Doktori (PhD) értekezés tézisei

A RIPK1-fiigg6 sejthalal szerepe az immunvalasz szabalyozasaban

Varga Zsofia

Témavezetd: Dr. Koncz Gabor

DEBRECENI EGYETEM

MOLEKULARIS SEJT- ES IMMUNBIOLOGIAI DOKTORI ISKOLA

DEBRECEN, 2021



A RIPK1-fiiggo sejthalal szerepe az immunvalasz szabalyozasaban
Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében
az elméleti orvostudomanyok tudomanyagban
frta: Varga Zsofia okleveles molekularis biologus

Késziilt a Debreceni Egyetem Molekularis Sejt-és Immunbiologiai doktori iskolaja
keretében.

Témavezetd: Dr. Koncz Gabor, PhD

Az értekezés biraloi:

tagok: Dr. K6vesdi Dorottya, PhD
Dr. Kékai Endre, PhD

A biralobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Fésiis Laszl6, az MTA rendes tagja
tagok: Prof.Dr. Virag Laszl6, az MTA doktora

Prof.Dr. Matko6 Janos, az MTA doktora
Dr. K6vesdi Dorottya, PhD
Dr. Kékai Endre, PhD

Az értekezés védésének online idépontja:  2021.05.19. 10:00
A nyilvanossagot online biztositjuk. Amennyiben az online vitan részt kivan venni, ugy jelezze a

varga.zsofia@med.unideb.hu e-mail cimen.


mailto:varga.zsofia@med.unideb.hu

1.Bevezetés
Az utobbi években tobb, az apoptdzistdl fiiggetlen sejthalal utvonalat irtak le. Ismert,

hogy a sejthaldl folyamatok immunologiai kimenetele eltérd lehet. Az altalaban tolerogén
apoptozis mellett gyulladast indukald, ugyanakkor az adaptiv immunvalaszt aktivald sejthalal
utvonalak is ismertek. A dolgozatban a receptor interacting protein kinase-1 (RIPK1) fiiggd
sejthalal folyamatokat, a gyulladast kivaltd nekroptozist és apoptdzist tanulmanyoztuk.

A velesziiletett immunitas kezdeti 1épéseit els6sorban a makrofagok és dendritikus sejtek
amelynek koszonhetden kialakulhatnak pro-inflammatérikus (M1) és anti-inflammatorikus (M2)
altipusok. A sejtpopulaciok egyensulya felborulhat betegségek patogenezisében, példaul a
fertdzések, daganatok, kronikus gyulladdsos vagy autoimmun reakciokban. Ezekben a
korképekben tobb klinikai vizsgalat célja az M1/M2 arany megvaltoztatasa. A doktori munka
soran dsszehasonlitottuk a human monocita-eredetli M1 és M2 makrofagok nekroptozisra vald
érzékenységét. A nekroptozis RIPK1, RIPK3 és mixed lineage kinase domain like pseudokinase
(MLKL) jelatviteli utvonalon zajlik, amelyet a RIPK 1 ubiquitinacioja és foszforilacioja egyarant
gatol. A nekroptdzis kivaltasahoz inhibitor of apoptosis (IAP) antagonistat, amely a a RIPK1
ubiquitinaciojat, vagy transforming growth factor-p-activated kinase (TAKL) inhibitort
hasznaltunk, amely a RIPK1 foszforilaciojat gatolja. Eredményeink szerint a TAK1 inhibitor 4ltal
indukalt nekroptozisra az M2 sejtek 1ényegesen érzékenyebbek, mint az M1 sejtek, ami lehetdvé
teszi a két alpopulécié egyensulyanak szabalyozasat.
alkotjak. Professziondlis antigén prezentalok, melyek folyamatosan pdsztazzak a
mikrokdrnyezetiiket, és elhalt, tumoros vagy virussal fertdzott sejtekbdl fagocitdzissal mintakat
gylijtenek. Az antigéneket a nyirokcsomokba szallitjak és naiv T sejteknek prezentaljak. Antigén
prezental6 és T sejtet aktivalo tulajdonsagokon tul ismert, hogy a DS-ek sejtpusztité funkcioval is
rendelkeznek. A doktori munka soran vizsgaltuk, hogy a human monocita-eredeti DS-ek (moDS)
citotoxikus képessége hogyan valtozik meg a mintazatfelismerd receptorokon PRR-stimulusok
hataséara. Kimutattuk, hogy citotoxicitds altalaban az éretlen, periférias szovetekben taladlhatéo DS-
ekhez kothetd. Az aktivalt DS feliiliszdja RIPK1- fliggd immunogén sejthalalt indukal, ami

ezaltal lehetdséget biztosit a DS-ek szamara a szoveti kornyezet monitorozasara és eldsegitheti az

crer



1.1 A DS citotoxicitas szerepe az immunvalasz soran

A DS-ek biztositjak az immunrendszer két mitkodési egysége, a természetes és az adaptiv
immunrendszer kozotti kapcsolatot. A szovetek kozott folyamatosan vandorld éretlen DS-ek
professzionalis fagocita és antigén prezentald sejtek, a velesziiletett immunrendszer elemeiként
elsésorban PRR-okkal képesek felismerni kiilonb6zé mikrobakat. Az antigén felvételét kovetden
a periférias szovetekbdl a nyirokcsomoba vandorolnak, ez alatt érett DS-ekké differencidlodnak
¢s a feldolgozott antigéneket T sejteknek prezentaljak. Ennek megfelelden az éretlen DS-ek 6
funkcidja a fagocitozis, az érett DS-eké pedig az antigének bemutatdsa. Az érett DS-eken
fokozodik a T limfocitdk aktivaldsdhoz sziikséges sejtfelszini kostimuldtor és az antigén
prezentacidban szerepet jatszo molekulak kifejezddése az éretlen sejtekhez képest. Az elpusztult
sejtek fagocitdzisaval kiilonféle sejtekbdl szarmazo antigének is bejuthatnak a DS-ekbe, ezaltal a
tumor sejtekbdl felszabaduld vagy a hivatdsos antigén prezentdld sejtek fertdzésére képtelen
mikrobak fehérjéi is fontos antigén forrast jelenthetnek mind a major histocompatibility complex
Il (MHC-I1), mind pedig az MHC-I molekulakon zajl6 prezentaciohoz.

A DS-ekrél a szakirodalomban ismert az antigén prezentaldo és T sejtet aktivald
funkcidjukon til a citotoxikus hatdsuk is. A DS citotoxikus képessége foként a szovetekben
lokalizalt éretlen fenotipushoz kapcsolhatd, ezzel szemben a nyirokcsoméba vandorolt érett
sejtek kevésbé citotoxikusak, amelyet mind vérbol izolalt, mind pedig in vitro differencialtatott
DS-ek vizsgalataval megerdsitettek. Azonban nem tisztazott még a DS-citotoxicitds alapjaul
szolgald molekularis hattér, illetve, hogy mi lehet a sejt6ld képességiik pontos fiziologias
funkcioja. Kiilondsen varatlan ez a citotoxikus hatas, ha figyelembe vessziik, hogy a kérokozéd
felismerését kovetden aktivalodo, érett DS-ek a nyirokcsomoba vandorolnak, igy a periférian
nagy mennyiségi fert6zott sejt elpusztitasara nem lehetnek képesek. A sejtold hatast a DS-ek
kivalthatjdk szolubilis faktorokkal, mint a tumor necrosis factor a (TNF), Limphotoxin alf32,
FasL vagy TNF related apoptosis inducing ligand (TRAIL) kozvetitésével. A DS-ek ezen
funkcidjat a szolubilis ligandumok kollektiv hatasaként, tovabba kozvetlen sejt-sejt kapcsolat
révén is leirtak.

A DS-ek citotoxikus tulajdonsaga lehetévé teszi, hogy az immunvalasz szabalyozoiként
mitkddjenek. Egyrészt képesek gatolni bizonyos limfocitdk expanzidjat eloregedett vagy
autoreaktiv limfocitak esetében. A DS-ek tekinthetdk a természetes immunitas effektor sejtjeinek,

sejtolé funkcidjukat kimutattdk tumoros célsejtekkel szemben is. Tovabba az in vitro generalt



vagy a vérben keringd éretlen DS-ek szamara a célsejtek elpusztitdsa lehetévé teheti az
apoptotikus sejtekbdl szarmazd antigének gyors fagocitozisdt és keresztprezentalasat a

citotoxikus T sejteknek.

1.2 A makrofagok heterogenitasa

A makrofagok kulcsszerepet jatszanak a fertézések elleni védekezésben, a sériilt vagy
apoptotikus sejtek eltavolitasaban, illetve a szdveti sériiléseket kovetd regeneracioban. JOl ismert
fagocita funkciojukon tal részt vesznek a homeosztdzis fenntartdsdban és az immunvalasz
szabalyozasaban; az antigének bemutatisaval, citokinek és mas biologiailag aktiv molekuldk
eléallitasaval, valamint a T sejtek szabalyozasan keresztiil is. A makrofagok térben és id6ben is
eltéré szereppel birhatnak, azaltal, hogy funkcionalis tulajdonsadgaik nem csak az eredetiiktol,
hanem a szdveti kornyezetbdl szarmazdé molekularis jelektdl is fiiggenek. Eltérd szoveti
kornyezetben reverzibilis valtozdsokon mehetnek keresztiil, amelyet a lokalis citokin és PRR-
stimulusok vezérelnek. A makrofagok megfeleld ingerek altal iranyitott plaszticitasa biztositja a

gyulladasos folyamatok kialakitasaban és megsziintetésében betoltott dinamikus szerepiiket.

1.3 Az M1 és M2 makrofag alpopulaciok szerepe az immunvilaszban

A makrofagok két jol meghatarozhat6 polarizacios allapota ismert, a klasszikusan aktivalt
M1 ¢és alternativ mddon aktivalt M2 fenotipussal rendelkezd makrofagok csoportja, amelyek
kiilonbozd faktorokat termelnek, eltéré biologiai funkcidkkal és sejtfelszini markerekkel
rendelkeznek. Az M1 sejtek biztositjak az immunrendszer elsé védelmi vonalat, aktivaljak mind
a velesziiletett, mind az adaptiv immunitast. Az M2 makrofagok feleldsek a szoveti regeneraciod
szabalyozasaért, részt vesznek az apoptotikus testek -eltakaritasaban és hozzdjarulnak az
immunszuppresszio kialakitdsdhoz is. A legljabb kutatdsok szerint azonban a kiilonféle
mikrokdrnyezeti feltételek integracidja képes a polarizacios allapotok teljes spektrumat 1étrehozni

az M1 és M2 kozott.

1.4 Tumorasszocialt makrofiagok

crer

monocitadk/makrofagok képezik. A szolid tumorokra jellemz6 a monocitdk vagy makrofagok

toborzdsa ¢és atprogramozasa, amelynek kovetkeztében tumorasszocidlt makrofagok (TAM)



jonnek létre. A TAM-ok segitik a daganatok ndvekedését és progressziojat, azaltal, hogy
fokozzak az angiogenezist, valamint a novekedési faktorok termelését és immunszuppressziot
indukalnak. Az immunszuppressziv kornyezet kialakitasahoz hozzajarul a TAM-ok gyenge
antigén prezentaldo képessége, az IL-10 és TGFRB szekrécidja, tovabba képesek aktivalni a

regulator T sejteket (Treg) is.

1.5 A sejthalal immunrendszerre gyakorolt hatasa

A humian szervezetben sejtek millidrdjai pusztulnak el naponta kiilonféle sejthalal
utvonalakon, amelyre az immunrendszer szamos moddon reagdlhat. Az immunrendszerre
gyakorolt hatasuk alapjan tolerogén, gyulladdsos €s immunogén tipusokat kiilonboztethetiink
meg. Ezen sejthalal folyamatok lezajlasat kiilonb6z6 molekularis utvonalak iranyitjak, amelyek

eltérden befolyasoljak a természetes és az adaptiv immunrendszer mitkodését.

1.6 Az apoptozis

Az apoptdzis szamos utjat leirtdk, amelyek mindegyike az iniciator és a végrehajtod
kaszpazok aktivacidjanak fliggvénye. Morfologiai szempontbdl az apoptotikus sejtek jellegzetes
folyamatsort hajtanak végre: az elpusztuld sejt eltavolodik a kdrnyezd sejtektdl, megsziinteti
kapcsolatat az extracellularis matrixszal, majd lekerekedik. A sejtmembranon kitiiremkedések
képzddnek, a kromatin kondenzalddik, ezt kovetden pedig a DNS fragmentalodik és 200-250
bazisparnyi szakaszokra esik szét. Végiil 1étrejonnek az apoptotikus testek, amelyek membrannal
hatarolva tartalmazzak a sejt komponenseit. A sejttartalom nem iriil ki az extracellularis térbe,
ennek megfeleléen az apoptdzis olyan szabalyozott sejthalal (RCD), amelynek altalaban
tolerogén a kimenetele. Azonban az apoptozis korabbi ismereteinkkel ellentétben bizonyos
koriilmények kozott immunogén is lehet, indukélhatja az adaptiv immunrendszert. Egyes
publikéciok szerint az apoptotikus sejthalal aktiv mechanizmusai hozzéjarulhatnak az elpusztulo
sejtek immunogenitasdhoz. Ilyen mechanizmus lehet példaul a kaszpdzok aktiv miikodése altal
feltart neoepitopok kialakulasa, amelyekr6l ismert, hogy ,el6nyben részesiilnek” a

keresztprezentalds soran.



1.7 A TNFa jelatvitel lehetséges kimenetelei

A TNFa, TRAIL, Fas ligand mind a tumor nekrézis szupercsalad tagjai, receptoraik egy
extracellularis ligandkotd, egy transzmembran és egy intracelluldrisan elhelyezkedd DD-bdl
allnak. A DR-ok aktivaciojat a specifikus ligandum bekotédése utan I1étrejévo receptor
oligomerizacio valtja ki, ami elinditja a jelatviteli kaszkadot. A szakirodalomban TNF receptor
(TNFR) szignalizacioja ismert a legrészletesebben.

A TNFa receptorhoz kotddésének hatdsara a TNFR trimerizalodik és konformacidja
megvaltozik, melynek kovetkeztében levalik a DD-rél annak gatld fehérjéje, a silencer of death
domain (SODD). A gatlas aldl felszabadult receptorhoz kotddik a TRADD, ami magédhoz
toborozza a RIPK1, a TNF receptor associated factor 2 (TRAF2) és TRAFS fehérjéket. A TRAF2
a komplexhez kapcsolja az IAP1 és IAP2 ubiquitin ligazokat és a LUBAC fehérje komplexet
(HOIL-1, HOIP, and Sharpin) is. Az IAP1 és IAP2 ubiquitinaljak (fehérje-fehérje interakciokat
segité K63-as poliubiquitin lancot alkotva) a RIPKI1-et annak 377-es lizinjén. Ezen feliil a
LUBAC tovabbi linearis ubiquitin lancokat kapcsol a K63-as poliubiquitinhez, amely lancokhoz
kapcsolodhat a NEMO adapter fehérje. A poliubiquitin lancok és a NEMO pedig az IKK
komplexnek (IKKo/B, TBKI1/IKKeg), valamint a TAKI1, TAB2 ¢és TAB3 molekuldknak a
toborzasat teszik lehetévé, amelyek aktivaljadk a downstream jelatviteli Utvonalak (NF-xB és
MAPK) foszforilacios 1épéseit. Az igy kialakult fehérje komplex (I.-es tipusi komplex) a sejt
aktivacio mellett tobbféle tulélési szignalt is kozvetit. Egyrészt a transzkripcids faktorok (NF-xB
és MAPK) aktivalasaval anti-apoptotikus fehérjék (FLIP, IAP) kifejezését eredményezi, masrészt
a TAKI kinaz - és downstream szubsztratjai - a RIPK1 foszforilalasan keresztiil gatoljak a
RIPK1 kozvetitett sejthalal szignalokat. A RIPKI1 tehat a komplex enzimatikusan inaktiv
tagjaként, allvany fehérjeként jarul hozza a TNFa-indukalt sejtaktivaciohoz.

A TNFR aktivalodadsdnak masik lehetséges kovetkezménye a sejthalal folyamatok
végbemenetele. Amennyiben a TNFa indukalt tulélé szignalok nem gatoltak, az 1.-es komplex
disszocialodik a TNFR1-r6l és a citoszolban elhelyezkedd TRADD, a FADD, a FLICE-like
inhibitory protein hosszu izoforméjaval (FLIP.) €és a pro-kaszpaz-8 fehérjékkel az tigynevezett
Il.a komplex (TRADD, FADD, RIPK1, kaszpaz-8, FLIP,) alakul ki. Ebben a komplexben a pro-
kaszpaz-8 oligomerizalodik, hasitodik és aktivalodik, amely apoptotikus sejthalalhoz vezet.
Tovabba a komplex Osszeszerel6désekor kialakuld FLIP és pro-kaszpaz-8 heterodimerek, vagy

az aktiv kaszpaz-8 homodimerek hasitjdk a RIPK1-et és a RIPK3-at. Ezaltal a nekroptozis



elindulasat gatoljak és biztositjak a tolerogén apoptozis dominanciajat a nekroptotikus sejthalallal
szemben.

Ha a RIPK1 deubiquitinalt allapotba keriil, megvaltozik a Il.-es komplex Osszetétele,
ennek elnevezése a komplex IIb. A RIPK1 deubiquitindcioja megtorténhet egyrészt a CYLD
vagy A20 deubiquitindz aktivaciojaval, vagy pedig a RIPK1 ubiquitinaciojat végzd IAP fehérjék
gatlasaval, vagy azok hianyaban. A IIb komplexben a TRADD helyett a RIPK1 kapcsolja 6ssze a
FADD ¢és pro-kaszpaz-8 fehérjéket, ekkor a RIPK1-fiiggd apoptozis zajlik le. A TNF jelatvitel
tovabbi lehetséges kimenetele a nekroptdzis kialakuldsa, melynek eldfeltétele a kaszpaz-8
inaktiv, gatolt allapota. A TNF altal indukdlt nekroptoézisban az el6zd fejezetekben mar
ismertetett modon a RIPK 1 a RIPK3-mal alkot komplexet (komplex lic).

Az ubiquitinacio mellet a RIPK1 aktivitasat a foszforilacios/poszt-transzlacids valtozasai
is modositjdk. A nekroptdzist eldsegitd foszforilacids események mellett, tobb, a RIPK1-fliggd
sejthalalt gatld foszforilacids 1€pés is ismert, ilyen példaul a TAKI1, a TBKI1 és az IKKe altali
RIPK1-foszforilacio.

1.8 Az apoptozis gatlé fehérjék

Az TAP fehérjék csaladja részt vesz a sejtek kiilonféle folyamatainak szabalyozéaséaban,
beleértve a sejthalalt, az immun- ¢&s gyulladasos reakciokat, a sejtek proliferaciojat,
differencialodasat és a motilitasat. Ezen folyamatok végrehajtasahoz az IAP-ék kapcsolatba
1épnek kaszpazokkal, az NFxB utvonal szabalyozoival, az aktin citoszkeleton elemeivel, tovabba
transzkripcios faktorokkal is.

Az IAP csalad tagjainak UBA doménje a K63, illetve egyes esetekben a K48 pozicidban
(IAP1) kapcsolt poliubiquitin lancait kothetik meg/ismerhetik fel. Amennyiben az ubiquitinek a
K48 pozicion keresztiil kapcsolodnak egymashoz, a célfehérje degradacidja kovetkezik be. Ha
azonban K63 pozicioban taldlhatdo ubiquitinek kapcsolodnak, akkor proteaszomds lebontds
helyett kiilonféle folyamatok, fehérje -fehérje interakciok, citoplazmatikus transzport, transzlaciod
vagy a DNS hibajavitas aktivalodhatnak.

Az |AP-ék C-terminalisan talalhatdé RING domén E3 ubiquitin ligdzként funkcional (E3,
az ubiquitin konjugald enzimsor utolsé tagja). A RING domén teszi lehetdvé az -eldzetesen El

altal aktivalt- ubiquitint hordoz6 E2 és a célfehérje kapcsolatdt és eldsegiti az ubiquitin

atkeriilését a célfehérjére. A TAP-ék ubiquitin ligaz tulajdonsaguknak kdszonhetdéen képesek a



fehérjéket (példaul: Second mitocondria-derived activator of caspase (SMAC), TRAF, kaszpaz
enzimek) K63-as pozicioban, illetve mas IAP fehérjéket és sajat magukat K48-as pozicioban
poli-ubiquitinalni. Az auto-ubiquitinicié igy a proteszomalis lebontasukat idézni eld, ami

biztositja az IAP-¢k viszonylag allandé szintjét a sejtekben.

1.9 SMAC mimetikumok, a Birinapant

A mitokondridlis SMAC fehérjék mesterségesen eldallitott valtozatai a SMAC
mimetikumok vagy masnéven AP antagonistak.

A Birinapant bivalens SMAC mimetikum, amely azon felil, hogy a XIAP-BIR
doménjéhez kotddik, képes az aktivalt kaszpdzokat kiszoritani a XIAP-vel valé kolcsonhatasbol.
Az IAP fehérjecsalad tagjai koziil az IAP1 és az IAP2 lebomlasat indukélja a sejtekben. A
Birinapant kezelés hatasdra a RIPK1 deubiquitinalodik, kialakul a RIPK1-kaszpaz-8 fehérje

komplex, ami lehetdvé teszi a kaszpaz-8 aktivacigjat.

1.10 A TAK1 szerepe a TNFR altal kivaltott jelatvitelben

A TGF-B aktivalt kindz 1 (TAK1), a MAPKKK csalad tagja, részt vesz a természetes €s
az adaptiv immunrendszer szabalyozasaban és a gyulladdsos folyamatok iranyitasaban.

A TAKI1 gatl6 hatést fejt ki a kaszpazokra €s az apoptdzis elinditasara. Ismert, hogy TNF
stimulaciot kovetéen a TAK1 csokkenti a Il.-es komplex kialakuldsat és/vagy aktivalasat. A
legujabb tanulmanyok tobb mechanizmust irtak le, amelyen keresztiil a TAK1 megvédheti a
sejteket a TNFa altal indukalt apoptézistol. A TAKI1 az NF-kB upstream kinaza, ezen a
transzkripcids Uton kivaltja az anti-apoptotikus fehérjék, példaul a FLIP és az IAP-¢ék atirasat.
Ezen kiviil a TAKI1 kozvetleniil is, illetve kozvetve, az TAK1-aktivalt kindzokon keresztiil is

foszforilalja a RIPK1-et. Ez a foszforilacié a RIPK1 gatlasahoz vezet.

1.11 Az immunogén sejthalal

Az immunogén sejthaldl (ICD) stressz hatdsara képes gyulladasos reakcidt kivaltani,
amely az adaptiv immunitas aktivalasat és a hossza tdvu immunoldgiai memoria kialakulasat
eredményezi.

Az elpusztult sejtek DS-ek altali fagocitozisa és a bekebelezett antigének

keresztprezentacidoval torténd bemutatdsa is sziikséges a citotoxikus T sejt aktivacidhoz. A



sejtpusztulds tipusa nagymértékben befolyasolja a DS-ek keresztprezentacids képességét. Az
elpusztuld sejtek adjuvansként hatdo képessége €s antigenitasa fligg a sejthalalt és a stresszt
el6idézd inger tulajdonsdgaitol, addig az RCD immunogenitasa végsd soron a haldokld sejtek
mikrokornyezetének is a fliggvénye.

A kivalto stimulustol fiiggetleniil az ICD sejthalal forma egyediilallo tulajdonsaga, hogy
képes aktivalni az adaptiv immunvalaszt. A folyamat sordn az antigének lehetnek elhalt sejtek
altal felszabaditott exogén vagy az elpusztuld sejtbdl szdrmazd endogén antigének. Az ICD-ra
jellemzd a kiilonb6zd tipusu DAMP-ok felszabadulasa, illetve az adott antigénre specifikus
immunologiai memoria kialakulasa.

Az ICD ezeken a DAMP-okon keresztiil megsziinteti az immunszuppressziv hatasa tumor
mikrokornyezetet, azaltal, hogy a daganatos sejtek elpusztulasat kovetéen fokozza az antigén
prezentalast és a fagocitdzist, a kostimulatorok kifejezését €s citokinek termelését, mind a tumor,
mind pedig az antigén prezentald sejtekben. Ezek eredményeként képes kivaltani a tumor

antigénre-specifikus T sejtek aktivalodasat.

1.12 A RIPK1-fiiggé sejthalal immunrendszerre kifejtett immunogén hatasa

A keresztprezentacié folyamata lehetévé teszi, hogy a DS-ek az exogén, fagocitalt
antigéneket, példaul tumor-eredetli vagy viralis fehérjéket jelenitsenek meg az MHC-I-en
keresztiil. A tumor ellenes immunvalasz elinditdsdban az immunogén sejthalal a leghatékonyabb
antigéneket generald sejthalal forma.

A RIPK1-fliggd jelatvitel mind sejthalal, mind pedig az NF-«B utvonalakat is beinditja.
Ezéltal a haldokld sejtekben zajlo gyulladdsos folyamatokkal egyiitt mozgdsitjia az
immunrendszert a tumoros sejtek ellen. Az elhalt sejtekbdl DAMP-ok, kemokinek és citokinek is
felszabadulnak, amelyek az elpusztuld sejt mikrokdrnyezetébe toborzott immunsejteket
aktivaljak. A DS-ek ezen citokin stimulusok hatasara keresztprezentacios utvonalon mutatjak be
az elpusztult sejtbdl szdrmazd peptideket. Azonban még kevéssé ismert, az immunogén sejthalal
pontosan hogyan befolyasolja a DS-ek keresztprezentald képességét, mellyel beinditjdk a CD8"

T-sejt valaszokat.
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2. Célkitiizések

Az eltér6 immunolodgiai szereppel rendelkezd sejthalal tipusok kozotti atmenetek pontosabb
ismerete, illetve szabdlyozasa hozzajarulhat a tumorok eliminéciojat vagy a gyulladasos

betegségek kezelését segitd 0j terapiak kidolgozasahoz.

Célkittizéseink kozott szerepelt vizsgalni, hogy vajon:
az eltérd stimulusok alkalmazédsakor azonos moédon megy-e végbe a sejthalal az M1 és M2
sejtpopulaciokban?
milyen tipusut a TAKI inhibitor és SMAC mimetikum altal kivaltott sejthalal az M1 és M2
makrofagokon?
milyen tipusi a TAKI inhibitor és SMAC mimetikum altal kivaltott sejthaldl a TAM-szerli

sejteken?

Ismert, hogy a DS-ek bizonyos korilmények kozott citotoxikus hatassal rendelkeznek®.
Ceélkitlizéseink kozott szerepelt vizsgalni, hogy vajon:

a DS-ek feliiluszoja képes-e kiillonbozd sejtvonalakon citotoxikus hatéast kivaltani?

eltérd-e az érett és az éretlen DS-ek feliiluszojanak sejtold hatasa?

a citotoxikus hatast milyen sejthalal receptorok kozvetitik?

milyen mértékben befolyasolja a RIPK1 fehérje jelenléte vagy hidnya a feliiluszo altal kivaltott
sejthalalt?
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Monocita szeparalas human vérkészitménybol

Kisérleteink soran huméan monocita-eredeti dendritikus sejtekkel (moDS) illetve
monocita-eredetli makrofagokkal dolgoztunk. A fiziologias sooldattal higitott human
vérkészitményt (buffy-coat) Ficoll-Paque Plus oldatra rétegeztiik 1:2 aranyban, majd gradiens
alapu centrifugalasnak vetettiik ala, amellyel a periférias, vérben keringd mononuklearis sejtek
elvalaszthatoak. A mosasi 1épések utan a CD14" monocitikat pozitiv szeparalason alapuld
modszerrel valasztottuk el. Ehhez paramagneses gyonggyel konjugalt CD14-ellenes antitestet
(Miltenyi Biotec) hasznaltunk. A jeldlt sejtek kitapadtak az erés magneses térben 1évd specialis

szeparal6 oszlopra, ahonnan fecskenddvel steril centrifugacsdbe elualtuk a monocitékat.

3.2 Human monocitak differencialtatasa dendritikus sejtekké

Az izolalt monocitak 80 ng/ml ml Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor
(GM-CSF, Gentaur Molecular Products) és 100 ng/ml IL-4 (PeproTech) jelenlétében 5 nap alatt
(37 °C, 5%, CO;) nyugvo DS-ekké differencidlodtak szérummentes AIM-V médiumban (Thermo
Fischer Scientific) 2.0 x 10° sejt/ml sejtsiiriiségben 6 lyuka szovettenyésztd lemezen. A

differencialtatashoz sziikséges GM-CSF-et és IL-4-et a 3. napon potoltuk a sejtek etetésével.

3.3 Human monocitak differencialtatasa IFN dendritikus sejtekké

Az izolalt monocitak 40 ng/ml GM-CSF és 100 U/ml rhIFN-a (Roferon-A) jelenlétében 5
nap alatt (37 °C, 5%, CO,) nyugvé DS-ekké differencialodtak szérummentes AIM-V médiumban
2.0 x 10° sejt/ml sejtstirliségben 6 lyuku szovettenyésztd lemezen. A differencialtatashoz

szlikséges GM-CSF-et és rhIFN-a-at a 3. napon potoltuk a sejtek etetésével.

3.4 Human monocitak differencialtatisa dexamethasone dendritikus sejtekké

Az izolalt monocitak 100 ng/ml GM-CSF, 20 ng/ml IL-4 és 0.25 uM dexamethasone
(Sigma-Aldrich) jelenlétében 5 nap alatt (37 °C, 5%, CO,) nyugvd dendritikus sejtekké
differencialodtak szérummentes AIM-V médiumban 2.0 x 10° sejt/ml sejtstiriségben 6 lyuku
szovettenyészté lemezen. A  differencialtatdshoz sziikséges GM-CSF-et, IL-4-et ¢és

dexamethasone-t a 3. napon az etetésekkel potoltuk.
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3.5 A dendritikus sejt feliiliszok (moDS, IFN DS, dexa DS) dsszegytijtése

A differencialtatas 5. napjan a DS-eket CLO75-tel (1 pg/ml, Sigma) vagy LPS-dal (0.5 pg/ml,
InvivoGen) kezeltiik 30 percen keresztiil. A TLR ligandumok eltavolitdsa érdekében haromszor
mostuk a sejteket (RPMI 1640), majd 4.0 x 10° sejt/ml DS-et 2, 8 vagy 24 o6raig inkubaltuk
szérum-mentes RPMI 1640 médiumban. A DS-ek altal termelt feliiliszokat (moDS, IFN DS,
dexa DS) 9500 relativ centrifugalasi er6 (rcf)/perc sebességgel 10 percig 4 °C-on centrifugalva

gyljtottiik ossze.

3.6 Human monocitak differencialtatisa érett dendritikus sejtekké

A differencialtatas 5. napjan a DS-eket 100 ng/ml LPS-dal kezeltiik. 24 6ra mulva az LPS-
elokezelt DS-eket (LPS-DS) TLR-ligandumokkal kondicionaltuk 30 percen keresztiil, majd
harom mosasi 1épést kovetden 4.0 x 10° sejt/ml DS-et 2 6raig inkubaltuk szérum-mentes RPMI
1640 médiumban. A DS-ek altal termelt feliiliszot 9500 rcf/perc sebességgel 10 percig 4 °C-on

centrifugalva gylijtottiik dssze.

3.7 Human monocitak differencialtatisa makrofagokka

Az izolalt monocitdk 50 ng/ml Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF,
PeproTech) jelenlétében 5 nap alatt (37 °C, 5%, CO) nyugvé, MO tipusii makrofagokka
differencialodtak szérummentes AIM-V médiumban 2.0 x 10° sejt/ml sejtstirliségben 6 lyuka
szOvettenyésztd lemezen. A differencialtatashoz sziikséges M-CSF-et a 2. és az 5. napon az
etetésekkel potoltuk.

Az M1 ¢és M2 altipusok létrehozésahoz a sejteket a differencialtatas 5. napjan 24 oran
keresztiil stimulaltuk (50 ng/ml LPS-dal (InvivoGen), IFNy-val (20 ng/ml, PeproTech) az M1
fenotipus, illetve IL-4-gyel (20 ng/ml, PeproTech), IL-10-zel (20 ng/ml, PeproTech) és TGFB-val
(20 ng/ml, PeproTech) az M2 fenotipus kialakitasdhoz. A sejteket a 6. napon tekintettiik M1 és
M2 tipust makrofagoknak. A TAM-szerll sejtek differencialtatasdhoz az izolalt monocitakat 5
napig 6 lyuka szovettenyésztd lemezen tartottuk 2.0 x 10° sejt/ml sejtsiirtiségben, THP-1
sejtvonal feliiliszojaban, melyet 1L-4-gyel (20 ng/ml), IL-10-zel (20 ng/ml) és TGFB-val (20
ng/ml) egészitettiink ki. Az 5. napon a TAM-szerl sejteket ismét THP-1 feliiluszéval kezeltiik 24

oran at. A makrofagokat a 6. napon tekintettiik TAM-szerti sejteknek.
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3.8 Felhasznalt sejtvonalak

Az SVT35 Jurkat és HT-29 sejtvonalakat RPMI 1640 médiumban,10% FCS (Gibco), 2
MM L-glutamine (Biosera) és 40 mg/l Gentamicin (Sigma-Aldrich) jelenlétében tenyésztettiik
(37°C, 5%, CO,).
A THP-1 sejtvonalat szérummentes AIM-V médiumban tenyésztettiik (37 °C, 5%, CO,).
A HUVECs sejteket 20% FCS, 2 mM L-glutamin, 1% penicillin/streptomycin (Gibco), EGM™-2
Endothelial Single Quots™ Kit (Lonza)-tartalmi M199 (Gibco) médiumban tenyésztettiik (37
°C, 5%, CO).

3.9 A THP-1 feliiluszé eléallitasa
A THP-1 feliiliszo el6allitaséhoz a sejteket 2 napig, 2.0 x 10° sejt/ml siirfiséggel
tenyésztettilk szérummentes AIM-V tapkozegben (Thermo Fischer Scientific), majd a feliiluszot

2000 rcf/perc sebességgel 5 percig tartd centrifugalast kovetden gyijtottiik dssze.

3.10 Az M1 és M2 makrofagok ko-kultiraban valo tenyésztése

Az M1 és M2 makrofagok eltérd sejthalal érzékenységét ko-kultirdban teszteltiik. A
kovetkez6 ko-kultarakat hoztuk létre:

Mosasi 1épéseket kovetéen az egyenld szamu M1 és M2 makrofagot (4.0 x 10° sejt/0.5
ml) egyiitt tenyésztettiink 4 6rdn at 24-lyukua sejttenyésztd lemezen. Az M1 és M2 ko-kulturat
nekroptotikus stimulusokkal kezeltiik. A sejthaldl indukcidt kovetden 24 oOrdval a taléld
makrofagokat anti-CD209-Phycoerythrin (CD209-PE) és anti-CD80-Fluorescein isothiocyanate
(CD80-FITC) antitestekkel jeloltiik.

Az M1 ¢és az M2 sejthaldl megkiilonboztetése érdekében az M2 makrofagokat
CellTracker™ Green CMFDA festékkel (10 ng/ml, Thermo Fischer Scientific) toltottikk fel 37
°C-on 30 percig. Harom intenziv mosési 1épést kovetéen 4.0 x 10° sejt/0.5 ml M2 sejtet
lemezeken. Az M1 ¢és M2 ko-kultarat nekroptotikus ingerekkel kezeltiik, az eltéré populaciok
sejthalalat 24 ora elteltével PI festéssel hataroztuk meg.
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3.11 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), ,,szendvics” ELISA

Az M1 ¢és M2 makrofagok feliiluszoit a differencialtatds 6. napjan gyljtottiik dssze €s
mértiik ELISA mddszerrel. A DS-eket a differencialtatas 5. napjan gytijtottilk dssze és mértiik
ELISA modszerrel. A citokin koncentraciok meghatarozasahoz TNFa, IL-6, IL-10, I1L-12p70
OptEIA kiteket hasznaltunk a gyarto utasitasai szerint (BD Biosciences).

3.12 Kaszpaz-3/7 enzimaktivitas mérése
Az SVT35 Jurkat sejteket a moDS-ek feliiluszoival vagy 20 ng/ml TNFa jelenlétében
inkubaltuk 24 6éran keresztiil, 37 °C-on. A kaszpaz 3/7 aktivitast az Apo-ONE Homogeneous

Caspase-3/7 assay kit (Promega) hasznalataval mértiik, kovetve a gyartd utasitasait.

3.13 Immunprecipitacié

Az SVT35 Jurkat sejteket a moDS-ek feliiluszoival vagy TNFa és SMAC mimetikum
(Birinapant) jelenlétében inkubaltuk 1 éran keresztiil (37 °C), majd a sejteket 1 % Triton-X 100
(Sigma-Aldrich) és 1 % proteaz-gatld koktél (Sigma-Aldrich) tartalmu lizis pufferben
szuszpendaltuk és 30 percen keresztiil inkubaltuk (4 °C). A sejtlizatumot centrifugalast kdvetden
gyljtottik 6ssze (12.350 rcf, 10 perc, 4 °C), majd anti-kaszpaz-8 antitesttel fedett Protein G
gyongyokkel kevertettilk (GE Healtcare) (overnight, 4 °C). A koévetkezé napon négyszer (lizis
puffer) mostuk a gyongydket, majd 2X Laemli pufferben szuszpendaltuk fel. A fehérje mintakat
linearizaltuk (5 perc, 95 °C), majd SDS-PAGE gélen futattuk a mintakat. A RIPK-1-kaszpaz-8
interakciot anti-RIPK1 western blottal mutattuk ki. Az interakcid kialakulasat anti-RIPK1
antitesttel fedett Protein G gyongyokkel tortént immunprecipitaciot kovetd anti-kaszpaz-8

western blottal is megerdsitettiik.

3.14 Aramlasi citometria
A fluoreszcencia intenzitasokat FACS Calibur (BD Biosciences) aramlési citométerrel

mértiik, az adatok kiértékelését pedig FlowJo szoftverrel (Tree Star) végeztiik.

3.14.1 Sejtfelszini molekuldk megjelenésének vizsgalata
A kovetkez6 sejtfelszini jeloléseket mértiikk: CD209-PE (DC-SIGN, BiolLegend), CD206-
phycoerythrin cyanine ™5 (Pe-Cy™5, BD Pharmingen), CD80-FITC (SONY Biotechnology),
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CD14-PE (BiolLegend), HLA-DR-peridinin-chlorophyll-protein (PercP, BD Pharmingen), PD-
1/CD279-PercP (BioLegend), CD163-PE (Biosciences).

A kiilonbo6zd specificitasu ellenanyagokkal torténd jeldlés minden esetben a kdvetkezd
modon tortént: a sejt pellethez hozzaadtuk a direkt jeldlt ellenanyagot, majd 20 percig, 4 °C-on,
sotétben inkubaltuk. Ezt kdvetden FACS pufferrel mostuk a sejteket (5 perc, 1500 rpm, 4 °C). A

sejtfelszini fehérje expressziot 10000 darab sejten mértiik le.

3.14.2 Sejthalal mérés
3.14.2.1 Sub-G1 mérés

A DNS fragmentaciot sub-G1 mérés alapjan hataroztuk meg. A sejteket az aktivaciot
kovetden 70 %-os alkoholban fixaltuk 4 °C-on, 1 6ran keresztiil, majd citrat pufferrel (38 mM,
pH 7.4) mostuk. A sejteket 50 pg/ml propidium-jodidot (PI, Sigma-Aldrich) tartalmazo citrat
pufferben jeldltiik 15 percen keresztiil 37 °C-on.

3.14.2.2 Membran integritas mérés
A sejthalalt a membranintegritas elvesztése és a PI felvétele alapjan is szamszerQsitettiik.

A sejteket PI oldattal (10 ng/ml PI foszfat pufferben) festettiik.

3.15 Western blot

A fehérjék kiszabaditasat a sejtekbdl 2X Laemli pufferben valo lizalassal értiik el. A
fehérjéket 10% poliakril-amid gélen, SDS gélelektroforézissel valasztottuk el, a fehérje mintakat
a méret szerinti szeparalast kovetéen nitrocelluloz membranra vittiik at (Bio-Rad Laboratories).
Az antitestek nem specifikus kotodését 5%-0s tejpor oldattal (TBS-Tween-ben oldva) gatoltuk
meg. A blokkolast kdvetéen a membranokat elsédleges antitestekkel inkubéltuk overnight 4 °C-
on 1000x higitasban alkalmazva: RIPK1 (BD Biosciences), RIPK3 (Cell Signaling), MLKL
(Sigma-Aldrich), pMLKL (Cell Signaling), TAK1 (Cell Signaling), p38 (Thermo Fischer
Scientific), pErk (Thermo Fischer Scientific), pJNK (Thermo Fischer Scientific), plk (R&D
Systems) és B-aktin (Sigma-Aldrich). Masodlagos ellenanyagként tormaperoxidazzal konjugalt
anti-nytl (GE Healthcare), anti-egér (GE Healthcare) vagy patkanyellenes (Sigma-Aldrich)

antitesteket alkalmaztunk. A kialakult immunkomplexeket a SuperSignal™ West Pico
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Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific™) vagy SuperSignal™ West Femto

Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific™) felhasznalasaval tettiik lathatova.

3.16 Statisztika

Valamennyi abra legalabb harom, egymastol fliggetlen donorbdl szarmazéd eredmény
atlagait mutatja + standard szoérassal (SD). Az eredmények statisztikai elemzése soran adott
esetben egyutas vagy kétutas varianciaanalizist alkalmaztunk Sidak teszttel, Graphpad Prism 6.00
program segitségével (GraphPad Software, La Jolla, California, USA). *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, ****p< 0.0001.

4. Eredmények
A doktori munka elsd fazisaban dsszehasonlitottuk a human monocita-eredettt M1 és M2

makrofadgok nekroptdzisra valo érzékenységét.

4.1 Az M1 makrofagokkal ellentétben, az M2 sejtek érzékenyek a TAK1 gatlo altal kivaltott
nekroptozisra
Annak igazoldsara, hogy a sejtpopulaciok elérték a megfeleld M1 és M2 fenotipusokat,

vizsgaltuk a polarizalt makrofagok sejtfelszini markereinek megjelenését. Az M1 sejteken
megfigyeltiik a CD80 (M1 marker) indukcidjat, valamint az M2 sejteken a CD206 ¢s CD209 (M2
markerek) magasabb expresszios szintjét.

A két makrofag alpopulacié funkcionalis jellemzéseként mértiik az IL-10 és IL-12
citokinek termelését. A szakirodalmi adatoknak megfelelden az M1 sejtek szignifikdnsan
nagyobb mennyiségben termeltek 1L-12 citokint, mint az M2 sejtek, mikozben az M2 sejtekben
jelentésebb mennyiségii IL-10 volt kimutathato.

Osszehasonlitottuk a makrofig alpopulaciok érzékenységét apoptotikus, illetve
nekroptotikus sejthalal indukciora. A két sejttipus ugyanolyan érzékeny volt az altalunk vizsgalt
ingerek tobbségére, a TAKL inhibitor azonban Z-VAD jelenlétében intenzivebb sejthalalt
indukalt az M2 sejtekben. Ennek az eredménynek a megerdsitéseként megvizsgaltuk a Birinapant
és az 5Z-7-medidlt sejthalal dozisfliggését. Kaszpaz gatld jelenlétében, az altalunk vizsgalt
koncentraciokban az 5Z-7 altal kivaltott sejthalal intenzivebb volt az M2 sejtekben, mint az M1

makrofagokban. A Birinapant kezelés azonban Z-VAD kezelés mellett sem eredményezett
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magasabb sejthalal-intenzitast az M2 makrofagokban. A Birinapant altal kivaltott sejthaldl nem
szignifikans mértékben, de enyhén intenzivebb volt az M1 sejtekben.

Specifikus inhibitorok jelenlétében is elvégeztiik a kisérleteket. Ehhez el6zetesen RIPK3
inhibitorral (GSK'872), illetve RIPK1 inhibitorral (Necrostatin-1, Nec-1) kezeltiik a polarizalt
makrofagokat. Mindkét gatloszer blokkolta a BZ altal indukalt sejthalalt, illetve M2 sejtekben a
GSK'872 és a Nec-1 is egyarant gatolta az OZ altal indukalt citotoxicitast, igazolva, hogy a
megfigyelt sejthalal nekroptdzis.

A nekroptézis jellegzetes markereként megvizsgaltuk az MLKL (S358) foszforilacio (p-
MLKL) kialakulasat a makrofag tipusokban a BZ és az OZ reagensekkel valo aktivalas utan. A
BZ kezelés hatdsara kimutattuk az MLKL foszforilaciéjat mind az M1, mind az M2 sejtekben, de
az OZ stimulaciot kovetéen p-MLKL csak az M2 makrofagokban jelent meg.

Felmeriilt a kérdés, hogy a funkcionalisan is eltéré6 M1 és M2 makrofagok autokrin TNFa
termelése allhat-e a két populacio eltérd sejthaldl érzékenységének hatterében. Ennek a
vizsgalatahoz szolubilis TNFR-ral (TNF:Fc fehérjével) kezeltiik elé a polarizalt makrofagokat,
majd ezt kovetéen valtottuk ki a sejthalalt az OZ vagy BZ kezelésekkel. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a TNF:Fc csak részlegesen gatolta az OZ 4ltal indukalt nekroptdzist. Ez alapjan
azt feltételezziik, hogy az autokrin TNFa termelés mellett mas mechanizmusok is Szerepet

jatszhatnak az OZ/BZ medialt sejthalalban.

4.2 Az M1 és M2 sejtek ko-kultiuraban valo tenyésztése nem érzékenyiti az M1 sejteket a
TAKTI1 inhibitor altal indukalt nekroptozisra
Az M1 és M2 makrofag alpopulaciok a kronikus gyulladas helyén vagy a daganatok

mikrokornyezetében egyszerre vannak jelen. Vizsgaltuk a makrofagok azon képességét, hogy az
M1 és M2 sejtek egyiittes jelenléte modositja-e az egyes altipusok érzékenységét nekroptotikus
stimulusokra. Ennek megallapitasara, az M2 makrofagokat CellTracker™ Green CMFDA
festékkel toltottiik fel, majd M1 makrofagokkal helyeztiik ko-kultiraba. Az egyiitt tenyésztett
sejteket BZ vagy OZ reagensekkel kezeltiik 24 6ran keresztiil. A sejthalal intenzitasat mind a
CellTracker pozitiv, mind negativ populacidkban meghataroztuk PI festéssel. A kiilon kezelt
makrofagok esetében megfigyelt eredményekkel dsszhangban, az M2 sejtek érzékenyek voltak az
OZ altal kivaltott nekroptozisra, mig az M1 sejtek rezisztensek maradtak ezzel szemben. Tovabba
az eddigi eredményeknek megfelelden a BZ kezelés mindkét makrofag populaciot elpusztitotta a

ko-kultGraban.
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Ezt az eredményt a tuléld sejtpopulaciok sejtfelszini markereinek mérésével erdsitettiik
meg, melyet a sejthalal indukcidja eldtt és utan is elvégeztink. Az OZ kezelés csokkentette a
CD209" sejtek mennyiségét, tehat az M1/M2 ko-kultira dsszetételét az M1 talsuly felé tolta el,
mikdzben a BZ kezelés nem gyakorolt szignifikdns hatast az M1/M2 aranyra.

Eredményeink szerint az egyiitt tenyésztett M1 és M2 makrofagok TAKI1 inhibitorral

torténd kezelése a tuléld sejtek egyensulyat az M1 dominancia felé tolta el.

4.3 A TAKI1 jelatviteli ut downstream komponenseinek gatlasa nekroptozist valt ki az M2
sejtekben
Kisérleteink soran a TAKI altal szabéalyozott Utvonalakat a kovetkezd inhibitorokkal

gatoltuk: SP600125 (JNK inhibitor), SB203508 (p38MAPK inhibitor), U0126 (ERK inhibitor) és
TPCAL (IKK inhibitor). Kaszpaz gatld jelenlétében az altalunk hasznalt inhibitorok sejthalalt
indukaltak az M2 makrofagokban. A vizsgalt dozisokban a kivaltott sejthalal az M2 sejtekben
intenzivebbnek bizonyult, mint az M1 sejtekben. A p38 kinaz inhibitor kivételével, minden
vizsgalt esetben szignifikansnak bizonyultak (JNK inhibitor, ERK inhibitor, IkB inhibitor) a
sejthalal intenzitasban megfigyelhetd kiilonbségek. A MAPK ¢és NFkB inhibitorainak
kiilonboz6en kombinalt alkalmazasa szintén intenzivebb sejthalalt indukalt az M2, mint az M1
makrofagokban. Azonban a kaszpaz aktivitas (Z-VAD hianyaban) mindkét makrofag
alpopulaciot megvédte akar a MAPK, akar az IKK gatlas hatasara kivaltott nekroptdzistol.

Vizsgaltuk az M1 és M2 sejtekben az ERK, JNK, p38 ¢és IkB foszforilacids szintjét
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) kezelés hatasara. A PMA-aktivalt makrofagokban
hasonl6 intenzitast MAPK és IkB foszforilacié mutathato Ki.

Ezt kovetéen megvizsgaltuk az M1 és M2 makrofagokban a nekroszoma komponensek
fehérje expresszigjat. A nekroptdzis szabalyozésaban szerepet jatszd legfontosabb fehérjék

expresszios szintjében sem talaltunk jelentds kiilonbséget az M1 és M2 sejtek kozott.

4.4 A TAM-szerii makrofagok érzékenyek a TAKI inhibitor altal kivaltott nekroptoézisra
Az M2-szerli funkcionalis tulajdonsagokkal jellemezhetd tumor asszocialt makrofagok

sejthalél érzékenysége meghatarozo lehet azon terapidkban, ahol a tumorok mikrokdrnyezetében
nekroptozis indukald szereket alkalmaznak. A TAM-0k nekroptozis érzékenységének
vizsgalatdhoz in vitro monocita-eredeti TAM-szerii sejteket differencialtattunk és az

¢letképességliket dsszevetettiilk az M1 és M2 makrofagokkal. Az altalunk differencialtatott TAM-
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ok a szakirodalmi adatoknak megfeleléen magas CD206, CD163, HLA-DR és alacsony CD14 és
PD-1 expressziot mutattak.

A TAM-szer( sejteken Birinapant/Z-VAD vagy 5Z-7/Z-VAD hozzaadasaval indukaltunk
nekroptdzist. Megallapitottuk, hogy a TAM-szerl sejtek ugyanolyan érzékenyek a BZ-indukalt
nekroptozisra, mint az M1 sejtek. Azonban az M2 sejtekhez hasonléan szignifikansan nagyobb
sejthalalt mutatnak az 5Z-7/Z-VAD kezelés hatasara, mint az M1 makrofagok.

Megfigyeléseinket Osszefoglalva, az M2 sejtek barmelyik talélési jel hidnyaban
nekroptozissal elpusztulnak kaszpaz gatlo jelenlétében, mig az M1 makrofagok tovabbi tulélési
jeleket hasznalhatnak, mely megakaddlyozhatja a TAKI1 inhibitor 4ltal kivaltott nekroptozist.

A TAM-szeri makrofagok, hasonléan az M2 sejtekhez szignifikdnsan nagyobb
érzékenységet mutatnak az OZ nekroptézis indukcié hatdsara, mint az M1 makrofagok Ez a
tulajdonsaguk terdpias lehetdséget nyujthat a tumorok kdrnyezetében megjelend tolerogén hatast

sejtek eliminacidjara.

A doktori munka masodik fazisa soran azt vizsgaltuk, hogy a human monocita-eredetii DS-
ek (moDS) citotoxikus képessége hogyan valtozik meg PRR-stimulusok hat4sara.

4.5 A moDS-ek feliiluszéja sejthalalt indukal
A DS-ek citotoxikus képességének vizsgalatdhoz human moDS-eket hasznaltunk. A

moDS-eket LPS (TLR4) és CL075 (TLR7-8) TLR-ligandumokkal kezeltiik 30 percen keresztiil,
majd intenziv mosasi lépéseket kovetden tovabbi 2 oran at inkubaltuk. Ezt kovetéen a DS-ek
feliiluszoival kezeltikk az SVT35 Jurkat célsejteket 24 oran keresztiil. Az LPS-dal vagy CLO75-tel
aktivalt DS-ek feliiliszdja jelentds mértékii sejthalalt eredményezett a Jurkat sejteken. Ezzel
szemben azon DS-ek feliiluszoja -amelyet nem stimulaltunk TLR-ligandummal- sejt6l6 hatast
nem mutatott. Ezeket az eredményeket a subGl csucs és kaszpaz 3/7 aktivitds mérésekkel
tadmasztottuk ala.

Annak vizsgalatara, hogy az altalunk létrehozott feliiliszok sejtpusztitdo hatdsa
érvényesiil-e mas sejtek esetében is, a citotoxikus hatast a HT-29 vastagbél-eredeti
adenokarcinoma sejtvonalon és primer HUVECSs sejteken is teszteltik. A HT-29 és HUVECs
sejtekhez DS feliiluszot adtuk, majd 24 6ra mulva mértiik a sejthalal intenzitast. Eredményeink

alapjan elmondhatd, hogy a DS citotoxikus funkcidja nem T sejt/Jurkat szelektiv, mivel a HT-29
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¢s HUVECs sejtek is szignifikans mértékben elpusztultak az LPS vagy CL075-kezelt DS
feliiliszo hatasara.

Vizsgaltuk, hogy a DS-ek hogyan reagalnak a citotoxikus hatast feliiluszora, mind sajat,
mind pedig eltéré donorokbol szarmazdé moDS feliilisz6 esetében. Az eredményeink szerint
maguk a DS-ek rezisztensnek bizonyultak a citotoxikus képességgel szemben.

Kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk, hogy a DS feliiliszé citotoxikus képessége a
szovetekben lokalizalt, éretlen DS fenotipushoz kothet6-e, vagy inkabb a nyirokcsomodkba
vandorolt, érett DS-ek jellemzdje. Ennek megallapitasahoz LPS-dal 24 oraig aktivaltuk a DS-eket
(LPS-DS), majd az LPS eldkezelt és kezeletlen moDS-eket egyarant 30 percig aktivaltuk LPS-dal
vagy CLO75-tel. Osszehasonlitottuk az igy nyert feliiliszok citotoxikus hatasat. Eredményeink
szerint a Jurkat sejtek szignifikansan kisebb mértékben pusztultak el az LPS-DS feliilaszo
adasakor, mind az LPS, mind pedig a CLO75-aktivaciot kovetden.

4.6 A moDS-ek feliiliszéja TNFa-fiiggo sejthalalt valt ki
A moDS-eket LPS és CL075 TLR-ligandumokkal kezeltiik 30 percen keresztiil, majd

intenziv mosasi 1épéseket kovetden 2, 8 vagy 24 oraig inkubaltuk. A moDS feliiluszokat
szolubilis TNF, Fas vagy TRAIL receptorokkal kezeltiik el6, hogy semlegesitsék az esetleges
sejthalal ligandumokat a feliiliszoban. Az SV T35 Jurkat sejtekhez TNF:Fc, Fas:Fc és TRAIL:Fc
fehérjével elokezelt DS feliiliszokat adtuk és 24 6ra mualva mértiik a sejthalalt. A TNF:Fc
megakadalyozta a célsejtek halalat, megerdsitve ezzel a TNFa DS citotoxicitasban betoltott
nélkiilozhetetlen szerepét. Azonban a FasL vagy a TRAIL elleni specifikus inhibitorok nem
gatoltak meg a moDS altal kivaltott sejtpusztulast, fiiggetleniil attol, hogy 2, 8 vagy pedig 24 6ras
feliiluszot adtunk a sejtekhez.

Az eredményeink megerdsitéséhez mértiik a TLR aktivalt DS feliiliszokban a TNFa

mennyiségét. Az LPS és CL075-kezelt DS feliiltiszo 200-400 pg/ml TNFa-t tartalmaz.

4.7 A DS feliiliszo RIPK1-fiiggé sejthalalt indukal

Kisérleteink soran vizsgaltuk, hogy a RIPK1 részt vesz-e a DS feliiluszo altal medialt
sejthalalban. Ennek megallapitasahoz az SVT35 vad tipusu Jurkat sejtekkel és RIPKI-/-
klonjanak DS feliiliszora vald érzékenységét teszteltiink. Ennek elsé 1épéseként western blot

modszerrel megerdsitettiik a fehérje hianyat a RIPK1-/- sejtvonalban. A sejthalal mérés alapjan
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elmondhat6é, hogy a TLR-kezelt DS feliilusz6 adéasa szignifikdnsan nagyobb mértéki
sejtpusztulast valtott ki a RIPK1+/+ vad tipusu sejteken, mint a RIPK 1 negativ sejtvonalon.

Megvizsgaltuk, hogyan reagal rekombinans sejthalal ligandumokra az SVT35 vad tipust
Jurkat sejtvonal és ennek RIPK1-/- valtozata. Eredményeink szerint vad tipust Jurkat sejtek és
RIPK1-/- klonja a TNFa, FasL és TRAIL sejthalal ligandumokra egyarant érzékenyek, ebbol
kovetkezéen nem a vad tipust, illetve RIPK1 deficiens sejtvonalak eltér6 TNF érzékenysége
okozta a sejtpusztulasban megfigyelt kiilonbségeket.

Vizsgaltuk, hogy a DS feliilisz6 hatasara kialakul-e a kisérleti rendszeriinkben a RIPK1
¢s kaszpaz-8 kapcsolat. Ehhez RIPK1 ¢és kaszpaz-8 immunprecipitdciokat végeztiink.
Eredményeink alapjan a kaszpaz-8 a RIPK1 kinazhoz kapcsolodik a TLR-ligandumokkal kezelt
DS feliilisz6 hatasara, ami a kezeletlen moDS feliiliszonal nem mutathato ki.

Vizsgéltuk a RIPK1 foszforilacids allapotat a DS feliiliszé kezelést kdvetden a Jurkat
sejtekben. Az LPS-dal és CLO75-tel kezelt DS-ek feliiluszoja kivaltotta a RIPK1 foszforilaciojat,
ami az moDS kezelt Jurkat sejtekben nem mutathato ki. Ezek az eredményeink arra utalnak, hogy
a RIPK1 altal kozvetitett szignalok legalabb részben felelosek a DS feliiluszo altal indukalt
sejthalalért.

4.8 A DS feliiluszo6 apoptozist indukal
Annak megallapitasara, hogy a DS feliilusz¢6 altal indukalt sejtpusztulds apoptozisnak

vagy nekroptdzisnak tekinthetd, kiillonb6z6 inhibitorokat alkalmaztunk. A Jurkat célsejtek 10 uM
Z-VAD-dal torténd el0kezelése meggatolta a DS feliiliszo-indukalt sejthalalt a subGl mérés
alapjan. Tovabba a Z-VAD el6kezelés megsziintette a Jurkat sejt pusztulast a PI-felvétel szerint
meghatarozott sejthalal esetében is. A Necrostatin-1 azonban nem akadalyozta meg a DS

citotoxicitast sem a subGl, sem pedig a PI mérések alapjan.

4.9 A tolerogén mikrokornyezet csokkenti a DS-ek citotoxikus képességét

Annak megallapitdsara, hogy az elpusztuld sejtekbdl szarmazé  antigének
hozzaférhetoségét modositja-e szoveti kdrnyezet, megvizsgaltuk a tolerogén és immunogén
koriilmények kozott differencialtatott DS-ek funkcidit. A tolerogén mikrokornyezeti feltételeket a
DS-ek dexamethasone (dexa DS), mig az intracellularis fert6zést az I-es tipusu interferon (IFN

DS) jelenlétében torténd differencialtatassal modelleztiik. A megfelelé polarizacios allapot
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igazolasahoz vizsgaltuk az egyes DS populacidkban LPS vagy CLO75 aktivalast kovetden a
gyulladasos, illetve tolerogén citokinek termelését. Az IFN-nal kezelt DS szignifikansan nagyobb
mennyiségli IL-6 citokint bocsatott ki, mint a tolerogén populédcio, mig az IL-10 termelés a
dexamethasonnal kezelt DS-ekben volt jelentdsebb.

Vizsgaltuk, hogy az IFN vagy dexamethasone jelenlétében differencialtatott DS-ek
feliiliszoinak citotoxikus hatdsa modosul-e az moDS populéciokhoz viszonyitva. Ennek
megallapitasara az eltéré koriilmények kozott differencialtatott DS populaciokat LPS—dal vagy
CLO75-tel stimulaltuk, majd a Jurkat sejteket LPS vagy CLO75-stimulalt IFN DS, dexa DS ¢és
moDS feliiluszokkal kezeltiik. A feliiluszok altal kivaltott sejthaldl nem valtozott szignifikans
mértékben az IFN DS esetében, azonban a tolerogén dexa DS feliiluszo szignifikansan kisebb
sejtpusztulast valtott ki a célsejteken.

Annak meghatarozasara, hogy az immunmodulal6 kornyezet befolyasolhatja-¢ a célsejtek
érzékenységét, a Jurkat sejteket elokezeltiik I. tipust interferonnal vagy tolerogén hatast IL-10
¢s/vagy TGFB citokinekkel. Az eldkezeléstdl fiiggetleniil a DS feliiluszok hasonld sejthalalt
valtottak ki a Jurkat sejtekben. Az IFN el6kezelés kis mértékben, de nem szignifikansan nagyobb
sejthalalt okozott a célsejteken.

Ezek a megfigyelések Osszességében arra utalnak, hogy a PRR stimulacioval kivaltott
TNF termelés felelés az moDS-kozvetitett citotoxicitasért, amely legalabb részben RIPKI1 altal
kozvetitett apoptézis. Az eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a tolerogén
mikrokdrnyezet csokkenti a DS-indukalt citotoxicitds mértékét. Ez a hatds a DS-medialt

sejtolésen keresztiil valosul meg, a target sejtek érzékenységét nem modositja.
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5. Megbeszélés
A velesziiletett immunrendszer szervezetiink elsé védelmi vonala. A legfobb sejtes alkotoi

a makrofagok és a DS-ek, melyek elsdként érzékelik a bejutd korokozokat és azonnali
reakcidjukkal biztositjdk a korai védelmi mechanizmusok lezajlasat. Mikddésiik sordn a
konzervalt, molekularis mintazatokat ismerik fel, amelyek szamos kérokozoban megtalalhatoak.
A PAMP-ok felismerését kovetden a védekezd sejtekben intracellularis jelatviteli kaszkad indul
el. Ennek célja egy azonnali, altalanos, pro-inflammatorikus valasz generalasa, végsé soron pedig
a koérokozok eliminalasa. A velesziiletett immunsejtek a PRR-okon Keresztiil a kornyezeti és
endogén veszély jelek széles skaldjat képesek felismerni. Ezaltal nem csak a patogénekbdl
szarmaz6 PAMP-okat, de a sajat sejtek karosodasara utald, endogén szignalokat, DAMP-oKat is
érzékelhetnek. A PRR-0k mind a PAMP, mind pedig a DAMP stimulust kdvetéen jelentds
fenotipusos ¢és funkcionalis valtozast inditanak el a természetes immunrendszer sejtjeiben,
amelyek ez altal aktivalt allapotba keriilnek.

Az immunrendszer aktivéacioja és a sejthaldl folyamatok tobb ponton dsszekapcsolodnak.
A sejthalal tipusok immunrendszerre gyakorolt hatasa attol fiigg, hogy milyen eredményesen
tarnak fel vesz€ly jeleket, illetve antigéneket az elpusztuldo sejtekbdl. Az antigének mellett
felszabaduld6 DAMP-0k a PRR-okhoz kotédve olyan génexpresszios valtozasokat inditanak el,
amelyek a velesziiletett immunsejtek fagocitald képességét és a sejtfelszini MHC és kostimulator
molekuldk kifejezését fokozzak. Ezaltal a velesziiletett immunsejtek olyan moédon aktivalodnak,
hogy gyulladast, illetve az elpusztuld sejtekbdl szdrmazod antigénekre specifikus T sejtek
aktivaciojat inditjak el. A sejthalal és az immunrendszer aktivaciojanak kapcsolata kedvezd és
elonytelen kovetkezményekkel is jarhat. A gyulladasos reakcio generalasaval egyrészt a sériilés
helyére jutnak a velesziiletett immunrendszer védekezd sejtjei és az adaptiv immunrendszer
szdmara jelzik azt a lehetséges problémat, amely a sejthaldlhoz vezetett. Masrészt az
immunvalasz beinditdsa olyan gyulladadsi mediatorok felszabaditdsdval jar egyiitt, amelyek
szoveti sériiléseket okoznak.

A makrofagok két polarizacios allapota ismert, a klasszikusan aktivalt M1 és alternativ
modon aktivalt M2 makrofdgok csoportja. A két alpopulacidra jellemzd, hogy kiillonb6zo
faktorokat termelnek, eltérd bioldgiai funkciokkal és sejtfelszini markerekkel rendelkeznek. Az
MI/M2 atmenet célzott szabalyozésa igéretes stratégiat jelent a kiillonbozd betegségek
gyogyitasaban. A jelenleg folyamatban 1év6 klinikai vizsgalatok célja az M1 és M2 makrofagok

aranyanak moédositasa példaul daganatos megbetegedések, atherosclerosis, sclerosis multiplex és
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endometridzis esetében. Az alkalmazott terapidk egyrészt a sejtek differencidlodasanak
szabalyozasat, masrészt a mar polarizalodott sejtek funkcidjanak megvaltoztatasat célozzak meg.
A kiilonb6z6 makrofag populaciok szelektiv elpusztitasa kézenfekvo terapids lehetéséget nyujthat
hogy a makrofagok rezisztensek a legtobb apoptotikus stimulusra, de kifejezetten érzékenyek a
szabalyozott sejthalal ijonnan megismert gyulladdsos formaival, mint példaul a nekroptézissal
szemben.

Kutatdémunkank soran dsszehasonlitottuk az M1 és M2 sejtek érzékenységét kiilonb6zo
sejthalal stimulusokkal szemben. A kisérletek sordn humdn monocita-eredeti M1 és M2
makrofagokat hasznaltunk, amely alpopulaciok hasonld érzékenységet mutattak a vizsgalt
apoptotikus  vagy nekroptotikus indukciok tobbségére. Az utobbi kivaltasara két,
szakirodalomban elfogadott nekroptozist indukald kezelést alkalmaztunk. Az apoptdzisgatld
fehérjék antagonistai blokkoljdk a RIPK1 ubiquitinacidt, mig a TAK1 gatlok megakadélyozzak a
RIPK1 foszforilaciojat. Kaszpaz gatld jelenlétében alkalmazva mindkét szer kivalthatja a
nekroptézist makrofagokban is.  Abban az esetben, amikor TAKI inhibitor kezeléssel
indukaltunk sejthalalt, azt figyeltilk meg, hogy az M2 sejtek érzékenyebbek a nekroptozisra, mint
az M1 sejtek. A klasszikus nekroptozisnak megfeleléen a RIPK3 ¢és a RIPKI1 inhibitor adasa
megakadalyozta a kivaltott sejthalalt.

Mivel a TAM-ok altalaban hasonld funkcionalis tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint az
M2 makrofagok, felmeriilt a kérdés, hogy ezekben a sejtpopuldcidkban hasonld sejthalal
utvonalak mennek-e végbe, mint az alternativan aktivalt makrofagok esetében. In vitro TAM-
szerli sejteket differencialtattunk THP1-feliiluszo és M2-polarizalo citokinek (IL-4, IL-10, TGFB)
jelenlétében és vizsgaltuk a sejtek nekroptozisra vald érzékenységét. Kimutattuk, hogy a TAM-
szerll sejtek, mint az M2 makrofagok, egyarant érzékenyek a TAK1 gatld jelenlétében indukalt
nekroptozisra. Az M1 és M2 makrofag alpopuldcidk a kronikus gyulladas helyén vagy a
daganatok mikrokornyezetében egyszerre fordulnak eld. Ezaltal felmertilt a kérdés, hogy az M1
és M2 sejtek egyiittes tenyésztése modositja-e sejthalalra vald érzékenységiiket. Ennek
vizsgalatara a TAK1 inhibitorral kezelt M1 és M2 sejteket ko-kultardban tenyésztettiik. A TAK1
gatlo jelenlétében indukalt sejthaldlra az M2 sejtek érzékenyebbek voltak az egyiitt tenyésztett
makrofag populaciok kezelése soran iSs. Az inhibitor a két sejtpopulacié egyensulyat az M1

dominancia iranyaba tolta el. Ez kizarja annak a lehetdséget is, hogy a sejthaldlban mutatott
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kiilonbséget az M2 4ltal termelt autokrin citotoxikus, vagy az M1 altal termelt taléld faktor
okozza. Ez az eredmény a TAK1 gatld tumor terapiaban vald hasznalatat indokolja - Szemben a
SMAC mimetikumok alkalmazasaval — azaltal, hogy kivaltja mind az M1-M2, mind a TAM-
szerli sejtek nekroptdzisat. Azonban a nekroptozis indukald szerek terdpids alkalmazasahoz
tovabbi vizsgalatok elvégzése sziikséges annak ellendrzésére, hogy milyen hatassal van a
kivaltott sejthalal a szoveti mikrokornyezet egyéb sejttipusaira. Feltételezésiink szerint a
sejthalallal szemben mutatott nagyobb rezisztencia arra utalhat, hogy az M1 makrofagokban
miikodhet egy specialis tuléld jel, amely feliilirja a TAK1 inhibitor altal kivaltott nekroptdzist.

Megallapitasaink szerint legaldbb két, kiilonféle nekroptotikus utvonal miikodik a
makrofagokban. Ez a megfigyelés hangsulyozza annak a fontossagat, hogy a nekroptotikus
utvonalak tovabbi vizsgalata €s specifikusabb megismerése sziikséges. A doktori munka soran
olyan koriilményeket azonositottunk, amikor az M1 vagy M2 makrofdgok sejthaldlra vald
hajlamuk eltérd, ezaltal alkalmas a makrofag aranyok szabalyozasara. Eredményeink 1j
megkozelitést jelentenek olyan korképekben, ahol az M1 és M2 makrofdgok aranya
befolyasolhatja a betegség alakulasat, igy tumorok, kronikus gyulladdsos megbetegedések, illetve
kronikus fert6zések kezelésében.

A doktori munka soran vizsgaltuk, hogy a human monocita-eredeti DS-ek (moDS)
citotoxikus képessége hogyan valtozik meg a PRR-stimulusok hat4sara.

A DS-ek biztositjak az immunrendszer két miikodési egysége, az 0roklott és az adaptiv
immunrendszer kozotti kapcesolatot. A szovetek kozott folyamatosan vandorlo DS-ek a
kornyezetiikben elhalt, fertdzott vagy tumoros sejtekbdl szarmazé antigéneket fagocitaljak, majd
alternativ médon keresztprezentalhatjak. Ezaltal lehetdvé teszik az az intracellularis korokozdokra
vagy tumoros sejtekbdl szarmazo antigénekre specifikus CD8" naiv T sejtek aktivalasat. Az
intracellularis antigének keresztprezentdlasa az nélkiilozhetetlen a naiv citotoxikus T sejt
aktivaciohoz, amely folyamat a leghatékonyabban az antigéneket tartalmazé sejtek immunogén
sejthaléalat kovetden valdsul meg.

A sejthaldl immunoldgiai kimenetele az aldbbiak szerint osztalyozhato: (1) tolerogén,
elsdsorban apoptodzist kovetden, (2) gyulladast kivaltd (nekrozis vagy nekroptozis) és (3) a
RIPK1-fiiggd immunogén sejthalal kimenetek, amelyek eldnyosek lehet, azaltal, hogy noveli a

keresztprezentacio kialakuldsanak valdszintiségét.
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A fagocitozis és az antigén prezentacié mellett a DS-ek Gjonnan megismert funkcidja a
citotoxicitds, amelynek immunologiai szerepe még nem teljesen tisztazott. Mivel DS-ek
aktivaciot kovetden a fertézés helyérdl rovid idén beliil a nyirokcsomdkba vandorolnak, igy nagy
mennyiségli fertdzott vagy tumoros sejt elpusztitisira nem képesek. Ezek alapjan azt
feltételeztiik, hogy a DS-ek sejtold tulajdonsaga nem a klasszikus értelemben vett - T és NK
sejtekre jellemzd - citotoxikus, a patogének elimindlasat célzo effektor funkcid. Hipotézisiink
szerint a DS-ek sejtpusztitdo képessége arra szolgal, hogy kornyezé sejtek fagocitozisat lehetévé
tegye, hozzaférhetévé valjanak az intracellularis antigének, olyan céllal, hogy azok
keresztprezentacids Gtvonalon keresztiil specifikus CD8" T sejteket aktivaljanak. Ezt az
elgondolast alatdmasztja, hogy a szovetek kozott jaroroz6 DS-ek citotoxikus €s fagocita funkcioja
intenzivebb, mint az érett DS-eké.

A Kkisérletek elvégzése soran human moDS-eket hasznéltunk, amelyekrdl feltételeztiik,
hogy a sejtpusztitd képességiiket patogének jelenléte/érzékelése valtja ki. Megfigyeltiik, hogy a
rovid ideig tartd6, PRR ligandumokkal (LPS vagy CL075) kondicionalt DS-ek feliiluszoja
kiilonboz6 célsejtekben (SVT35 Jurkat, HT-29, HUVECS) sejthalalt indukal. Tehat a kisérleteink
soran azt tapasztaltuk, hogy a DS citotoxicitas indukéaldsdhoz rovid ideig tarto PRR aktivalasra
van sziikség. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a DS citotoxicitds nem tekinthetd konstitutiv
folyamatnak, fertdzés hianyaban a DS-ek ilyen modon nem ellendrzik a széveti kornyezetet. Az
LPS-dal hosszu ideig eldaktivalt DS-ekrél 6sszegylijtott kondicionalt feliilusz6 azonban kevésbé
citotoxikus. Az aktivacio utan 24 oraval, mialatt a DS érése is lezajlik, a differencialodott sejtek
mar kevésbé citotoxikusak. In vivo ezek a DS-ek mar jellemzden elhagyjak a periférias
szoveteket €és a masodlagos nyiroszervekbe vandorolnak, mint antigén prezentald sejtek, igy a
fertdzések detektalasa mar nem feladatuk.

Feltételeztiik, hogy a szdveti kornyezet is szabalyozza a DS-ek citotoxikus tulajdonsagat.
A DS-ek keresztprezentalo képessége kiilondsen az intracellularis korokozokbol és a tumorokbol
szarmazo6 antigénekre specifikus adaptiv immunvalasz beinditasahoz nélkiilozhetetlen. A DS-eket
szabalyozhatja a tumorok tobbségére jellemzé immunszuppressziv hatas, illetve a fertdzott sejtek
altal termelt 1. tipus interferonok érzékelése. Osszehasonlitottuk a tolerogén stimulus,
dexamethasone vagy az 1. tipust interferon jelenlétében differencialodott DS-ek citotoxikus
képességét. A dexamethasone-t is tartalmazo tapfolyadékban fejlodott DS-ek kisebb mértékii

sejthalalt valtottak ki PRR stimulust kovetden, mint a tolerogén stimulus hidnydban tenyésztett
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DS-ek. Az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a tolerogén mikrokornyezet csokkentheti
a DS sejtpusztitd képességét. Meglepd moédon az immunmoduldld hatassal rendelkezd, 1. tipusu
interferon jelenléte bar némileg fokozta, szignifikansan nem valtoztatta meg a DS feliiliiszo-
indukalt citotoxicitast az IFN-o hianyaban tenyésztett DS-ekhez viszonyitva. A RIPKI1 altal
kozvetitett sejthalal folyamatrol ismert, hogy a hatékony keresztprezentacio egyik elofeltétele.
Elméletiink aldtdmasztasdhoz, miszerint a DS-ek sejtolé képessége antigének feltarasara szolgal a
keresztprezentalds céljabol, megvizsgaltuk a DS feliiluszo altal kivaltott sejthaldl RIPKI1
fliggését. Osszehasonlitottuk a DS feliiliiszok hatéasat a vad tipusti, SVT35 és a RIPK1 deficiens
Jurkat célsejteken. Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a DS citotoxicitas legalabb
részben RIPK1-fiiggé folyamat, mivel a RIPK1 +/+ célsejteken nagyobb mértékii sejthalalt
valtott ki a feliiluszok adasa, mint a RIPK1 -/- sejtvonalon. Ezen kiviil a célsejtekben a RIPK1
fokozott foszforilacidja és a RIPK 1-kaszpaz-8 kolcsonhatas névekedése szintén arra utal, hogy a
RIPK1-fliggd jelatviteli utak is részt vesznek a DS feliiluszo altal kivaltott sejthalalban. Ez a
megfigyelés megerdsiti a hipotézisinket, a DS-ek immunogén/RIPKI1-fiiggd sejthalalt
indukdlnak, hogy ezzel elOsegitsék a kornyezd sejtekbdl szarmazo intracellularis antigén
fragmensekhez vald hozzaférést.

A DS-ek sejtolé képességét a szakirodalomban tobbnyire szolubilis ligandumokhoz
kapcsoljak. Kisérleti rendszeriinkben vizsgaltuk a DS altal kivaltott sejthalal jelatviteli
folyamatait. Megfigyeltiik, hogy a TNF:Fc gatolta a DS citotoxikus aktivitasat, ellentétben a Fas
¢s a TRAIL antagonistdkkal. Ez alapjan elmondhat6, hogy a DS-ek citotoxikus képességét a
TNFa szekrécid kozvetiti, melyben a FasL vagy a TRAIL sejthaldl ligandumoknak nincs
kimutathaté szerepe. A TNF receptor jelatvitele a sejthaldlt kivaltdé komplex Osszetételétdl
fiiggden RIPK1-fiiggd apoptozist vagy RIPK1-fiiggd nekroptozist is eldidézhet. Az apoptotikus
¢és nekroptotikus folyamatokra specifikus inhibitorokat alkalmazva vizsgéaltuk, hogy a DS
feliiliszé milyen tipust sejthalalt valt ki a célsejteken. Megéllapitottuk, hogy a feliiluszok altal
indukalt sejthalal apoptozis, mivel kaszpaz inhibitorral gatolhato volt. Ezzel szemben a
necrostatin-1 nekropt6zis gatloszer adasa nem modositotta a feliiliszo toxikus hatasat.

Kutatomunkank soran kimutattuk, hogy rovid ideig tart6 PRR ligandumokkal
kondicionalt DS-ek feliilluszoja RIPK1-fiiggd modon indukalja a célsejtek apoptozisat. Ezen
eredmények lehetdséget nyujtanak a tumorokkal szemben alkalmazott citotoxikus hatasu terapias

mechanizmusok bovitésére.
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6. Osszefoglalas

Napjainkra nyilvanvalova valt, hogy az immunrendszer aktivacidja és bizonyos sejthalal
folyamatok 0Osszekapcsolodnak. A velesziiletett immunrendszer legfobb sejtes alkotoi a
makrofagok és a DS-¢k, amelyek a korokozok jelenlétére valaszul pro-inflammatérikus reakciot
generdlnak. Az immunsejtek tulzott aktivacidja azonban szdvetkarosodast okozhat, és olyan
korképekhez vezethet, mint az autoimmun vagy tumoros megbetegedések. Tanulmanyoztuk a
gyulladast kivalté nekroptozist és az apoptozis RIPK1-fiiggd formajat.

Megfigyeltiik, hogy a makrofdg sejttipusok eltéréd érzékenységet mutatnak a TAKI
inhibitor kezelésre, amely intenzivebb nekroptdzist indukalt az M2 és TAM-szeri sejtekben.
Eredményeink alapjan az eltéré nekroptdzis-érzékenység nem az M2 altal termelt autokrin
citotoxikus, vagy az M1 altal termelt talélé faktor hatasa. Magyarazat lehet erre, hogy eddig
ismeretlen jelatviteli mechanizmusok t0lélé jelet biztosithatnak az M1 makrofagokban.
Eredményeink szerint legalabb két nekroptotikus utvonal miikddik a makrofagokban. Tovabba a
makrofag funkciok szabalyozasara alkalmas koriilményeket azonositottuk, amikor a TAK1-gatlo
hasznalataval az M1 és M2 sejthalalra valo hajlamuk eltérd.

A RIPK1-fiiggé sejthalal folyamatok molekularis mechanizmusat moDS-ekben
tanulmanyoztuk. A DS-ek citotoxikus képességgel is rendelkeznek, ezaltal képesek a kornyezo
sejtek apoptozisat indukalni. Ez lehetOséget biztosit a kornyezd sejtek antigénjeinek
felszabaditasara és a mikrokornyezetiilk monitorozasara. Feltételeztiink, hogy a sejtkarositd hatést
a patogének érzékelése valtja ki. Eredményeink szerint a DS-ek rovid ideig tartd, PRR
agonistakkal kondicionalt feliiluszdja kiilonb6zd sejtvonalakban képes sejthalalt indukalni. A
human moDS-ek szerte a szervezetben el6fordulnak, hozzajarulnak az immunrendszer és a
szoveti mikrokornyezet kozotti  informdciok ataddsdhoz, ezaltal az immunvalaszok
finomhangolasat latjdk el mind normal, mind pedig patologids koriilmények kozott.
Megfigyeltiik, hogy az altalunk vizsgalt, tolerogén mikrokornyezet csdkkentheti a DS sejtpusztito
képességét, mig az IFN-a jelenlétében differencidlt immunogén DS-ek feliiliszoja nem
befolyasolta a sejthaldl mértékét. Munkank sordn kimutattuk, hogy a rovid ideig tarto PRR

stimulus hatasara a DS-ek feliiluszoja RIPK 1-fiiggd modon a célsejtek apoptozisat valtja ki.
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Osszegzésként elmondhatd, hogy olyan mechanizmusokat tarnunk fel a makrofag és a DS
funkciok szabalyozéasaban, amelyek reményeink szerint felhasznéalhatoak lesznek kiilonb6zo

gyulladasos folyamatok vagy tumoros megbetegedések immunterapids célpontjaiként is.
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