios modositasan at, egészen a molekuldk kozotti interakciok befolyasolasaig.'!

Az expresszids szabalyozas megvaldsulhat transzkripcids szinten, példaul a specificity
protein 1 (SP1) transzkripcids faktor elésegiti a RIPK3 expresszi6jat.®®) Az IFN-y indukalt
nekroptodzis soran pedig kimutattak, hogy megemelkedik a RIPK3 és az MLKL expresszioja,
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melyhez elengedhetetlenck a JAK1, STATI és IRF fehérjék.[®>47%1 A tumorképzddés soran
ismert, hogy az apoptdzis mellett mas sejthalalutvonalak is gatlodnak, mely egy fontos allomaés
a rakos sejt szabalyoz6 mechanizmusok aloli kiszabadulasanak. Tobbféle daganatban
kimutattak, hogy a RIPK3 promotere hipermetilalodik az ubiquitin-like PHD and RING finger
domain-containing protein 1 (UHRF1) fehérje altal, aminek eredményeképp eltiinik a sejtbdl a
RIPK3, ezaltal nem alakulhat ki nekroptézis.[0-%2]

A molekulak transzkripcios szabalyozasan tal fontos szabalyozasi szerepet kap ezen
fehérjék stabilitdsanak a biztositdsa is. A hdsokkfehérjék (heat shock protein-HSP)
apoptozisban betoltott gatld szerepe mar régota ismert, de az utobbi par évben kimutattak, hogy
fontosak mas sejthalalfolyamatok szabalyozasaban is. A HSP90, ko-chaperonjaval (CDC37)
komplexben képes megndvelni a nekroptézis kulcsfehérjéinek (RIPK1, RIPK3, MLKL) a
93-95]

stabilitasat.! Egy masik hosokkfehérje, a HSP70 viszont antinekroptotikus ¢&s

antiapoptotikus hatdssal bir, mert a taléld szignalt kozvetitd fehérjék (IAP-ok és cFLIP)
stabilitasat ndveli.d!

A jelatvitel gatladsa megvalosulhat a kulcsfehérjék hasitdsaval, vagy proteaszomalis
kaszpaz-8, illetve prokaszpdz-8 — FlipL heterodimer, melyek a RIPK1, RIPK3 ¢és a CYLD
hasitasaval meggatoljak a nekroptotikus program bekapcsolasat, ha az apoptdzis mar
inicialodott.[2697%8 A proteaszomalis lebontas elsé 1épése, a fehérjék kijeldlése ubiquitinacio
altal. Szamos K48 ubiquitin ligazt deritettek mar fel, melyek képesek ezen tutvonalra
determinalni a nekropto6zis kulcsfehérjéit, ezaltal gatolni a nekroptdzist: a RIPK1-et az A20, a
STIP1 homology and U-Box containing protein 1 (STUB1 mas néven CHIP), az optineurin
(Optn), a Triad3a; a RIPK3-at a STUBI, az Optn, a Pellino E3 Ubiquitin Protein Ligase 1
(PELI1); az MLKL-t pedig az Optn.*1%] Ezen ubiquitin ligazok leiitése vagy gatlasa szamos
in vitro és in vivo esetben szenzitizalt a nekroptotikus stimulusokkal szemben.

Bér a nekroszéma Osszeépiilésének és a jelatvitel tovabbhaladasanak eldfeltétele a
kozponti komponensek (RIPK1, RIPK3, MLKL) foszforilacioja, szdmos bizonyiték van arra
vonatkozolag, hogy ezeken tul mas pozicidkban is megvaldsulhat poszttranszlacios modositas,
mely elengedhetetlen a nekroptézis finomhangolasahoz (3. abra).

Nektoptotikus stimulust kovetéen a RIPK1 és RIPK3 6sszekapcsolodik, majd ezt
kovetden foszforilalodnak (human RIPK1 a 14-es, 15-0s, 161-es €s 166-0s szerineken, mig a
humén RIPK3 a 199-es, 227-es és 277-es szerineken).[!34194 A RIPK1 TAKI1 4altai atmeneti
foszforilacidja a 321-es szerinen RIPK1 fiiggetlen apoptdzishoz vezet, mig a 321-es, 332-es,
334-es és 336-os szerinek stabil foszforilacioja aktivalja a RIPK1-et.['% Az IKKo/IKKp

kinazok a 25-0s szerin, az MK2 a 321-es és 336-0s szerinek, mig egy eddig ismeretlen kindz a
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89-es szerin foszforilaciojan keresztiil képesek gatolni a RIPK1-et.5%1%-1111 A PELI a RIPK 1

crcr

elésegiteni a nekroptdzist, mig a RIPK3 ubiquitinacidja a 363-es lizinjén gatolja azt.l!12- 1141 A

RIPK1 ¢és RIPK3 o6sszekapcsolodasa és aktivacioja utan az MLKL is a komplexhez
kapcsoldodik, amit humén sejtekben a RIPK3 duplan foszforilal a 357-es treoninjan és 358-as

szerijén.Po601151 A7z MILKL 376-0s tirozinjanak foszforilacidjaval a TAM kinazok (Tyro3, AxI,

crcr

crer

képes elhasitani a RIPK 1-et a 324-es és RIPK3-at a 328-as aszparaginsava mentén.[>4-2¢]
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3. abra | A nekroszoma komponensek szerkezeti felépitése és poszttranszlacios szabalyozasa.['¥! A RIPK1
rendelkezik egy N termindlison elhelyezkedd kindz doménnel, egy C termindlison taldlhaté haldldoménnel és a
két régié kozott 1évé RHIM doménnel. A RIPK3 egy N terminalis kinaz és egy C terminalis RHIM doménbdl épiil
fel. Az MLKL egy C terminalis 4HB doménbdl, egy N termindlis pszeudokinaz doménbdl és a kettdt 6sszefogd
kapocsrégiobol all. Sziirke szin jeloli a foszforilacids, piros az ubiquitinacids és sarga az O-tipusi N-
acetilgliikdzamin moédositas helyeket. Az apoptdzis soran aktivalodod kaszpaz-8 az effektor kaszpazokon tul,
hasitja a 324-es aszparaginsavnal a RIPK1-et, mig a 328-as aszparaginsavnal a RIPK3-at, ezaltal megakadalyozza
a nekroptozis kialakulasat.

A sejtek elsddleges energia-és metabolitforrasaként ismert glilkdz harom utvonalon
hasznosulhat: a glikolizisben, a pent6z-foszfat tton, valamint a hexdzamin bioszintézis
utvonalon, mely utébbi végterméke az uridin difoszfo-N-acetil-gliikozamin (UDP-GIcNAc).
Ez egyrészt prekurzorként szerepel glikoproteinek, glikolipidek és proteoglikanok
bioszintézisében, valamint alapanyagként szolgal az O-GIcNAc traszferaz szamara is, mely

fehérjék (transzkripcios faktorok, kinazok €s mas enzimek) O-tipusu N-acetilgliikozamin
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modositasat végzi. Publikaciok szerint, p-N-acetil-glikézamin O helyzetii kotédése a
RIPK3 467-es treoninjan gatolta a RIPK1-RIPK3 hetero- ¢s a RIPK3-RIPK3 homo-interakciok
létrejottét, igy pedig gatolta a nekroptozis kialakulasat.[!!8]

A nekroszoéma komponensek aktivitasat és egymashoz vald kotddését ezeken til még
szdmos molekula szabalyozza fehérje-fehérje interakcidkon keresztiil (4. abra). Jelen kutatasi
téma szempontjabol a legfontosabbak ezek koziil azok a fehérjék, melyek nyugalmi allapotban
képesek kotddni a RIPK1, RIPK3 ¢s MLKL fehérjékhez. A kordbban mar emlitett HSP9O0-
CDC37 komplex mindharom kulcsfehérj¢hez képes kotddni megnovelve ezen fehérjék
stabilitdsat, féléletidejét.l”>31 A HSP9O gatldsa, vagy expresszidjanak csdkkentése a RIPK1,

RIPK3 és MLKL degradaciojat okozza és ily médon a nekroptdzis ellen hat.!!%:120]
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4. abra | A nekroszomat alkoto fehérjék interakcios szabalyozo partnereil'® A nekroptozis jelatvitelében

JTRX1

szamos szabalyoz6 funkcioval rendelkezd fehérjét azonositottak, melyek RIPK1-hez (kék hattér), RIPK3-hoz
(z6ld hattér) vagy az MLKL-hez (narancssarga hattér) kotédve pozitivan vagy negativan befolyasoljak a jelatvitelt.
A kulcsfehérjék kozotti k6zos partnerek a metszetekben talalhatoak, pirossal a pro-nekroptotikus, mig kékkel az

antinekroptotikus szerepldk vannak jelezve.

A protein phosphatase 1 b (PPM1b) és aurora kinase A (AURKA) fehérjéknek fontos
szerepilk van a spontan nekroptézis kialakuldsanak elkeriilésében. A protein foszfataz 2 C
csaladba tartoz6 PPM1b a p38, MAPK ¢és az NF-kB utvonal negativ reguldtoraként ismert, de
a szakirodalom szerint, képes megakadalyozni a spontan RIPK3 autofoszforilaciot és az ezt
koveté RIPK3-MLKL interakciét.'?!! Az aurora kindzok a szerin/ treonin kinazok kozé
tartoznak, és fontos szerepiik van a sejtciklus szabalyozasaban. Harom képviseldjlik ismert:
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aurora kindz A, mely a centroszomak érésében, szétvalasaban ¢és az osztddasi orséd
Osszeszerelddésében jatszik szerepet, aurora kindz B, mely -elengedhetetlen a
kromoszomaparok szétvaldsaban, valamint aurora kindz C, mely csak a herékben keriil
expressziora, €s jelen tudasunk szerint ugyanazt a feladatot latja el, mint az aurora kinaz B,
amennyiben az valamiért erre képtelen.'”?) Az AURKA-rol ismert, hogy szubsztratjaval a
glikogén szintdz kinaz 3B-vel (GSK3B) részt vesz a nekroptdzis szabalyozéasaban is, mert
képesek megakadalyozni a RIPK1-RIPK3 és a RIPK3-MLKL kapcsolat kialakulasat.['>3] Az
AURKA gitlésa, expresszidjanak csokkentése vagy a GSK38 gatlasa is spontan nekroptdzishoz

vezet.[1?3]

2.6. Nekroptozis szerepe a patologias folyamatokban

A nekroptdzis kutatasok szdma az utobbi években exponencidlisan nétt, hiszen egyre
tobb betegségrol dertil 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 gyulladdsos korképek, de
bizonyitottan hozzdjarulnak a kiilénféle daganatok kialakulasahoz is.!®!

A sejtek a kornyezetbdl érkezd fizikai vagy kémiai stressz hatdsdra nagyon sokféle
védekezd folyamatot inditanak el, hogy fenntartsak az intracellularis homeosztazisukat. Sok
esetben ezen kornyezeti valtozasok képesek érzékenyitni a sejteket egyik vagy masik
sejthaldlforméval szemben. Tartds hiperglikémia (35-40 mM) hatdsara példaul megemelkedik
a RIPK3 expresszidja, ezaltal a sejt érzékenyebbé valik a nekroptotikus stimulusokkal
szemben.!?#1261' A nekroptdzis kutatasok jelentds része foglalkozik a hipoxia kovetkeztében
fellépd sejthalallal, hiszen napjaink vezetd haldlozasi okaiként tartjak szdmon az érelzarodassal
jard folyamatokat, mint a miocardialis infarktus, stroke, tiidéembolia.l'’?”128] A miitéti
beavatkozasok soran szamos alkalommal egy-egy érszakasz iddleges lezarasaval, majd
Gjranyitasaval kell szamolni (ischaemia-reperfiizio, IR).[!?131] Ezekben az esetekben is
kimutattak, hogy megemelkedik a sejtekben a pro-nekroptotikus fehérjék (RIPK1, RIPK3,
MLKL) expresszioja.l!32134 Ismert tovabba, hogy a sejtek tartds éhezése soran (gliikoz és
oxigén megvonas) lecsdkken a nekroptdzis negativ regulatordnak, a kaszpaz 8-nak a szintje.'*!

Tobb neurodegenerativ megbetegedésben megfigyelték a sejthalal utvonalak
abnormalis talmiikodését.['*) A nekroptozis bizonyitottan hozzajarul olyan betegségek
kialakuldsdhoz, mint az Alzheimer-kor, szklerézis multiplex (SM) vagy amiotrofias

lateralszklerozis (ALS).['®) SM betegekbdl szarmazo mintakban kimutattdk a RIPK 1, RIPK3 és

az MLKL fehérjék abnormalisan magas aktivacidjat, valamint ezzel egyiitt a kaszpaz-8
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aktivaciojanak defektusait.!'”) ALS-ben szenvedd paciensekben igazoltdk a nekroszoma
fehérjék talzott mértékii expresszidjat, valamint ezek foszforilaciojat.””! Kiemelt fontossagi,
hogy pMLKL-t a fehér allomanyban sikeriilt kimutatniuk, ahol a betegség miatt fellépd
demyeliniz4cio is tortént.!”)

Az apoptozis dominancidja a nekroptdzis felett biztositja a sejthalal tolerogén és
antiinflammatorikus kimenetét. Ha azonban ez valami miatt zavart szenved mddosul a sejthalél
immunologiai kimenete, ami gyulladashoz vezet, mely jellemzden az emésztorendszert,

[16]° A gasztrointesztinalis traktust tekintve példaul

veséket, bort és a légzOrendszert érinti.
emelkedett RIPK3 expressziot figyeltek meg alkoholos majbetegségben, mig a nem alkoholos
zsirmédj esetén a RIPK3 mellett az MLKL expresszidja is fokozott volt, mig xenobiotikumok
indukalta majbetegségben az MLKL expresszioja és foszforilacidja volt emelkedett az
egészséges mintakhoz képest.[®*1381401 Szintén magas RIPK3 és/vagy MLKL szint, valamint
csokkent kaszpaz-8 expresszio tapasztalhaté Crohn-betegek ileum végi szakaszan, gyulladdsos
bélbetegségben vagy allergias colitisben szenvedé betegek mintaiban.['3%1411421 Ergyylladas,
fekélyes vastagbélgyulladds €s pszoriazis sordn a gyulladt szovetbe infiltralodo neutrofil
granulocitadkban megndtt a pMLKL szintje, ami azt mutatja, hogy az ilyen szovetbe érkezo
immunsejtekben is aktivalodhat a kornyezet hatdsira a nekroptdzis.!'*»1441 A bért érintd
betegségek koziil a szdjiiregi Lichen Planusban valamint szisztémas lupusz eritematdzusban
mutattak ki jelentés RIPK3 foszforilaciot, mely utal a nekroptozis tilmiikddésére. 141461

A bakterialis és viralis fertézések egyik kulcsmomentuma, hogy elnyomjak a gazdasejt
sajat védekezd és onmegsemmisitd programjat. A patogének gatolhatjak a jelatviteli kaszkadot
(kaszpazok gatlasa, mitokondridlis pro-apoptotikus fehérjék felszabaduldsanak gatlasa, egyéb
pro-apoptotikus fehérjék gatlasa és/vagy lebontasa, RIP kinazok gatlasa, deubiquitinazok
gatlasa) vagy overexpresszaltathatjak a tulélési és antiapoptotikus faktorokat (cIAP1, cIAP2, x-
linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP), B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), B-cell lymphoma-
extra large (Bcl-xL)), ami altal a jelatvitelt az NF-kB titvonal irAnyaba toljak el.’>147-1491 Ahogy
emlitettiik, szdmos patogénrél bebizonyosodott, hogy szerepet jatszik a nekroptozis
kialakulasdban (HIV-1, HSV-1, WNV, VV, MCMYV, Neisseria gonorrhoeae, Porphyromonas
gingivalis, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri, Mycobacterium tuberculosis, Toxoplasma
gondii, Bordetella bronchiseptica).[**150-1¢1) A patogének gazdasejt sejthalalprogramjara
gyakorolt hatasdnak megértése, esetlegesen a gatolt sejthalalfolyamatok esetében egy alternativ
utvonal bekapcsoléasa segitséget hozhat ezen fertdzések lekiizdésében és megeldzésében.

A tumorsejtekrdl szintén ismert a sejthalalfolyamatok elkeriilése, hiszen kialakuldsuk
¢s késobbi tulélésiik alapfeltétele, hogy az onkogenezis soran ezen utvonalak gatlédjanak.

Jelenlegi ismereteink szerint a nekroptdzis szerepe a rakos megbetegedések kialakuldsaban és
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elérehaladdsaban meglehetésen ellentétes.['9%163] Egyrészt nagyon sok féle daganatos mintiban
azt tapasztaltdk, hogy a RIPK3 ¢és/ vagy az MLKL fehérjék szintje csokkent, vagy pedig
funkcioképtelen valtozataik keriiltek expressziora.*>164-1661 (Osszességében a nekroptozis
gatldsa a tumorokban igen altalanos jelenség mely hozzdjarul a daganatok kialakuladsédhoz és a
tumorterapiaban hasznalt szerekkel szemben mutatott rezisztencidhoz. Ezekkel szemben tobb
tanulmany szamol be arrél, hogy a nekroptozis altal okozott gyulladas eldsegiti a tumorok
fejlédését és hozzajarul a tumor mikrokdrnyezet kialakulasahoz.'67:1981 Arrol is vannak adatok,
hogy a tumorok képesek indukélni a kozeli endotél sejtek nekroptdzisat, mely hozzéjarul a
tumorok terjedéséhez, metasztazisok kialakulaséhoz.['*"!

Nagy potencidlt jelentene olyan terapidk kidolgozasa, melyek képesek nemcsak

elpusztitani a tumoros sejtet, hanem ezzel egyiitt aktivalni az immunrendszert is. Nekroptozis

soran mivel megszlnik a citoplazmamembran integritasa, nagyon sok DAMP szabadul fel, ami

crer

elésegitésén, fokozasan keresztiil.!!!-170!

Bar jelenleg nincs elfogadott specifikus nekroptozist szabalyozo terapias szer, tobb mint
20 olyan elfogadott és mas betegségek kezelésében mar hasznalt szer ismert, melyek képesek
befolyasolni (gatolni vagy indukdlni) a nekroptozist.'®! Mivel rengeteg betegségben jatszik
szerepet ez a sejthaldlforma érdemes lenne atgondolni és protokollokat kidolgozni, hogy
hogyan lehetne ezeket a szereket hasznalni mas betegségek kezelésben is. A kaszpaz-9
szerepének bizonyitasa a nekroptozis folyamataiban egyrészt ijdonsagot jelent a nekroptozis
jelatvitelének vizsgalataban, masrészt kulcsfontossagu lehet a mitokondridlis apoptozis és

nekroptdzis egymasra hatasanak megértésében.

2.7. Invivo egérmodellek
A kaszpaz-8 két, latszolag ellentétes funkcidval rendelkezik: mint az extrinsic apoptozis
iniciator kaszpaza esszencialis szerepet tolt be a sejthalalban, azonban fontos tulélési faktorként

-3 A kaszpaz-8

is miikédik az embrionalis fejlédés soran, mivel gatolja a nekroptozist. [
hidnya vagy enzimaktivitasdnak defektusa az egerek embrionalis haldlahoz vezet a 10. és 12.
nap kozott, melynek soran érfejlddési, sziv-, valamint hematopoetikus rendellenességeket
figyeltek meg.[!71-17]

A sejthalalreceptorok jelatvitelében kiemelt fontossaggal bir az adapterként funkcionald
FADD, melynek elsddleges feladata a prokaszpaz-8 molekuldk Osszegylijtése, lehetdséget
teremtve a prokaszpaz-8-prokaszpaz-8 homodimerek képzddésére ¢és az ezt kovetd
autoproteolitikus aktivaciora.!””!78 Bar a sejthalalreceptorok nem sziikségesek az embrionélis

fejlodéshez, a FADD hidnya mégis embrionalis halalhoz vezet, mert nélkiile nincs lehetdség a
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prokaszpaz-8 fehérjék aktivacidjara, ezaltal pedig sériil a nekroptdzis egyik kulcsszabalyozési
pontja, vagyis, a RIPK1 és RIPK3 és CYLD hasitasa.[!7-181]

A cFLIP fehérjének eddig hdrom izoformajat azonositottak (L, S, R), melyek ko6zos
jellemzdje, hogy strukturalisan a prokaszpdz-8 ¢és -10 inaktiv (enzimaktivitas nélkiili)
homologjai. Tartalmaznak egy N termindlis DED interakcidés domént (hasonloan a prokaszpaz-
8-hoz ¢s -10-hez) és mindhadrman képesek heterodimert képezni a prokaszpéaz-8-cal, és igy
gatolni annak aktivaciojat.['¥¥ Mig a cFLIPs és cFLIPr izoformék csak az apoptdzis gatlasahoz
jarulnak hozza, ezaltal eldsegitik a nekroptdzis 1étrejottét, addig a cFLIPL heterodimert képezve
a prokaszpaz-8-cal lehetdvé teszi annak részleges hasitasat és aktivaciojat, de megvaltoztatja
annak szubsztratspecificitasat oly modon, hogy a heterodimer a prokaszpaz-8-at nem, de a
RIPK1 és RIPK3 valamint a CYLD fehérjéket még képes legyen hasitani. Igy egyidejiileg
kikapcsolja az apoptozist €s a nekroptozist is, vagyis a tulélés €s a sejtaktivacio iranyaba tolja

el a jelatvitelt,!33]

halaldhoz vezet, azonban amig a kaszpaz-8 és a FADD hianya talzott mértékli nekroptozishoz
vezet, addig FLIP KO esetén az embrionalis pusztuladsban a tulzott mértékii kaszpaz-8 medialta
apoptozis is szerepet jatszik.['**! Ennek bizonyitéka, hogy a kaszpiz-8 vagy FADD hidnyos
heterozigéta egerek és RIPK1,!'85 RIPK3[!8-188] yagy MLKL!'® heterozigota KO egerek
tobbszori keresztezésével 1étrejové homozigdta dupla KO egerek életképesek, addig a FLIP-
RIPK3 dupla KO egerek nem.!'381 A FLIP KO 4allatok csak akkor maradhatnak életben, ha a
FLIP mellett még a FADD és a RIPK3 is leiitésre keriil (FADD-FLIP-RIPK3 tripla KO).[!88]
A RIPKI, RIPK3 ¢és MLKL nekroptézisban betoltott szerepét és patoldgids
allapotokhoz vald hozzajaruldsat tobb transzgén egérben is sikeriilt mar igazolni. Mivel a
RIPK1 tulélési ¢és sejthalalutvonalak csomoépontjaban helyezkedik el, ezért expresszidja
esszencialis a szervezet szempontjabol. Egerekben a RIPK1 egész testes leiitése embrionalis
korban torténd halalhoz vezet, azonban, ha a RIPK1 mellett még a RIPK3-at és a kaszpaz-§8-at
1s letitotték, akkor ez a harmas delécido mar megdvta az egereket a korai embrionalis halaltol,
ami jol mutatja, hogy a RIPK1 fontos szabalyozdjaként mikodik mind az apoptdzisnak, mind
pedig a nekroptozisnak, s6t adott esetben a nekroptdzis negativ regulatora is lehet.!!90-1%]
Katalitikusan inaktiv RIPK1-et expresszalo transzgén egerek megjelenése lehetdvé tette a
RIPK1 kinaz fliggetlen adapter funkcioinak (NF-kB ¢és MAPK tutvonalak aktivalasa) a
tanulmanyozasat, fiiggetleniil azokt6l melyekhez ez nélkiilozhetetlen (nekroptdzis). Publikalt
adatok szerint D138N vagy K45A Kkatalitikusan inaktiv RIPK1-gyel rendelkezd egerek
¢letképesek, védettek a TNF receptor, TLR3 aktivacid vagy vaccinia virus fert6zés indukalt

nekroptdzissal szemben,192:194:19]
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A RIPK1 hidnyédval szemben a RIPK3 vagy az MLKL leiitése nem okoz koros
fenotipusos valtozdsokat, mivel nem befolyasolja az NF-xB és a MAPK ttvonalak
aktivaciojat 8151941961971 yyiszont az utobbi években tobb kutatdcsoportnak is sikeriilt
igazolnia kiilonféle betegségmodelleken, hogy a RIPK3, illetve az MLKL hidnya jelentsen
mérsékel bizonyos szdvetkarosodasokat az egerekben, ahogyan a RIPKI1 gatlasa is. Egy
makuladegeneracidos modellben példaul duplaszala RNS (polyl:C) retinaba torténd injektalasa
kezelés RIPK3 hianyos egérben nem okozott azonban szdveti karosodast, megovva az egereket
a retinadegeneraciotol.['®) Ezeken tl a RIPK3 leiitése bizonyitottan megmenti az egereket a
TNF vagy TNF ¢és kaszpazgatld (Z-VAD) kombinalt kezelés hatasara kialakuld szeptikus
sokktol, vagy a vakbél atszarasaval kivaltott, baktérialis (LPS medialt) szepszisto].[192193:199.200]
A Gaucher-koér egy recessziv modon 6roklédod lipidtarolasi betegség, ahol gliikocerebrozidaz
enzim defektusa miatt bizonyos lipidek (gliikkocerebrozidok) kéros mértékben halmozddnak fel
a lIépben, majban, agyban és a csontvel6ben, ami hepatosplenomegalidhoz, vérszegénységhez,
vérzékenységhez, csontritkulashoz és neurologiai karosodashoz vezet. RIPK3 KO egérben
jelentdsen csokkent a neuronok pusztuldsa és a Gaucher-kor klinikai tiineteinek jelentds
része.!l Vese és szivitiiltetés soran is jelentdsen mérsékelte a RIPK3 hianya az IR
kovetkeztében kialakuld szoveti karosodasokat és a gyulladas mértékét, javitva az atiiltetés

202-204

sikerességét.! 1 Publikaciok szerint a RIPK3 vagy az MLKL leiitése megvédi az egereket a

cerulein indukalta akut pankreatitisz kialakulasatol.[196-20%]

2.9. Az apoptozis aktivaciojahoz vezeté utvonalak

Mar csaknem 0t évtized telt el azota, hogy John Foxton Ross Kerr ¢s munkatarsai
bevezették az apoptdzist, mint a szabalyozott sejthalal fogalmat a tudomanyos életbe.l?*! Bar
az eltelt évek soran tobb szabalyozott sejthaldlformat is leirtak, az apoptodzis azota is
sejteken az aldbbi valtozasok figyelhetéek meg: az elhald sejt elvesziti a kapcsolatot az
extracellularis matrixszal, lekerekedik; citoplazmamembranjan kitiiremkedések, blebek
jelennek meg; a sejtmaganyag kondenzéalddik, majd feldarabolodik; a citoplazmamemban
felszinére foszfatidil szerin csoportok transzlokalodnak, fagocitozist indukalva.!207-208]
Szemben a nekrdzissal, ahol a membran felszakadasa miatt jellemzdéen rengeteg DAMP kertil
ki az extracellularis térbe, apoptdzis soran a sejtmembran jellemzden végig intakt marad, a sejt
pedig apoptotikus testekbe csomagolodik.!208-2%%]
Elsésorban e mechanizmus miatt, széles kdrben elfogadott, hogy apoptozis soran sem

gyulladas, sem pedig immunvalasz nem alakul ki. Ismert azonban, hogy ezen tal az apoptozison
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tolerogén irdnyba torténd differencialtatasaval aktivan is képesek egy tolerogén
mikrokdrnyezet megteremtésére.>!Y Napjainkban a tumorterapiaban hasznélt kemoterapias
szerek szinte mindegyike apoptozis kivaltdsdn keresztiil probalja meg eliminalni a rakos
sejteket. De az apoptotikus sejtek és apoptotikus testek fagocitdzisa a gyulladas megeldzésén
keresztiil hozzdjarul tolerogén tumor mikrokdrnyezet fenntartasahoz, ezaltal a tumor
ndvekedéséhez.?!!) Publikalt adatok szerint az apoptotikus sejtek a tumor kdzelében elésegitik
is ismert, hogy sugarterapiat kdvetden az apoptotikus testekbdl kaszpaz-3 fiiggd modon
arachidonsav ¢és prosztaglandin E2 szabadul fel, mely hozzéjarul a kezelést tiléld rakos sejtek

z.1231 Mas tanulméanyok ugyanakkor arra vilagitanak ra, hogy az apoptotikus

novekedéséhe
sejtekbdl szarmazo antigéneket felvett dendritikus sejtek képesek ezeket keresztprezentalni a
citotoxikus T-sejteknek, ami az immunvalasz elinditisahoz vezet.[*!*2!5 Kutatasi adatok szerint
bizonyos rakterapids szerek (antraciklinek, oxaliplatin, bortezomib, stb.), y-sugarzas valamint
a fotodinamikus terapia is mind képesek egy specialis tipusu apoptozis indukalasara, melyet
immunogén apoptozisnak neveztek el, utalva annak immunrendszert aktivalo képességére.l>1¢-
2181 Tobb kisérlet ravilagitott arra, hogy egereket immunizélni lehet immunogén apoptozison
atesett rakos sejtekkel, ugyanis ez az immunizalas képes volt megakadéalyozni, hogy a beoltott
allatokban daganatok alakuljanak ki akkor, amikor az egerekbe olyan rakos sejteket injektaltak,
amelyekbdl az tigynevezett vakcina késziilt.?1*22!] Igazoltak azt is, hogy bar az immunogén
apoptdzison atesd sejtek ugyan azokat a morfologiai valtozasokat mutatjak, mint a klasszikus
apoptozison atesék, de mégis immunogén apoptdzis soran megfigyelheté volt bizonyos
DAMP-ok (kalretikulin, high-mobility group protein 1 (HMGBI1), ATP) jelenléte.??] Ezen
DAMP-ok, a sejtekbdl szarmazéd tumorantigénekkel egylitt erds stimulusként szolgaltak a
dendritikus sejtek aktivacigjahoz, eldsegitették az érésiiket és keresztprezentald képességiik
bekapcsolasat, ezéltal hozzdjarultak az adaptiv immunrendszer aktivacigjahoz ¢és a
tumorspecifikus immunvalasz kialakulasdhoz. Ezen eredmények tehat ravilagitanak, hogy a
kordbban csakis tolerogén kimenettel jellemzett apoptézis nem mindig jellemezhetd
immunolégiailag csendes folyamatként.[223-224]

Az apoptdzis jelatviteli utvonaldnak végrehajtd molekulai a kaszpazok, melyek olyan
cisztein protedz enzimek, amik szubsztratjukat egy jellemzdéen 4 aminosavbol allo motivum
mentén hasitjak ugy, hogy ennek utolsé tagja minden esetben egy aszparaginsav.l*?’! A hasitas
kizarolag csakis ezen motivumok (éaltaldban szubsztratonként egy darab) mentén rendkiviil

pontosan és csak részlegesen torténik (limitalt proteolizis). Az emberi szervezetben megjelend

12 féle kaszpaz koziil mintegy 7 kap szerepet apoptdzis soran, melyeket funkciojuk szerint
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iniciator (2, 8, 9 és 10), valamint effektor (3, 6 és 7) kaszpazoknak neveziink.[?*) Minden
kaszpdz kozos jellemzdéje, hogy inaktiv (zimogén) formdban szintetizdlédnak, és hogy

strukturalisan egy N terminalison elhelyezkedd prodoménbdl és az ezt kovetd nagy valamint

227]

kis alegységbél 4llnak.! Aktivacidjuk prokaszpaz-prokaszpaz dimerek képzddésével

(melyben a prodomén mint interakcidos doménként funckiondl), majd ezt kovetd limitalt

proteolizissel torténik. 1228
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5. 4bra | A kaszpazok aktivaciéjanak fébb utvonalai.l??”! A kaszpazok aktivacidjdhoz vezetd utvonalak kiils®
jellel elinduld, ugynevezett extrinsic részét (1-es utvonal) a sejthalalreceptorok (Fas, TNFR, TrailR) ligandkdtése
inditja el, mely a receptorok oligomerizaciojahoz, majd pedig intracellularis résziik konformaciovaltozasahoz
vezet. Ezt kdvetden a receptorok adapter molekuldkat (mint példaul TRADD, FADD) toboroznak, ami egy
tobblépcsds folyamatban a DISC 0Osszeszerelddéséhez és a prokaszpdz-8 és -10 fehérjék bekddddéséhez,
dimerizacidjahoz és aktivacidjahoz vezet. Az aktivalt kaszpaz-8 ezt kovetden aktivalja az effektor kaszpazokat (3
és 7), melyek ezt kovetden végrehajtjdk az apoptotikus programot. Bizonyos sejtekben a sejthalalreceptorok
ligandkdtését kovetden aktivalodott kaszpaz-8 molekulak a BID hasitasaval képesek bekapcsolni a mitokondrialis
apoptozist, mivel a hasitott BID a mitokondrium permeabilizacojat és a citokrom c kiszabadulasat idézi el6. A
bels6 szignallal elinduld, intrinsic Gtvonalat (2-es Gitvonal) szamos stresszhatas, sériilés, vagy farmakologiai dgens
aktivalhatja, melyeket a Bcl-2 csaladba tartozo fehérjék képesek érzékelni. A sejt sorsat végsé soron, a csalad pro-
és antiapoptotikus tagjainak egymashoz viszonyitott egyensulya fogja eldonteni. Kelléen erés stimulus a
proapoptotikus tagok aktivacidjahoz és/ vagy expresszidjuk novekedéséhez vezet, mely a mitokondrium
permeabilizalodasahoz, szamos mitokondrialis fehérje kiszabadulasdhoz és az apoptoszoma 1étrejottéhez, végsd
soron pedig a prokaszpaz-9 fehérjék aktivacidjahoz vezet. Az aktiv kaszpaz-9 molekuldk szubsztratjaik hasitdsan
keresztiil tovabb viszik a jelatvitelt. A kaszpazaktivacioé granzim B protedzoktdl fiiggd utjanak (3-as utvonal) els
1épése a citotoxikus T sejtek, valamint a természetes 610sejtek aktivacioja és citotoxikus granulumaik szekrécidja.
A célsejt membranjaban oligomerizal6do szekretalt perforin molekuldk lehetévé teszik, hogy a granzim B fehérjék
bejuthassanak a sejtbe és ott protedz aktivitasuk révén kozvetleniil az effektor kaszpazokat (3 és 7) aktivaljak.
Alternativ modon (az abran nem szerepld 4-es Utvonal) a kaszpazok proteolitikus hasitasa és igy aktivacidja
megvalosulhat kozvetleniil a dependence receptorokon keresztiil is, ha ezen receptorok ligandja egy kritikus érték
ala esik.
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Az apoptozis kialakulhat a kiilsd és a belsé mikrokdrnyezetbdl érkezo jelek hatasara is
(5. abra). A kiilso jellel indulo, extrinsic apoptézis kialakuldsdban az elsé 1€pés a sejt felszinén
talalhato sejthalalreceptorok (TNFR, TrailR, FasR) ligandkotése, majd azok ezt kdvetd
oligomerizacidja, mely a death-inducing signaling complex (DISC) &sszeszerel6désével a
prokaszpaz-8 és 10 aktivacidjahoz vezet.??>232] A jelatvitel sejttipustél fiiggéen ezt kdvetden
két modon mehet tovabb: az I-es tipust sejtekben nagy mennyiségii aktiv kaszpaz-8 keletkezik,
melyek ezt kovetden azonnal aktivaljak az effektor kaszpazokat (prokaszpaz-3 és -7). A Il-es
tipusu sejtekben azonban nem elég hatékony a DISC 6sszeszerelddése, emiatt pedig késleltetett
vagy gyenge prokaszpaz-8 aktivacié figyelhetd meg, ahol a kevés aktiv kaszpaz-8 a Bcl-2
csaladba tartozo6 BH3 interacting-domain death agonist (Bid) fehérje hasitdsaval az apoptozis
mitokondrialis tUtvonalat tudja csak bekapcsolni (trunkalt, proapoptotikus Bid a BAK

).[233:2341 Alternativ

oligomerizaciojan keresztiil a mitokondrium permeabilizacidjat idézi eld
modon az extrinsic apopotdzis megvaldsulhat a dependence receptorokon (Patched, deleted in
colorectal cancer (DCC), Unc-5 netrin receptor B (UNC5B)) keresztiil is, melyek akkor
aktivalodnak, ha ligandjuk koncentracidja egy kritikus érték ald esik, ami pedig az egyes
receptorokndl némileg eltéré6 modokon keresztiil, de végiil nagyaranya kaszpaz-3 aktivaciot
idéz el.[233-236]

Az apoptozis belsd vagy mas néven mitokondridlis Utvonalat nagyon sok féle
intracellularis stresszhatés indithatja el, tobbek kozott (de nem kizarolag) novekedési faktorok
hidnya, citoszkeleton sériilése, DNS karosodas, hipoxia, valamint hibas, sériilt vagy rosszul
feltekeredett fehérjék felszaporodasa.?’2*?! Az ttvonal sorsmeghatirozd 1épése a
mitokondrium kiils6 membranjanak a permeabilizacidja, melyet a Bcl-2 csaladba tartozé pro-
és antiapoptotikus fehérjék egymashoz viszonyitott egyensulya dont el.?*>2#4 A csalad tagjai
strukturalisan egy vagy tobb Bcl- 2 homoldgia (BH) doménbdl épiilnek fel, e szerint is torténik
a csoportositasuk.?*2#71 Az antiapoptotikus hatasi molekuldk mind a 4 BH doménnel
rendelkeznek, valamint tartalmaznak egy C termindlison elhelyezkedd transzmembran régiot
is, ami nagyban meghatarozza intracellularis lokalizacidjukat (jellemzéen a sejtmag,
endoplazmatikus retikulum és mitokondrium kiilsé membranjaban talalhatoak).**! A Bcl-2
mellett ide tartoznak a Bcl-xL, a Bcl-2-like protein 2 (Bcl-w), a Bcel-2-like protein 3 (MCL1),
a Bcl-2-related protein Al (Bcl-2A1), valamint a Bel-2-like protein 10 (Bcl-2L10). A pro-
apoptotikus tagok két csoportba sorolhatok: az egyik csoport tagjai (ide tartozik a Bcl-2
homologous antagonist/killer (Bak), Bcl-2-associated X protein (Bax), Bcl-2 related ovarian
killer (Bok), Bcl-xS, apoptosis facilitator Bel-2-like protein 14 (Bcl-G)) harom darab BH
domént tartalmaznak (BH1-3). A masik csoport csak BH3 doménnel rendelkezd tagokbol all

(Bcl-2-associated death promoter (Bad), Bcl-2-like protein 11 (Bim), Bid, Bcl-2-interacting
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killer (Bik), p53 upregulated modulator of apoptosis (PUMA), Phorbol-12-myristate-13-
acetate-induced protein 1 (PMAIP1 vagy mas néven Noxa), Bcl-2-modifying factor (Bmf), B
Lymphoid Tyrosine Kinase (Blk), harakiri (Hrk)). A mitokondriumok tobb olyan fehérjét
tartalmaznak, melyek a sejt normalis, egészséges mitkodéséhez elengedhetetlenek, ugyanakkor
a citoplazmaba kijutva proapoptotikus hatastak (példaul citokrém c, apoptosis-inducing factor
(AIF), endonukleaz G, SMAC (mas néven DIABLO), high temperature requirement protein A2
(HtrA2/ Omi)).?*¢2%1 Az AIF (apoptosis inducing factor) egy NADH-oxid4z, mely normal
koriilmények kozott a kiilsd és belsd membranok kozotti intermembran térben talalhato.[2>% A
mitokondrialis lokalizacios szigndlszekvencidja mellett rendelkezik sejtmagi lokalizacios
szekvenciaval is, igy a mitokondriumbdl kijutva a sejtmagba vandorol, ahol a ciklofilin A-val
komplexben részt vesz a DNS szétdarabolasaban.[*>°! Az AIF-hez nagyon hasonld titvonalat jar

be az endonukledz G is, mely a sejtmagban szintén a DNS fragmentaldsaért felel.[?>12%31 A

crer

aktivaciojat.[?#261 A JAP-oknak a sejtaktivacioban betdltdtt szerepiikon kiviil fontos

51257

funkci6juk van a spontdn aktivalodott kaszpazok gatldsaban i 1 Az Omi/HtrA2 egy szerin

proteaz enzim, mely tartalmaz egy N terminalisan elhelyezkedd IAP k6té motivumot, melynek
segitségével képes a IAP-okhoz kotédni, amiket ezt kovetden elhasitva inaktival.[238-2601 A
citokrom c a mitokondrialis elektrontranszport ldnc esszencidlis alkotéeleme, ami ezen
talmenden a mitokondriumbol kijutva képes az apoptotic protease activating factor 1-gyel
(Apaf-1) heterodimert képezni, mely fontos 1épés a prokaszpaz-9 aktivacidjaért felelds
platform, az apoptoszoma &sszeszerelddésében.2612621 A mitokondrium kiilsé membranjanak
intaktsagdért, valamint AateresztOképességének valtoztatdsdért a Bcl-2 csalad pro- és
antiapoptotikus tagjai a feleldsek.

A pro-apoptotikus Bak ¢és Bax mint porusformaléd fehérjék ismertek, melyek
aktivacidjukat kdvetden (ami jellemzéen homodimerizaciot jelent) képesek permeabilizélni a
mitokondrium kiilsé membranjat, ezaltal proapoptotikus fehérjék citoszolba torténd
kiszabadulasat idézik el6.[293-2651 Publikaciok szerint Bak és Bax hianyos sejtek rezisztensnek
bizonyultak szadmos olyan stimulussal szemben, melyek a mitokondridlis uton keresztiil
véltanak ki apoptozist, ami igazolja, hogy megkeriilhetetlen funkciot toltenek be.2¢1 A
sejtekben inaktiv forméaban fordulnak el6 (a Bak rezidens mitokondrialis membranfehérje, mig
a Bax transzmembran doménje, csak aktivacid hatdsara keriil a molekula felszinére),
aktivitasukat szdmos fehérje szabalyozza direkt vagy indirekt modokon.[*1 A gatlasukért
foképp az antiapoptotikus Bel-2 tagok a feleldsek, melyek gatolhatjak direktben a Bak-ot és a
Bax-ot (heterodimereket képezve veliikk), de megakadalyozhatjdk az aktivaciojukért felelds

csak BH3 domént tartalmazo proapoptotikus Bcel-2 tagok aktivitasat is (melyekkel szintén
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268,269

heterodimereket képezhetnek).! 1 Ez a gatlas feloldhat6 egyrészt a pro-apoptotikus Bcl-2

fehérjék mennyiségének vagy aktivitdsanak novelésével, de az antiapoptotikus tagok

poszttranszlacios modositasan keresztiil s[548

A csak BH3 domént tartalmazo pro-
apoptotikus Bcl-2 fehérjék a belsé apoptotikus szigndlok szenzoraiként funkcionalnak, mint
példaul a mikrotubulédris halézat szétesése (Bim), Bad defoszforilacidja, Bid limitalt

).[2701 Aktivaciojukat kovetden, a mitokondrium

proteolizise, novekedési faktorok hidnya (Hrk
kiils6 membranjahoz kotddnek, melyet szerkezeti atrendezés kovet, ami lehetové teszi, hogy
egyrészt az antiapoptotikus Bel-2 fehérjékkel heterodimereket képezve felszabaditsak a Bak-ot
¢s a Bax-ot a gatlasuk aldl, masrészt a csalad tobb tagja képes direkt aktivalni is mind a két
fehérjét eldidézve azok homodimerizaciojat, oligomerizaciojat.?’!*2l A Bak és Bax
oligomerek altal képzett transzmembran pérusokon keresztiil pedig ezt kovetden apoptotikus
faktorok jutnak ki a mitokondriumbél a citoszolba.?6>2%5] A Bcl-2 csalad tagjai kozott 1étrejovo
interakciok, melyek meghatdrozzak, hogy megvalosuljon-e az apoptdzis mitokondridlis
utvonala, mindig a tagok adott helyzetben meglévé mindségétdl (poszttranszlacios allapotatol)

€s mennyiségétol (expreszidjanak mértékétol) fiiggenek.

2.10. A kaszpaz-9 szerkezete, aktivalodasa és szabalyozasa

A kaszpaz-9 az apoptozis intrinsic utvonaldnak iniciator kaszpaza. Ezt az ttvonalat
nagyon sok féle stimulus indithatja el melyek eredményeként a Bcl-2 csaladba tartozo Bak és
Bax hatdsiara a mitokondrium kiilsé membranja permeabilizalodik.*’?! Ekkor egy sor
proapoptotikus fehérje szabadul ki, tobbek kozott a citokrom c, ami az Apaf-1-gyel
heterodimert képez.?”*! Az Apaf-1 rendelkezik egy N terminalisin elhelyezkedd caspase
recruitment interakcids doménnel (CARD), egy kozépen elhelyezkedd nukleotidko6td résszel,
ami ADP/ATP megkotésére alkalmas, valamint a C terminalison egy hosszu repetitiv
szekvenciakbol 4ll6 WD-40 doménnel. Zimogén formaban termelddik, stimulacié hidnyaban a
CARD doménje és a WD40 szekvencidja dsszekapcsolodva egy gylirlit formalva hozza 1étre a
zart, inaktiv térszerkezetet.>’>2771 Apoptotikus stimulust kdvetéen azonban egy ADP/ATP
cserét kovetOen a zart konformacio atalakul, a CARD és a WD40 domének k6zotti interakcid
felbomlik és a molekula aktiv allapotba keriil, mely mar alkalmas a mitokondriumbol
kiszabadult citokrom ¢ megkdtésére.l?7828% Az Apaf-1-citokrom ¢ komplexe az interakciojukat
kovetden oligomerizalodik, és egy kerék alaka konformaciot felvéve alkotja meg az
apoptoszomat, mely egyenként 7 darab Apaf-1-citokrom c-ATP egységbol all.[2812821 A
prokaszpaz-9 az apoptoszémahoz kapcsolddik oly modon, hogy a CARD doménje az Apaf-1

CARD doménjével létesit kapcsolatot.[*”*]
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Béar az apoptdzis mitokondridlis Utvonala mar régdta ismert, a prokaszpaz-9
aktivacidjanak pontos ¢és részletes mechanizmusat még mindig nem sikeriilt teljes egészében
feltarni. Jelenleg két elmélet ismert a szakirodalomban: az ,,indukélt konformaciévaltozas
modell” és az ,,indukalt kdzelségi modell”. Az eddig megjelent publikacidkban szdmtalan egyik
vagy masik modellt igazol6 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 interakcidé miatt esnek &t olyan

283-286] Bzt tamasztja ald, hogy

konformaciovaltozason, mely esszencialis az aktivaciojukhoz.!
az Apaf-1-prokaszpaz-9 interakcido nem csak a CARD doménjeiken keresztiil valoésul meg,
hanem a prokaszpaz-9 katalitikus része is kotddik a platformhoz.?®”) Tovabba indukalt
dimerizacios kisérletekkel igazoltak, hogy a kaszpaz-9 dimerek katalitikus aktivitisa nem
sokkal nagyobb, mint a prokaszpaz-9 monomereké €s messze elmarad az apoptoszémaban 1€vo
kaszpaz-9-ekétél.1?%%) Az indukalt kozelségi modell” szerint viszont az apoptoszoma csak
platformként szolgal annak érdekében, hogy sok prokaszpaz-9 keriiljon egymas kozelébe, €s

[288-290] R ekombinans

ezaltal lehetdség nyiljon a dimerizacidra és a limitalt proteolizisre.
fehérjékkel igazoltdk, hogy ugyanarr6l a plazmid konstruktbol bakteridlis vagy emlds
expresszios rendszerben egyszerre izolalhaté mind inaktiv zimogén, mind pedig aktiv kaszpaz
(legaldbbis a kaszpaz 3, 7, 8 és 9 esetében).[284291:22] [gazoltak azt is, hogy mig rovidebb
expresszio indukcios idok (<30 perc) a zimogén formak, addig hosszabb id6k (>36ra) az aktiv
enzimek izolalasahoz vezetnek. Szintén indukalhaté dimerizacios kisérletek bebizonyitottak, a
dimerizacios agens adasat kovetden a dimerizalodo kaszpaz-8 vagy -9 fehérjék apoptdzishoz
vezettek t&bb sejtvonalon.!2702%]

Az Apaf-1-hez kotddott prokaszpaz-9 hasitodik a 315-0s aszparaginsava mentén egy
nagy (p35) és egy kis (pl12) alegységet képezve (p35/p12).28+2%42%51 Az ily modon mar
aktivalodott kaszpaz-9 elhasitja a prokaszpdz-3-at a 175-0s aszparaginsava mentén, ami
egyrészt tovabbi 1épéseket kdvetden végrehajtja az intrinsic apoptotikus programot, masrészt
egy pozitiv visszacsatoldsi mechanizmusként képes hasitani mind az aktiv kaszpaz-9-et, mind
pedig annak pro formdjat a 330-as aszparaginsava mentén p35/p10; p37/p10 heterodimerek

295-297]

képzddését indukalva.! Ez mintegy nyolcszorosara képes novelni a kaszpaz-9

enzimaktivitasat és igy annak hatékonyséagat is.!**!

A kaszpaz-9 aktivacioja és késobbi aktivitasa jelenlegi ismereteink szerint tobb ponton
is szabalyozott. Az egyik, hogy az aktivalt kaszpaz-9 csak az apoptoszomahoz kotddve aktiv,
arrol levélva inaktivalodik.[2"3242%1 A prokaszpaz-9 affinitdsa viszont joval nagyobb (mintegy

tizszerese) az Apaf-1 CARD doménja irant, ezért az folyamatosan szoritja le az aktiv kaszpaz-

9-et az apoptoszomardl, ami ily modon egyfajta molekulris idézitéként mitkodik.!27>2761 A
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sejtben jelen 1€évo prokaszpdz-9-ek mennyisége hatdrozza meg a helyettesités dinamikajat és a
miikddési idejét. Miutan az 6sszes prokaszpaz-9 molekula processzalddott, a kezdeti robosztus
aktivacio lassan lecsokken, mig bedll egy egyensulyi allapot, melyben csak egy nagyon kis
mennyiségii kaszpaz-9 marad apoptoszomahoz kotddve és igy aktiv allapotban.[2763%01 Ezt a
modellt tobb kutatdsi eredmény is aldtdmasztja, valamint kiemeli, hogy a helyettesitési
dinamika miikddéséhez elengedhetetlen a prokaszpaz-9-ek aktivacidja. Ugyanis a hasadni
képtelen mutans kaszpaz-9-ek a kisérletek soran nem valtak le és inaktivalodtak az
apoptoszomarél, hanem megdrizték alap, prokaszpazra jellemzd aktivitasukat.*°!! Ugyanerre
az eredményre vezettek azok a kisérletek, melyekben a kaszpaz-9 aktivacigjat vagy

kaszpazgatlokkal vagy pedig XIAP overexpresszidjaval gatoltak.[276300-302.303]

K97  T125 §195 Cc287 Y397
Casp9 Casp3
A ® ® ® D315 D330 ®
T107 E Y153 K278 S307 o\/:) O\/o
@9 ; ;

Prokaszpaz-9 416 aa

CARD ' Nagy alegység

S ©® ©: © ©

S99: K117 s183 ; S196 ;  S302 S310
®

K100 S144 K189 K211

(® Foszforilacio Ubiquitindcié () Katalitikus hely /" Hasitas

P35 (oX>1] Nagy alegység ATPF = AISS Kis alegység P12

P35 CARD Nagy alegység Kis alegység P10

6. abra | A kaszpaz-9 szerkezete és poszttranszlacios szabalyozasa. (A) A kaszpaz-9 harom f6 részbdl, egy N
terminalis CARD, egy ezt kdvetd nagy alegységbdl, mely az enzimatikus helyet tartalmazza (C287, kék szinnel
jeldlve), egy C terminalis kis alegységbdl és az ezeket 6sszekotd linker szakaszokbol all. Jelenlegi tudasunk szerint
a kaszpaz-9 aktivitasat szamos fehérje szabalyozza foszforilacion (sargaval jeldlve), ubiquitinacion (zdlddel
jelolve) és proteolitikus hasitason (olloval jeldlve) keresztiil. (B) A kaszpaz-9 proteolitikus aktivacidjanak
figgvényében tobbféle kaszpaz-9 fragment is keletkezhet, azonban ezek mindegyikét képes gatolni a XIAP
fehérje-fehérje interakcion keresztiil.

Az autokatalitikusan aktivalodott kaszpaz-9 (p35/p12) kis alegysége tartalmaz egy 316-
319-es aminosavig tartd ATPF szekvenciat az N terminalis végén.[*** Ehhez a szekvencidhoz
az XIAP tud kétddni a baculovirus inhibitor of apoptosis protein repeat 3 (BIR3) doménjével,
és képes gatolni az aktivalodott kaszpaz-9-et.?% A kaszpaz-9 tartalmaz még egy 331-334-es
aminosavig tartd AISS szakaszt is, mely a kaszpaz-3 hasitasat kovetden valik fontossa, mivel

ehhez szintén képes kotddni a XIAP a BIR3 doménjén keresztiil, ezaltal tehat a XIAP
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mindharom lehetséges kaszpaz-9 konformaciot (p37/p10; p35/p10; p35/p12) képes inaktivalni
(6. Abra).[2?8303]

A kaszpaz-9 szabalyozasaban igen fontos szerepet tolt be a kiilonféle jelatviteli
Gitvonalakon keresztiil torténd, protein kindzok altali foszforilacio.l*%! Tébb kindzrél (ERK,
dual-specificity tyrosine phosphorylation-regulated kinase 1A (DYRKI1A), cyclin-dependent
kinase 1 (CDKI1), P38a MAPK) is leirtak, hogy képesek megakadalyozni a kaszpéaz-9
aktivaciojat a 125-6s treonin foszforilacidjaval.P-3!1) Mas enzimek, mint példul a protein
kinase C zeta (PKC() a 144-es, mig az Akt kindz a 196-o0s szerint foszforildlva géatolja a
kaszpaz-9-et.312313] A protein kinase A-rol (PKA) ismert, hogy tobb helyen (99-es, 183-mas és
195-6s szerineken) is képes a kaszpaz-9-et foszforilalni, mely szintén az aktivacidjat

3141 A casein kinase 2 (CK2) a nagy és kis alegységek kozotti linker régio

akadalyozza meg.!
foszforilalasaval (302-es, 307-es és 310-es szerinek) ugy valtoztatja meg a kaszpéaz-9
szerkezetét, hogy azt méds kaszpazok ne tudjak hasitani és aktivdlni.l*!>! A c-Abl kindz a 397-es

3163171 A foszforilacion tal a kaszpaz-9

tirozin foszforildcidjaval képes gatolni a kaszpaz-9-et.!
szabalyozasaban fontos szerepet kap az ubiquitinacio is. Ismertek gatlo hatassal bir6 helyek,
mint példaul az apollon ubiquitin konjugalé enzim, mely képes a SMAC-hoz ¢és a kaszpaz-9-
hez is kotddni és azokat ubiquitindlva proteaszomalis degradaciora itélni, ezaltal gatolva az
apoptozist.*!¥] Laphamsejtes nyelcsérak daganatokban kimutattdk a HECT Domain E3
ERK 157-es treoninon keresztiili foszforilacioja kapcsol be). Az aktivalt HECTD3 képes tobb
helyen is a kaszpdz-9 ubiquitinacidjaval megakadalyozni, hogy az apoptoszémaba kdtddhessen
¢s aktivalédhasson. Ez a mechanizmus pedig jelentésen hozzajarul az apoptdzis gatlasdhoz és
ezen daganatok cisplatinnal és mas kemoterapias szerekkel szembeni rezisztenciajahoz.*!”! De
az ubiquitinacié nem minden esetben gatldo hatasu, ugyanis publikdciok szerint a patched
dependence receptor az aktivaciojat kovetden a kaszpdz-9 ubiquitinacidjan keresztiil valtja ki
apoptozist.*?%) Hogy az apoptotikus program mindig a megfeleld idében aktivalodjon és a
megfeleld6 modon fusson, a jelatvitel nemcsak poszttranszlacidosan, de fehérje-fehérje
interakcidkon keresztiil is szabalyozott. Ilyen szabalyozas az el6zéekben mar ismertetett, XIAP
altali gatlas, de ezen tal mas fehérjékrol is leirtak hasonld mechanizmusokat. A HS-1-associated
protein-1 (HAX-1) a kaszpaz-9 enzimaktivitasanak gatldsdval, mig a tumor-up-regulated
CARD-containing antagonist of caspase nine (TUCAN) ¢és a hepatitis B X-interacting protein
(HBXIP) az Apaf-1-kaszpaz-9 interakcié6 megakadalyozasaval gitolja az apoptozist.l32!-324
Ezekkel szemben mas fehérjék, mint a NACHT- and CARD-containing protein (NAC) és a
death effector filament-forming Ced4-likeapoptosis protein (DEFCAP) pont, hogy segitik ezt
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az interakcidt, illetve a nucling fehérjérdl ismert, hogy az apoptoszoma stabilitdsanak
ndvelésével jarul hozza és erdsiti az apoptotikus szignalokat.32-326]

A mitokondridlis apoptozis inicidtoraként a kaszpaz-9 esszencialis szerepet tolt be az
apoptozis kialakulasaban. Eppen ezért dontd fontossaggal bir a kaszpaz-9 aktivacio minden
1épésének szabalyozésa és finomhangolasa, mert ezen folyamatok nélkiil nagyon kénnyen sériil

a szervezet homeosztazisanak fenntartasa.

2.11. A kaszpaz-9 expresszioja fiziologias és patologias allapotokban
A soksejtli organizmusok élete sordn alapvetd fontossaggal bir a normadl szoveti
turnover. A felesleges, eloregedett, funkcioképtelen vagy a szervezetre veszélyt jelentd sejtek

73271 A kaszpaz-9 a

eltavolitasa jelentds részben mitokondrialis apoptozis révén valosul meg.!
szervezet szinte minden sejtjében megtalalhatd €s expresszidjanak zavarai vagy mutécioi
fejlédési rendellenességekhez, daganatos megbetegedésekhez és degenerativ folyamatokhoz
vezetnek.[226:327]

Transzgén egereken szerzett tapasztalatok alapjan a kaszpaz-9 egész testes leiitése, bar
nem 100%-os penetranciaval, de az egerek perinatalis korban torténd halalahoz vezet.[226:327-328]
Az embriok vizsgélata soran azt talaltak, hogy legfoképp agyi defektusok alakulnak ki (agyi
hiperplazia, melyet az apoptozisra képtelen sejtek, elsdsorban neuronok felszaporodésa
0koz).32%3301 A kevés megsziiletett kaszpaz-9 hidnyos egérbdl izolalt sejtek (Ossejtek,
fibroblasztok) jellemzdéen rezisztensek voltak szamos mitokondrialis apoptozist kivalto
citotoxikus droggal, illetve UV és y-sugarzassal szemben.32%-330]

A tumoros transzformacion atesé sejtek egyik jellemzé menekiilési és tulélési
mechanizmusa, hogy gatolja a kiilonféle szabalyozott sejthalalitvonalakat. A tiidét,
hugyhodlyagot, gyomrot, vastagbelet, végbelet és a hasnyalmirigyet érintd tumorokban is
megfigyelték a kaszpaz-9 aktivaciojanak zavarait vagy egypontos nukleotid polimorfizmusait,
melyek funkcidképtelen fehérje expresszidjahoz vezettek, ami egyrészt hozzajarul a daganatos
sejtek taléléséhez, masrészt rakterapias szerekkel szemben mutatott rezisztencidjukhoz is.!*3!-
3351 A fejen és nyakon kialakuld laphdmsejtes daganatokban, valamint a heretumorokban az
Apaf-1 expressziojanak ¢és a kaszpdz-9 aktivitdsanak defektusait mutattdk ki, melyek
hozzajarultak a cisplatinnal szemben mutatott rezisztencidhoz.**¢33¥! Egy tanulmany szerint,
mely 36 apoptdzishoz kothetd gént vizsgalt, non-Hodgkin limfomak esetén igazolta a kaszpaz-
9 csiravonalbeli vagy egypontos nukleotid mutacioit.?**) Egy masik tanulmany is hasonlo
eredményre vezetett, melyben 1946 non-Hodgkin limfomékban szenvedd beteg és 1808
kontroll mintat hasonlitottak dssze, melynek sordn a 12 kaszpaz gént vizsgalva, azt allapitottak

meg, hogy a kaszpaz-1, kaszpaz-8 és kaszpaz-9 fehérjékben mutaciok alakultak ki.>4"]

-34-



A stresszindukalt apoptdzis gatlasa mellett a jelatvitel tilmiikodése is kéros allapotokat
1déz eld, mert ilyen esetekben megnd a sejtek érzékenysége az apoptotikus stimulusokkal
szemben (csokken az aktivacids kiiszobérték) és ennek eredményeként egészséges €s még
funkcionalis sejtek is eliminalodnak.[**1-343) A Huntington-kor a kdzponti idegrendszert érintd
olyan 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 utolsdé stadiumahoz a neuronok tulzott mértékii apoptozisa is
hozzajarul. 4

Ezek az eredmények igazoljdk, hogy a kaszpaz-9 esszencidlis szerepet tolt be a
szervezet homeosztazisanak fenntartasdban. Az embrionalis fejlodés kezdetén fontos szerepe

van a felesleges sejtek eliminalasdban, ugyanakkor a késébbi életkorban is nélkiilozhetetlen a

tulzott sejtburjanzassal jaro allapotok elkeriilésében.
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3. Célkitiizés

Az eddigi nemzetk6zi eredmények alapjan viszonylag jol ismert az extrinsic apoptozis
¢s a nekroptozis kapcsolata: a nekroptézis eldfeltétele a kaszpaz-8 hianya, enzimaktivitasanak
gatlasa, vagy a prokaszpdz-8 aktivaciojdban részt vevé FADD defektusa.l'%?3%] A
mitokondrialis apoptozis €s a nekroptdzis kapcsolatarol azonban jelenleg nagyon kevés adat all
a rendelkezéstlinkre. Bar kaszpaz-8 tobb szubsztratjat (RIPK 1, RIPK3, CYLD, TRIF) irtak mar
le, mint a nekroptdzis kritikus regulatorat, azonban a legismertebb kaszpaz-8 célpontok, vagyis
a downstream kaszpazok funkcidjat nekroptézis soran szinte alig vizsgaltdk.[!%3%97:%8]
Szakirodalmi adatok alapjan a kaszpaz-3 vagy-7 csendesitése nem befolyasolta a TNF receptor
aktivaciojat kovetd nekroptozis mértékét, de a kaszpaz-9 szerepe a nekroptozis jelatvitelében

eddig egyaltalan nem vizsgalt teriilet.[°"

Hipotézisiink szerint a kaszpaz-9 nélkiilozhetetlen a nekroptozis jelatviteli
mechanizmusaiban, illetve a mitokondrialis apoptozis és nekroptdézis atmenet

szabalyozasaban.

Kutatdomunkank soran vad tipusu és kaszpaz-9 hidnyos sejtvonal péarokat (human és egér

eredetil) hasznalva vizsgaltuk, hogy

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

aktivalasakor kialakuld nekroptozis jelatvitele soran?

e anekroptozis jelatvitelének jelenleg ismert 1épései (molekularis komplexek kialakulésa,

poszttranszlacios modositasok) koziil melyek bizonyulnak kaszpaz-9 fiiggének?
e mely molekuldk kapcsolodnak a kaszpdz-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 stlyossagat?
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4.  Anyagok és modszerek
4.1. Reagensek

A dolgozatban bemutatott kisérletek soran az alabbi reagenseket hasznaltuk fel: Z-VAD
(ApexBio, #A1902), Q-IETD-Oph (BioVision, #1176), Cycloheximide (Sigma-Aldrich,
#C6255), Necrostatin-1 (Abcam, #ab141053), Necrosulfonamide (Tocris Bioscience, #5025),
CCT137690 (ApexBio, #A4132), AR-A014418 (Selleck Chemicals, #S7435), TNFa
(BioLegend, #570104), FasL (Enzo Life Sciences, #ALX-522-001-C010), Trail (Enzo Life
Sciences, #ALX-522-003-C010), lonomycin (Sigma-Aldrich, #10634), H,O> (Sigma-Aldrich,
#H1009), LPS (Sigma-Aldrich, #L8643), Flagellin (Sigma-Aldrich, #SRP8029-10UG),
Polybrene (Sigma-Aldrich, #H9268), Doxiciklin (Duchefa Biochemie, #D0121), Puromicin
(Santa Cruz Biotechnology, #sc-108071), EcoRI-HF (New England Biolabs, #R3101), NotI-
HF (New England Biolabs, #R3189), 10x Cutsmart buffer (New England Biolabs, #B7204),
Q5 DNS polimeraz (New England Biolabs, #M0491), Q5 Reaction Buffer (New England
Biolabs, #B9027), T4 DNS ligiz (New England Biolabs, #M0202), 10X T4 DNA Ligase
Reaction Buffer (New England Biolabs, #B0202), dNTP Mix (Thermo Fisher Scientific,
#R0191), Gateway™ LR Clonase™ II Enzyme mix (Thermo Fisher Scientific, #11791020). A
IAP antagonista BV6 a Genentech cég ajandéka volt.

4.2. Modszerek
4.2.1. Sejttenyésztés

Kisérleteinkhez JA3 Jurkat (humén T-limfocita), JA3-C9 (kaszpaz-9 negativ Jurkat),
JA3 retr (vad tipusu 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 embrionalis vesesejt), WSU (human B-limfocita) ¢s WSU-FasL (Fas ligandot
expresszalo WSU) sejtvonalakat hasznaltunk. A modositott Jurkat, MEF, HEK ¢s WSU
sejtvonalak a munkacsoportban mar rendelkezésre alltak. A MEF és MEF-C9 sejteket tenyészto
flaskakban DMEM low glucose (Sigma-Aldrich, #D5546) médiumban tenyésztettiik 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% COz és 100%-os relativ paratartalom mellett. Minden sejttenyésztd tapfolyadékot a
felsoroltakon kiviil még 10% foetalis borju szérummal, 292 mg/l L-glutaminnal és 40 mg/1

gentamicinnel egészitettiink ki.
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4.2.2. Sejthalal mérése

Az aramlasi citometrids mérések soran mintanként 5x10° db sejtet hasznéltunk,
melyeket a kisérlet id6tartama alatt FACS csévekben (uszd sejtek esetén) vagy sejttenyésztd
plateken (letapad6 sejteknél) tartottunk, a végsd mintatérfogatot 500 ul-re allitottuk be. A
sejteket 10-50 uM Z-VAD, 1 uM BV6, 0,4 ng/ml cycloheximide, 2,5 uM CCT137690, 20 uM
AR-A014418, 100 ng/ml rekombinans flagellin, 40 uM necrostatin-1, 1 uM necrosulfonamide
vagy 7,5 uM GSK’'872 kombinaciojaval 1 orat eldkezeltiikk, majd 30 ng/ml anti-FLAG M2
antitesttel (Sigma-Aldrich, #F1804) keresztko6tott FasL-dal, 40 ng/ml anti-FLAG M2 antitesttel
keresztkotott Trail-lel, 50 ng/ml human TNFa-val, 400 pM H»O-dal, 0,74-6,7 uM
ionomycinnel, 100 ng/ml LPS-sel aktivaltuk, illetve Cell Tracker Green (Thermo Fisher
Scientific; #C7025) fluoreszcens festékkel megjelolt WSU-FasL sejtekkel ko-kulturaban
tartottuk, vagy megfertdztiik human herpeszvirus 1-gyel (ATCC-VR-1493). A sejthalél
mértékét a citoplazmamembran integritdsanak mérésével detektaltuk 24 oraval az aktivaciot
kovetden, melyhez a mintainkat 5000 rpm-en 5 percig centrifugaltuk (letapado sejtek esetén ezt
a 1épést megeldzden a sejteket 0,05%-o0s Trypsin-EDTA segitségével szuszpenzidba vittiik),
majd a feliiliszo eldobasa utan a sejteket tartalmazéd pelletet fellazitottuk és végiil minden
mintdhoz 300 pl 10 pg/ml-es propidium-jodid (Sigma-Aldrich, #P4170) oldatot adtunk. A
propidium-jodid az ¢ép sejtmembran szamdra atjarhatatlan, csak a membréanintegritas
sériilésével (mely a sejthaldl sajatsaga) képes a sejtekbe jutni, ahol a DNS kis arkahoz kotédve
fluoreszcenciat méré modszerekkel detektalhato.

Hogy a mérés soran el tudjuk kiiloniteni a ko-kultaraban tartott Jurkat és WSU-FasL
sejteket egymastol, a WSU-FasL sejteket el6zetesen megjeldltiik 10 ng/ml Cell Tracker Green
fluoreszcens festékkel 37 °C-on 30 percen keresztiil. A nem kotodott festék alapos kimosasat
kdvetden 2,5x10° megjeldlt WSU-FasL sejtet mértiink hozza 5x10° darab jeldletlen, elékezelt
Jurkat sejthez. A sejthaldl intenzitdsat 24 oOraval kés6bb hataroztuk meg propidium-jodid
festéssel, csak a Cell Tracker Green negativ populacioban.

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

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

4.2.3. Effektor kaszpazok aktivaciojanak mérése

A kaszpéaz-3 ¢€s a kaszpaz-7 enzimaktivitdsanak méréséhez Apo-ONE Homogeneous
Caspase-3/7 Assay (Promega, #G7792) kitet hasznaltuk. A kisérlethez az eldzetesen aktivalt
Jurkat sejtekbdl 2x10* db-ot hasznaltunk fel, melyeket mérés eldétt 96 lyuku fekete szinii
sejttenyésztd platere (SPL Life Sciences, #31296) helyeztiink. Az effektor kaszpazok

aktivitdsanak detektalasahoz szilikséges reakcidkat a gyartd utasitasainak megfelelden hajtottuk
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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.

4.2.4. Eletképesség meghatirozasa CCKS assay médszerrel

2x10* db Jurkat sejtet 1,25-80 uM CCT137690-¢l vagy 10-640 uM AR-A014418-cal
kezeltiink 96 lyuku sejtteny€sztd platen (Sigma-Aldrich, #2707902-108EA) 24 6ran keresztiil.
A sejtek életképességét Cell Counting Kit—8 (CCKS8; ApexBio; #K1018) modszerrel hataroztuk
meg a gyarto utasitasainak megfelelden. Roviden: 100 pl sejtkultardhoz 10 pl CCKS8 reagenst
adtunk, amiket ezt kovetoen 4 oran keresztiil termosztatban inkubaltunk. Az abszorbancia
mértékét EnVision® 2105 multimode plate reader (PerkinElmer) késziilékkel mértiik le 450
nm-es hullamhosszon. A kisérletek soran a kiilonféle kezelések esetén 4 parhuzamos mintaval

dolgoztunk és a sejtek életképességét (%) a kontroll mintdkhoz viszonyitva adtuk meg.

4.2.5. SDS-PAGE és Western Blot

A stimulaciot kdvetden a sejteket dsszegytijtottiik és 10 db sejthez 100 ul 2x Laemmli-
féle minta puffert (65,8 mM Tris/HCl (pH 6,8), 2,1% SDS, 26,3% glicerol, 0,01%
bromfenolkék) adtunk, majd 5 percig 95 °C-on foztiik és ezt kovetden a mintdkat azonnal
felhasznaltuk vagy pedig -20 °C-on taroltuk.

Az elkésziilt lizatumokbol 25 pl-t, mig a protein markerbdl (Thermo Fisher Scientific,
#26616) 5 ul-t vittiink fel az el6z6leg megdntdtt ¢s megszilardult 10%-os poliakrilamid gélre.
A futtatast kezdetben 80, majd 110 V-on végeztiik Gsszesen 2 oran keresztiil elektroforézis
futtato pufferben (25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1% SDS, pH 8.5).

Az elektroforézist kovetéen a mintékat nitrocelluloz membranra blottoltuk (Bio-Rad
Laboratories, #1620115), amit 200 mA konstans aramerdsségen, 90 percig, 4 °C-on végeztiink
transzfer pufferben (25 mM Tris, 192 mM glicin, 20 % metanol, pH 8,3). A membrant ezt
kovetéen TBS-Tween pufferben (25 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween-20, pH 7,5) valo
Oblités utan az alabbi TBS-Tween pufferben 1000x-esre higitott elsddleges antitestek egyikével
inkubéltuk 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 P-aktin (Santa Cruz
Biotechnology, #sc-47778).
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Masnap a membrant haromszor 10 percig mostuk TBS-Tween pufferrel, majd 1 6ran
keresztiil szobahdémérsékleten inkubaltuk tormaperoxidaz enzimmel konjugalt anti-nyal (GE
Healthcare, #NA934), anti-egér (GE Healthcare, #NA931) vagy anti-patkany (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). Ezutdn a membrant hatszor
mostuk 10 percig az eldzéekhez hasonloan, végiil kemilumineszcens reagenssel (Thermo

Fisher Scientific, #34580 és #34095) reagaltatva rontgenfilmen hivtuk eld.

4.2.6. Fehérjeinterakciok vizsgalata immunprecipitacioval

A kisérlethez mintanként 5x107 db Jurkat sejtet hasznaltunk fel, melyeket az aktivaciot
kovetden 1500 rpm-en 10 percig centrifugéltunk, majd a pelletet 500 pl 1% Triton X-et (Sigma-
Aldrich, #T8787), proteazgatlot (Sigma-Aldrich; #P8340) és foszfatazgatlot (Sigma-Aldrich;
#P2850) tartalmazo lizis pufferben (30 mM Tris, 140 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM Na3VOa,
50 mM NaF, 2 mM Na4P>07, pH 7,6) lizaltuk jégen 30 percig. A mintékat ezt kdvetden 10
percig 15000 rpm-en centrifugaltuk, majd megallapitottuk a fehérje koncentracidjukat melyhez
Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific; #23227) kitet hasznaltunk, a 1épéseket
a gyarto utasitdsanak megfelelden hajtottuk végre. A mintdkbol azonos mennyiségii fehérjét
tartalmaz6 feliiliszot mértiink az alabbi antitestekkel fedett protein A/G PLUS-agarose (Santa
Cruz Biotechnology; #sc-2003) gyongyokhoz, melyeket ezutan 4 °C-on folyamatosan forgatva
overnight inkubaltunk: kaszpaz-9 (LifeSpan BioSciences; #LS-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 a
széarazra szivott gyongyokhoz 30 pl 2x Laemmli-féle minta puffert mértiink, majd 5 percig 95
°C-on foztiik és ezt kdvetden a mintdkat azonnal felhasznaltuk vagy pedig -20 °C-on taroltuk.
A mintdkban 1évé fehérjéket western blottal azonositottuk, melyhez az aldbbi kénnytilanc
specifikus, tormaperoxidaz enzimmel konjugéalt mésodlagos antitesteket hasznaltunk, melyeket
elézdleg 5000x-esre higitottunk 5 m/v%-os sovany tejben: anti-nytl (Merck; #MAB201) vagy
anti-egér (Merck; #AP200P).

4.2.7. Plazmidok és konstruktok

A RIP1 ¢s RIPK3 indukélhat6 overexpresszidjahoz sziikséges konstruktokhoz az alabbi
plazmidokat hasznaltuk fel templatként: pCR3-FLAGhRIP1 (Cabri, #LMBP4850), hRIP3 GFP
wt (Addgene, #41387). A RIPK1 és RIPK3 szekvenciajat eloszor a pENTR4-FLAG (Addgene,
#17423) Gateway donor (klonozo) vektorba ligaltuk, majd ezt kovetden atrekombinaltuk a
pCW57.1 (Addgene, #41393) vektorba, mely egy lentiviralis ,,All-in-one” tetraciklin/
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doxiciklin indukélhaté Gateway célvektor (expresszids vektor, mely lehetdvé teszi az
indukalhat6 expressziohoz sziikséges reverz tetraciklin transzaktivator (rtTA) és a célgén
egyidejii bevitelét). Minden klonozasi 1épést restrikcios hasitassal €és szekvenalassal is

megerdsitettiink.

4.2.8. Polimeraz lancreakcio

A reakcidkhoz sziikséges primereket manualisan terveztilk meg az alapvetd tervezési
szabalyok figyelembevételével. A primereket friss TE pufferben (10 mM Tris, 1 mM EDTA,
pH 7,0) oldottuk be 100 uM-os koncentracidban, majd ezt kovetéen PCR csOben, a mintakat
végig jégen tartva dsszemértiik reakcionként az alabbi mixet, majd a megadott PCR profilt

alkalmazva elinditottuk a reakciot:

Templat (500 ng) valtozo PCR profil:

5X Q5 reakceid puffer 20 ul I, 30mp98°C

100 uM Forward Primer 0,5 ul 2, 10mp 98 °C

100 uM Reverse Primer 0,5 ul 30 mp 55 °C 30x
10 mM dNTP mix 2l x perc 72 °C
Nukledzmentes viz (NFW)  valtozo 3, 2perc72°C

Q5 DNS Polimeraz 1 ul 4, ©4°C

> 100 pl

x (ciklusidd) = 20-30 mp/ insert (kilobazis)

A reakcid végén a képzodott terméket agardz gélelektroforézissel ellendriztiik, melyhez 2 ul
terméket, 8 pl nukleazmentes vizet és 2 pl 6x Loading puffert (Thermo Fisher Scientific,

#R0621) kevertiink 0ssze, majd vittiink fel a gélre.

4.2.9. PCR termék tisztitasa és DNS extrakcidja agaroz gélbol

A polimeraz lancreakciot kovetden a képz6dott PCR terméket a reakcid sordn hasznalt
reagensektél NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel; #740609.50) kit
segitségével tisztitottuk ki a gyarto utasitdsanak megfelelden.

Restrikcios hasitast kdvetden a hasitott DNS fragmenteket a tisztitds eldtt eldszor
etidium-bromidot nem tartalmazo 1,5%-os agardz gélen megfuttattuk. A gélt 50 ml 1x-es 50 pl
5 mg/ml-es etidium-bromidot tartalmazé TAE pufferben utofestettiik szobahdmérsékleten 20

percig, majd transzilluminator alatt a megfeleld savokat steril szikepenge segitségével a gélbol
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kivagtuk ¢és steril eppendorf csovekbe raktuk, melyek tomegét elétte megmértiik. Ezt kdvetden
az eppendorf csovek tomegének 1jboli megmérésével kiszamithatd a hasitott mintat tartalmazo
agar0z géldarab tomege. A gélbdl a DNS-t NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-
Nagel; #740609.50) kit segitségével tisztitottuk ki a gyarto utasitdsanak megfelelden.

4.2.10. Agaroz gélelektroforézis

A PCR reakci6 utan a primereket €s a templatot a felhasznalni kivant terméktol, illetve
restrikcids hasitast kovetden a hasadt fragmenteket 1,5%-0s agardz gélen valasztottuk el
egymastol. Ehhez 0,750 g agar6zt 50 ml 1x-es TAE pufferben (40 mM Tris, 20 mM ecetsav, 1
mM EDTA) feloldunk mikrohulldmu siitében valdé melegitéssel, majd mikor az agaroz
kézmelegre hiilt, hozzdadtunk 50 pl 0,5 mg/ml-es etidium-bromid oldatot (Sigma-Aldrich,
#E7637). A gélre dermedést kovetden felvittiikk a mintakat és 5 pl tomeglétrat (Thermo Fisher
Scientific, #SM0403), majd 90 mV-on 1,5 6raig futtattuk a gél 2/3-4ig.

4.2.11. Restrikcios hasitas
A mintédkat PCR csében mértiik 6ssze jégen az alabbiak szerint, majd 37 °C-on, 2 6rat
inkubaltuk, végiil 4 pl 6x Loading puffert adtunk a mintdkhoz. A hasitas sikerességét agardz

gélelektroforézissel ellendriztiik.

Templat (200 ng) valtozo
10x Cutsmart puffer 10 pl
NFW valtozo
Restrikcios enzim 0,2 ul
> 20 pl

4.2.12. Ligaz reakcio
A reakcidhoz sziikséges insert mennyiségét az alabbi képlet segitségével hataroztuk

meg: [Vektor (ng)+Insert (Kb)/Vektor (Kb)]*[Insert (Mol)/Vektor (Mol)]=Insert (ng)

Vektor (50 ng) valtozd
Insert valtozo
10x T4 DNS ligaz puffer 2 ul
NFW valtozo
T4 DNS ligaz 1 ul

> 20 pl
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A mintadkat PCR csében jégen Osszemértiik, majd szobahdmérsékleten 5 percet, 4 °C-on
overnight inkubaltuk. A kontroll reakcidhoz nem adtunk insertet. Ezt kdvetden mintdinkat

kompetens baktériumba transzformaltuk (6 pl minta+100 pl baktérium).

4.2.13. Kompetens baktérium transzformalasa

A transzformalashoz kompetens E. coli DH5a vagy lentiviralis célvektorok esetén E.
coli Stbl3 torzset hasznaltunk, melyek a munkacsoportban mar rendelkezésre alltak. Els6
1épésben a -70 °C-rdl kivett baktériumot 30 percig jégen inkubélva felolvasztottuk, majd egy
steril eppendorf csOben Gsszemértiink 100 pl-t az amplifikalando vektorral, illetve a ligalas
vagy rekombinalds utdni mintdval. 1 ords jégen tortént inkubaldst kovetden hdsokkot
alkalmaztunk 42 °C-on 80 masodpercig, majd a mintakat jégen pihentettiik 2 percig, végiil
mindegyikhez 1 ml 37 °C-ra eldmelegitett LB-t (20 g/l Lysogeny broth; Sigma-Aldrich,
#L7658) mértiink és 1 6ran keresztiil 37 °C-on 250 rpm-el razogatva inkubaltuk. Ezt kdvetden
a baktériumokat szelekcios antibiotikumot (50 pg/ml kanamycint vagy 100 ug/ml ampicillint)
tartalmazo, 1,5%-os agar (20 g/l Lysogeny broth, 15 g Agar; Sigma-Aldrich, #05040) platere
(szélesztettiik és overnight novesztettiik fejjel lefelé 37°C-os, szaraz termosztatban. A kindtt

telepekbdl a tovabbi kisérletek soran egyedi telepeket hasznaltunk fel.

4.2.14. Szekvenalas
PCR csdben, a mintakat végig jégen tartva dsszemértiik reakcionként az alébbi elegyet,

majd a megadott PCR profilt alkalmazva elinditottuk a reakciot:

Templat (500 ng) valtozo PCR profil:

5x Szekvenald puffer Sul I, 30 masodperc 96 °C

1,6 uM Primer 2l 2, 10 masodperc 96 °C

NFW valtozo 5 masodperc 50 °C 25x
Ready Reaction Mix 1,5 ul 4 perc 60 °C

> 20 ul 3, ®©4°C

A reakcid végén a mintdkat az UD-GenoMed (Medical Genomic Technologies) Kft.
(Debrecen) tisztitotta és hajtotta végre a kapillaris szekvenalast. A kapott szekvencia adatokat

Chromas lite (verziészam: 2.1.1, Technelysium Pty Ltd) programmal elemeztiik.
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4.2.15. Gateway rekombinacio

A Gateway klonozas lehetové teszi egy Gateway donorvektorban (Entry) 1évé insert
gyors, egyszerii €s nagyon pontos atvitelét egy tetszéleges Gateway célvektorba (Destination),
mely rendelkezik a fehérje expresszidjahoz sziikséges genetikai elemekkel. A reakciot a gyartd
utasitdsanak megfelelden az aldbbiak szerint mértilk 6ssze PCR csében, majd 2,5 6rdn at

szobahOmeérsékleten inkubaltuk.

Célvektor (150 ng) valtozo
Donorvekor (100 ng) valtozo
NFW valtozo
LR clonase 1 ul
> S5ul

Ezt kdvetden az elegyhez hozzaadtunk 0,5 ul proteinase-K enzimet, mely a reakci6 leéllitasaért
felelés és 20 percig 37 °C-on inkubaltuk. A mintat végsé 1épésben kompetens Stbl3

baktériumba transzformaltuk.

4.2.16. Virustermelés és target sejtek fertozése
A transzdukcidhoz hasznalt replikaciora képtelen lentivirusok létrehozasdhoz 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 sejteket ugy novesztettiik, hogy a kisérlet tervezett napjara 70%-os konfluenciat érjenek el.
Transzfektalas eldtt 6 oraval lecseréltiik a tapfolyadékot és csak 10 ml komplett DMEM-et
adtunk a sejtekhez. A sziikséges plazmidokat egy 50 ml-es centrifugacsébe mértiik:

e 22 g transzferaland6 gént tartalmazo lentiviralis vektor

e 15ugpMD2G

e 5pugpsPAX2
Ezt kdvetden a kovetkezd reagenseket adtuk hozza az alabbi sorrendben:

e 1,35 ml steril Milli-Q viz

e 150 ul2,5M CaClz-oldat
Az elegyhez cseppenként hozzaadtunk 1,5 ml 2x HEBS oldatot (280 mM NaCl, 50 mM
HEPES, 1,5 mM Na,HPO4, pH 7,0) mikozben azt folyamatosan kevertiik. Az igy kapott oldatot
30 percig szobahdémérsékleten allni hagytuk. Allas utan 1,5 ml transzfekcids oldatot

csepegtettiink egy T75-0s sejttenyésztd edényben 1évé HEK 293FT sejtekre. Ezutan a sejteket
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masnap reggelig inkubaltuk termosztatban (kb. 14-16 6ra), majd ezt kdvetden a transzfekcios
tapfolyadékot és lecseréltiik 10 ml komplett DMEM-re. Az ezt kovetd 24 és 48 oOraban
gyljtottilk a sejtekrdl a virusokat tartalmazé feliiluszokat, melyeket 1500 RPM-el
centrifugaltunk 5 percig, 4 °C-on, majd 0,45 pm PVDF fecskenddsziirdn atsziirtiik. Az atsziirt
feliiliszokat vagy azonnal felhasznaltuk vagy -70 °C-on taroltuk.

A target sejteket a fertézés 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 pg/ml
puromicint (Santa Cruz Biotechnology; #sc-108071) tartalmazé komplett médiumra. Ezutan a
médiumot minden masodik nap lecseréltiik addig, amig a virusos transzdukcion &t nem esett
sejtek elpusztultak (4-7 nap). Ezutan a szelekcidos komponenst a felére csokkentettiik a

médiumban.

4.2.17. Kaszpaz-9 kondicionalis leiitése egér hasnyalmirigy acinar sejtekben

A kaszpaz-9 ,.floxolt” egértorzset Dr. Maté Zoltan, Dr. Erdélyi Ferenc és Dr. Szab6
Gabor kollaboracios partnereink hoztak l1étre (Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet, Orvosi
Géntechnologiai Részleg, Budapest). Ehhez CRISPR/Cas9 moddszerrel két darab loxP
szekvencia lett beillesztve a kaszpaz-9 masodik exonjat hatarold intronikus régiokba (7. abra).
Az intron régidra specifikus iranyitd RNS-ek szintetizalasa in vitro tortént. A loxP szekvenciat
hordozé templéatok €s a homologia alapu rekombinaciot (homology directed repair — HDR)
lehetévé tevé homolog karok egyszalu oligomerekként (ssODN) lettek szintetizaltatva. A két
iranyit6 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]J, #004828) megtermékenyitett pronukleuszaba lettek injektalva.

ATG

A X X

— I Exon 2 -—— .

Kaszpaz-9 exonok:  Exon Exo

gRNAL1 felismerd/ gRNA2 felismerd/
Cas9 hasitéhely Cas9 hasitohely

® Exon 2 @
ssODN 1 >< >< >< ssODN 2

Loxpl ¢

257bp

Exon 2

Clal 400bp Clal

7. abra | Kaszpaz-9 floxolt egértorzs médositasi stratégiaja. A két darab beillesztett LoxP hely, a kaszpaz-9
masodik, mintegy 400 bazispar hosszu exonjat hatarolja. Ez az exon az 6sszes eddig ismert kaszpaz-9 transzkript
varidnsban megtaldlhato, igy eltavolitdsaval minden varians expresszidja megakadalyozhatd. Amennyiben a
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masodik exon kivagodik, tgy az azt kdvetd exonok kiesnek a helyes ,,frame”-bdl, vagyis a kereteltolodas miatt
egy korai stop kodon alakul ki. igy az eredetileg 454 aminosavbol all fehérjébél egy mindossze 73 aminosavbol
allo termék marad, ami az els6 44 aminosavban (elsé exon) egyezik meg az eredeti fehérjével. Nagy
valoszintiséggel ez a rovid N-terminalis fehérje sem képzddik, mivel a ,,nonsense” mutaciot tartalmazé mRNS-ek
egy ,,nonsense mediated mRNA decay” mechanizmussal degradalodnak.

A sikeres beillesztés PCR-ral lett megerdsitve (a szekvenciak beillesztése bazistobbletet
okoz, mely specifikus primerekkel detektalhatd). Végsé ellendrzésként megszekvenaltuk a
loxP helyek altal kozrefogott régidt, ami megerdsitette, hogy a moddositas sikeres volt. Ezt
kovetden az eddig hasznalt FVB/Ant egértdrzset (mely mar hordozta a loxP helyeket) nyolc
generdcion at visszakereszteztiik C57BL/6J egerekkel (Jackson Laboratory, C57BL/6J,
#000664). Erre a 1épésre azért volt szlikség, mert ezt kdvetden a kaszpaz-9 floxolt egereket
hasnyalmirigy acinar sejt specifikus tamoxifen indukéalhaté rendszerti, Celal promoter
transzkripcids szabalyozasa alatt all6 Cre rekombinazt expresszald egértorzzsel (Jackson
Laboratory, Tg(Celal-cre/ERT)1Lgdn/J, #025736) kereszteztilk, mely szintén CS57BL/6J
hatter(i (8. abra). A kés6bbi kisérletek sordn loxP homozigéta és cre heterozigota allatokat

hasznaltunk.

LoxP/LoxP
=

LoxP/LoxP
Cre/0

Cre/0

8. abra | A kaszpaz-9 floxolt és a szovetspecifikus Cre rekombinazt expresszalé egerek keresztezése. A

sy

melyben a cre rekombindz, az acinar sejtekben aktiv Celal promdter transzkripcids kontrollja alatt all. A késdbbi
kisérletek soran LoxP/ LoxP homozigéta, Cre/ 0 heterozigdta allatokat hasznaltunk.

A kisérleti allatokat altalanos allatazi koriilmények kozott (22-24 °C-os helyiségben, 12
orés 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 allat részére konvencionalis sterilizalt ételhez és autoklavozott vizhez vald
szabad hozzaférést biztositottunk. Az allatkisérleteket a National Institutes of Health (NIH)
eléirasainak megfelelen ¢és a tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl szol6 Eurdpai
Parlament és a Tandcs 2010/63/EU iranyelve szerint hajtottuk végre az Allatkisérleti

Tudomanyos Etikai Tanacs engedélyével (a kisérletek engedélyszama: XX1./1542/2020).
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4.2.18. Akut pankreatitisz modell

Az akut pankreatitisz tiineteinek sulyossagat a vad tipusu és kaszpaz-9 deficiens
egerekben Dr. Pallagi Petra, T¢él Balint és Dr. Maléth Jozsef kollaboracids partnereink
vizsgaltdk (Szegedi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudoméanyi Kar, 1. szamu
Belgyogyaszati Klinika és Népegészségtani Intézet, MTA-SZTE Lendiilet Epitél Sejt
Szignalizacio és Szekrécid Kutatocsoport).

A Cre rekombindz expresszidja 125 mg/testtomeg-kilogramm tamoxifen (5 mg/ml
napraforgd olajban oldva) oralis adasaval (gavage) lett indukdlva 5 egymadst kdvetd napon
keresztiil. Ezt kovetden nyolc 6ran at, dranként 50 mg/testtomeg-kilogramm cerulein (Bachem:;
#H-3220) intraperitonealis adéasaval tortént az akut pankreatitisz kivaltasa (9. abra). Az
allatokat 12 6ra mulva tulaltatassal terminaltuk, majd ezt kovetden vér- €s szdvetmintakat
gylijtottiink.

123456 78 9101112 orak

AAAAAAAL
\Cerulein/

1234567

AhAAS

Tamoxifen

napok

9. abra | Kaszpaz-9 kondicionalis leiitése, valamint az akut pankreatitisz kivaltisanak sematikus abraja. A
Cre rekombindz expresszidjahoz az egereket 125 mg/testtomeg-kilogramm tamoxifennel kezeltiik 5 napon
keresztiil. Az akut pankreatitiszt a hatodik napon 50 mg/testtomeg-kilogramm cerulein intraperitonealis adasaval
valtottuk ki, melybdl minden egér 6sszesen nyolc dozist kapott 6ranként. Az allatokat az els6 adag ceruleint
kovetden 12 6ra mulva talaltatdssal terminaltuk.

A gyljtott vérmintakbol a szérumot centrifugdlassal izolaltuk (4 °C-on, 2500 RCF-en,
15 percig), majd felhasznalasig —20 °C-on taroltuk. A szérum amildz aktivitast kolorimetris
kittel (Diagnosticum; #47462) hatdroztuk meg. A reakcidkat a gyarté utasitasanak megfeleléen
hajtottuk végre, az abszorbanciat 405 nm-en detektaltuk FLUOstar OPTIMA Microplate
Reader késziilékkel (BMG Labtech). A szovetmintakat 4%-os formaldehid oldattal fixaltuk és
felhasznalasig 4 °C-on taroltuk. Paraffinba torténd agyazast kovetden a mintdkat 4 pm-es

darabokra metszettiik kriosztattal, melyet hematoxilin-eozin festés kovetett. A gyulladésos

crer

skalan).
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4.2.19. Immunfluoreszcens jelolés

A kaszpaz-9 hasnyalmirigy acinar sejtekben valo leiitésének sikerességét Dr. Pallagi
Petra, T¢l Balint és Dr. Maléth Jozsef kollaboracios partnereink mutattdk ki (Szegedi
Tudoményegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, 1. szami Belgyogyaszati Klinika és
Népegészségtani Intézet, MTA-SZTE Lendiilet Epitél Sejt Szignalizacié és Szekrécid
Kutatocsoport).

Ehhez eldszor 125 mg/testtomeg-kilogramm tamoxifen 5 egymast kovetd napon
keresztiil torténd adasaval indukaltuk a Cre rekombindz expresszidjat, majd az allatokat
tulaltatassal terminaltuk. Ezt kovetden hasnyalmirigy szovetmintdkat izolaltunk, melyeket
Shandon Cryomatrix médiumban (ThermoFisher Scientific, #6769006) lefagyasztottunk ¢és
kriosztattal (Leica CM 1860 UV) 7 um-es darabokra metszettiink. 4% paraformaldehid fixalast
¢és blokkolast kovetden a mintakat 100x-osra higitott kaszpaz-9 specifikus antitesttel (Abcam,
#ab202068) jeloltiik overnight 4 °C-on. Méasodlagos antitestként Alexa Fluor 488 konjugalt IgG
antitestet (ThermoFisher Scientific, #A-11034) hasznaltunk, a sejtmagot Hoechst-33342
festékkel (ThermoFisher Scientific, #62249) jeldltiik. Fluoromount mounting médiummal
(Sigma-Aldrich, #F4680) valdé fedést kovetden a képeket Zeiss LSM880 konfokalis

mikroszkoppal készitettiik 40x-es olaj immerzios objektivet hasznalva (Zeiss, NA: 1.4).

4.2.20. Fehérje izolalas hasnyalmirigy szovetmintakbol

A fehérje izolalast cerulein kezelt és a kezeletlen egerek hasnyalmirigyébdl Dr. Pallagi
Petra, T¢l Balint és Dr. Maléth Jozsef kollaboracids partnereink valdsitottak meg (Szegedi
Tudoményegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, 1. szami Belgyogyaszati Klinika és
Népegészségtani Intézet, MTA-SZTE Lendiilet Epitél Sejt Szignalizacié és Szekrécio
Kutatocsoport).

Az allatokat a cerulein kezelést kovetden 12 6ra mulva talaltatassal terminaltuk, majd
ezt kovetden izolaltuk a hasnyalmirigyet, amit ezt kdvetden szikepengével aprod darabokra
vagtunk. A hasnyalmirigy szdévetdarabokat ezt kovetéen 1 ml protedzgatlo koktéllal
(EASYpack Protease Inhibitor Cocktail; Roche; #05892970001) kiegészitett RIPA pufferben
(Merck Millipore; #20-188) lizaltuk. Az igy kapott mintat jégen tartva szonikalassal (Branson
Sonifier SFX150) homogenizaltuk, majd 4 °C-on 3500 rpm-en 10 percig centrifugéltuk. Az igy
kapott feliiluszot ,,snap-freeze” modszerrel gyorsfagyasztottuk, majd felhasznalasig -80 °C-on

taroltuk.
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4.2.21. Statisztikai analizis

A kisérleti adatok statisztikai elemzésére kétszempontos varianciaanalizist (ANOVA)
alkalmaztunk Tukey post-hoc teszttel. A statisztikai szamitasok elvégzéséhez GraphPad Prism
programot hasznaltunk (verzidoszam: 6.01, La Jolla). Azokat a valtozasokat tekintettiik
szignifikansnak, ahol p<0,05 volt. Az &brdkon lathat6é szignifikanciaszinteket az alabbiak

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

Az extrinsic apoptdzis dominancidja a nekroptdzis felett régota ismert, de a
mitokondrialis apoptdzis és a nekroptozis kapcsolatinak mechanizmusarél jelenleg nagyon
kevés adat 4ll a rendelkezésiinkre. A kaszpaz-8-at, mint a nekroptozis legfobb gatljat tartjak
szamon, de a mitokondrialis apoptozis iniciator kaszpazanak, a kaszpdz-9-nek a nekroptdzisban
betdltott szerepét még senki nem vizsgalta.

Munkaénk els6é 1épéseként Jurkat sejtvonal kiilonféle valtozatain indukéltunk sejthalal
ligandok adasaval nekroptézist JA3 (vad tipust Jurkat), kaszpaz-9-et nem tartalmazo JA3 (JA3-
C9) ¢és vad tipusu kaszpaz-9-cel retranszfektalt JA3-C9 (JA3 retr) sejtvonalakon.

Els6 1épésként igazoltuk, hogy az altalunk hasznalt kaszpaz-9 negativ sejtvonal valoban
nem expresszal kaszpaz-9-et, mig az eredeti vad tipust és a retranszfektalt sejtvonalak igen.
Kimutattuk tovabba azt is, hogy a kaszpaz-9 hianya nem befolyasolta mas, nekroptdzisban
kulcsszerepet jatszo fehérjék expressziojat. Eredményeink szerint a RIPK1, RIPK3, MLKL,
CYLD, kaszpaz-8 és TAK1 fehérjék ugyanolyan mértékben kertiltek expresszidraa JA3, a JA3-
C9 és a JA3 retr sejtekben is (10/A abra).

A nekroptozis indukalasakor a sejteket 1 oraval a ligandok adasat megel6zden teljes
spektrumt kaszpazgatloval (Z-VAD) eldkezeltiikk, hogy megakadalyozzuk a kaszpaz-8
aktivacigjat és igy a nekroptdzis gatlasat. Optimalis nekroptdzis abban az esetben figyelhetd
meg, ha a RIPK1 nincs ubiquitinalva. Ezért a sejteket az irodalmi modelleknek megfelelden a
RIPK1 ubiquitindlasat végz6 IAP fehérjék lebomlasat elésegitd IAP antagonistaval (BV6) is
elokezeltiik.2463471 A sejthalal nekroptozis voltat egy specifikus nekroptozis gatlo, a
necrostatin-1 (Nec1) adasaval igazoltuk, melyrdl ismert, hogy a RIPK 1-hez szelektiven kotddik
¢s azt egy inaktiv konformacidban tartja, ezaltal egyrészt megakadalyozza, hogy interakcioba
Iéphessen mas fehérjékkel, masrészt gatolja annak a kinaz aktivitasat is, ami igy képtelen
foszforilalni a RIPK3-at, ennek kovetkeztében pedig a downstream jelatviteli 1€épések sem
johetnek 1étre.’%3481 A Z-VAD, IAP antagonista, illetve a Necl, valamint ezek kombinaci6i
sejthaldlligandok nélkiil sem itt, sem a tovabbi kisérletekben nem okoztak mérhetd
kiilonbségeket a kezeletlen, kontroll sejtekhez képest (nem mutatott adatok).

Az elokezeléseket kovetden a sejteket TNF (10/B abra), FasL (10/C abra) vagy Trail
(10/D abra) sejthalal ligandok adasaval aktivaltuk 24 6ran keresztiil.
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10. abra | A kaszpaz-9 hidnya gatolja a sejthalalligand indukalta nekroptézist human Jurkat sejteken. (A)
Az abrakon feltiintetett fehérjék expresszidjat western blot segitségével igazoltuk. Az abra harom fiiggetlen
kisérlet egyikét mutatja. (B) JA3, JA3-C9 és JA3 retr sejteket 10 puM Z-VAD, 1 uM BV6 és 38,5 uM Necl
kombinaciojaval 1 orat elokezeltiik, majd 50 ng/ml TNF (TBZ), (C) anti-flag ellenanyaggal (M2) keresztk5tott 30
ng/ml FasL (FBZ) vagy (D) anti-flag ellenanyaggal (M2) keresztkotott 40 ng/ml Trail liganddal (TrBZ) 24 6ran
keresztiil inkubaltuk. A sejtek életképességének mértékét PI festéssel detektaltuk aramlési citométerben, Az
oszlopokon lathato szorast harom kiilonallo kisérlet eredményeibdl szamoltuk, a szignifikanciat kétutas faktorialis
ANOVA-val hataroztuk meg. Az abrakon lathato szignifikanciaszinteket az alabbiak szerint abrazoltuk: **P
<0,01; ***P <0,005, ****P <0,001.

A Kkisérlet eredményeként jol latszik, hogy mindhdrom sejthalalligand adaséaval
nagyaranyu nekroptozis indukalddott a vad tipusu sejteken, azonban a kaszpaz-9 hidnyaban ez
a hatds nem volt megfigyelhetd. A kaszpaz-9 retranszfekcidjaval sikeriilt helyreéllitanunk a
sejtek érzékenységét mindhdrom stimulussal szemben. A kivaltott sejthalalt a Necl teljesen
gatolta, igazolva ezzel a sejthaldl nekroptozis voltat. Kaszpazaktivitas a Z-VAD-dal kezelt
mintdk esetében sem itt, sem a tovabbi kisérletekben nem volt megfigyelheté (nem mutatott

adatok). Osszegzésképpen tehat megéllapithato, hogy a kaszpaz-9 esszencialis szerepet tolt be

crer
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5.2. A TAP antagonista nélkiil kivaltott nekroptozis is kaszpaz-9 fiiggé folyamat

Munkéank kovetkezd szakaszaban IAP antagonista segitsége nélkiil kivantunk
nekroptézist indukalni, hogy kizarjuk annak a lehetdségét, hogy a kaszpdz-9 esetleg
befolyasolja a BV6 miikodését. A nekroptozis indukalasa azonban relative magas halalligand
koncentraciot igényel, aminek oka elsdsorban a Z-VAD hasznalata.

Ismert, hogy a FasL-ot nagy aranyban expresszald sejtek erdsebb sejthalal stimulust
indukalnak, mint a rekombinans ligandumok, feltehetden a receptorok nagyfoku keresztkotését
eldidézve.P¥35 Ezért a JA3 és JA3-C9 sejteket az elSkezelést kovetéen Fas ligandot
expresszald6 WSU-FasL sejtvonallal (wFasL) ko-kultirdban tartottuk 24 6ran at (11. abra).
Ahhoz, hogy a target, Jurkat sejtjeinket el tudjuk kiiloniteni a WSU sejtektdl és specifikusan
csak a rajuk jellemzd sejthalalt tudjuk detektalni, az utdbbi sejtvonalat megfestettiik ,,Cell
Tracker Green” fluoreszcens festékkel. Ezt kovetden mar csak a Jurkat sejtekbdl szarmazo
propidium-jodid fluoreszcenciat vettiik alapul. A Fas ligandot nem expresszaldo WSU sejtekkel
ko-kultaraban tartott Jurkat sejtek életképessége nem csokkent a kontroll, ko-kultura nélkiili

sejtekhez képest (nem mutatott adat).
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11. abra | A kaszpaz-9 IAP antagonista nélkiil indukalt nekroptézisban is esszencialis. JA3 ¢és JA3-C9
sejtvonalakat 10 uM Z-VAD és 38,5 uM Necl kombindcidjaval 1 orat el8kezeltiik, majd 2,5x10° darab Cell
Tracker Green fluoreszcens festékkel jelolt WSU-FasL sejttel (WFZ) 24 oran keresztiil inkubaltuk. A sejthalal
meértékét PI festéssel detektaltuk aramlasi citométerben. Az oszlopokon lathatd szorast harom kiilonallo kisérlet
eredményeibdl szamoltuk, a szignifikanciat kétutas faktoridlis ANOVA-val hataroztuk meg. Az abran lathato
szignifikanciaszinteket az alabbiak szerint abrazoltuk: **P <0,01; ***P <0,005.

A grafikonokon jol latszik, hogy IAP antagonista nélkiil is jelentds sejthalal
indukalodott a vad tipust sejteken, mig ez a hatas kaszpaz-9 hianydban nem volt megfigyelhetd.
A vad tipusu sejteken kialakult nekroptozis itt is gatolhatdo volt Necl-gyel. Eredményeink
alapjan tehat a IAP antagonista nélkiil is indukalhat6 nekroptdzis, mely az eddigiekkel

Osszhangban szintén kaszpaz-9 fliggének bizonyult.

5.3. Nekroptozis aktivalasa kaszpaz-8 gatlo segitségével Jurkat sejteken

Az apoptotikus utvonalak soran aktivalodo kaszpaz-8 az egyik legkorabban azonositott

crer
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kulesmolekulait (RIKP1, RIPK3, CYLD), megakadalyozva ezzel, hogy parhuzamosan fusson
a tolerogén apoptozis és az immunogén nekroptozis.!??7-%8 Kisérleti adatok szerint nekroptozis
csak abban az esetben johet létre, ha a kaszpaz-8 aktivitasa gatolt. Mivel kisérleteink soran Z-
VAD-ot, egy pan-kaszpaz gatlét hasznaltunk, igy felmeriilhet a gyanu, hogy az altalunk
tapasztalt kaszpaz-9 pronekroptotikus funkcié egy Z-VAD kozvetitett aspecifikus hatds
eredménye. Ennek kizaréasara, a sejtek elokezelése soran Z-VAD-ot vagy Q-IETD-Oph-t (egy
specifikus kaszpaz-8 gatlot) hasznaltunk, BV6 €s necrosulfonamide (NSA, specifikus MLKL
inhibitor) mellett. A nekroptozist az eldkezeléseket kovetden TNF receptor aktivalasaval

valtottuk ki (12. abra).
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12. abra | A teljes spektrumu kaszpazgatlo és a specifikus kaszpaz-8 gatlé hasznalataval is indukalhaté
nekroptozis vad tipusu Jurkat sejteken. JA3 és JA3-C9 sejtvonalakat 10 uM Z-VAD (TBZ), 10 uM Q-IETD-
Oph (TBQ), I pM BV6 és 1 uM NSA kombinacidjaval 1 orat eldkezeltiik, majd 50 ng/ml TNF liganddal 24 6ran
keresztiil inkubaltuk. A sejthalal mértékét PI festéssel detektaltuk aramlasi citométerben. Az oszlopokon lathato
szorast harom kiilonallo kisérlet eredményeibdl szamoltuk, a szignifikanciat kétutas faktorialis ANOVA-val
hataroztuk meg. Az abran lathat6 szignifikanciaszinteket az alabbiak szerint abrazoltuk: ****P <0,001.

Az abran lathato, hogy a TNF és BV6 stimulus mind a teljes spektrumu kaszpazgatlot
(TBZ) mind pedig a kaszpaz-8 gatlot tartalmazd kezelést (TBQ) kovetden nekroptozis
kialakulasdhoz vezetett a JA3 sejteken. A vartnak megfeleléen kaszpaz-9 hidnyaban egyik
stimulus sem volt képes nekroptézist eldidézni. Ezeken tilmenden mindkét kezeléssel kivaltott
sejthaldl sikeresen gatolhatd volt NSA-dal, ami igazolja, hogy a kezelések nekroptozis
kialakulasdhoz vezettek. A kisérlet igazolja, hogy nekroptozis kivaltasahoz teljes spektrumu

kaszpazgatlo és kaszpaz-8 specifikus gatld is egyarant hasznalhato.

5.4. 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 kdvetkezOkben kaszpaz-9-et

expresszalo és nem expresszalo MEF sejtek viselkedését hasonlitottuk 6ssze TNF, illetve Fas

ligand indukalt nekroptdzis esetén.
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A nekroptozis aktivacidja eldtt a Jurkat sejtekhez hasonlodan, itt is igazoltuk, hogy a
MEF-C9-es sejtek valoban nem expresszaltak a kaszpaz-9-et, mig a vad tipusuak igen. A fébb
nekroptozis kulcsmolekuldk (RIPK1, RIPK3, MLKL, CYLD, kaszpaz-8, TAK1) expresszioja
itt is megegyezett a két sejtvonal kozott (13/A abra). Ezt kdvetden a sejteket a szokasos modon
Z-VAD, BV6 ¢és Necl kombindcidjaval elokezeltiik, majd ezt kovetéen TNF-fel (13/B abra)
vagy Fasl-dal (13/C abra) 24 6ran keresztiil inkubaltuk. Az eldzéekhez hasonléan, MEF
sejteken is szerettiink volna nekroptozist indukalni IAP antagonista nélkiil. Ennek érdekében
egyes mintdkban az eldkezelés soran BV6 helyett fehérjeszintézis gatlot (CHX) is adtunk
alacsony koncentracidoban, melyre azért volt sziikség, mert a jelatviteli utvonalat a sejthalal felé

tolja el. (13/D abra).
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13. abra | A kaszpaz-9 az egér fibroblaszt sejteken indukalt nekroptézisban is esszencialis. (A) Az abrakon
feltiintetett fehérjék expresszidjat western blot segitségével igazoltuk. Az abra harom filiggetlen kisérlet egyikét
mutatja. (B) MEF és MEF-C9 sejteket 10 uM Z-VAD, | uM BV6 és 38,5 uM Necl kombinécidjaval 1 orat
elokezeltiik, majd 20 ng/ml TNF-fel (TBZ) vagy (C) anti-flag ellenanyaggal (M2) keresztkotott 40 ng/ml FasL-
dal (FBZ) 24 6ran keresztiil inkubaltuk. (D) MEF és MEF-C9 sejteket 10 uM Z-VAD, 0,4 pg/ml CHX és 38,5
pM Necl kombindcidjaval 1 orat eldkezeltiik, majd 40 ng/ml TNF-fel (TCZ) 24 o6ran keresztiil inkubaltuk. A
sejthalal mértékét PI festéssel detektaltuk aramlasi citométerben. Az oszlopokon lathato szorast harom kiilonallo
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kisérlet eredményeibdl szamoltuk, a szignifikanciat kétutas faktorialis ANOVA-val hataroztuk meg. Az dbrakon
lathato szignifikanciaszinteket az alabbiak szerint dbrazoltuk: *P <0,05; **P <0,01; ***P <0,005, ****P <0,001.

A Jurkat sejtekkel 0sszhangban itt is azt tapasztaltuk, hogy mind a IAP antagonista
jelenlétében, mint pedig annak hianyaban tortént aktivacio soran a kaszpaz-9 negativ sejtek
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.

5.5. A kaszpaz-9 nem jatszik szerepet a RIPK1 fiiggé apoptozisban

Felmertilhet a kérdés, hogy vajon a kaszpaz-9 hatasa nekroptdzis specifikus-e? A TNF
receptor aktivacioja a jel mindségének fiiggvényében vezethet sejtaktivaciohoz, RIPK1 fliggd
¢s fiiggetlen apoptozishoz, illetve nekroptozishoz is. A RIPK1 fiiggd apoptozis eldfeltétele,
hogy a RIPK1 deubiquitinalt allapotban legyen, ennek érdekében a kovetkezOkben IAP
antagonista jelenlétében ¢€s kaszpazgatld hianyaban indukaltunk RIPK1 fiiggd apoptdzist és
vizsgaltuk, hogy befolyasolja-e a mértékét a kaszpaz-9 hianya, vagy sem. A bal oldali
grafikonon a kaszpéz aktivéciot tlintettiik fel (14/A abra), mig a jobb oldali grafikon a sejthalal

intenzitasat mutatja (14/B abra).
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14. abra | IAP antagonista jelenlétében indukalt apoptoézis kaszpaz-9 fiiggetlen folyamat. (A) JA3 és JA3-C9
sejteket 1 uM BV6 és 38,5 uM Necl kombinacidjaval 1 orat, majd 50 ng/ml TNF-fel (TB) 24 oran keresztiil
inkubaltuk. A sejthalal mértékét PI festéssel detektaltuk aramlasi citométerben. (B) Az apoptdzis aktivacidjat az
effektor kaszpazok (kaszpaz-3 és -7) aktivacidjanak mérésével igazoltuk, fluoreszcens kaszpaz szubsztratot
hasznalva. Az oszlopokon lathaté szoérast harom kiilonallo kisérlet eredményeibdl szamoltuk, a szignifikanciat
kétutas faktoridlis ANOVA-val hatdroztuk meg. Az dbrakon lathat6 szignifikanciaszinteket az aldbbiak szerint
abrazoltuk: ****P <0,001.

TNF receptor aktivacidja IAP antagonista jelenlétében jol lathatdé moddon erdteljes
effektor kaszpdz aktivaciohoz vezetett, igy ezeken a mintdkon bizonyitottan apoptozis
indukalddott. A publikalt adatoknak megfelelden, erre nem volt hatassal a kaszpaz-9 jelenléte,
illetve hianya, valamint a necrostatin-1 el8kezelés sem volt képes gatolni.l*>?! Igazoltuk tehat,

hogy a RIPK1 fiiggd apoptodzisban nem jatszik szerepet a kaszpaz-9.
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5.6. Az ionomycin és a hidrogén-peroxid indukalt nekrozis kaszpaz-9 fiiggetlen

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy a kaszpaz-9 csak a nekroptozisra van-e
hatassal, vagy pedig altalanossagban képes a nekrozis szabalyozéasara JA3 és JA3-C9 sejteket
ionomycin, illetve hidrogén-peroxid kezelésnek vetettiik ala.

Az ionomycin kalcium ionoforként ismert, intracelluldris kalciumfliggd jelatviteli
folyamatok tanulmanyozasaban széleskoriien hasznaljak. Mig alacsony koncentracioban (<250
nM) apoptdzist indukal, addig mikromélos koncentracidja mar a sejtet éré ozmotikus stressz
miatt klasszikus nekrézishoz vezet (15/A 4bra).’>3) Az jonomycin mellett, a hidrogén-
peroxidrol is ismert, hogy képes mindkét utvonalat bekapcsolaséara Jurkat sejteken, az altalunk
valasztott 400 uM-os dozisban bizonyitottan mitokondrialis apoptozis és nekrozis is kialakul

parhuzamosan (15/B abra).[*>4
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15. dbra | Az ionomycin és a hidrogén-peroxid kaszpazgatlo jelenlétében nekrézist indukal kaszpaz-9
jelenlétében és hianyaban is. (A) JA3 és JA3-C9 sejteket 1 orat el6kezeltiik 10 uM Z-VAD-dal, majd az dbran
feltiintetett d6zisu ionomycinnel vagy (B) 400 uM hidrogén-peroxiddal 24 6ran at inkubaltuk. A sejthalal mértékét
PI festéssel detektaltuk aramléasi citométerben. Az oszlopokon lathatd szorast harom kiilonalld kisérlet
eredményeibdl szamoltuk, a szignifikanciat kétutas faktoridlis ANOVA-val hataroztuk meg. Az abrakon lathato
szignifikanciaszinteket az alabbiak szerint abrazoltuk: *P <0,05; **P <0,01; ***P <0,005, ****P <0,001.

Lathatd, hogy az alkalmazott magas dozisi ionomycin nagy aranyt nekrozis
kialakulasdhoz vezetett a Jurkat sejteken és annak mértékét nem befolydsolta a kaszpaz-9
hianya. A mitokondridlis apoptdzis iniciatoraként jol ismert a kaszpaz-9 szerepe és ezzel
Osszhangban, apoptézist (kaszpaz gatlé nélkiil kialakuld sejthaldl komponenst) csak a vad
tipusu sejteken indukalt a H,O,, az kaszpaz-9 hianyadban nem johetett 1étre. Kaszpazgatlo
adasaval, a H2O» hatasara csakis nekrozis képes kialakulni, mely ugyanakkora volt mindkét

sejten, tehat lathato, hogy ez a nekroptdzissal szemben nem kaszpaz-9 fiiggd sejthalal folyamat.

5.7. A kaszpaz-9 szerepe a Toll-like receptorok altal indukalt nekroptozisban

Ismert, hogy a sejthalalreceptorok mellett a mintdzatfelismerd receptorok aktivalasaval
is nekroptozis indukalhatd.[’!! Ennek 4ltalanosan elfogadott modellje fibroblaszt sejtek LPS-sel
valo kezelése kaszpazgatld jelenlétében. Ezért a kovetkezOkben MEF ¢és MEF-C9 sejteket
kaszpazgatloval torténd eldkezelést kovetéen LPS-sel aktivaltuk (16/A abra). A
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szakirodalomban tobb olyan intracellularis patogén ismert, melyek fertdzése a nekroptozis
herpes simplex virussal fertéztiik meg a MEF ¢és MEF-C9-es sejteket Z-VAD-dal tortént
elokezelést kovetden (16/B abra). A sejtek fertézése szérummentes médiumban tortént 1 6ran
keresztiil, majd pedig ezt kovetden a médiumot komplett DMEM-re cseréltiik és a mintakat 24

orat inkubaltuk termosztatban.
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16. abra | A kaszpaz-9 szerepet jatszik a Toll-like receptorok indukalta nekroptoézisban is. (A) MEF és MEF-
C9 sejtvonalakat 50 uM Z-VAD-dal 1 orat elokezeltiik, majd 100 ng/ml LPS-sel (B) vagy 10-szeres mennyiségi
HSV-1-gyel 24 oran keresztiil inkubaltuk. A sejthalal mértékét PI festéssel detektaltuk aramlasi citométerben. Az
oszlopokon lathato szorast harom kiilonallo kisérlet eredményeibdl szamoltuk, a szignifikanciat kétutas faktorialis
ANOVA-val hataroztuk meg. Az abrakon lathatd szignifikanciaszinteket az alabbiak szerint abrazoltuk: ***P
<0,005, ****P <0,001.

Lathato, hogy mind az LPS kezelés, mind pedig a HSV-1 fert6zés kdvetkeztében a vad
tipusu sejteken nagyaranyt nekroptdzis alakult ki, mig ez a hatas kaszpaz-9-et nem expresszalo
parjukon elmaradt. Sikeriilt tehat bebizonyitanunk, hogy nem csak a sejthaldlreceptorok
jelatvitelében, de egy teljesen mas receptorcsaladd esetén is fontos szerephez jut a kaszpaz-9

nekroptdzis indukcidjakor.

5.8. A TLRS aktivacié hatiasa a nekroptozisra

A mintazatfelismerd receptorokrol leirdk, hogy aktivacidjukat kovetden képesek a
sejtaktivacio mellett kaszpaz-8 fliggd apoptozist, valamint ezek mellett még nekroptdzist is
indukalni, ha a prokaszpaz-8 aktivacidja valami miatt nem johet létre. A TLR3 és TLR4
jelatvitelében kulcsszerepet jatszo TRIF adapter fehérje a RIPK1 ¢és RIPK3 kindazokhoz
hasonléan tartalmaz RHIM interakcidos domént, mely kaszpaz-8 aktivitds hidnydban mintegy
hidként szolgalva képes 0sszekapcsolni a RIPK1 és RIPK3 fehérjéket, ezaltal indukélni egy
nem klasszikus nekroszéma Osszeszerel6dését.!®>’!] Az MYD88-at hasznal6 TLR-ek és a
nekroptozis kapcsolata azonban jelenleg még nem teljesen ismert.

Kutatocsoportunk arra volt kivancsi, hogy a TLRS receptor aktivacidja befolyéasolja-e a
sejthalalreceptorok indukalta apoptozist, képes-e szinergisztikus médon ndvelni annak szintjét,

valamint, hogy ez a hatds mely molekulan, mely Gtvonalon keresztiil valosul meg. Ezért JA3 és
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RIPK1 deficiens Jurkat sejteket (JA3-RIPK1) rekombinans flagellinnel 1 6rat eldkezeltiik,
majd ezt kdvetden FasL-dal (17/A abra), TNF-fel (17/B abra) vagy fitohemagglutininnel
aktivalt T-sejtek feliiliszojaval (17/C abra) aktivaltuk 24 o6ran keresztiil. Eredményeink szerint
az altalunk alkalmazott kezeléseknek koszonhetéen nagy aranya apoptdzis alakult ki a Jurkat
sejteken, melyet a rekombindns flagellinnel torténd elékezelés képes volt még tovabb ndvelni.
Ez a hatas azonban RIPK1 hianyaban nem volt megfigyelhetd, mely igazolja, hogy a TLRS
aktivacioja RIPK1 fiiggd modon képes segiteni a sejthalalreceptor indukalta apoptdzist.

Ezeken tal kivancsiak voltunk arra is, hogy a TLRS ¢€s a Fas receptorok ko-aktivacioja
milyen hatdssal van a nekropt6zis kialakulasra. Ennek megfeleléen a rekombinéns flagellinnel
elokezelt JA3 sejteket Z-VAD ¢és Necl kombinaciojaval 1 6rat termosztatban inkubaltuk, majd
WSU-FasL sejtvonallal ko-kultaraban tartottuk 24 6rén 4t (17/D abra).
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17. abra | Rekombinans flagellin el6kezelés RIPK1 fiiggé médon noveli sejthaldlreceptor indukalt apoptozis
és nekroptozis mértékét. (A) Vad tipusu és RIPK1 deficiens Jurkat sejteket 100 ng/ml rekombinans flagellinnel
1 orat elokezeltiik, majd anti-flag ellenanyaggal (M2) keresztkotott 20 ng/ml FasL, (B) 10 ng/ml TNF vagy (C)
fitohemagglutininnel aktivalt T-sejtek feliilliszdjaval aktivaltuk 24 o6ran keresztiil (D) JA3 sejteket 100 ng/ml
rekombinans flagellinnel 1 6rat eldkezeltiik, majd 10 uM Z-VAD ¢és 38,5 uM Necl kombinacidjaval tovabbi 1
orat inkubaltuk termosztatban, végiil 2,5x10°® darab Cell Tracker Green fluoreszcens festékkel jelolt WSU-FasL
sejttel 24 o6ran keresztiil ko-kultirdban tartottunk. A sejthaldl mértékét PI festéssel detektaltuk aramlasi
citométerben, a sejthalal nekroptdzis voltat a specifikus inhibitor segitségével igazoltuk. Az oszlopokon lathato
szorast harom kiilonallo kisérlet eredményeibdl szamoltuk, a szignifikanciat kétutas faktorialis ANOVA-val
hataroztuk meg. Az abrakon lathato szignifikanciaszinteket az alabbiak szerint abrazoltuk: *P <0,05; ***P <0,005.

A kaszpazgatlét kapott mintdkon nekroptozis alakult ki, melynek mértekét az
apoptotikus mintdkhoz hasonldéan szintén tovabb tudta ndvelni a rekombindns flagellinnel

tortént eldkezelés. A necrostatin-1 eldkezelés megakaddlyozta a nekroptdzis kialakuldsat
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flagellin jelenlétében és hianyaban is, igazolva, hogy ezeken a mintdkon bizonyitottan
nekroptoézis indukalodott. A flagellinnek 6nmagaban nem volt citotoxikus hatasa sem Z-VAD
jelenlétében, sem annak hidnyaban. Ezen eredmények alatamasztjak, hogy a flagellinnel torténd
elkdkezelés eldsegiti mind az apoptdzis mind pedig a nekroptozis kialakuldsat human Jurkat

sejteken.

5.9. A kaszpaz-9 jelatvitelben betoltott helyének meghatarozasa

Kutatomunkank soran sikeriilt bebizonyitanunk tobb sejtvonalon is, valtozatos
stimulusokat kdvetden, hogy a kaszpdz-9 fontos szerepet jatszik a nekroptdzis folyamataban.
A kovetkezd 1épésként fel szerettiik volna térképezni, hogy kaszpdz-9 a nekroptdzis
jelatvitelében pontosan hol helyezkedik el az eddig ismert komponensekhez képest, illetve

kotédik-e annak valamely eleméhez, elemeihez.

5.9.1. A kaszpaz-9 interakcios partnereinek felderitése immunprecipitacioval

Mivel nekroptozis csak kaszpazgatolt koriilmények kozott valdosulhat meg, ezért
feltételeztiik, hogy a kaszpaz-9 a jelatvitelben, enzimaktivitasdnak hianyaban, mint adapter
fehérje vesz részt. Elséként vizsgaltuk, hogy a kaszpaz-9-hez kotddik-e a nekroptdzis jelatviteli
gerincét képzé nekroszéma valamely kezdeti komponense, vagyis a RIPK1, RIPK3 ¢és az
MLKL. Ezért a JA3 sejteket Z-VAD ¢és IAP antagonista kombindcidjaval eldkezeltiik, majd
TNF liganddal aktivaltuk. Az aktivaciot kovetéen tobb iddpontban vizsgaltuk

immunprecipitacio segitségével a fehérjék kozotti interakciokat (18/A, B dbra).
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18. abra | Nekroptoézis stimulacié hatasiara a kaszpaz-9 a RIPK3-hoz kapcsolddik. (A) JA3 sejteket 10 uM
Z-VAD és 1 pM BV6 kombinacidjaval 1 orat elokezeltiik, majd 50 ng/ml TNF liganddal aktivaltuk a jelzett
iddtartamokig. Anti-RIPK3-mal vagy (B) anti-kaszpaz-9-cel végzett immunprecipitaciot kovetden a gydongydkon
1évo fehérjéket western blottal mutattuk ki. Az abrak harom fiiggetlen kisérlet egyikét mutatjak.

Bar nem tudtunk kimutatni semmilyen interakciot a kaszpaz-9 és a RIPKI, illetve
kaszpaz-9 és az MLKL koz6tt (nem mutatott adatok), de megfigyelhetd egy gyenge és tranziens
kapcsolat a kaszpdz-9 és a RIPK3 kozott, mely az aktivaciot kovetd 3 oranal tetézott (18/A
abra). Ezt a kotoédést a RIPK3 antitesttel végzett immunprecipitacié is megerdsitette (18/B

abra), igazolva, hogy a kaszpaz-9 nekropt6zis soran képes a RIPK3-mal kapcsolatba kertilni.
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5.9.2. A nekroszoma létrejottének és aktivaciojanak vizsgalata

A tobbféle jellel elindithato nekroptdzist kdzvetitd jelpalyak végsd soron a nekroszéma
Osszeszerelddésehez vezetnek, melynek els6 1épése a RIPK1-RIPK3 kapcsolat 1étrejotte, majd
ezen fehérjék foszforilacidja és oligomerizacioja. A kovetkezokben vizsgaltuk, hogy részt vesz-
e a kaszpaz-9 a nekroszoma Osszeszerelddésének szabalyozasaban, vagyis befolyéasolja-e a
RIPK1-RIPK3 kapcsolat kialakulasat, valamint az ezt kovetd foszforilaciot. Ezért a
nekroptozist valtottunk ki TNFR aktivacidjaval. A RIPKI-RIPK3 fehérj¢k kozott 1évo
interakciot immunprecipitacioval vizsgaltuk (19/A, B dbra), az aktivacidjuk kinetikajat pedig

foszfospecifikus antitestek segitségével hatdroztuk meg (19/C, D abra).
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19. abra | A kaszpaz-9 hidnya gatolja a RIPK1-RIPK3 kapcsolat kialakulasat és az ezt kovetd foszforilacios
lépéseket (A) JA3 és JA3-C9 sejteket 10 uM Z-VAD és 1 pM BV6 kombinacidjaval 1 orat eldkezeltiik, majd 50
ng/ml TNF liganddal aktivaltuk. Anti-RIPK1-gyel vagy (B) anti-RIPK3-mal végzett immunprecipitaciot kdvetden
a gyongyokon 1évo fehérjéket western blottal mutattuk ki. (C-D) JA3 és JA3-C9 sejteket 10 uM Z-VAD és 1 uM
BV6 kombinacidjaval 1 orat eldkezeltiik, majd 50 ng/ml TNF liganddal aktivaltuk. A RIPK1 (S166) és RIPK3
(8227) foszforilaciojat teljes lizatumokbdl western blottal mutattuk ki. Az dbrak harom fiiggetlen kisérlet egyikét
mutatjak.

Eredményeink szerint mig a TNF aktivacio hataséara a vad tipust sejtekben jol lathatoan
1étrejott a RIPK1-RIPK3 kapcsolat a ligand adasat kovetd 3 és 6 ora kozott, addig ez kaszpaz-
9 hidnydban egyik mért idépontban sem volt megfigyelhetd. Megvizsgalva a fehérjék
sejtekben tortént meg. Beigazolodott tehat, hogy a nekroszoma Osszeszerelddése és a

komponensek ezt kovetd foszforilacioja is kaszpaz-9 fiiggd folyamat.
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5.9.3. RIPK1, RIPK3 indukalhaté overexpresszioja
5.9.3.1.Konstruktok létrehozasa és a sejtvonalak kialakitasa

Annak érdekében, hogy megerdsitsiik a kaszpaz-9 nekroptdzis jelatvitelében betoltott
RIPK1-et és RIPK3-at, mivel ilyen sejtvonalak hasznélataval igazolhatdé, hogy ezen
komponensek a kaszpaz-9-t6l upstream, illetve downstream helyezkednek-e el.

Ehhez el6szor beklonoztuk a RIPK1, valamint a RIPK3 szekvencidit a pENTR4F-
FLAG Gateway donorvektorba (Entry) EcoRI és Notl restrikcids hasitohelyeket hasznalva. A

klonozas sikerességét restrikcios hasitassal (20. abra) és szekvenaléassal is megerdsitettiik.

PENTR4F-RIPK3 PENTR4F-RIPK1
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20. abra | A hasitott vektor és insertek ellenérzése. A létrehozott konstruktokbol 200 ng-ot EcoRI-HF és Notl-
HF enzimekkel 37 °C-on 2 6riaig inkubdltunk, majd 1,5 %-os 0,5 pg/ml-es koncentracidban etidium-bromidot
tartalmaz6 agardz gélen megfuttattuk 70 V-on 1,5 6rén keresztiil. A savokat transzilluminator alatt vizsgaltuk.

Az ellen6rzés sordn megbizonyosodhattunk roéla, hogy mindkét insert sikeresen
beligadlodott a PENTR4F-FLAG vektorba, valamint méretiik is megfelelt a vartnak (RIPK1-
2016 bp, RIPK3-1557 bp). Ezt a szekvenalas kiértékelése is megerdsitette, valamint azt is
igazolta, hogy az amplifikalasi €és klénozasi folyamatok soran nem sériiltek a szekvencidk és
nem keletkeztek benniik mutaciok sem. A kovetkezd 1€épésben atrekombinaltuk a RIPK1 és
RIPK3 szekvencidjat a pCWS57.1 lentiviralis Gateway célvektorba (Destination).

A Gateway klonozas szekvencia specifikus rekombinacion alapszik, mely homolog
szekvencak kozott zajlik (AttL-AttR vagy AttB-AttP) és lehetvé teszi insertek gyors, hatékony

¢s biztonsagos mozgatasat donor/ belépd (Entry) és cél (Destination) vektorok kozott. Irodalmi
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adatok alapjan ismert, hogy a nekroptotikus molekuldk talzott mértékli kifejezddése képes
beinditani a nekroptozist, ezért a RIPK1 ¢és RIPK3 overexpressziojat mindenképpen
indukalhaté rendszerben terveztiik megvalositani.[3333-3361

A rekombinalas soran a Gateway® LR Clonase® II enzimkeverék katalizélja az in vitro
rekombinaciét pENTR4F (amely tartalmazza az AttL szekvenciat) és a pCW57.1 célvektor
kozott (amely attR helyeket tartalmazza). Ezek mellett a vektor tartalmaz egy Tet-On rendszert,
mely a Tet represszor protein (TetR) és a tet operator (TetO) DNS elemeken alapul, melyek

lehetdvé teszik a génexpresszid aktivalasat tetraciklin — vagy szarmazékaik, példaul doxiciklin
— hatésara (21. abra).
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21. abra | A pCW57.1 lentiviralis célvektor térképe. (https://www.addgene.org/41393/) Az altalunk valasztott
lentivektor harom nagyon fontos tulajdonsaggal is rendelkezik: 1) Mint Gateway vektor rendelkezik AttR
szekvencidkkal, melyek koz¢é atrekombinalhatd a célgén szekvencidja. 2) Lentivirdlis vektorként rendelkezik a
lentivirusok l1étrehozasahoz sziikséges 0sszes genetikai elemmel, valamint tobb mas az expresszids hatékonysagot
ndveld jarulékos szekvenciaval is. 3) Mint “All-in-one Tet-On” vektor tartalmazza az indukalhat6 expresszidhoz
sziikséges genetikai elemeket is (rtTA, TRE promoter, TetO). Hasznalataval egy 1€pésben 1étrehozhaté a célgén

indukalhat6 expressziojat lehetdvé tevo rendszer (régebbi vektorok esetén ezeket az elemeket egy kiilon vektor
tartalmazta).

A rekombinéciot kovetden az elkésziilt plazmidot betranszformaltuk kompetens Stbl3
baktériumba, és ampicillint tartalmazd agar plate-re szélesztettiik. A kindtt egyedi telepekbdl
ezt kdvetden izolaltuk a kész konstrukokat, melyeket ezt kdvetden restrikcids hasitassal (22.

abra) ¢és szekvenalassal is ellendriztiink.
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22. abra | A rekombinalas hatékonysaganak ellendrzése. A konstruktokbol 200 ng-ot EcoRI-HF és NotI-HF
enzimekkel 37 °C-on 2 oriaig inkubaltuk, majd 1,5 %-os 0,5 pg/ml-es koncentracioban etidium-bromidot
tartalmaz6 agar6z gélen megfuttattuk 70 V-on 1,5 6ran keresztiil. A savokat transzilluminator alatt vizsgaltuk.

Az agarozgélrdl késziilt képeken lathato, hogy mindkét fehérje szekvenciaja sikeresen
atrekombinalodott a pCW57.1 vektorba és minden sdv megfeleld magassagban volt lathato. A
rekombindcid sikerességét a szekvenalds is megerdsitette €s igazolta, hogy a szekvencidk épek,
benniikk sem mutacid, sem pedig extra bazisok nem taldlhatoak. Ezt kovetden tortént a
virustermelés és a sejtvonalak kialakitasa. Ennek soran a JA3 és a JA3-C9 sejteket megfertoztiik
a konstruktjainkat hordozo virusfeliiluszdval, majd elkezdtiik a sejtek szelektalasat 0,4 pg/ml
puromicinnel. A szelekciot addig folytattuk, mig a nem transzdukalt sejtek el nem pusztultak,

a fert6zottek pedig fel konfluenssé nem valtak.

5.9.3.2.Az overexpresszio tesztelése a létrehozott sejtvonalakon

Az antibiotikum szelekcion atesett sejteken ezt kovetden leteszteltik a fehérjék
indukalhat6 expresszidjat. Ehhez fertdzott és nem fert6zott JA3 és JA3-CO sejteket 24 és 48
oras doxiciklin kezelésnek vetettiink ala, majd western blottal vizsgaltuk a RIPK1 (23/A abra)

¢s RIPK3 fehérjék (23/B abra) expressziojat.
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23. abra | A RIPK1 és RIPK3 indukalhaté overexpresszidjanak tesztelése Fert6zott €s nem fertdzott JA3 és
JA3-C9 sejteket 2 pg/ml doxiciklinnel aktivaltuk 24 és 48 oOran keresztiil. A fehérjék expresszidjat teljes
sejtlizatumbol western blot segitségével igazoltuk. Az dbra harom fiiggetlen kisérlet egyikét mutatja.

Mig a nem fertdzott sejteken a doxiciklin addsa nem volt hatassal a RIPK1 és a RIPK3
expressziojara, addig a fertdzott és szelekcion atesett sejtekben nagy aranyt expressziot
okozott, mar 24 oraval az aktivaciot kdvetden, ami igazolja, hogy sikeres volt a sejtvonalak

kialakitasa.

5.9.3.3.A RIPK1 és RIPK3 overexpresszioja helyreallitja a nekroptozist

Miutén sikertilt igazolnunk az altalunk létrehozott rendszer miikodését, arra a kérdésre
kerestiik a valaszt, hogy ezen fehérjék overexpresszidja, hogyan befolyasolja a nekroptdzist a
kaszpaz-9 hidnyos sejtekben. Ezért a fertdzott és nem fertézott JA3 és JA3-CO sejteken 1 nappal

az aktivacio el6tt beinditottuk az overexpressziot doxiciklinnel, majd Z-VAD ¢és BV6

crer
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24. abra | A RIPK1 és RIPK3 overexpresszioja helyreallitja JA3-C9 sejteken a nekroptézist. (A) RIPK1 vagy
(B) RIPK3 konstrukttal fertézott és nem fertézott JA3 és JA3-C9 sejteket 2 pg/ml doxiciklinnel aktivaltunk 1
nappal az aktivacio eldtt, majd 10 uM Z-VAD és 1 BV6 antagonista kombinacidjaval 1 orat eldkezeltiik, ezt
kovetden 50 ng/ml TNF-fel 24 6ran aktivaltuk. A sejthalal mértékét PI festéssel detektaltuk aramlasi citométerben.
Az oszlopokon lathatd szoérast harom kiilonallo kisérlet eredményeibdl szamoltuk, a szignifikanciat kétutas
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faktorialis ANOV A-val hataroztuk meg. Az abrakon lathato szignifikanciaszinteket az alabbiak szerint abrazoltuk:
*P <0,05; **P <0,01; ****P <0,001.

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 overexpressziojat, aminek hatdsara helyreéllt a kaszpaz-9 hianyos sejteken a
nekroptozis. Ezen eredmények megerdsitik az immunprecipitacios kisérletek esetén latottakat,
¢s igazoljak, hogy a nekroptozis downstream mechanizmusai tovabbra is funkciondlisak, igy a
kaszpaz-9 vélhetéen a RIPK1-RIPK3 szintjén, vagy azoktol upstream szabalyozhatja a

nekroptdzist.

5.9.4. A kaszpaz-9 nekroptotikus funkciojanak felderitése

Sikeresen igazoltuk, hogy a kaszpaz-9 a nekroptdzis kezdeti 1épéseit szabalyozza, de
mivel csak egy gyenge és atmeneti interakcid figyelhetd meg kozte és a RIPK3 kozott, ezért
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy hatésat vélhetéen mas, a nekroszoma Osszeszerelddését
szabalyoz6 molekuldkon keresztiil fejti ki. Az AURKA a nekroptozis negativ regulatoraként
ismert, mely szubsztratjaval a GSK3B-vel képes megakadalyozni a RIPK1-RIPK3 ¢és a RIPK3-
MLKL kapcsolat kialakulasat.['?*]

5.9.4.1.Az AURKA és a kaszpaz-9 kapcsolddik nekroptozis soran

Irodalmi adatok szerint az AURKA ¢és szubsztratja a GSK3B fontos szabalyozoként
miikddnek a sejtekben, hogy stimulécié hidnyaban ne alakulhasson ki spontdn nekroptozis.
Publikaciok szerint AURKA gatlasa, expressziojanak csokkentése vagy a GSK30 gatlasa is
spontan nekroptézishoz vezet.['*!

Annak vizsgalatdhoz, hogy az AURKA szerepet jatszik-e a nekroptozis kaszpdz-9 éltali
szabalyozasaban, els6 1épésként a kaszpaz-9-AURKA kapcsolatot vizsgaltuk meg. Ehhez a JA3
¢s JA3-C9 sejteken TNF liganddal, Z-VAD-dal és BV6-tal nekroptozist aktivaltunk, majd a
sejtek lizalasat kovetden a fehérjék kozott 1évo interakcidkat immunprecipitacioval vizsgaltuk
(25/A, B abra), mig az AURKA foszforilacidjanak az ellendrzése foszfospecifikus antitestek
segitségével tortént (25/C abra).
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25. 4bra | Nekroptoézis aktivaciéja a kaszpaz-9-AURKA Kkapcsolat kialakulasahoz és az AURKA
foszforilacidojahoz vezet. (A) JA3 és JA3-CO sejteket 10 uM Z-VAD ¢és 1 uM BV6 kombinacidjaval 1 orat
elokezeltiik, majd 50 ng/ml TNF liganddal aktivaltuk. Anti-AURKA vagy (B) anti-C9 specifikus antitesttel végzett
immunprecipitaciot kovetéen a gydongyokon 1évo fehérjéket western blottal mutattuk ki. (C) JA3 és JA3-C9
sejteket 10 uM Z-VAD ¢és 1 uM BV6 kombinaciojaval 1 orat eldkezeltiik, majd 50 ng/ml TNF liganddal aktivaltuk.
Az AURKA (T288) foszforilaciojat teljes lizatumokbol western blottal mutattuk ki. Az abrak harom fiiggetlen
kisérlet egyikét mutatjak.

TNF aktivacio hatasara a AURKA specifikus antitesttel végzett immunblotton
hatarozottan megjelenik a kaszpaz-9 savja a ligand adasat kovetd 3-6 oran belill. Ezt a
kapcsolatot a kaszpaz-9 immunprecipitacidos blott is megerdsiti, igazolva, hogy sikeresen
azonositottuk a kaszpaz-9-et, mint az AURKA egy eddig ismeretlen interakcids partnerét. Az
AURKA foszforilacidjat vizsgalva lathato, hogy a fehérje aktivéacidja vad tipusu sejtekben 6
oraval a TNF adasat kovetden megemelkedik, vélhetéen a kaszpdz-9-cel tortént kapcsolat
kovetkeztében, mivel a JA3-C9-es sejteken ez az aktivacido nem megfigyelhetd. Ezen kisérletek
arra utalhatnak, hogy a kaszpaz-9 az AURKA altal iranyitott nekroptozis gatlas ellen hatva

segitheti a nekroptozis kialakulasat.

5.9.4.2.AURKA és GSK38 gatlok helyreallitjak a nekroptozist kaszpaz-9 hianyaban

A kaszpaz-9-AURKA kapcsolat felderitését kovetden arra voltunk kivancsiak, hogy
hogyan befolyasolja az AURKA, illetve szubsztratjdnak a GSK3B-nek a gatlasa kaszpaz-9
jelenlétében és hidnydban a sejthalalreceptor indukalta nekroptézis kialakuldsat. Felmeriilhet
ugyanis, hogy a kaszpdz-9 nélkiill az AURKA-GSK38 spontan nekroptézis kialakuldsat
biztosité hattérgatlo funkcid abnormalisan tulmikodhet, ami a kaszpaz-9 hidnyos sejtek
nekroptozis rezisztenciajat okozhatja.

Ehhez eldszor vizsgaltuk a AURKA ¢és a GSK3B gatlokszerek dozisfiiggését Jurkat

sejteken, hogy megtalaljuk azt a koncentraciot, mely még nem toxikus a sejtek szdmara. JA3
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¢s JA3-C9-es sejteket emelkedd dozisu AURKA (26/A, B abra), illetve GSK38 gatloval (26/C,

D abra) kezeltiik 24 6ran keresztiil termosztatban.
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26. abra | Magas dézisban alkalmazva az AURKA és GSK30 gatlok novelik a sejtek citotoxicitasat(A) JA3
és JA3-C9 sejteket 1,25-80 uM CCT137690-nel (AURKA gatlo), illetve (B) 10-640 uM AR-A014418-cal
(GSK38 gatlo) kezeltiik 24 oran keresztiil. A sejthalal mértékét PI festéssel detektaltuk aramlési citométerben (A,
C), az életképességet CCK8 moddszerrel hataroztuk meg (B, D), a sejtek életképességét (%) a kontroll mintadkhoz
viszonyitva adtuk meg. Az oszlopokon lathaté szdorast harom kiilonalld kisérlet eredményeibdl szamoltuk.

A mérések eredményeként lathatd, hogy mindkét mérési modszer esetén alacsony
dozisi AURKA (<2,5 uM), illetve GSK3B gatlo hasznalata (<20 pM) nem csokkentette
érdemben a sejtek ¢letképességét, azonban magas dozisban alkalmazva mind az AURKA (<2,5
uM), mint pedig a GSK38 (<20 uM) gatlo az irodalmi adatoknak megfeleléen sejthalal

123] fgy a tovabbi kisérleteink soran az AURKA gatlot 2,5 pM-os, mig

kialakuldsahoz vezetett.!
a GSK38 gatlot 20 uM-os dozisban alkalmaztuk.

A kovetkezOkben megvizsgaltuk, hogy befolydsolja-e a TNF, IAP antagonista és
kaszpazgatlo adasaval aktivalt nekroptdzis mértékét az AURKA (27/A abra), vagy GSK30
gatlokkal torténd elokezelés (27/B abra). Bar publikalt adatok szerint az AURKA ¢és a GSK30
gatldsa is nekropt6zishoz vezet, de szerettiik volna tobb specifikus nekroptozis inhibitororral is
igazolni, hogy AURKA ¢és a GSK38 gatloszerek jelenlétében valoban nekroptozis alakul ki nem

pedig valamely mas sejthalalforma. Ennek érdekében a kezelések soran Necl, NSA vagy egy

specifikus RIPK3 gatlé (GSK872) adasaval egészitettiik ki a kezeléseket.
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27. abra | AURKA és GSK38 gatlok helyreallitjak a nekroptozist kaszpaz-9 hianyaban. (A) JA3 és JA3-C9
sejteket 10 uM Z-VAD, 1 uM BV6, 1 uM NSA, 38,5 uM Necl, 7,5 uM GSK872, 2,5 uM CCT137690 (A), illetve
20 uM AR-A014418 (B) kombinaciodjaval 1 orat elokezeltiik, ezt kovetéen 50 ng/ml TNF-fel 24 6ran at aktivaltuk.
A sejthalal mértékét PI festéssel detektaltuk aramlasi citométerben. Az oszlopokon lathato szorast harom kiilonallo
kisérlet eredményeibdl szamoltuk, a szignifikanciat kétutas faktorialis ANOVA-val hataroztuk meg. Az abrakon
lathato szignifikanciaszinteket az alabbiak szerint dbrazoltuk: ***P <0,005, ****P <0,001.

Ez a kezelés nagyaranyu nekroptézis kialakuldsdhoz vezetett a vad tipusu sejteken, mig
ugyanez a kaszpaz-9 hianydban tovabbra sem indukalt nekroptézist. AURKA és a GSK38
gatlok alkalmazéasaval egyrészt nagyobb mértékii nekroptdzis alakult ki a vad tipusu sejteken,
masrészt mind a két gatld adasa sikeresen helyreallitotta a kaszpaz-9 hianyos sejtek nekroptdzis
érzékenységét. Fontos eredmény, hogy mind a harom specifikus nekroptdzis gatldé (Necl, NSA,
GSK872) sikeresen gatolta az AURKA ¢és a GSK3B gatlok jelenlétében €s hianyaban is a
sejthalalt, igazolva, hogy az altalunk hasznalt stimulusok mindegyike valéban nekroptozis
kialakulashoz vezetett.

Ezen eredmények arra utalnak, hogy a kaszpaz-9 az AURKA-GSK38 utvonal ellen
hatva elOsegiti a nekroptdzis létrejottét és az AURKA-GSK38 nekroptozist gatlo szabalyzo

mechanizmus kaszpdz-9 hidnyaban talmiikodik.

5.9.5. A kaszpaz-9 szerepének megerdsitése in vivo

Eddigi kisérleteink soran sikeriilt igazolnunk, hogy a kaszpaz-9 esszencialis része a
nekroptozis jelatvitelének, azonban ezt a hatast eddig csak in vitro koriilmények kozott sikertilt
bizonyitanunk. Tovabbi kisérleteink soran a nemzetkozi szakirodalomban mar jol ismert

nekroptdzis modellt atvéve indukaltunk nekroptozist egér acinar sejtekben.

5.9.5.1.A kaszpaz-9 kondicionalis leiitése egér hasnyalmirigy acinar sejteken
Mivel a publikalt adatok szerint a RIPK3 ¢és az MLKL leiitése egerekben
megakadalyozta a cerulein indukalt akut pankreatitisz kialakuladsat, ezért szerettiik volna egy

hasonld modellben megvizsgalni a kaszpaz-9 nekroptotikus szerepét.l!®194191 Mivel azonban a
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kaszpaz-9 egész testes lelitése az egerek embriondlis haldldhoz vezet, ezért sejt specifikus
deléciot valdsitottunk meg tamoxifen indukalhaté rendszerben.

Az egerek létrehozasat, majd keresztezését kovetden elsé 1épésben ellendriztik a
kaszpaz-9 indukélhat6 letitését. Ehhez az egereket 5 napon keresztiil tamoxifennel kezeltiik,
majd az allatokat tulaltatdssal terminaltuk. Az izolalt a hasnydlmirigy szovetmintdkbol, a

kaszpaz-9 expresszidjat immunfluoreszcens festéssel mutattuk ki (28. abra).

Vad tipus Kaszpaz-9 KO

ey

rekombinaz expressziojat 125 mg/testtomeg-kilogramm tamoxifen oralis adasaval indukaltuk 5 egymast kdvetd
napon keresztiil. Az izolalt hasnyalmirigy szovetmintakon a kaszpaz-9 leiités sikerességét immunfluoreszcens
jeloléssel vizsgaltuk. Ehhez masodlagos antitestként Alexa Fluor 488 konjugalt IgG antitestet hasznaltunk (z6ld),
a sejtmagot Hoechst-33342 (kék) festékkel jeloltik. A képeket Zeiss LSM880 konfokalis mikroszkoppal
készitettiik 40x-es olaj immerzios objektivet hasznalva. Méretarany vonal = 100 pm.

A hasnyalmirigybdl késziilt metszeteken a jeldlés igazolja, hogy mig a vad tipusu
allatokban jelentds kaszpaz-9 expresszid figyelhetd meg, addig a kaszpaz-9 deficiens
egerekben szinte teljesen megszint az expresszidja, csak a kék szinnel jelolt sejtmagok
lathatok. Sikeriilt tehat létrehoznunk a kaszpdz-9 hasnyalmirigy acinar sejtekben torténd
tovabbi kisérletek elvégzésére, vagyis a kaszpdz-9 nekroptdzisban betdltott funkcidjanak in

vivo igazolasara.

5.9.5.2.Kaszpaz-9 nekroptotikus funkcidjanak igazolasa akut pankreatitisz modellben

A kaszpdz-9 in vivo funkcidjanak igazoldsahoz 6sszehasonlitottuk a cerulein indukalta
akut pankreatitisz sulyossagat vad tipusu egerekben ¢€s hasnyalmirigy acinar sejt specifikus
kaszpaz-9 letitését kovetden. A kisérlethez elsd 1épésként 5 napon 4t tartd tamoxifen adasaval
indukaltuk a Cre rekombinaz expresszidjat. Ezt kovetden tortént az akut pankreatitisz kivaltésa,
amihez nyolc oran keresztiil 6ranként adtuk intraperitonealisan a ceruleint az egereknek (8.
abra). A kontroll csoportot cerulein helyett fiziologias sooldattal kezeltiik, az allatokat 12 6ra
mulva tulaltatassal termindltuk. A pankreatitisz tiineteinek sulyossagat hematoxilin-eozin

festett hasnyalmirigy metszeteken vizsgéltuk (29/A abra), melyek alapjan meghatdroztuk a
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nekrotikus teriiletek szazalékat (29/B abra), a kialakult 6déma nagysagat (29/C abra) és a
szovetek kozé infiltralodott fehérvérsejtek szaméanak mértékét (29/D abra). Az allatokbol
gyljtott vérmintakban pedig ezzel parhuzamosan meghataroztuk a szérumban 1€vé amilaz

aktivitasat is, mely az akut hasnyalmirigy-gyulladés egyik indikéatora (29/E abra).

A Vad tipus Kaszpaz-9 KO Vad tipus Kaszpaz-9 KO
Kontroll Kontroll Cerulein Cerulein
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° Kontroll Cerulein Kontroll Cerulein

29. abra | Kaszpaz-9 expressziéjanak csokkentése enyhiti a cerulein indukalta akut pankreatitisz tiineteit
hasnyalmirigy acinar sejteken. (A) Az akut pankreatitisz kivaltasa 125 mg/ttKg tamoxifen kondicionalast
kovetden nyolcszori, oranként torténd 50 mg/ttKg cerulein adasaval tortént. Az éallatok 12 6ra mulva torténd
terminélését kévet()'en a szévetmintékb()l késziilt metszeteket hematoxilin eozinnal festetﬁik (B-D). A nekrotikus
pontos skalan. (E) A gyljtott vérmintakbol a szérum amilaz aktivitast kolorimetrids kittel hataroztuk meg. Az
oszlopokon lathat6 szdrast harom kiilonallé kisérlet eredményeibdl szdmoltuk, a szignifikanciat kétutas faktorialis
ANOVA-val hataroztuk meg. Az abrakon lathato6 szignifikanciaszinteket az alabbiak szerint abrazoltuk: *P <0,05;
**Pp <0,01; ****P <0,001. Méretarany vonal= 100 pm.
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A fiziologias sooldatot kapott kontroll csoportban a hasnyalmirigy szovettani képe
normal morfoldgiat mutatott, mig cerulein kezelés hatasara a vad tipusu egerekben nagyaranyt
sejt €és szovetpusztulas figyelhetd meg, amit a nekrotikus teriiletek nagysaga, az 6déma
kialakulésa, a gyulladasos sejtek infiltracioja és a megndvekedett amilaz aktivitas is igazolt.
Ezzel szemben a hasnydlmirigy acinar sejtekben a kaszpaz-9 leiitése szignifikdnsan mérsékelte
minden mérési modszer esetén a szoveti destrukciot. Joval kisebb 6déma alakult ki, kevesebb
volt a gyulladasos sejtek szama, alacsonyabb volt a szérum amildz szintje, a nekrdzis mértéke
pedig szinte a kontroll szintjén maradt. Osszességében a kaszpaz-9 hianyaban jelentésen
csokkent az akut pankreatitisz sulyossaga, mely egyértelmiien alatdmasztja a kaszpéz-9 in vivo

szerepét a nekroptozis jelatvitelében.

5.9.5.3.Nekroptotikus fehérjék aktivaciojanak vizsgalata cerulein kezelést kovetoen

Bar széleskorlien elfogadott, hogy az altalunk hasznalt cerulein indukalt akut
pankreatitisz modellben a nekropt6zis aktivacioja felels a hasnyalmirigy pusztulasaért és ezzel
Osszefiiggésben a jellemzo klinikai tiinetek megjelenéséért, de igazolni szerettiik volna, hogy
az egerek cerulein kezelése valéban nekroptozis és nem pedig mas sejthaldlforma kialakulasat
idézte el6.'31961 Ennek értekében a kezeléseket kdvetden gyijtott pankreasz szovetmintakbol

crer

antitestek segitségével (30. abra).

A B

Kontroll Cerulein Kontroll Cerulein
kDa VT KO VT KO kDa VT KO VT KO
S - | PRIPK1 55 — - PRIPK3
72—
79— | "™ wwm wwm wew | RIPKA1 55 | S = e e=» R|PK3

30. abra | A cerulein kezelés hatasara kaszpaz-9 fiiggé moédon megemelkedett a RIPK1 és RIPK3 fehérjék
foszforilacidja. (A) Az akut pankreatitisz kivaltasa 125 mg/ttKg tamoxifen kondicionéldst kovetden nyolcszori,
oranként torténd 50 mg/ttKg cerulein adasaval tortént. Az allatok 12 6ra mulva torténd terminalasat kovetden a
hasnyalmirigy szovetmintakbol teljes sejtlizatumot készitettiink, melyben a RIPK1 (S166) vagy (B) RIPK3
(Thr231/Ser232) fehérjék foszforilaciojat western blottal mutattuk ki. Az abrak harom fliggetlen kisérlet egyikét
mutatjak.

A blottokon lathatd, hogy a cerulein kezelés nagymértékii RIPK1 és RIPK3
aktivacidohoz vezetett a vad tipust egerekben a kontroll, fizioldgias sooldattal kezelt allatokhoz
képest. A kaszpaz-9 deficiens egerek esetén a RIPK1 foszforilacioja jelentdsen csokkent, mig
foszfo-RIPK3 nem volt detektalhat6. Ez a kisérlet igazolja, hogy a cerulein kezelés valoban

nekroptozis kialakulasahoz vezet, melyben a kaszpaz-9 esszencidlis szerepet tolt be.
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6. 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
megfeleld szabalyozasahoz. Amit kordbban pusztan két kiilonallé folyamatnak gondoltak,
(apoptdzis és nekrdzis), az ma mar egy dinamikusan fejlodé onalldo tudomanyag. A teriilet
elmult 20 év rohamos fejlédésének koszonhetden, ma mar tudjuk, hogy a sejtek eltavolitasa

potencialisan tobb, egymastol jol elkiilonithetd sejthalalforman 4t is megvalosulhat (31. abra).

Immunogenic cell death

G. Kroemer Oxeiptosis
Lysosomal cell death ) ) A. Pichimair
J. Franko NETosis Entosis Ferroptosis
A. Zychlinsky J. Brugge B. Stockwell
Apoptosis ) Alkaliptosis
J. Kerr Pyroptosis N tosi Parthanatos . D. Tang
A. Wyllie B. Cookson ecroptosis V. L. Dawson Autosis

m— 1972 == 2000 == 2001 == 2004 == 2005 == 2007 == 2009 == 2012 == 2013 == 2018 =

31. abra | Az eddig megismert szabalyozott sejthaldlformak nevezéktana. A kiilsé vagy belsd térbol érkezd
zavarok hatdsara az eukariota sejtekben a tobb lehetséges sejthaldlprogram koziil egy aktivalodik, mely végiil a
sejt pusztulasdhoz vezet. A sejthalalformdk mindegyike egy egyedi jelatviteli Gtvonalon keresztiil vezet a sejt
eliminalasahoz, melynek soran a program fiiggvényében széles hatarok kozott valtozhat a sejt morfologiaja,
gyulladas kialakulasa, valamint az immunologiai kimenete is.

Egyre tobb tudomanyos bizonyiték van arra vonatkozolag is, hogy az egymastol
gyakran teljesen eltéré sejthalalfolyamatokat végrehajtd, igen szertedgazd jelatviteli
folyamatok joval tobb ponton kapcsolodnak egymashoz, mint ahogyan azt korabban
feltételeztiik.’) Bizonyos koriilmények kozott példaul az apoptozis és az autofigia
szinergisztikus kapcsolatban van egymassal, addig més szituaciokban autofagia csak akkor

[357.358] A nekroptozisra, nagyon sokszor még mindig

johet 1étre, mikor az apoptdzis gatolva van.
mint az apopt6zis tartalék ttvonalaként tekintenek. Azonban egy rakterapids szer, a shikonin
onmagaban képes az apotdzist megkeriilve, direkt mddon nekroptozist elinditani a sejtben, amit
Necl eldkezeléssel at lehet forditani apoptdzissa, igy ebben az esetben az apoptozis valik a

4.3%1 A korabbi fejezetekben mar ismertettem, hogy milyen sok receptor

tartalak utvonall
aktivacidja vezethet a nekroptdzis kialakuldsdhoz, azonban ezek a stimulusok sokszor mas
utvonalak kiindulopontjai is. Mig a prokaszpaz-8 aktivalodasa az extrinsic apoptozishoz
kothetd, addig ugyanez a fehérje képes az inflammaszéma Osszeszerelodését eldidézve
piroptozist is indukalni.*®”) Hasonlo médon, egér csontveldi makrofigokon ugyanaz az LPS

kezelés a IAP-ok és a kaszpaz-8 allapotatol fiiggden vezethet sejtaktivacidhoz (ha a IAP-ok

-72-



nincsenek gatolva), apoptozishoz és NLRP3 fliggd piroptozishoz (IAP-ok hidnyaban), valamint
nekroptdzishoz is (IAP-ok és kaszpaz-8 egyiittes gatlasakor).*®!] Mind a négy esetben érdekes
modon nagyon hasonld komplexek szerelddnek 6ssze melyekben kozos molekuldk vesznek
részt. A mitokondridlis apoptdzis iniciatoraként felfedezett kaszpaz-9-rdl is igazoltak mar, hogy
rendelkezik mas, nem apoptotikus funkciokkal, valamint hogy szerepet kap autofagia soran
is.1362-365] pyblikalt adatok szerint, Fas ligand és kaszpazgatld vagy citotoxikus T-sejtek altal
kivaltott nekrotikus sejthalal mértéke is alacsonyabb kaszpaz-9 hianyos sejtekben.[266-367]

Munkénk sordn azt vizsgaltuk, hogy van-e barmilyen szerepe a kaszpaz-9-nek a
nekroptozis jelatvitelében. Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy sikeriilt bizonyitanunk
tobb sejtvonalon is, hogy kaszpdz-9 esszencialis szerepet tolt be nekroptozis soran. Ezt a tényt
tobb sejthalal €s mintazatfelismerd receptor aktivalasaval, valamint HSV1 fert6zés soradn is
igazoltuk. Mivel kisérleteink soran a nekroptozis kivaltasa kaszpaz-gatolt koriilmények kozott
valdsult meg, ezért a kaszpaz-9 a nekroptozisban vélhetéen, mint adapter molekula vesz részt.
Ez §sszhangban van a nemzetkdzi szakirodalomban publikalt eredményekkel is, hiszen tobb
kutatocsoport is arra az eredményre jutott, hogy a kaszpdz-9 enzimaktivitasanak gatldsa nincs
hatassal a nekroptdzisra.368-2%%]

A nekroptdzis in vivo kialakuldsa arra enged kovetkeztetni, hogy miikddése soran a
kaszpazok altali mechanizmusok mellett, kaszpazoktdl fliggetlen irdnyité folyamatok is jelen
vannak. A kulcsfehérjék expresszidja, az interakcios partnerek, a poszttranszlacidos modositasok
¢s a komponensek intracelluléris lokalizacioja is egy jol irdnyitott folyamat részeként vannak
szabélyozva.l'®! Kutatomunkank soran igyekeztiink minél alaposabban felderiteni a kaszpaz-9
pronekroptotikus funkcidjdnak pontos molekularis mechanizmusat. Vizsgalataink szerint bar a
kaszpdz-9 hianya nem befolyasolta a kulcs nekroptotikus molekuldk expressziojat, de
sziilkséges volt a nekroszoma Osszeszerelddéséhez, vagyis a RIPK1 ¢és a RIPK3
Osszekapcsolodasahoz. Fontos kiemelni, hogy mig a kiilonféle sejthalalreceptorok aktivacidja
soran kivaltott nekroptozisban a RIPK1 felelés a RIPK3 megkdtéséért és aktivaciojaért, addig
mintdzatfelismerd receptorok altal iranyitott nekroptozis soran a RIPK1 gatolja a RIPK3
spontan aktivaciojat.’’% Ezek fiiggvényében tigy gondoltuk, hogy vélhetden a kaszpaz-9
inkabb a RIPK3-on keresztiil hathat. Ezt a feltételezéslinket immunprecipitacios kisérletekkel
meg tudtuk erdsiteni és azonositottuk a kaszpaz-9-et, mint a RIPK3 egy eddig nem ismert
interakcids partnerét. Publikalt adatok szerint a nekroszoma 0sszeépiilése sziikséges a RIPK1
és RIPK3 fehérjék aktivacidjahoz.[*”! Az altalunk kapott adatok egybevagnak a szakirodalmi
adatokkal, hiszen kisérleteink sordn a két kinadz foszforilacigja is csak a kaszpaz-9-et
expresszald sejtekben volt megfigyelhetd. A nekroptozis aktivacigjat kovetden az egyik

sorsmeghatarozd 1épés a RIPK3 foszforilaciojat koveté RIPK3 oligomerizacig.'%+37!]

-73-



Sikeresen overexpresszaltattuk a RIPK1, valamint a RIPK3 fehérjéket, ami eredményeink
alapjan képes volt helyreallitani a kaszpaz-9 hidnyos sejtek nekroptozis érzékenységét.

Az aurora kinazokroél (aurora A/ B/ C) ismert, hogy a mit6zisban és a meidzisban fontos
iranyito szerepet jatszanak. Tulzott aktivaciojuk sok daganatos megbetegedésben kimutathato,

3721 Ennél fogva az aurora kindzok igéretes

mely ramutat, potencialis onkogén szerepiikre.|
rakterapias célpontként szolgalnak. Napjainkig tobb aurora kinaz gatlot sikeriilt mar 1étrehozni,
koziiliik tobbeket (AT9283, AZD1152, Danusertib, MLN8054) mar klinikai kisérletek soran
vizsgalnak.’”3) Az AURKA fehérjérdl ismert, hogy a sejtosztodasban jitszott szerepén til, a
RIPK1-nek ¢és a RIPK3-nak is az interakcios partnere és szubsztratjaval, a GSK3B-vel
egyiittmiikddve a nekroptozis egyik negativ szabalyozdja.l'?’l Kisérleteink soran
megvizsgaltuk, hogy moddosul-e kaszpaz-9 hianydban az AURKA/ GSK3B utvonal.
Immunprecipitacids eredményeink egyértelmuiien igazoljak, hogy a RIPK3-mal val6 kapcsolata
mellett, az AURKA nekroptdzis soran kotddik a kaszpaz-9-hez is. A jelatviteli Iépéseket tovabb
vizsgalva az AURKA foszforilacidja kaszpdz-9 fliggének bizonyult. Végezetiil hasonléan a
RIPK1 ¢és RIPK3 overexpresszidjadhoz, az AURKA vagy a GSK3B gatlasa is képes volt
helyredllitani a kaszpaz-9 hianyos sejteken a nekroptozist. Az eredményeinket 0sszefoglalva
kijelenthetd, hogy a kaszpaz-9 a nekroptdzis egy Ujonnan felfedezett regulatora és szerepet
jatszik a jelatvitel finomhangolasaban és az apoptdzis-nekroptdzis atmenet szabalyozasaban
(32. abra).

Bizonyos sejthalal tipusok képesek a kornyezé sejtek, szovetek gyulladasos valaszanak
kivaltasara. Az ilyen ,litikus” sejthalalfolyamatok kozos jellemzdje, hogy a
citoplazmamembran integritasanak megsziinésével rengeteg DAMP szabadul ki a kornyezd

szovetbe. 374

A DAMP-ok normal esetben a sejtek belsejében taldlhatoak és mind
szerkezetileg, mind funkcionalitas szempontjabol nagyon valtozatos molekulak. Egészséges
koriilmények kozott a sejtek életfolyamataihoz nélkiilozhetetlenek, de bizonyos hatasokra (mint
példaul fizikai trauma, sugarzas, ozmotikus stressz, toxinok, hipoxia, patogén fert6zés)
kikeriilnek az extracellularis térbe, ahol elsdésorban mintazatfelismerd receptorokon keresztiil

mas sejtek gyulladasos valaszat indukaljak.[>73-376]
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Sejthalal Receptor Mintazatfelismer6é Receptor

Aktivacio Aktivacio
Kaszpéz_s\
Aktivacio

Kaszpaz-9
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Intracellularis

Stressz Nekroptézis

Apoptozis

L N
Tolerogén Immunogén
Kimenet Kimenet

32. abra | A kaszpaz-9 szerepe neKkroptdzisban. A sejtek haldlat tobb, egymassal szorosan egylittmiikodd
sejthaldlprogram hajtja végre. Az extrinsic apoptdzis dominancidja a nekroptdzis felett fontos a nem kivant
gyulladas elkertilésében. Eredményeink szerint a mitokondridlis apoptézis inicidtor kaszpéaza, a kaszpaza-9
esszencidlis szerepet tolt be a sejthaldl- és mintazatfelismerd receptorok aktivacidja soran kialakulo
nekroptozisban. Igy a kaszpaz-9 dontd szereppel birhat a mitokondrialis apoptozis és a nekroptdzis kozotti atmenet
szabalyozasaban €s a sejthalal tolerogen/ immunogén kimenetének eldontésében.

A sejthalél lehet a kovetkezménye, de ugyanakkor az oka is a kialakult gyulladasnak. A
legismertebb, DAMP keletkezéssel jaro sejthalalforma a nekrozis, melynek sordn a membran
felszakaddsa miatt nagyon véltozatos DAMP-ok szabadulnak fel.*’# Ugyanakkor ismertek
olyan DAMP-ok, melyek csak egy-egy bizonyos sejthaldl tipus (nekroptozis, apoptozis,
ferroptdzis, piroptozis és netdzis) kialakuldsara jellemzoek, igy az egyes sejthalalformak mas-
mas utvonalon vezethetnek gyulladas kialakuldsahoz. Apoptézis példaul a kromatin
kondenzalodasa és a DNS fragmentacidja kovetkeztében foképp sejtmag eredetli fehérjék
kiszabaduldsahoz vezet.?’”) A neutrofil extracellularis csapdak (NET) kozelében jellemzden
antimikrobialis peptideket és nuklearis fehérjéket talalni.?7>781 A DAMP-ok vizsgalata
lehetdséget adhat a kiilonféle sejthalalok elkiilonitésére is. Apoptotikus sejtekbdl kijuto DNS
fragmentek mérete jellemzdéen 180 bazispar koriil mozog, mig nekrozis soran ezek akar 10 000
bp hosszuak is lehetnek.[*”! A piroptozis soran kikeriild HMGB1 jellemz&en hiperacetillt, mig
ez nem figyelheté meg sem apoptdzis sem nekroptdzis soran, de a HMGB1 redox allapota is
nagyon beszédes lehet: piroptotikus sejtekben jellemzén diszulfid allapotban van, nekrozis
soran megfigyeltek teljesen redukalt és diszulfid format is, mig apoptozis sordn kizarolag a

teljesen oxidalt (szulfonil) HMGBI -et talalni.l3%%!
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A proinflammatorikus jelatviteli utvonalak aktivacidja az egyik legkorabbi esemény az
immunvalasz soran. Az akut gyulladas egy fontos védelmi mechanizmus, melyet jellemzden a
szovetek kozott jelenlévé immunsejtek (makrofagok vagy hizosejtek) valtanak ki, a sejtfelszini
vagy intracellularis receptoraikhoz kotddé PAMP-ok, vagy DAMP-ok hatasara.’8!! Egy
szervezetben épp zajlo fertézéskor a gyulladt szovetben ott talaljuk a PAMP-ok és DAMP-ok
mellett az aktivalédott immunsejtek altal termelt citokineket és sejthalalligandokat is (TNF,
FasL).?82-384 A fert6zott sejtek elimindlasa az esetek tobbségében FasL medidlt apoptozissal
valosul meg, de egy fert6zott sejtben ezzel parhozamosan aktivalodhatnak, vagy mar eleve
aktivak lehetnek a mintdzatfelismerd receptorok mediélta utvonalak a jelen 1évé PAMP-ok és
esetleg DAMP-ok miatt.[382-385:336] Eppen ezért, bar igen gyakori jelenség, de jelenleg még nem
teljesen tisztazott, hogy a mintazatfelismerd és a sejthalalreceptorok egyidejii aktivacioja
milyen hatassal van a sejthalalfolyamatokra. Ismert, hogy a rekombindns flagellin vagy
flagellint expresszalod baktériumok jelenléte gatolja az apoptozist neutrofil és endotél sejteken,
mig ez a hatds nem volt megfigyelhetd flagellin hidnyos baktériumot hasznalva.l*87-3%
Ugyanakkor arra is van bizonyiték, hogy a flagellin képes az apopotodzis kivaltasdra human
primer makrofiagokon, valamint HeLa és vékonybél epitél sejteken.[*3***!] Munkank soran
megvizsgaltuk, hogy a TLRS receptor aktivacidja hatdssal van-e a sejthalalreceptorok
jelatvitelére. Eredményeink szerint a flagellin képes novelni a TNF, FasL vagy az aktivalt T-
sejtek feliiluszoja altal aktivalt apoptozis és a FasL indukalta nekroptdzis mértékét. Mivel ezt a
jelenséget csak RIPK 1-et expresszalo sejtekben tudtuk detektélni, igy ez arra utal, hogy a TLRS
aktivacidja a RIPK1 fiiggd sejthalalutvonalakat képes felerdsiteni.

A veszély eliminalasat kovetden nagyon fontos 1épés a gyulladasi folyamatok leéllitasa,
hogy helyrealhasson a normal szoveti kornyezet. Ha ez a 1épés valami miatt nem johet 1étre,
példaul a gyulladas kialakuldsdban szerepet jatszd pozitiv visszacsatolasi mechanizmusok
tulmiikodése miatt, akkor az akut gyulladas kronikussa valik, melynek soran az immunvélasz
folytatodik, az egészséges szoveti sejtek tovabbi pusztulasat és végiil kronikus gyulladéssal jaro

a.[*811 Nagyon sok kiilsé és bels testfelszint, mint példaul a béltraktust

megbetegedéseket okozv
(Crohn betegség, colitis ulcerosa) vagy bort (ekcéma, pszoridzis) érintd betegség kozos
jellemzdéje a kronikus gyulladds. A reumas megbetegedések, mint szisztémas lupusz
eritematdzus, reumatoid artritisz, pszoridzisos artritisz, oszteoartritisz, spondilitisz
ankilopoetika (Bechterew kor) vagy a kdszvény patomechanizmusat vizsgalva is gyakran ott
talalni a kivaltd okok kozodtt a kronikus gyulladast.?¥1) Ezért az ilyen betegségekben a
gyulladéssal jaro, litikus sejthaldl tipusok atkapcsoldsa mas, tolerogén sejthalal folyamatokka

kiemelt terapias jelentdséggel birna.
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A nekroptozis in vivo szerepét és patologias allapotokhoz vald hozzdjarulasat tobb
transzgén egérben is sikeriilt mar igazolni.'! Szamos betegségmodellben a nekroptdzis
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 tiinetei.l!®1?625] Ezt a modellt atvéve, a kaszpaz-9 in vivo funkcidjanak
megerdsitéséhez kutatocsoportunk Iétrehozott egy egyedi transzgenikus egértdrzset.
Eredményeink szerint a hasnyalmirigy acinar sejteken a kaszpdz-9 leiitése szignifikdnsan
meérsékelte minden mérési modszer esetén a szoveti destrukciot. Joval kisebb 6déma alakult ki,
kevesebb volt a hasnyalmirigybe infiltralodott gyulladdsos sejtek szdma, szignifikdnsan
csokkent a nekrotikus teriiletek nagysaga €s alacsonyabb volt a szérumban 1évé amilaz szintje
is. Osszességében a kaszpdz-9 hianyaban jelentdsen csdkkent az akut pankreatitisz stlyossaga,
mely egyértelmiien alatdmasztja a kaszpaz-9 in vivo szerepét a nekroptdzis soran.

A sejthalalutvonalak tulmiikodése (neurodegenerativ megbetegedések) épp olyan kéaros
hatassal jar, mint a nem megfelelé szabalyozas miatti alulmiikodés (bakterialis és viralis
fertézések, daganatok kialakulasa).'® Egy kiilon csoportot képviselnek azok a
megbetegedések, ahol az apoptdzis-nekroptdzis egyenstlya erdsen a nekroptdzis irdnyaba
tolodik el. Emiatt a sejtek eltavolitasa nem a tolerogén modon, hanem valamilyen sejt lizisével
jar6 uton valosul meg, ami gyulladdshoz és erds autoimmunitdshoz vezethet. A terapids
lehetdségek kozott szerepelhetnek a sejthalal gatlok (necrostatinok), illetve a kiilonbozd
kemoterapids szerek. Dacara annak, hogy milyen hatalmas lehetdséggel birna, a kiilonféle
sejthalalutvonalak atkapcsoldsa jelenleg még nagyon messze all a klinikai felhasznaléstol.
Ehhez mindenekel6tt arra lenne sziikség, hogy felderitsiik a sejthaldlformak kozotti kozos
molekuldkat és megtalaljuk a lehetséges atkapcsolasi mechanizmusokat. Bizunk benne, hogy
munkank soran sikeriilt hozzajarulnunk a mitokondrialis apoptdzis és a nekroptozis kozotti
parbeszéd megismerés¢hez €s ez altal kozelebb kertiltiink a krénikus gyulladéssal jaro allapotok

hatékonyabb kezeléséhez.
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7. Osszefoglalas

A sejthaldlnak kiemelt szerepe van a degenerativ megbetegedések, autoimmun
folyamatok, krénikus gyulladassal jaro allapotok, valamint a tumorok kialakuldsaban ¢és az
immunrendszer altali észlelésében. Az elmult évtizedekben tobb, az apoptdzistdl fiiggetlen
sejthalalformat fedeztek fel, koztiik a nekroptozist is, mely egy szabalyozott, gyulladassal jaré
sejthalal folyamat. Jelenlegi ismereteink szerint a nekroptozis az apoptozis tartalék titvonalanak
tekinthetd, mely csak abban az esetben aktivalodhat, ha a sejthaldlreceptor indukalt apoptozis
gatolt vagy hidnyzik. Az utobbi években az extrinsic apoptozis inicidtoranak, a kaszpaz-8-nak
tobb szubsztratjat (RIPK1, RIPK3 vagy a CYLD) is leirtdk, mint a nekroptozis kritikus
regulatorat, de a legismertebb kaszpaz-8 célpontok, vagyis a downstream kaszpazok funkciojat
nekroptdzis soran szinte alig vizsgaltak. Mint az egyik legtobbet vizsgalt iniciator kaszpaz, a
kaszpaz-9 a mitokondridlis apoptdzis inicidtoraként széles korben ismert. Szdmos
stresszhatasra aktivalodhat, mint példaul a hipoxia, a sugarzas és a kemoterapias szerekkel valo
kezelés. Aktivacidjanak defektusai sulyos zavarokhoz vezetnek, mint a degenerativ korképek,
fejlodési rendellenességek és a rakos megbetegedések.

A kiilonféle sejthalalformak atkapcsolasdban 1év6 hatalmas klinikai potencial ellenére,
mellyel elkeriilhetok lennének a nem kivant gyulladassal jar6 allapotok, a mitokondridlis
rendelkezésiinkre. Munkank sordn elsdként sikeriilt igazolnunk, hogy a sejthalal és
mintdzatfelismerd receptorok aktivacidja kaszpazgatolt koriilmények kozott nekroptdzishoz
vezet vad tipusu Jurkat és MEF sejteken, de ugyanazon stimulusokkal szemben a kaszpaz-9
deficiens parjaik érzéketlennek bizonyultak. Esszerii és logikus feltételezés, hogy a kiilonboz6
sejthalalformdk kozotti atmenet a jelatviteliikkben szerepet jatszo kdzos molekuldkon keresztiil
valosul meg. Ily modon a kaszpaz-9, mely esszencidlis szerepet tolt be apoptodzisban és
eredményeink szerint nekroptodzis soran is, igéretes terapids célpontként szolgalhat.
Megvizsgaltuk a kaszpaz-9 szerepét a cerulein indukalt akut pankreatitisz soran, mely jelenleg
az egyik legismertebb és leggyakrabban hasznalt gyulladdsos allatmodell. Eredményeink
pankreatitisz tlinetei. A nekroptdzis jelatvitele tobb szinten, nagyon Osszetett folyamatok
segitségével szabalyozott, igymint a részt vevo fehérjék expresszidja, azok poszttranszlacios
modositasa, ezek stabilitdsa és intracellularis lokalizacidja, valamint az interakcids partnereik
elérhetdsége. Eredményeink szerint kaszpdz-9 hianyaban sériil a nekroszoma Osszeépiilése,
vagyis RIPK1 és a RIPK3 §sszekapcsolodasa és gatlodnak az ezt kovetd foszforilacios 1épések
is. A RIPK3 dimerizacidja a nekroptozis egyik kritikus kulcsmomentuma €s publikaciok szerint

a RIPK3 talzott mértékii expresszidja képes a spontan RIPK3 oligomerek képzddését és igy a
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nekroptoézist indukédlni. Munkank sordn bemutattuk, hogy a RIPK1 vagy a RIPK3
overexpresszioja helyreallitotta a kaszpaz-9 hidnyos sejtek nekroptdzis érzékenységét és képes
volt a kaszpdz-9 éltali szabalyozas megkeriilésére. Ismert, hogy az AURKA-GSK38 tutvonal
gatolja a nekroszoma 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 utvonalak
egymasra hatva szabalyozzdk a nekroptozist. Eredményeink szerint tehat sikeriilt
azonositanunk a kaszpaz-9-cet, mint a nekroptdzis egy 11j, eddig nem ismert szabalyozojat, mely
igéretes terapias célpontként szolgalhat a sejthaldlfolyamatok immunolédgiai kimenetelének

befolyasolasaban.
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8. Summary

Cell death has a fundamental impact on the evolution of degenerative disorders,
autoimmune processes, inflammatory diseases, tumor formation and immune surveillance.
Over the past couple of decades extensive studies have uncovered novel cell death pathways,
which are independent of apoptosis. Among these is necroptosis, a tightly regulated,
inflammatory form of cell death. Based on current data, necroptosis serves as a backup
mechanism when death receptor-induced apoptosis is inhibited or absent. Several substrates of
Caspase-8 have been documented as critical regulators of necroptosis (such as RIPK1, RIPK3
and CYLD), however the necroptotic role its most well-known substrates, the downstream
caspases, have been only marginally studied. As the most widely studied initiator caspase,
Caspase-9 is a key player in the intrinsic or mitochondrial apoptotic pathway which is involved
in many various stimuli, among them hypoxia, radiation and chemotherapeutic agents.
Deficiencies in the Caspase-9 activation has profound physiological and pathophysiological
outcomes, leading to degenerative diseases, developmental defects and even cancer.

Despite the huge clinical potential of switching between cell death modalities to avoid
the unwanted inflammatory outcome of cell death in various inflammatory diseases, the
necroptotic role of the proteins involved in mitochondrial apoptosis has not been investigated.
Here we demonstrated for the first time that the stimulation of several death and pattern
recognition receptors induced necroptosis under caspase-compromised conditions in wild type,
but not in Caspase-9 negative human Jurkat and murine MEF cells. It is reasonable to assume
that the common molecules of different cell death signals regulate the transition for one cell
death form to another and thus Caspase-9 poses an attractive target for pharmacological
interventions. We checked the role of Caspase-9 in one of the most intensely studied
inflammatory disorders, acute pancreatitis. According to our results, cerulein-induced
pancreatitis was significantly reduced in mice with acinar cell restricted Caspase-9 gene
knockout. The signaling pathway of necroptosis is regulated on multiple levels, from the
transcription, to the stability and posttranslational modifications of the necrosome components,
to the availability of molecular interaction partners and the localization of RIPK1, RIPK3 and
MLKL. We demonstrated that the absence of Caspase-9 led to impaired association of RIPK1
and RIPK3 and resulted in decreased phosphorylation of RIP kinases. RIPK3 dimerization is
the most critical points of necroptosis induction and increased expression of RIPK3 can induce
its oligomerization and can initiate necroptosis. Here we have shown that the overexpression
of RIPK1 or RIPK3 restored the necroptosis sensitivity of Caspase-9 deficient cells and can
bypass Caspase-9-mediated regulation of necroptosis. It has been published that AURKA-

GSK38 axis downregulates necrosome formation. Inhibition of either AURKA or its known
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substrate, GSK38 restored necroptosis sensitivity of Caspase-9 deficient cells, indicating an
interplay between Caspase-9 and AURKA-mediated pathways to regulate necroptosis. Our
findings suggest that Caspase-9 acts as a newly identified regulator of necroptosis and thus
Caspase-9 provides a promising therapeutic target to manipulate the immunological outcome

of cell death.
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Gregus, Anne-Odile Hueber, Eva Rajnavolgyi, Gabor Koncz. Flagellin increases death
receptor-mediated cell death in a RIP1-dependent manner. 46th Annual Meetingof the
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A kaszpaz-9 szerepe nekroptdzisban. 2014/15. Tanévi Orvos - és Egészségtudomanyi
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TDK Konferencia. Debrecen. 2016. februar 23-26.
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