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I. Roviditések jegyzéke

ACD-
APAF-1-
Bid-
CCL-
CTL-
CXCL-
DAMP-
DD-
DISC-

FADD-
FLIPL-

|AP-
ICD-
IFN-
IL-
LPS-
MHC-
MLKL-

NCCD -
PAMP-
PRR -
RCD-
RIPK-
ROS-

véletlen/esetleges sejthalal (accidental cell death)

apoptotikus proteaz aktivalo faktor-1 (apoptotic protease activating factor-1)
BH3 interakcidés domén halal antagonista (BH3 interacting-domain death agonist)
kemokin (C-C motivum) ligandum (chemokine C-C motif ligand)

citotoxikus T sejt/limfocita (cytotoxic T cell/lymphocyte)

kemokin (C-X-C motivum) ligandum (chemokine C-X-C motif ligand)
sériilés-asszocialt molekularis mintazat (damage-associated molecular pattern)
halal domén (death domen)

halalt kivalto jelzé komplex (death-inducing signaling complex)

dendritikus sejt (dendritic cell)

Fas-asszocialt fehérje halal doménnal (Fas-associated protein with death domain)

FLICE-szer(i gatlo fehérje hosszt izoformaja (ELICE-like inhibitory protein long
isoform)

apoptozis-gatlo fehérje (inhibitor of apoptosis)

immunogén sejthalal (immunogenic cell death)

interferon (interferon)

interleukin (interleukin)

lipopoliszacharid (lipopolysaccharide)

6 hisztokompatibilitasi komplex (major histocompatibility complex)

kevert eredetli kinaz domén-szerii pszeudokinaz (mixed lineage kinase domain
like pseudokinase)

Sejthalal Nomenklatura Bizottsag (Nomenclature Committe on Cell Death)
patogén-asszocialt molekularis mintazat (Pathogen-associated molecular pattern)
mintazat-felismerd receptor (pattern recognition receptor)

szabalyozott sejthalal (regulated cell death)

receptor kolcsonhato fehérje kinaz (receptor interacting protein kinase)

reaktiv oxigén gyokok (reactive oxygen species)



SMAC-

TAK-

TAM-
tBid-
TGFB-
TLR-
TNF-
TRADD-

TRAIL-

kaszpaz masodik mitokondrialis aktivatora (second mitochondrial activator of
caspase)

transzformald novekedési faktor p-aktivalt kinaz (transforming growth factor p-
activated kinase)

tumor-asszocialt makrofag (tumor-associated machrophage)
hasitott Bid (truncated Bid)

transzformal6 novekedési faktor B (transforming grow factor )
Toll-szerii receptor (Toll-like receptor)

tumor nekrozis faktor (tumor necrosis factor)

tumor nekrozis faktor receptor 1-asszocialt haldl domén (tumor necrosis factor
receptor 1-associated death domain)

tnf kapcsolt apoptozis indukalo ligandum (tnf related apoptosis inducing ligand)



1. Bevezetés

Az utobbi években tobb, az apoptdzistol fiiggetlen sejthalal Gtvonalat irtak le. Ismert,
hogy a sejthaldl folyamatok immunologiai kimenetele eltérd lehet. Az altaldban tolerogén
apoptdzis mellett gyulladast indukalo, ugyanakkor az adaptiv immunvalaszt aktivalo sejthalal
utvonalak is ismertek. A dolgozatban a receptor interacting protein kinase-1 (RIPK1) fiiggé
sejthalal folyamatokat, a gyulladast kivalté nekroptdzist és apoptozist tanulméanyoztuk.

A velesziiletett immunitas kezdeti 1épéseit els6sorban a makrofagok és dendritikus sejtek
amelynek koszonhetden kialakulhatnak pro-inflammatoérikus (M1) és anti-inflammtorikus (M2)
altipusok. A sejtpopulaciok egyensulya felborulhat betegségek patogenezisében, példaul a
fertozések, daganatok, kronikus gyulladdsos vagy autoimmun reakciokban. Ezekben a
korképekben tobb klinikai vizsgalat célja az M1/M2 arany megvaltoztatasa®. A doktori munka
soran Osszehasonlitottuk 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 RIPK1 ubiquitinacidja és foszforilacidja egyarant
gatol. A nekroptozis kivaltasahoz inhibitor of apoptosis (IAP) antagonistat, amely a a RIPK1
ubiquitinaciojat®, vagy transforming growth factor-p-activated kinase (TAK1) inhibitort
hasznaltunk, amely a RIPK1 foszforilaciojat gatolja®. Eredményeink szerint a TAK1 inhibitor
altal indukalt nekroptozisra az M2 sejtek lényegesen érzékenyebbek, mint az M1 sejtek, ami
lehetovée teszi a két alpopulécio egyensulyanak szabalyozésat.
alkotjak.  Professziondlis antigén prezentalok, melyek folyamatosan pasztazzak a
mikrokdrnyezetiiket, és elhalt, tumoros vagy virussal fertdzott sejtekbdl fagocitdzissal mintakat
gylijtenek. Az antigéneket a nyirokcsomokba szallitjak és naiv T sejteknek prezentaljak®. Antigén
prezentald és T sejtet aktivalo tulajdonsagokon tul ismert, hogy a DS-ek sejtpusztito funkcidval is
rendelkeznek®. A doktori munka soran vizsgaltuk, hogy a huméan monocita-eredetii DS-ek
(moDS) citotoxikus képessége hogyan valtozik meg a mintazatfelismeré receptorokon PRR-
stimulusok hatasara. Kimutattuk, hogy citotoxicitas altalaban az éretlen, periférias szovetekben
talalhatd DS-ekhez kothetd. Az aktivalt DS feliiluszoja RIPKI1- fiiggé immunogén sejthalalt
indukal, ami ezaltal lehetdséget biztosit a DS-ek szamara a szdveti kdrnyezet monitorozasara és

crer

elosegitheti az intracellularis korokozok, valamint a tumor antigének prezentaciojat.
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1. Irodalmi attekintés

III.1 A dendritikus sejtek funkcionalis jellemzése, a keresztprezentacio folyamata

A DS-ek biztositjak az immunrendszer két miikodési egysége, a természetes €s az adaptiv
immunrendszer kozotti kapcsolatot. A szovetek kozott folyamatosan vandorld éretlen DS-ek
professzionalis fagocita és antigén prezentdld sejtek, a velesziiletett immunrendszer elemeiként
elsésorban PRR-okkal képesek felismerni kiilonbozé mikrobdkat®. Az antigén felvételét kovetden
a periférids szovetekbdl a nyirokcsomoéba vandorolnak, ez alatt érett DS-ekké differencialodnak
¢és a feldolgozott antigéneket T sejteknek prezentaljak. Ennek megfeleléen az éretlen DS-ek {6
funkcioja a fagocitozis, az érett DS-eké pedig az antigének bemutatasa’. Az érett DS-eken
fokozédik a T limfocitdk aktivalasdhoz sziikséges sejtfelszini kostimulator és az antigén
prezentacioban szerepet jatszo molekulak kifejez6dése az éretlen sejtekhez képest®. Az elpusztult
sejtek fagocitozisaval kiilonféle sejtekbdl szarmazo antigének is bejuthatnak a DS-ekbe, ezaltal a
tumor sejtekbdl felszabaduld vagy a hivatasos antigén prezentald sejtek fertdzésére képtelen
mikrobak fehérjéi is fontos antigén forrast jelenthetnek mind a major histocompatibility complex
I1 (MHC-I1), mind pedig az MHC-I molekulakon zajl6 prezentaciohoz.

Az MHC-I fehérjék a normal prezenticidé soran nem férnek hozza az exogén
antigénekhez. Ezeket a fagocitalt antigéneket a sejt membrannal hatarolt kompartmentekben
internalizalja és altalanos esetben az MHC-II molekulakon jeleniti meg, stimulalva ezzel a CD4"
T-sejt valaszt. Ennek a jelenségnek egy érdekes kivételét képezi a keresztprezentacids utvonal,
amely soran a DS-ck exogén antigéneket prezentalnak MHC-I molekuldkon, aktivalva a naiv
CD8" T-sejteket, ezaltal hozzajarulhatnak a daganatok eliminaciojahoz is. A fagocitalasra képes
professzionalis antigén prezentalo sejtekben -makrofagokban és DS-ekben®- bizonyos
mikrokdrnyezeti feltételek mellett zajlik a keresztreprezentacio. Ezt a folyamatot olyan tényezok
szabalyozzak, mint a prezentald sejtek érési allapota, kostimulalé molekulak expresszids szintje
vagy adjuvansok jelenlétel®.

Az extracellularis antigénekbdl szarmazd peptidek az MHC-I molekuldkon kiilonféle
mechanizmusokkal jelenhetnek meg. Az egyik lehetséges molekularis mechanizmus a vakuolaris
utvonal. Ennek soran a fagoszomakban 1év6 proteazok eldsegitik a fehérjék hasitasat. A MHC-I
fehérje a sejt felszinérdl jut vissza a fagoszomakba kiilonb6z6 chaperonok (Rabl11 és a SNAP23

fehérjék) kozremiikodésével, a hasitott peptidek igy az MHC-I-hez is kapcsolodhatnak. A
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mechanizmus iv vivo 1épéssora még nem teljesen ismert, azonban a katepszin S lizoszomalis
proteaz, amelyet elsOsorban az antigén prezentdlo sejtek expresszalnak, nélkiilozhetetlen a
keresztprezentacié vakuolaris utvonaldhoz. Masik lehetséges modszer az exogén antigének
MHC-I-en val6é bemutatasahoz a fagoszoma-citoszol utvonal. Ennek soran a fagoszomakban 1évo
antigének atjutnak a citoszolba, ahol lezajlik az antigének proteaszomakban val6 hidrolizise. Ezt
kovetden a peptideket a TAP transzporter tovabbitja az endoplazmatikus retikulumba (ER) ahol
az MHC-I molekulakhoz kapcsolodik az exogén-eredetii peptid'®. Az azonban még kérdéses,
hogy a DS-ek azonos intenzitassal fagocitaljak és prezentaljak-e az elpusztult sejtekbdl szarmazo
antigéneket. Kevéss¢ ismert, hogy ezeket a 1épéseket a sejthalal mdodja hogyan befolyasolhatja.
Ezéltal felmeriil a kérdés, vajon a kiilonb6z6 programozott sejthalalformak moddosithatjak-e a

CD8" T-sejtek valaszat a DS-eken keresztiil'.

MHC Il MHC |
20(( ) coaTcen w=(()) cosT<en
TERG ) \ TR
. S .
)
©
g
% Peptide Exogenous D Peptide
. P A Antigen
(A
() MHCU MHC |
Membrane | ‘
T Phagocytosis
MHC Class Il \ MHC Class |
- Loading Loading
§ Lf\ ! P! ":raf’;g‘""' Endogenous
IS MIIC Antigen Antigen
O degradation exportto ER R

cytosol $ Proteasomal
antigen @
degradation
T % %c—i% / \ / TAP
T
. ‘{%-»q ransportinto ER

MIIC Phagosome Proteasome

1. Abra: Keresztprezenticios iitvonalak a DS-ekben. Fagoszéma-citoszol itvonal.

A DS-ek az extracellularis térbol antigéneket fagocitalnak, amelyeket nemcsak az MHC-II molekulan
keresztiil mutathatnak be a CD4* T sejteknek (balra), hanem az MHC-I-en keresztiil is prezentaljak (jobbra,
fagoszoma-citoszol utvonal). Az antigének a proteaszomdkban degradalodnak. A proteaszomaban keletkezett
peptideket a TAP transzporterek az ER-ba szdllitjik, ahol hasitast kovetéen az MHC-|-hez kapcsolédnak.
(TAP, transporters associated with antigen processing protein; ER, endoplazmatikus retikulum)? 4z dbra

forrasa: 2.



2. Abra: Vakuolaris utvonal: (/)4 fagocitézis vagy receptor-medidlt endocitézis dltal internalizdlt
antigének a fago-lizoszomdkban degradalodnak. (2) Az exogén antigén eredetii-peptidek MHC-I

molekulakra kapcsolodnak.
(3) Az MHC-I fehérje a sejt felszinétdl visszajut a fagoszomdakba chaperon (Rabl1 és a SNAP23) fehérjék
kézremiikodésével. (SNAP, soluble NSF attachment protein, Cat S, Cathepsin S) *° Az abra forrasa: *°.

II1.2 A DS citotoxicitas szerepe az immunvalasz soran

A DS-ekrél a szakirodalomban ismert az antigén prezentald és T sejtet aktivald
funkciojukon tal a citotoxikus hatasuk is®. Ellentmondasos adatok jelentek meg azzal
kapcsolatban, hogyan érhetik el ezt a hatast. A DS citotoxikus képessége foként a szovetekben
lokalizalt éretlen fenotipushoz kapcsolhatd, ezzel szemben a nyirokcsomoba vandorolt érett
sejtek kevésbé citotoxikusak, amelyet mind vérbél izolalt, mind pedig in vitro differencialtatott
DS-ek vizsgalataval megerésitettek'®. Azonban nem tisztazott még a DS-citotoxicitas alapjaul

szolgald molekularis hattér, illetve, hogy mi lehet a sejt6lé képességiik pontos fiziologias
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funkcidja. Kiilondsen varatlan ez a citotoxikus hatas, ha figyelembe vessziik, hogy a kérokozo
felismerését kovetden aktivalodo, érett DS-ek a nyirokcsoméba vandorolnak’, igy a periférian
nagy mennyiségl fertdzott sejt elpusztitasara nem lehetnek képesek. A sejtolé hatast a DS-ek
kivalthatjak szolubilis faktorokkal, mint a tumor necrosis factor a (TNF), Limphotoxin o162,
FasL vagy TNF related apoptosis inducing ligand (TRAIL) kézvetitésével®41>18 A DS-ek ezen
funkciéjat a szolubilis ligandumok kollektiv hatdsaként®!®, tovabba kozvetlen sejt-sejt kapcsolat
révén'’ is leirtak.

A DS-ek citotoxikus tulajdonsaga lehetévé teszi, hogy az immunvélasz szabalyozoiként
mikodjenek. Egyrészt képesek gatolni bizonyos limfocitak expanzidjat eloregedett vagy

18 A DS-ek tekintheték a természetes immunitis effektor

autoreaktiv limfocitdk esetében
sejtjeinek?®, sejtol6 funkciojukat kimutattak tumoros célsejtekkel szemben is. Tovabba az in vitro
generalt vagy a vérben keringé éretlen DS-ek szamara a célsejtek elpusztitasa lehetové teheti az
apoptotikus sejtekbdl szarmazé antigének gyors fagocitozisat €s keresztprezentalasat a

citotoxikus T sejteknek?%3,

IT1.3 A makrofagok heterogenitasa

A makrofagok kulcsszerepet jatszanak a fertézések elleni védekezésben, a sériilt vagy
apoptotikus sejtek eltavolitasaban, illetve a szoveti sériiléseket kovetd regeneracioban. Jol ismert
fagocita funkciojukon tul részt vesznek a homeosztazis fenntartasaban és az immunvalasz
szabalyozasaban; az antigének bemutatasaval, citokinek és mas bioldgiailag aktiv molekulak
eldallitasaval, valamint a T sejtek szabalyozasan keresztiil is. A makrofagok térben és id6ben is
eltér6 szereppel birhatnak, azaltal, hogy funkcionalis tulajdonsagaik nem csak az eredetiiktol,
hanem a szoveti kornyezetb6l szarmazo molekularis jelektol is fliggenek. Eltéré 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'?122,

111.3.2 Az M1 és M2 makrofag alpopulaciok szerepe az immunvalaszban

A makrofagok két jol meghatarozhat6 polarizacios allapota ismert, a klasszikusan aktivalt

M1 és alternativ modon aktivalt M2 fenotipussal rendelkezd makrofagok csoportja, amelyek
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kiillonb6z6 faktorokat termelnek, eltéré biologiai funkcidkkal és sejtfelszini markerekkel
rendelkeznek. Az M1 sejtek biztositjdk az immunrendszer elsé védelmi vonalat, aktivaljak mind
a velesziiletett, mind az adaptiv immunitast. Az M2 makrofagok feleldsek a szoveti regeneracio
szabalyozasaért, részt vesznek az apoptotikus testek eltakaritisdban és hozzajarulnak az
immunszuppresszié kialakitdsdhoz is?®. A legujabb kutatisok szerint azonban a kiilonféle
mikrokornyezeti feltételek integracidja képes a polarizacios allapotok teljes spektrumat 1étrehozni

az M1 és M2 kozott242,

I11.3.3 Az M1 makrofag populacio sajatossagai

A Kklasszikus, M1 makrofag polarizaciot Thl tipust citokinek (Interferon y (IFN) vagy
TNFa), intracellularis patogének és baktérium sejtfal komponensek (példaul lipopoliszacharid,
(LPS)) indukalhatjak?®. Ezek a makrofagok gyulladast elésegitd, TNFa, Interleukin-lo (IL-1a),
IL-1B, IL-6, 1L-12, IL-23 citokineket termelnek, valamint alacsony koncentracioban IL-10 anti-
inflammatorikus hatasu citokint is szekretalnak?’. A gyulladdsos citokinek kifejezésével az
adaptiv immunrendszert is aktivaljak, novelik a sejtfelszini MHC-II és a CD40, CD80, CD86
kostimulaciés molekulak kifejezését?’. A kemotaktikus aktivitisi CXCLS8 fo forrasai, amely
termelésével mar nanomolaris koncentracioban kivaltjak a neutrofil granulocidk és limfocitak
szelektiv toborzasat®®. Az M1 makrofagok altal termelt tovabbi kemokinek, példaul a CXCL9 és
a CXCL10, a Thl sejtek toborzasat segitik?’.

111.3.4 Az M2 makrofag populicié sajatossagai

Az alternativ, M2 makrofadg fenotipus foként a Th2 sejtek, bazofil és az eozinofil
granulocitak altal termelt citokinek (IL-4, IL-13, IL-10, IL-33) jelenlétében alakul ki%®®. Az M2
makrofagok gyulladasgatld hatassal jellemezhetéek, nagy mennyiségben szekretalnak IL-10 és
transforming growth factor B (TGF), valamint alacsony koncentracioban IL-12 citokint>%,
Biologiai aktivitasukat tekintve az M2 makrofagoknak fontos szerepiik van a parazitaellenes
immunvalaszban, nagymértékii fagocitalo képességgel rendelkeznek, igy eltavolitjak a tormeléket
¢s az apoptotikus sejteket is. Pro-angiogenikus és pro-fibrotikus faktorokat bocsajtanak ki, ezaltal
elésegitik a szovetek regeneralodasat és a sebgyogyulast??®. Az M2 sejtek 4ltal termelt

kemokinek, példaul CCL17, CCL18, CCL22 ¢s CCL24 segitik a regulator T sejteket (Treg),
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eozinofil és bazofil granulocitdk toborzasat?’. Attél fiiggden, hogy mi volt a polarizaciot kivalto
stimulus, az M2 makrofagok tovabbi alpopulaciokra (M2a, M2b, M2c¢ ¢és M2d) bonthatdak,

amelyek citokin termelése és sejtfelszini receptor kifejezése is eltéré?.

I11.4 Tumorasszocialt makrofagok

crer

monocitdk/makrofagok képezik. A szolid tumorokra jellemzé a monocitak vagy makrofagok
toborzasa és atprogramozasa, amelynek kovetkeztében tumorasszocidlt makrofagok (TAM)
jonnek létre. A TAM-ok segitik a daganatok ndvekedését és progresszidjat, azaltal, hogy
fokozzak az angiogenezist, valamint a novekedési faktorok termelését és immunszuppressziot
indukalnak®. Az immunszuppressziv kornyezet kialakitisahoz hozzajarul a TAM-ok gyenge
antigén prezentalo képessége, az IL-10 és TGFB szekréciodja, tovabba képesek aktivalni a Treg-
eket is. A TAM-ok olyan enzimeket és proteazokat termelnek, mint példaul matrix metallo-
protedzokat (MMP), plazmint, osteonektint és katepszineket, amelyek eldsegitik az extracellularis
matrix (ECM) lebomlasat, ezzel elésegitve a metasztazisok képzddését?. Ennek megfeleléen a
TAM-ok infiltracidja rossz prognoézissal jar bizonyos daganatokban, mint példaul a petefészek- és

emlorak, a B sejtes limfoma, szarkoma és a klasszikus Hodgkin limfoma esetében3:%,

I11.5 A makrofag alpopulaciok szerepe betegségek patogenezisében

A pro-inflammatoérikus €s az anti-inflammatérikus makrofagok egyenstlyanak felborulasa

figyelhetd meg bizonyos betegségek patogenezisében. A daganatok®%

esetében az M1 talsuly,
mig a sziv- és érrendszeri betegségek®, fertézések®, kronikus gyulladas® cukorbetegség®’,
autoimmun reakciok® kezelésében pedig az M2 populacié dominancigjanak kivaltisa lenne
megfeleld terdpids modszer. A tumorellenes terapidk hatékonysadganak ndvelése érdekében
szamos projekt dolgozik olyan stratégidk kidolgozasan, amelyek a TAM-ok M1 fenotipussa

torténd repolarizaciojat célozzak meg a tumor sejtek mikrokdrnyezetében?.

111.6 A sejthalal

A sejthalél elengedhetetlen a homeosztazis soran feleslegessé valt, eloregedett vagy a

sériilt sejtek eltavolitisaban. A Nomenclature Committe on Cell Death (NCCD) 2018. évi
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meghatdrozasa szerint a kovetkezd sejthalal csoportok kiilonithetdek el: a szabélyozott sejthalal
(regulated cell death, RCD), az esetleges/véletlen sejthaldl (accidental cell death, ACD) ¢és a
programozott sejthalal (programmed cell death, PCD). Ezekben a kategoériakban morfologiai,
genetikai, biokémiai, farmakoldgiai és funkcionalis tulajdonsagaik alapjan rendszerezik a
kiilonféle sejthalal tipusokat. Molekularis mechanizmusaik alapjan RCD-nak tekinthetd az
intrinsic  apoptozis, extrinsic apoptozis, mitokondrialis permeabilitds tranzici6 (MPT),
nekroptozis, ferroptodzis, piroptozis, parthanatos, entdzis, netozis, lizoszoOma-fiiggd sejthalal,

autofagia-fiiggd sejthalal és az immunogén sejthalal®®.

111.7 A sejthalal immunrendszerre gyakorolt hatasa

A human szervezetben sejtek milliardjai pusztulnak el naponta kiilonféle sejthalal
utvonalakon, amelyre az immunrendszer szamos modon reagalhat. Az immunrendszerre
gyakorolt hatasuk alapjan tolerogén, gyulladasos és immunogén tipusokat kiilonboztethetiink
meg. Ezen sejthaldl folyamatok lezajlasat kiilonb6z6 molekularis Gtvonalak iranyitjak, amelyek
eltéréen befolyasoljak a természetes és az adaptiv immunrendszer miikodését.

Az clhalo sejtek felszabadithatnak olyan molekulakat, amelyek a szervezet szamara
figyelmeztetd jelként szolgalnak. Ilyen veszEly jelek altalaban a gyulladasos szignalok, példaul a
sériilés-asszocialt molekularis mintazatok (DAMP-0k) csoportjai. A DAMP-0k, a patogén-
asszocialt molekularis mintazatokhoz (PAMP) hasonloan aktivaljak a természetes
immunrendszert, ezaltal hozzajarulnak a T sejtek aktivalasahoz is, szabalyozva ezzel az adaptiv
immunitast®®4%. A sejthalal altal kivaltott specifikus immunitis eléfeltétele, hogy az elpusztuld
sejt antigéneket tarjon fel, illetve az immunrendszernek olyan mechanizmusokat kell
miikddtetnie, amelyek megkiilonboztetik a sejthaldl kiilonféle tipusait. Az ACD sejthalalokkal
ellentétben, ahol a stlyos fizikai vagy kémiai behatds (példaul mechanikai nyiréerdk, magas
nyomads, hémérseklet, ozmotikus erdk, szélsdséges pH-ingadozasok) eredményeként a sejtek
azonnali pusztuldsa kovetkezik be, a RCD meghatarozott molekularis 1épések eredménye. Ez azt
jelenti, hogy farmakologiai vagy genetikai beavatkozasok utjan szabalyozhato, azaz késleltethetd

vagy felgyorsithato.
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111.8 Az apoptozis

Az apoptdzis szdmos utjat leirtdk, amelyek mindegyike az iniciator és a végrehajtd
kaszpazok aktivacidjanak fiiggvénye. Morfoldgiai szempontbol az apoptotikus sejtek jellegzetes
folyamatsort hajtanak végre: az elpusztuld sejt eltdvolodik a kornyezd sejtektdl, megsziinteti
kapcsolatat az extracellularis matrixszal, majd lekerekedik. A sejtmembranon kitliremkedések
képzddnek, a kromatin kondenzalodik, 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 apoptézis olyan RCD, amelynek Altalaban tolerogén a kimenetele®.
Azonban az apoptdzis korabbi ismereteinkkel ellentétben bizonyos koriilmények kozott
immunogén is lehet, indukalhatja az adaptiv immunrendszert®®, Egyes publikaciok szerint az
apoptotikus  sejthalal  aktiv mechanizmusai  hozzajarulhatnak az elpusztuldo  sejtek
immunogenitasahoz®. llyen mechanizmus lehet péld4ul a kaszpazok aktiv miikodése altal feltart
neoepitopok kialakuldsa, amelyekrdl ismert, hogy ,.elényben részesiilnek™ a keresztprezentalas

soran®’,

111.8.2 Extrinsic apoptozis

Az apoptozis két utvonalon aktivaldodhat, ennek egyik formdja az extrinsic apoptozis,
mely egy, az extracellularis mikrokdrnyezeti zavarokra aktivalédé RCD*. Harom tipusu receptor
aktivalhatja: (1) halalreceptorok (death receptor, DR) a sejthaldl ligandumok kotését kdvetden,
(2) PRR-ek, illetve (3) dependence/fiiggdség receptorok 2434445,

A DR-ok intracellularis fehérje-fehérje kolcsonhatasra képes doménnel rendelkeznek,
ugynevezett halaldoménnel (death domen, DD), amely elengedhetetlen az apoptozis
elindulasahoz®®. A DR ligandumai  kozé tartozik a  TNFRI-TNFo, Fas-FasL,
TRAILRI(masnéven: DR4) -TRAIL és a TRAILR2 (masnéven: DR5) -TRAIL. A DR-ok

bizonyos esetekben dimerként vannak jelen*’

, vagy a megfeleld ligandum A&ltali stimuléalast
kovetéen oligomerizaloédnak ¢és konformacié valtozdson mennek keresztiil. Ezaltal
hozzaférhetové valik a citoplazmatikus DD-jiik, ami eldsegiti a tobbi DD-tartalmu fehérjével valo
kolcsonhatast*®, A ligandum altali aktivacié kdvetkezménye a death-inducing signaling complex

(DISC) komplex létrejotte, amely Fas-associated protein with death domain (FADD)/Tumor
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necrosis factor receptor 1l-associated death domain (TRADD) adapter fehérjék segitségével
koncentralja az iniciator pro-kaszpazokat (pro-kaszpaz 8 és/vagy pro-kaszpaz-10) a komplexben.
A zimogén formaban 1évé kaszpazok aktivalasa proteolitikus hasitassal torténik. A prodomén
hasitasanak helyén 1év6 konszenzus szekvencia kaszpaz-specifikus, ezért a kaszpazokra jellemzo
az autokatalizis. A DISC komplexben torténd oligomerizalddas tehat kedvezden hat az auto-
proteolitikus aktivalodasukra*®.

Az iniciator kaszpazok aktivalasa az effektor kaszpazok (kaszpazok-3, -6 és -7)
aktivalodasat eredményezi, amelyek ezt kovetdn a sejtek életképességéhez nélkiilozhetetlen
szubsztratokat hasitjak. Ennek kovetkezményeként a citoplazma és a sejtmag vazrendszere sériil,
az intracellularis transzportfolyamatok sulyosan karosodnak, a DNS fragmentalodik, igy az

alapvetd sejtélettani folyamatok leallnak®™.

111.8.3 Intrinsic utvonal

Az apoptdzis intrinsic Utvonala olyan receptor-fiiggetlen RCD forma, melyet
intracelluldris szignalok kozvetitenek. Az utvonal kiilonb6z6 mikrokdrnyezeti valtozasokra
aktivalodik, mint példaul az ER-stressz, UV-sugarzas, radioaktiv sugarzas, mitozisban
bekovetkezd hibak, ROS tulzott mennyisége, a ndvekedési faktorok, tapanyagok hidnya vagy
kiilonbdz6é  citosztatikumok®®. A stimulusok megvéltoztatjsdk a mitokondrium  belsd
membranpotencialjat, ami a mitokondrium membran poérusainak megnyitdsdt eredményezi.
Ennek kovetkeztében membranok kozotti térb6l a pro-apoptotikus fehérjék jutnak a sejt
citoplazmajaba®®. Ilyen pro-apoptotikus fehérje a citokrom c, melynek kibocsajtasa lehetvé teszi
az apoptoszoma kialakulasat. A citokrém c, az apoptotic protease activating factor-1 (APAF-1), a
kaszpaz-9 és az ATP kolcsonhatasaval megalakul az apoptoszoma. Ebben a komplexben
aktivalodik a kaszpaz-9, amely hasitja az effektor kaszpazokat (kaszpaz-3 és a kaszpaz-7)°°2,

Amennyiben a kaszpazokhoz IAP-ék kapcsolodnak, megakadalyozzak azok pro-
apoptotikus protedz funkcidjat. Ekkor az apoptdzis csak az TAP-€k gétlasa révén mehet végbe,
amelyet a SMAC kozvetit. A SMAC, mint pro-apoptotikus fehérje, képes gatolni az IAP-éket,
csokkenheti vagy megsziintetheti az IAP kaszpazokkal valo kdlcsonhatédsat, igy lehetdvé teszi a
kaszpaz enzimek aktivitisat a programozott sejthaldl soran. Az IAP-€k szabalyoz6 hatasa

kaszpazok kozvetlen gatlasaval és/vagy a proteaszomalis degradacidjukkal torténhet™,
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3. Abra: A SMAC mimetikumok gitlé szerepe az apoptézis extrinsic és intrinsic utvonalaban. Az intrinsic
jelatviteli utvonalat a kiilonbozo stressz stimulusok valthatjak ki, példaul sugarzas, kemoterdpids szerek vagy
a novekedési faktorok hidnya. A Bcl2 csalad pro-apoptotikus BH3-only tagjai gatoljak az anti-apoptotikus
(Bcl-xL és Mcli-1) fehérjéket, ezaltal citokrom ¢ és SMAC szabadul fel a mitokondriumbdl a citoplazmdba.
Ezek az események a kaszpdzok (3, -7 és -9) aktivalodasdihoz, végeredményben pedig a sejt haldlahoz
indithatja el. A receptoron keresztiil zajlo jelatvitel kévetkezménye a FADD és pro-kaszpdz-8 fehérjék
toborzasa, illetve a kaszpaz-8 és az effektor kaszpazok (kaszpaz-3, -7) aktivalodasa. A sejthaldllal szembeni
utolso védelmi vonalat az IAP-ék jelentik, melyek képesek blokkolni a kaszpaz-3, -7 és -9 fehérjéket. A
mitokondriumbdl felszabadulo SMAC, illetve a szintetikus SMAC mimetikumok a sejthalal lezajlasat segitik
eld azaltal, hogy megzavarjak az IAP-kaszpaz kélesdonhatasokat és lehetdve valik az apoptozis végbemenetele.
(Bcl-2, B-cell lymphoma 2; Bcl-xL, B-cell lymphoma extra large; FLIP, FLICE-like inhibitory protein,
FADD, Fas-associated protein with death domain; SMAC, second mitochondrial activator of caspase)® Az

abra forrdsa: 3.
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I11.9 Apoptotikus utvonalak RIPK1-fiiggése

A TNFo két kiilonalld ttvonalon keresztlil valthat ki apoptozist, melyek egyarant
kaszpaz-8 fluggéek. Az egyik lehetséges ttvonal a second mitochondria derived activator of
caspase (SMAC) mimetikumok altal indukalt (RIPK1-fiiggd) sejthalal. Ez folyamat eltér attol,
amely a cikloheximid (proteinszintézis-inhibitor) jelenlétében alakul ki. A két utvonal f6
kiilonbsége a RIPK1 molekula hasznalata. A RIPK1 nélkiilozhetetlen az SMAC-mimetikumok
altal stimulalt-, de nem sziikséges a cikloheximid-medidlt apoptozis kialakulasahoz, mig a FADD

mindkét Gtvonalban fontos résztvev®*3,

II1.10 A nekroptozis

A nekroptozis a RCD egyik tipusa, mely bekdvetkezhet szamos receptor (DR, PRR, DNS-
kot és adhézids receptorok) aktivacidjanak, valamint immunreakciok, korokozok és kiilonféle
gyogyszerek hatdsara is®>°. Az RCD ezen tipusa fontos az embrionalis fejlddés bizonyos
szakaszaiban, a T sejt homeosztazis fenntartasaban®®, a virusos fert6zések lekiizdésében®’28:59,
Szerepe tobb betegség patogenezisében is bizonyitott, igy példaul degenerativ és gyulladasos
korképekben®®. Hasonlé morfoldgiai tulajdonsagokkal rendelkezik, mint a passziv nekrozis. Ezek
a tulajdonsdgok a kovetkezdek: a sejtek lekerekedése, amelyet duzzanat (onkozis) és a
plazmamembran ruptaraja kdvet, a membran integritasanak elvesztése pedig gyulladasos reakciot
valt ki®®,

Jelatvitelét tekintve a nekroptozis folyamatahoz elengedhetetlen a RIPK1, RIPK3 ¢és az
MLKL aktivacioja. A RIPK1 és a RIPK3 &sszekapcsolodik, majd az igy kialakult nekroszéoma
idézi elé a pro-nekroptotikus molekula, az MLKL foszforilaciojat. A kaszpaz-8 gatlasa
elengedhetetlen a nekroptézis 1étrejottéhez, mivel aktiv formaban hasitjak a RIPK 1%, RIPK3% és
a RIPK1 deubiquitinalasaért felelés cylindromatosis (CYLD) fehérjéket, ezaltal gatolva a
nekroptozis jelatvitelét®. A kaszpazok gatlasa torténhet példaul mutaciok vagy bizonyos
patogének (Herpes siplex virus-1, egér citomegalovirus, Shigella flexneri)®>®3 illetve
farmakolégiai szerek altal (Z-VAD, Z-Dev)%,
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111.10.2 A nekroszoma kialakulasa, az MLKL aktivalasa

A nekroptotikus stimulus hatdséara kialakul az MLKL fehérjét foszforilaldé nekroszéma. A
komplex I1étrejottéhez elsdként a RIPK1 és RIPK3 a RHIM doménjiikn keresztiil
Osszekapcsolodnak, ennek kovetkeztében a RIPK3 oligomerizalodik. A kialakult komplexben
mind a RIPK1, mind a RIPK3 foszforilalodik. A foszforilacid human szervezetben a RIPK1 a
161-es, a RIPKS esetében pedig a 277-es szerinen torténik. A RIPK3 oligomerizéci6 és az azt
kovetd foszforilacido lehetdvé teszi a RIPK3-MLKL kolcsonhatdsanak kialakulasat. A
kapcsolodast kovetden a RIPK3 foszforilalja az MLKL molekulat (a 357-es treoninon és a 358-as
szerinen)®. Ennek hatisara az MLKL térszerkezete megvaltozik, oligomerizalodik, majd a
plazmamembranba transzlokalodik. A sejtmembranban porust formal, vagy kation csatornak
aktivalasaval noveli a Ca?* és Na* ionok bearamlasat. Ezaltal megnovekszik az intracellularis
ozmotikus nyomas, ami a homeosztazis felborulasdhoz, a sejt duzzadasahoz és a nekrozisra
jellemz6 morfologia kialakuldsdhoz vezet. Amikor a plazmamembran megreped, a citoszolban
levé DAMP-ok felszabadulnak, amely folyamat szoveti gyulladast és szervkarosodast valthat
ki®. A nekroptozis tanulmanyozasa kisérletes rendszerekben elsdsorban kaszpaz gatlok
jelenlétében torténik, mig in vivo foként virusok altal kivaltott kaszpaz gatlast kovetéen fordul

elg®’.

IIL.11 A RIPK1 szerepe a tulélés és a sejthalal szabalyozasaban

A RIPKI1 fehérje egy szerin-treonin kindz, mely szamos ponton vesz részt a sejtek
mikddésében és jelatvitelében. Szerkezetét tekintve az N-terminalisan tartalmaz egy kindz
domént, RHIM (RIP homotypic interaction motif) domént, C-terminalisin pedig egy halal
domént (Death domain, DD), amelyen keresztiil a sejthaldl receptorokkal (Fas, TNFRI,
TRAILR1, TRAILR2), valamint a TRADD ¢és a FADD molekulakkal 1éphet interakcioba. A
sejthalal receptorok aktivalasa tobbféle jelatviteli eseményhez vezethet. Stimulalasuk a
sejttipustol, a mikrokornyezettdl, az aktivacios allapottdl fliggéen alternativ kimeneteket tesz
lehetdvé. Egyrészt indukalhatoak t0léld szigndlok az NF-kB és MAPK kaszkad aktivaciojaval,
amelyek egyiittesen vezérlik a kiilonféle gyulladasos és tulélést eldsegitd gének kifejezddését.
Masrészt a DR-0k aktivalasa kozvetithet a RIPK1-fliggé és RIPK1-fiiggetlen apoptozist, valamint

nekroptozist is®®.
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receptorokkal, a FADD molekuldval, tovabba mintdzat felismerd receptorokkal (TLR3 és TLR4) léphet
interakcioba. A RIPKI-fiiggd sejthalal folyamatok sziikségesek az immunogén sejthalal kialakulasahoz.
Ha a sejthaldl soran a RIPK1 ubiquitindlt dallapotban van, akkor sejt aktivacio kovetkezik be. Ha azonban
a RIPK1 deubiquitindlt dllapotban van, akkor a RIPKI-fiiggd sejthaldl utvonalak aktivialodnak.
Alapesetben a RIPKI ubiquitindlt, az apoptozis pedig FADD és kaszpaz-8 medialt utvonalon zajlik.
Ekkor az apoptozis RIPK-fiiggetlen modon torténik. Azonban a sejthaldl receptorok jelatvitele
eredményezhet RIPK- fiiggd sejthaldlt is. A RIPKI fontos szerepet tolt be mind az apoptotikus, mind a
nekroptotikus folyamatok jelatvitelében, attdl fiiggden, hogy milyen komplexben helyezkedik el. Apoptozis
lesz a folyamat végkimenetele, ha a RIPKI és a FADD komplexéhez kapcsolddik a kaszpdz-8. A komplex
valamelyik molekuldjanak hianydban vagy kaszpdz gatlok jelenlétében azonban nekroptozis kévetkezik
be. Ilyenkor a RIPKI a RIPK3 kindzhoz kapcsolddik, és kialakul az nekroszoma, amely eldidézi a pro-
nekroptotikus molekula, az MLKL foszforilaciéjat. (MLKL, mixed lineage kinase domain like
pseudokinase; RIPK, receptor interacting protein kinase; AP, inhibitor of apoptosis; SMAC, second
mitochondrial activator of caspase)®*®°

IT11.12 A TNFa jelatvitel lehetséges kimenetelei

A TNFa, TRAIL, Fas ligand mind a tumor nekrézis szupercsalad tagjai, receptoraik egy

extracellularis ligandko6td, egy transzmembran és egy intracellularisan elhelyezkedd DD-bdl

allnak. A DR-ok aktivacidjat a specifikus ligandum bekotédése utan 1étrejové receptor

oligomerizéci6 valtja ki, ami elinditja a jelatviteli kaszkadot. A szakirodalomban TNF receptor

(TNFR) szignalizacioja ismert a legrészletesebben.
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A TNFa receptorhoz kotédésének hatdsara a TNFR trimerizalodik és konformacioja
megvaltozik, melynek kovetkeztében levalik a DD-rdl annak gétld fehérjéje, a silencer of death
domain (SODD). A gatlas aldl felszabadult receptorhoz kotédik a TRADD, ami magahoz
toborozza a RIPK1, a TNF receptor associated factor 2 (TRAF2) és TRAFS fehérjéket. A TRAF2
a komplexhez kapcsolja az IAP1 és IAP2 ubiquitin ligdzokat és a LUBAC fehérje komplexet
(HOIL-1, HOIP, and Sharpin) is. Az IAP1 és IAP2 ubiquitinaljak (fehérje-fehérje interakciokat
segitd K63-as poliubiquitin lancot alkotva) a RIPKI1-et annak 377-es lizinjén. Ezen felil 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 (IKKa/B, TBK1/IKKeg), valamint a TAK1, TAB2 és TAB3 molekulaknak a
toborzasat teszik lehetévé, amelyek aktivaljak a downstream jelatviteli Gtvonalak (NF-xB és
MAPK) foszforilacios 1épéseit. Az igy kialakult fehérje komplex (l.-es tipust komplex) a sejt
aktivacio mellett tobbféle tulélési szignalt is kdzvetit. Egyrészt a transzkripcios faktorok (NF-«xB
¢s MAPK) aktivalasaval anti-apoptotikus fehérjék (FLIP, IAP) kifejezését eredményezi, masrészt
a TAKI1 kindz - és downstream szubsztratjai - a RIPK1 foszforilalasan keresztiil gatoljak a
RIPK1 kozvetitett sejthalal szignalokat. A RIPK1 tehat a komplex enzimatikusan inaktiv
tagjaként, allvany fehérjeként jarul hozza a TNFa-indukalt sejtaktivaciohoz’®,

A TNFR aktivalodasdnak masik lehetséges kovetkezménye a sejthalal folyamatok
végbemenetele. Amennyiben a TNFa indukalt talélé szignalok nem gatoltak, az I.-es komplex
disszocialédik a TNFR1-r81™ és a citoszolban elhelyezkedé TRADD, a FADD, a FLICE-like
inhibitory protein hosszu izoformajaval (FLIPL) és a pro-kaszpaz-8 fehérjékkel az ugynevezett
Il.a komplex (TRADD, FADD, RIPK1, kaszpaz-8, FLIP.) alakul ki. Ebben a komplexben a pro-
kaszpaz-8 oligomerizalodik, hasitodik és aktivalodik, amely apoptotikus sejthaldlhoz vezet®.
Tovabba a komplex Osszeszerel6désekor kialakuldo FLIPL és pro-kaszpaz-8 heterodimerek, vagy
az aktiv kaszpaz-8 homodimerek hasitjak a RIPK1-et és a RIPK3-at. Ezaltal a nekroptozis
elinduldsat gatoljak és biztositjak a tolerogén apoptdzis dominanciajat a nekroptotikus sejthalallal
szemben®°60:5,

Ha a RIPK1 deubiquitinalt allapotba keriil, megvaltozik a Il.-es komplex 0Osszetétele,
ennek elnevezése a komplex IIb’2. A RIPK1 deubiquitinicioja megtdrténhet egyrészt a CYLD
vagy A20 deubiquitinaz aktivacidjaval, vagy pedig a RIPK1 ubiquitinaciojat végzo IAP fehérjék
gatlasaval, vagy azok hianyaban. A Ilb komplexben a TRADD helyett a RIPK1 kapcsolja 6ssze a
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FADD és pro-kaszpaz-8 fehérjéket, ekkor a RIPK1-fliggé apoptozis zajlik 1e™%., A TNF

jelatvitel tovabbi lehetséges kimenetele a nekroptozis kialakulasa, melynek eléfeltétele a kaszpaz-

8 inaktiv, gatolt allapota®. A TNF altal indukalt nekroptozisban®® az el6z6 fejezetekben mar

ismertetett modon a RIPK1 a RIPK3-mal alkot komplexet (komplex lic).

Az ubiquitinacio mellet a RIPK1 aktivitasat a foszforilacids/poszt-transzlacios valtozasai

is modositjak. A nekroptdzist eldsegitd foszforilacios események mellett, tobb, a RIPK1-fliggd

sejthalalt gatld foszforilacios 1épés is ismert, ilyen példaul a TAKI1, a TBK1 ¢és az IKKe altali

RIPK 1-foszforilacidé ™",
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5. Abra: A TNFa receptor jelitviteli itvonala és szabalyozasa. 4 TNFa TNFRI-hez valé kitddése
kivaltia az l.-es komplex képzddését (TRADD, RIPKI, TRAF, IAP1/2). Az Il.-es komplexen keresztiil
aktivalodik az NFkB jelatviteli ut, amely folyamathoz elengedhetetlen a RIPK1 IAP fehérjek (IAP1, [AP2)
altal kivaltott poliubiquitinacioja. Az aktivalt NFkB a sejtek tulélését és a pro-inflammatorikus citokinek
termelddését eredményezi. Ha az IAP fehérjék aktivitasa gatolt- példaul a SMAC vagy SMAC
mimetikumok dltal-, a RIPK1 deubiquitindlt allapotba keriil. Ekkor az I.-es komplex a citoplazmaba jut,
ahol a FADD megkitésével létrejon a Il.-es komplex. A FADD sziikséges a pro-kaszpdz-8
dimerizaciojahoz és aktivalasdahoz, ezaltal az apoptozis lezajlasat segiti eld. A RARy - TNFa és SMAC
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mimetikum jelenlézében - kijut a sejtmagbdl a citoplazmaba. Kélesonhatasba lép a RIPK1-gyel, amellyel

......

a MAPK-activated protein kinase 2 (MK2) fehérjén keresztiil foszforilalhatia a RIPKI-et. Ezzel a
poszttranszldcios modositassal a RIPKI auto-foszforilacioja (S166) gatolt, ami megakaddlyozza a II.-€S
komplex képzodesét. A Z-NAD-FMK kaszpaz inhibitor altali gatlas teszi lehetéveé, hogy a RIPK3 a II.-es
komplexhez csatlakozzon, létrehozva ezzel a nekroszomadt és aktivalva a nekroptozist. A nekroptozis
gatolhato ebben a lépésben is példaul a PELII ligaz enzim dltal, amely a RIPK3-at a K48
ubiquitindacioval a proteaszomalis lebontasra itéli. PELIlhianyaban az MLKL csatlakozik a

nekroszomahoz, ahol a RIPK3 foszforildlja, kivaltva ezzel az oligomerizdciojat és a plazmamembrdanba

........

elosegitheti Az MLKL sejtmembranba valo atjutisa elengedhetetlen a porusképzodéshez. Egyrészt az
MLKL kozvetleniil karosithatia a membrant. Mdsrészt a kation csatornak megnyitdsaval, Na* és Ca2*
ionok bearamlasaval névelheti a sejt ozmotikus nyomasat, amely folyamattal kivaltja a membranrupturat.
A sejtmembran sériilésekor a citoplazmaban lévé DAMP-ok felszabadulnak, ami gyulladdshoz és
szovetkdrosodas kialakuldasdhoz vezet. (FADD, Fas-associated protein with death domain; TRADD,
tumor necrosis factor receptor 1l-associated death domain; MK2, MAPK-activated protein kinase 2;
RAR, retinoic acid receptor; PELI1, Pellino E3 Ubiquitin Protein Ligase 1; TAK1, transforming growth

factor-p-activated kinasel; MLKL, mixed lineage kinase domain like pseudokinase; RIPK, receptor

interacting protein kinase; 1P6, inositol phosphate-6) %7577, 4z dbra forrdsa: %.

111.13 Az apoptézis gatlé fehérjék

Az IAP fehérjék csalddja részt vesz a sejtek kiilonféle folyamatainak szabalyozasaban,
beleértve a sejthalalt, az immun- ¢és 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 regulatorokkal is®..

A human genom nyolc IAP-k6dolo gént tartalmaz. A fehérje csalad tagjai a NAIP, IAP1,
IAP2, XIAP, Survivin, Apollon, ML-IAP és az ILP2. Az IAP csalad valamennyi tagja
rendelkezik legalabb egy, igynevezett BIR (baculovirus IAP-repeat) régioval és a tobbségiik egy
RING (really interesting new gene/C-terminal Ring zinc-finger) vagy egy UBA (ubiquitin
association) doménnel’®"°,

Az evoluciosan konzervalt domének koziil az egyik legfontosabb a BIR, mely egy
fehérje-fehérje interakcios domén. Ezek ismétlédése ndveli a kotOpartner irdnti affinitast,

valamint a lehetséges kotOpartnerek szdmat. A BIR2 és a BIR3 részt vesz az apoptotikus
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fehérjék miikodésének szabalyozasaban, mig a BIR1 szignalizacios Gtvonalak szerepldivel teremt
kapcsolatot. A BIR2 ¢és a BIR3 domének kapcsoldodhatnak egy evoluciosan konzervativ,
ugynevezett IAP-kot6, IBM (IAP binding motif) szekvencidhoz. Az IBM motivum eléfordul
tobbek kozott a kaszpaz, (kaszpaz-9, -3 és -7) illetve SMAC fehérjéken is. A BIR- IBM kotédés
létrejottével egyes IAP-ék képesek gatolni a kaszpazok (kaszpaz-9, -3 és -7) aktivitasat’s’,

Az IAP1, a IAP2 és az XIAP fehérjék szerkezetében a BIR és a RING domén kozotti
kapocs régioban evoluciosan konzervalodott UBA domén talalhatd. Azok a fehérjék, amelyek
rendelkeznek az UBA doménnel részt vehetnek az ubiquitin-figgd jelatviteli utak
szabalyozasaban. A domén konzervalt, hidrofob régidja kdzvetleniil érintkezhet az ubiquitinnel.
Az IAP csalad tagjainak (IAP1, IAP2, XIAP) UBA doménje a K63, illetve egyes esetekben a
K48 pozicioban (IAP1) kapcsolt poliubiquitin lancait kothetik meg/ismerhetik fel. Amennyiben
az ubiquitinek a K48 pozicion keresztiil kapcsolodnak egymashoz, a célfehérje degradacioja
kovetkezik be. Ha azonban K63 pozicidban talalhaté ubiquitinek kapcsolodnak, akkor
proteaszomas lebontas helyett kiilonféle folyamatok, fehérje -fehérje interakciok, citoplazmatikus
transzport, transzlacié vagy a DNS hibajavitas aktivalodhatnak’®:80,

Az 1AP-¢k C-terminalisan taldlhaté RING domén E3 ubiquitin ligazként funkcional (E3,
az ubiquitin konjugald enzimsor utolsé tagja). A RING domén teszi lehetévé az -elézetesen El
altal aktivalt- ubiquitint hordozd E2 és a célfehérje kapcsolatat és eldsegiti az ubiquitin
atkeriilését a célfehérjére. A IAP-¢k ubiquitin ligdz tulajdonsdguknak koszonhetden képesek a
fehérjeket (példaul: SMAC, TRAF, kaszpdz enzimek) K63-as pozicioban, illetve mas IAP
fehérjéket és sajat magukat K48-as pozicidban poli-ubiquitindlni. Az auto-ubiquitindci6 igy a
proteszomalis lebontdsukat idézni eld, ami biztositja az IAP-ék viszonylag allandé szintjét a
sejtekben’®£0,

Az 1AP-¢k thlzott expresszidja a hibas citokinezis altal rendellenes sejtosztodashoz és a
poliploid sejtek felhalmozodasahoz vezet. Ezen tulajdonsagoknak megfeleléen az IAP
overexpresszio rossz prognézist jelent kiilonféle tumoros megbetegedések esetében, egyrészt a

sejtciklushan bekovetkezd valtozasok, masrészt az apoptozis-rezisztencia befolydsolasa miatt>8L,

111.14. SMAC mimetikumok, a Birinapant

A mitokondridlis SMAC fehérj¢k mesterségesen eldallitott valtozatai a SMAC

mimetikumok vagy masnéven IAP antagonistadk. A szintetikus SMAC mimetikumok
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szerkezetiiket tekintve lehetnek monovalensek vagy bivalensek. A bivalens mimetikumok
dimerek, vagyis két BIR domént is képesek megkdtni. Ezaltal intenzivebben gatoljak az 1AP
fehérjéket 87980,

A Birinapant bivalens SMAC mimetikum, amely azon feliil, hogy a XIAP-BIR
doménjéhez kotédik, képes az aktivalt kaszpazokat kiszoritani a XIAP-vel valé kdlcsonhatasbol.
Az |AP fehérjecsalad tagjai koziil az IAP1 és az TAP2 lebomlasat indukalja a sejtekben. A
Birinapant kezelés hatasara a RIPK1 deubiquitinalodik, kialakul a RIPK1-kaszpaz-8 fehérje
komplex, ami lehet6vé teszi a kaszpaz-8 aktivacidjat. Tumorellenes hatasat kimutattak szolid

tumorok és limfomak esetében is’® 780,

111.15 TAK]1, a sejthalal kozponti szabalyozdja

A TGF-B aktivalt kindz 1 (TAK1), a MAPKKK csalad tagja, részt vesz a természetes és
az adaptiv immunrendszer szabalyozasaban és a gyulladasos folyamatok irdnyitasaban. Aktivalja
az NF-kB ¢és a MAPK kaszkadot, amelyeknek szdmos célgénje ismert. A célgének kozott
gyulladasos valaszokat serkentd gének egyarant®?, A TAKI a sejthalal kdzponti szabalyozoja,
véltozatos intra- és extracellularis stimulusok példaul sejthaldl ligandumok®, koérnyezeti
valtozasok, ozmotikus stressz®, tapanyagok hidnya®, UV sugarzas, citokinek vagy bakteridlis

ligandumok kévetkezményeként aktivalodhat®,

111.15.2 A TAK1 szerepe a TNFR altal kivaltott jelatvitelben

A TAK1 gatl6 hatast fejt ki a kaszpazokra és az apoptozis elinditasara. Ismert, hogy TNF
stimulaciot kovetden a TAKI csokkenti a II.-es komplex kialakuldsat és/vagy aktivalasat®®. A
legjabb tanulmanyok tobb mechanizmust irtak le, amelyen keresztiill a TAK1 megvédheti a
sejteket a TNFo altal indukalt apoptozistol. A TAK1 az NF-kB upstream kinaza, ezen a
transzkripcios Uton kivaltja az anti-apoptotikus fehérjék, példaul a FLIP és az IAP-¢k atirasat.
Ezen kivil a TAK1 kozvetlentl is, illetve kozvetve, az TAK1-aktivalt kinazokon keresztiil is
foszforilalja a RIPK1-et. Ez a foszforilacio a RIPK1 gétlasdhoz vezet. A TAK1-aktivalt jelatviteli
utak megakadalyozzak a TNFa hatasara termel6dé ROS felhalmozodasat is. A ROS potencialisan
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az IAP-¢k kimeriilését okozhatja, ezéltal a RIPK1 deubiquitinciojat eredményezheti és igy

elinditahatja az apoptotikus sejthal4lt36:87:88,

I11.16 Az immunogén sejthalal

Az NCCD 2018. évi meghatarozasa szerint az immunogén sejthalal (ICD) ,,az RCD olyan
formdja, amely elegendd az adaptiv immunvalasz aktivaldsahoz immunoldgiailag kompatibilis

9939

gazdaszervezetekben . Mas megfogalmazas szerint az ICD stressz hatasara képes gyulladasos

reakciot kivaltani, amely az adaptiv immunitds aktivalasat és a hossz tdvi immunologiai
memoria kialakulasat eredményezi®.

Az RCD az adaptiv immunitast szabalyozé képessége két meghatirozd tényezotol fiigg,
amelyek nem sziikségszerti kisérdi a sejthaldlnak: az adjuvans hatds és az antigenitds. Az
adjuvans hatast az antigén prezentald sejtek (APC) toborzasahoz és éréséhez elengedhetetlen
veszélyjelek, DAMP-ok termelése biztositja. Bizonyos DAMP-ok képesek az RCD-t ICD
folyamatta alakitani, azonban ez nem minden molekularis mintdzatra jellemzd.

Az elpusztult sejtek DS-ek altali fagocitozisa és a bekebelezett antigének
keresztprezentacioval torténd bemutatasa is sziikséges a citotoxikus T sejt aktivaciohoz. A
sejtpusztulds tipusa nagymértékben befolydsolja a DS-ek keresztprezentacids képességét. Ez a
megallapitds magyarazatul szolgal arra, hogy miért nem képes a tumor terapidk soran alkalmazott
citotoxikus szerek mindegyike ICD-t indukalni. Az adjuvans és antigenitas hatasat azonban még
tovabb modosithatjadk a mikrokornyezeti feltételek, példaul a tumorokra jellemzd tolerogén
»alaptermészet” jelentdsen korlatozhatja az ICD-iranyitott immunitést.

Osszefoglalva, mig az elpusztuld sejtek adjuvansként hat6 képessége és antigenitasa fligg
a sejthalalt és a stresszt el6idézo inger tulajdonsagaitél, addig az RCD immunogenitasa végso

soron a haldoklé sejtek mikrokdrnyezetének is a fliggvénye. Ezaltal a mikrokdrnyezet elemei

elésegithetik vagy gatolhatjak az adaptiv immunvalaszt®.
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6. Abra: A sejthaldl immunogenitisiat meghatirozé legfontosabb tényezék. A klinikumban alkalmazott
kemoterapidas szerek egy része vagy a megfelelo sugarterdapia képes immunogen sejthalalt indukalni a
daganatos sejteken, ezzel a kezelések lehetové teszik a tumor-eredetii neoantigének (TNA) és a tumor-
asszocialt antigének (TAA) bemutatdisdat. Azonban a tumor mikrokérnyezet (TME) dltaldban
immunszuppressziv tulajdonsagu, ami az immunogen sejthaldl elindulasa/végbemenetele ellen hat. Tehat
a RCD azon képessége, mely dltal az adaptiv immunrendszert aktivalhatja a sejthaldlt kivalté ingertdl és
a haldoklo sejttdl fiigg, ezen feliil pedig a gazdaszervezetre jellemzé tulajdonsagok is meghatarozoak
lehetnek az ICD beinditasaban. A RCD-on dteso sejtek képesek aktivalni az adaptiv immunrendszert, oly
maodon, hogy a (1) felszabadulé antigénekkel szembeni tolerancia mechanizmusok kevésbé aktivak. (2)
DAMP-ok és citokinek szabadulnak fel, melyek eldsegitik az APC-eK toborzdsat, fagocitézisdt és érését.
(3) Az elpusztult sejtek a DS-ekben keresztprezentdcios folyamatokat inditanak el. (IFNAR, interferon-
alfa / beta receptor; PRR, mintazatfelismeré receptor, Tres, szabdlyozo T sejt; TME, tumor

mikrokérnyezet)®® Az abra forrasa: ®.

Az ICD a kovetkezo6 cellularis stresszt okozod tényezok hatdsara kovetkezhet be:
1) intracellularis korokozok megjelenése, baktérium vagy virus-fertézés®9!,
2 terapiasan alkalmazott onkolitikus virusok, amelyek szelektiven, a tumoros sejtek
szétesését valtjak ki%,
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3) kiilonbozé onkolitikus hatassal rendelkezé molekuldk (LTX-315, LTX-401) jelenléte® %,
4) kemoterapias szerek, példaul antraciklinek (doxorubicin, epirubicin, idarubicin és
mitoxantrone), egyes DNS-karosito szerek (ciklofoszfamid ¢és oxaliplatin), poli-A-riboz-
polimeraz (PARP) gatlok, mitdzis gatlok (docetaxel és patupilone) és proteaszomalis inhibitorok
(bortezomib és karfilzomib)?596:97:98:99.100

(5) epigenetikus modositasok, DNS-metil-transzferaz, a hiszton-deacetilaz (HDAC) és a
brémdomén inhibitorok hasznalata'0!102103.104.105

(6) tumor-ellenes szerek, példaul tirozin-kindz-gatld (krizotinib)'®, epidermalis ndvekedési
faktor receptor (EGFR)-specifikus monoklondlis antitest (cetuximab)!®’, ciklin-fiiggd kinaz
(CDK) inhibitor (dinaciclib) és Bruton tirozin-kinaz (BTK) inhibitor (ibrutinib)'%,

@) kiilonbozé vegyi anyagok jelenléte, példaul az ubiquitin-specifikus peptiddz inhibitor
(spautin-1)1%, egyes antibiotikumok (bleomicin)!'®, a foszfataz-2A protein inhibitor (LB-100)!,

a kinai gyogyaszatban alkalmazott 6sszetevék, mint a shikonin''?,

(8) szamos fizikai beavatkozas, beleértve az ionizald sugarzas kiilonféle formait 113114115 a7
extrakorporalis fotokemoterapia, a hipericin alapii fotodinamikai terapia (PDT)®, magas
hidrosztatikus nyomas'!’, stilyos citotoxikus hésokk!!®, nanopulzus stimulacié® és
elektrohipertermia®?® alkalmazasa.

A kivalto stimulustdl fiiggetlentil az ICD sejthalal forma egyediilallo tulajdonsaga, hogy
képes aktivalni az adaptiv immunvalaszt. A folyamat soran az antigének lehetnek elhalt sejtek
altal felszabaditott exogén vagy az elpusztuld sejtbél szarmazo endogén antigének®. Az ICD-ra

jellemz6 a kiilonbozo tipusi DAMP-ok felszabadulésa, illetve az adott antigénre specifikus

immunologiai memoéria kialakulasa®. Jelenleg hat DAMP megjelenése kothetd az ICD-RCD

sejthalal tipushoz:
1) kalretikulin (CALR)
2 ATP

3 high-mobility group box 1 (HMGB1)
4) L. tipust IFN
(5) tumor sejt-eredetii nukleinsav
(6)  Annexin Al (ANXA1)®
Az ICD ezeken a DAMP-okon keresztiil megsziinteti az immunszuppressziv hatast tumor

mikrokdrnyezetet, azéltal, hogy a daganatos sejtek elpusztulasat kovetden fokozza az antigén
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prezentalast és a fagocitozist, a kostimulatorok kifejezését és citokinek termelését, mind a tumor,
mind pedig az antigén prezentald sejtekben. Ezek eredményeként képes kivaltani a tumor

antigénre-specifikus T sejtek aktivalodasat®®.

111.16.2 Az ICD antigén forrasa

Az ICD legnagyobb antigén forrasat a mikrobak altali fertézések adjak, mivel a
mikrobidlis fehérjékre kevésbé hat az immunologiai tolerancia. A PAMP-ok k6zos tulajdonsaga,
hogy evolucioésan konzervaltak és erdteljes immunstimulacios jeleket kozvetithetnek. Ennek
megfeleléen az intracellularis korokozok altal kivaltott RCD altalaban immunogén hatésu.
Azonban nem csak a fertdzott, hanem az egészséges sejtek is atmehetnek ICD folyamaton. Ennek
az oka, hogy a fehérjék szerkezetét modosito antigén determinansok 1étrejohetnek enzimatikus és
nem enzimatikus poszttranszlacios modositasok (oxidativ kdrnyezet) révén is. llyen enzimatikus
poszttranszlaciés modositasok példaul a foszforilacid, acetilacio, glikozilacid, citrullinalas,
nitralas/nitrozilacio, glikalas, oxidacid és az ubiquitinacid. Tovabba a fehérje antigén repertoar a
retikuldris aminopeptiddzok, mint az endoplazmatikus retikulum aminopeptidaz 1 (ERAP1) és

ERAP2 aktivacidjaval bovithets®.

111.17 A RIPK1-fiiggo sejthalal hatasa a tumorok progresszidjara

A szakirodalmi adatok alapjan a nekroptdzis a daganatok progresszidja soran, mind anti-
tumoralis, mind pedig pro-tumoralis tulajdonsagokkal is rendelkezhet. Feltehet6en az adott tumor
tipusa és stadiuma hatarozza meg, hogy melyik hatds érvényesiil.

A nekroptozis gyulladast kivaltd sejthalalnak tekintjiikk, amely soran intracellularis
DAMP-ok szabadulnak fel'?! és kivéltjik a DS-ek érését 12211, A RIPK1-fiiggd sejthaldl fokozza
a DS-ek keresztprezentald képességét is, igy immunogénnek tekintjiik*. Ezek a tulajdonsagok
el6segitik a CD8" T-sejtek aktivalodasat a tumor mikrokdrnyezetben és tumor ellenes immunitast
indukalnak.

A sejthalal immunologiai kimenetelét modosithatja az apoptézis/nekroptdzis kodzotti
atmenet hibas szabdlyozasa. Ez szdmos betegség patogeneziséhez, mint példaul a degenerativ
rendellenességek, autoimmun folyamatok, gyulladasos betegségek kialakulasdhoz vagy a

daganatok immunolégiai kontrolljanak megsziinéséhez jarulhat hozza?%1%,
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Az apoptozis-rezisztens tumorok esetében nagy terapids potenciallal rendelkeznek a
nekroptozist indukald szerek, amelyek a sejthaldl kivaltasat kaszpaz-fiiggetlen utvonalon teszik
lehetévé. Szamos kemoterapias szerrdl (tobbek kozott az etopozidot, az S-Fluorouracilt és a

)59123124 &5 természetes vegyiiletrél (shikonin)!?® mutattak Ki, hogy elpusztithatjak a

ciszplatin
daganatos sejteket nekroptdzis kivaltasaval.

Egyes ¢lettani folyamatok, példaul az oxigénhidny fokozza a RIPK3 kifejezddését, ezzel
elosegiti a nekroptozis in vivo kialakulasat. A hiperglikémia egyarant megnoveli a RIPK3
expressziot'?®. Hipoxids koriilmények kozott a RIPK1, RIPK3 és MLKL kifejez6dés és a
RIPK1/3 komplex képzddése is fokozott. Tovabba a lecsokkent oxigén és gliikdz szint hatasara a
nekroptozis negativ szabalyozdjaként mikodo kaszpaz-8 messenger RNS kisebb mértékben
fejezodik kil?’.

A tumorokban kiilonféle mechanizmusok milkddnek a RIPKI1-fliggd sejthalal
elkeriilésére. A nekroptdzis kulecsmolekulainak (RIPK1, RIPK3, MLKL) fokozott kifejez6dése
tobbnyire a betegség jO prognozisaval tarsul, azonban ezzel a hatdssal ellentétes eseteket is
leirtak”’.

A daganatos sejtekben gyakori a RIPK3 expresszio csokkenése, ami hozzajarul a
nekroptdzis rezisztencia kialakulasahoz. A RIPK3 alacsony szintje rossz prognozist jelent példaul
akut mieloid leukémia-, kronikus limfoid leukémia-, emld- €s vastagbél daganat esetében, illetve
a petefészek-, emldérdkban’’. Az MLKL downreguldciéja mutathaté ki gyomor-, petefészek- és
vastagbélrakban!28129.130,

Bizonyos daganatos megbetegedésekben a RIPK3 fokozott expresszidja mutathatod ki. A

RIPK3 kifejezédése megndvekszik a petefészekrakban®!

, a hasnyalmirigy adenokarcinoma pedig
a RIPK1, RIPK3 és MLKL fokozott expresszidjaval tarsul®?. Az MLKL foszforilalt formajanak
megjelenése (pMLKL) magas halalozasi ardnyt mutat a vastagbél-€s nyeldcsd daganatos

megbetegedésekben®3134,

111.17.2 A RIPK1-fiiggé sejthalal immunrendszerre kifejtett immunogén hatiasa

A keresztprezentacio 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 elinditisdban az immunogén sejthalal a leghatékonyabb

antigéneket generalo sejthaldl forma. Bar az immunogén sejthaldl fogalma napjainkban még
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képlékeny, jelenlegi ismereteink szerint az adaptiv immunitas aktivalasat és a hossza tavu
immunologiai memoria kialakulasat eredményezi®.

A RIPK1-fiiggd jelatvitel mind sejthalal, mind pedig az NF-kB utvonalakat is beinditja.
Ezaltal a haldoklo sejtekben zajlé gyulladdsos folyamatokkal egyiitt mozgdsitja az
immunrendszert a tumoros sejtek ellen. Az elhalt sejtekb6l DAMP-ok, kemokinek és citokinek is
felszabadulnak, amelyek az elpusztuld sejt mikrokornyezetébe toborzott immunsejteket aktivaljak
11 A DS-ek ezen citokin stimulusok hatasira keresztprezentacids utvonalon mutatjdk be az
elpusztult sejtbdl szarmazd peptideket. Azonban még kevéssé ismert, az immunogén sejthalal
pontosan hogyan befolyéasolja a DS-ek keresztprezentald képességét, mellyel beinditjak a CD8*
T-sejt valaszokat!140,

Jelenleg nem alkalmaznak olyan terapiat, amely hasznositana a RIPK1-fiiggd sejthalal
immunogén potencialjat. Az elsé in vivo RIPK1-fiiggd sejthalal indukcidé végtagi lagyrész

szarkéma-egér modellekben tortént?®

. A tanulmany soran sikeresen alkalmaztdk a TNFa ¢és az
IAP antagonista/SMAC mimetikum kombinécidjat a tumorellenes immunvalaszok eldsegitésére.
A TNFa és az IAP antagonista kezelés kemoterapias szerrel kombindlva fokozta a CD8" T-sejtek,
valamint az NK-sejtek aktivalasat, és megndvelte a tulélés idotartamat. Annak ellenére, hogy az
SMAC mimetikumok jol toleraltak klinikai vizsgalatok soran, tumorterapiakban valod
alkalmazasuk korlatozott. Ennek az az oka, hogy onmagukban, alacsony TNFa-tartalma
mikrokdrnyezetben a sejthalal kivaltdsaban nem hatasosak!®. Bar a TNFa képes a RIPK 1-fiiggd
sejthalal kivaltasara, daganatellenes terapiaként vald hasznalatat korlatozza a szisztémas
alkalmazasakor bekdvetkezé stilyos toxicitas'®"1%, Ez a negativ hatas elkeriilhetd a TNFa lokélis

beadasavall®.
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1V. Célkitiizések

Az eltéré immunologiai szereppel rendelkez6 sejthalal tipusok kozotti atmenetek pontosabb
ismerete, illetve szabalyozasa hozzajarulhat a tumorok eliminacidjat vagy a gyulladasos

betegségek kezelését segitd 0j terapidk kidolgozasahoz.

Célkittizéseink kozott szerepelt vizsgalni, hogy vajon:
az eltér6 stimulusok alkalmazasakor azonos modon megy-e végbe a sejthalal az M1 és M2
sejtpopulacidokban?
milyen tipusi a TAKI inhibitor és SMAC mimetikum altal kivaltott sejthaldl az M1 és M2
makrofagokon?
milyen tipusit a TAKI inhibitor és SMAC mimetikum 4&ltal kivaltott sejthalal a TAM-szert

sejteken?

Ismert, hogy a DS-ek bizonyos koriilmények kozott citotoxikus hatdssal rendelkeznek®.
Célkittizéseink kozott szerepelt vizsgalni, hogy vajon:

a DS-ek feliiluszoja képes-e kiilonbozé sejtvonalakon citotoxikus hatast kivaltani?

eltéré-e az érett €s az éretlen DS-ek feliiluszojanak sejtold hatasa?

a citotoxikus hatast milyen sejthalal receptorok kozvetitik?

milyen mértékben befolyasolja a RIPK1 fehérje jelenléte vagy hidnya a feliiliszo altal kivaltott
sejthalalt?
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V. Anyagok és modszerek
V.1 Monocita szeparalas human vérkészitménybol

Kisérleteink sordn huméan monocita-eredetli dendritikus sejtekkel (moDS) illetve
monocita-eredetii makrofagokkal dolgoztunk. A fiziologias sooldattal higitott human
vérkészitményt (buffy-coat) Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences) oldatra rétegeztiik 1:2
aranyban, majd gradiens alapu centrifugalasnak vetettiik ala, amellyel a periférias, vérben kering6
mononukleéris sejtek elvalaszthatéak. A mosasi 1épések utan a CD14" monocitdkat pozitiv
szeparalason alapulé modszerrel valasztottuk el. Ehhez paraméagneses gyonggyel konjugalt
CD14-ellenes antitestet (Miltenyi Biotec) hasznaltunk. A jelolt sejtek kitapadtak az erds
magneses térben 1évo specidlis szepardld oszlopra, ahonnan fecskenddvel steril centrifugacsObe

elualtuk a monocitakat (tisztasag> 95%).

V.2 Human monocitak differencialtatiasa 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 differencialodtak szérummentes AIM-V médiumban (Thermo
Fischer Scientific) 2.0 x 10° sejt/ml sejtstirliségben 6 lyuku szdvettenyésztd lemezen. A

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

V.3 Human monocitak differencialtatasa IFN dendritikus sejtekké

Az IFN DS-eket az kovetkezd publikacio alapjan hoztuk létre:1°, Az izolalt monociték 40
ng/ml GM-CSF (Gentaur Molecular Products) és 100 U/ml rhIFN-o (Roferon-A) jelenlétében 5
nap alatt (37 °C, 5%, CO.) nyugvo DS-ekké differencialodtak szérummentes AIM-V médiumban
(Thermo Fischer Scientific) 2.0 x 10° sejt/ml sejtsiirliségben 6 lyuku szdvettenyésztd lemezen. A

differencialtatashoz sziikséges GM-CSF-et és rhIFN-a-at a 3. napon potoltuk a sejtek etetésével.
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V.4 Human monocitak differencialtatasa dexamethasone dendritikus sejtekké

A dexamethasone DS-eket a kovetkezé publikicio alapjan hoztuk létre:'*l. Az izolalt
monocitak 100 ng/ml GM-CSF (Gentaur Molecular Products), 20 ng/ml IL-4 (PeproTech) és
0.25 uM dexamethasone (Sigma-Aldrich) jelenlétében 5 nap alatt (37 °C, 5%, COz) nyugvo
dendritikus sejtekké differencialodtak szérummentes AIM-V médiumban (Thermo Fischer
Scientific) 2.0 x 10°% sejt/ml sejtstiriiségben 6 lyuku szovettenyésztd lemezen. A
differencialtatashoz sziikséges GM-CSF-et, IL-4-et és dexamethasone-t a 3. napon az etetésekkel

potoltuk.

V.5 A dendritikus sejt feliiliaszok (moDS, IFN DS, dexa DS) osszegyiijtése

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 eltavolitasa érdekében
haromszor mostuk a sejteket (RPMI 1640), majd 4.0 x 10° sejt/ml DS-et 2, 8 vagy 24 oraig
inkubaltunk szérum-mentes RPMI 1640 médiumban (Sigma-Aldrich). A DS-ck altal termelt
feliiliszokat (moDS, IFN DS, dexa DS) 9500 relativ centrifugalasi er6 (rcf)/perc sebességgel 10

percig 4 °C-on centrifugalva gy(ijtottiik dssze.

V.6 Human monocitak differencialtatasa érett dendritikus sejtekké

A differencialtatas 5. napjan a DS-eket 100 ng/ml LPS-dal kezeltiik. 24 6ra mulva az
LPS-elékezelt 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 inkubaltunk szérum-mentes RPMI
1640 médiumban (Sigma-Aldrich). A DS-ek altal termelt feliilaszot 9500 rcf/perc sebességgel 10

percig 4 °C -on centrifugalva gyjtottik ossze.

V.7 Human monocitak differencialtatasa makrofagokka

Az izolalt monocitak 50 ng/ml Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF,
PeproTech) jelenlétében 5 nap alatt (37 °C, 5%, CO2) nyugvo, MO tipustt makrofagokka

differencialodtak szérummentes AIM-V médiumban (Thermo Fischer Scientific) 2.0 x 10° sejt/m
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sejtsiirliségben 6 lyukd szdvettenyésztd lemezen. A differencialtatashoz sziikséges M-CSF-et a 2.
¢s az 5. napon az etetésekkel potoltuk.

Az M1 és M2 altipusok létrehozasahoz a sejteket a differencialtatas 5. napjan 24 6ran
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 tekintettilk M1 és

M2 tipusa makrofagoknak®4?

. A TAM-szerli sejtek differencialtatdsdhoz az izolalt monocitakat 5
napig 6 lyuka szdvettenyésztd lemezen tartottuk 2.0 X 10° sejt/ml sejtsiirliségben, THP-1
sejtvonal feliiluszojaban, melyet IL-4-gyel (20 ng/ml), 1L-10-zel (20 ng/ml) és TGFB-val (20
ng/ml) egészitettiink ki. Az 5. napon a TAM-szer( sejteket ismét THP-1 feliiluszoval kezeltiik 24

oran at. A makrofagokat a 6. napon tekintettiik TAM-szerii sejteknek.

V.8 Felhasznalt sejtvonalak

Az SVT35 Jurkat és HT-29 sejtvonalakat RPMI 1640 médiumban (Sigma-Aldrich), 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 (Thermo Fischer Scientific)
tenyésztettiik (37 °C, 5%, COy).
A HUVEC: sejteket 20% FCS (Gibco), 2 mM L-glutamin (Biosera), 1% penicillin/streptomycin
(Gibco), EGM™.-2 Endothelial Single Quots™ Kit (Lonza)-tartalmi M199 (Gibco) médiumban
tenyésztettiik (37 °C, 5%, CO»).

V.9 A THP-1 feliiluszo eléallitasa
A THP-1 feliilusz6 eldallitaséhoz a sejteket 2 napig, 2.0 x 10° sejt/ml siirtiséggel

tenyésztettiik szérummentes AIM-V tapkozegben (Thermo Fischer Scientific), majd a feliiluszot

2000 rcf/perc sebességgel 5 percig tartd centrifugalast kovetden gyiijtottiik dssze.
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V.10 Az M1 és M2 makrofagok ko-kulturaban valo tenyésztése

Az M1 és M2 makrofagok eltérd sejthalal érzékenységét ko-kulturaban teszteltiik. A
kovetkezd ko-kulttrakat hoztuk 1étre:

- Mosiési 1épéseket kovetden az egyenld szami M1 és M2 makrofagot (4.0 x 10° sejt/0.5
ml) egyiitt tenyésztettiink 4 6ran at 24-lyuku sejttenyésztd lemezen. Az M1 és M2 ko-
kultarat nekroptotikus stimulusokkal kezeltiik. A sejthaldl indukciot kovetden 24 oraval a
tulélé 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) toltottiik
fel 37 °C-on 30 percig. Harom intenziv mosasi 1épést kovetden 4.0 x 10° sejt/0.5 ml M2
sejttenyésztd lemezeken. Az M1 és M2 ko-kulttrat nekroptotikus ingerekkel kezeltiik, az

eltérd populéciok sejthalalat 24 ora elteltével PI festéssel hataroztuk meg.

V.11 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), ,,szendvics” ELISA

Az M1 és M2 makrofagok feliiliszoit a differenciéltatas 6. napjan gyujtottiik ossze €s
mértik ELISA modszerrel. A DS-eket a differencialtatds 5. napjan gyujtottiik 6ssze és mértiik
ELISA moddszerrel. A citokin koncentraciok meghatdrozasahoz TNFa, IL-6, IL-10, 1L-12p70
OptEIA kiteket hasznaltunk a gyarto utasitdsai szerint (BD Biosciences).

V.12 Kaszpaz-3/7 enzimaktivitas mérése

Az SVT35 Jurkat sejteket a moDS-ek feliiluszoival vagy 20 ng/ml TNFa jelenlétében
inkubaltuk 24 6ran 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.

V.13 Immunprecipitacié

Az SVT35 Jurkat sejteket a moDS-ek feliiliszoival vagy TNFa és SMAC mimetikum
(Birinapant) jelenlétében inkubaltuk 1 oran keresztiil (37 °C), majd a sejteket 1 % Triton-X 100
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(Sigma-Aldrich) és 1 % proteaz-gatld koktél (Sigma-Aldrich) tartalmt lizis pufferben
szuszpendaltuk és 30 percen keresztiil inkubéltuk (4 °C). A sejtlizitumot centrifugalast kdvetéen
gylijtottiik dssze (12350 rcf, 10 perc, 4 °C), majd anti-kaszpaz-8 antitesttel fedett Protein G
gyongyokkel kevertettiik (GE Healtcare) (overnight, 4 °C). A kovetkez6 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 mintikat. A RIPK-1-kaszp4az-8
interakciot anti-RIPK1 western blottal mutattuk ki. Az interakcidé kialakuldsat anti-RIPK1
antitesttel fedett Protein G gydngyokkel tortént immunprecipitaciot koveto anti-kaszpaz-8

western blottal is megerésitettiik.

V.14 Aramlasi citometria

V.14.1 Sejtfelszini molekulak megjelenésének vizsgalata

Az M1, M2 ¢és TAM sejteket sejtfelszini molekuldik alapjan karakterizaltuk, melyek

kimutatasdhoz specifikus, fluorokrommal konjugalt egér anti-human ellenanyagot hasznaltunk
fel, jeloletlen kontroll sejtek mellett.
A kiilonboz0 specificitast ellenanyagokkal torténd jelolés minden esetben a kdvetkezd modon
tortént: a sejt pellethez hozzaadtuk a direkt jeldlt ellenanyagot, majd 20 percig, 4 °C-on, sotétben
inkubaltuk. Ezt kovetden FACS pufferrel mostuk a sejteket (5 perc, 2000 rcf, 4 °C). A sejtfelszini
fehérje expressziot 10000 darab sejten mertiik le.

A kovetkezo6 sejtfelszini jeloléseket mértiik: CD209-PE (DC-SIGN, BiolLegend), CD206-
phycoerythrin cyanine ™5 (Pe-Cy™5, BD Pharmingen), CD80-FITC (SONY Biotechnology),
CD14-PE (BioLegend), HLA-DR-peridinin-chlorophyll-protein (PercP, BD Pharmingen), PD-
1/CD279-PercP (BioLegend), CD163-PE (Biosciences).

A fluoreszcencia intenzitasokat FACS Calibur (BD Biosciences) aramlési citométerrel

mértiik, az adatok kiértékelését pedig FlowJo szoftverrel (Tree Star) végeztiik.
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V.14.2 Sejthalal mérés
V.14.2.1 Sub-G1 mérés

A DNS fragmentaciot sub-G1 mérés alapjan hatdroztuk meg. A sejteket az aktivaciot
kovetéen 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) tartalmazé citrat
pufferben jeldltiik 15 percen keresztiil 37 °C-on. A subG1 csucsok aranyat FACS Calibur (BD
Biosciences) dramlasi citométerrel hataroztuk meg, az adatok kiértékelését pedig FlowlJo

szoftverrel (Tree Star) végeztiink.
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7. Abra: A subGlI csiicsok reprezentativ dbrdzoldsa.
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V.14.2.2 Membran integritas mérés

A sejthalalt a membranintegritas elvesztése és a Pl felvétele alapjan is szamszertsitettiik.
A sejteket PI oldattal (10 pug/ml Pl foszfat pufferben) festettilk, majd a sejtpusztulast a
fluoreszcencia intenzitas alapjan FACS Calibur (BD Biosciences) aramlasi citométerrel
hataroztuk meg, az adatok kiértékelését pedig FlowJo szoftverrel (Tree Star) végeztiik.
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8. Abra: A membranintegritds mérésének reprezentativ dbrdzoldsa.

V.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 kotédését 5%-0s tejpor oldattal (TBS-Tween-ben oldva) gatoltuk
meg. A blokkolast kdvetéen a membranokat elsddleges antitestekkel inkubaltuk 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 PB-aktin (Sigma-Aldrich). Masodlagos ellenanyagként tormaperoxidizzal konjugalt
anti-nyul (GE Healthcare), anti-egér (GE Healthcare) vagy patkanyellenes (Sigma-Aldrich)
antitesteket alkalmaztunk. A kialakult immunkomplexeket a SuperSignal™ West Pico
Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific™) vagy SuperSignal™ West Femto

Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific™) felhasznaldsaval tettiik lathatova.
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V.16 Statisztika

Valamennyi abra legalabb harom, egymastol fliggetlen donorbol szarmaz6 eredmény
atlagait mutatja + standard szorassal (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.
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V1. Eredmények

A doktori munka elsd fazisaban dsszehasonlitottuk a human monocita-eredetii M1 és M2

makrofagok nekroptozisra valod érzékenységeét.

V1.1 Az M1 makrofagokkal ellentétben, az M2 sejtek érzékenyek a TAK1 gatlo altal
kivaltott nekroptozisra

A pro-inflammatérikus és anti-inflammatérikus makrofagok egyensulyanak szabalyozasa
szamos betegségben jelenthet terapids lehetdséget. A terapias beavatkozas 1j alternativajaként
Osszehasonlitottuk a human M1 ¢és M2 makrofagok érzékenységét a kiilonféle sejthalal
stimulusokkal szemben. Az M1 és M2 altipusok létrehozasahoz a differencialtatds 5. napjan az
MO makrofagokat stimulaltuk LPS-dal és [FNy-val (M1 alpopulacio), illetve IL-4, IL-10 és TGFR
1142

adéasaval (M2 alpopulacid) 24 6ran keresztiil**“. Annak igazolasara, hogy a sejtpopuléciok elérték

3157 vizsgaltuk a polarizalt makrofagok sejtfelszini

a megfeleld M1 és M2 fenotipusokat
markereinek megjelenését. Az M1 sejteken megfigyeltik a CD80 (M1 marker) indukcidjat,
valamint az M2 sejteken a CD206 és CD209 (M2 markerek) magasabb expresszids szintjét (9.

Abra).

100 00 100

B0

B0

sejtszam

CD80 CD206 ” CD209

Owm1 [Im2 iielsletlenM1 i :leldletien M2

9. Abra: Az M1 és M2 makrofagok in vitro differencialtatasa. 4 humdn monocita-eredetii makrofigokat
LPS (50 ng/ml) és IFNy (20 ng/ml) vagy IL-4 (20 ng/ml), IL-10 (20 ng/ml) és TGFS (20 ng/ml)
jelenlétében differencidltattuk. A makrofag alpopuldciokon a CD80, CD206 és CD209 markerek
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sejtfelszini expressziojat aramlasi citométerrel mértiik. Az eredmény ot egymastol fiiggetleniil elvégzett

kisérlet adatainak reprezentativ bemutatdsa.

A két makrofag alpopulacié funkcionalis jellemzéseként mértiik az IL-10 és IL-12
citokinek termelését. A szakirodalmi adatoknak megfeleléen??%?" az M1 sejtek szignifikdnsan
nagyobb mennyiségben termeltek IL-12 citokint, mint az M2 sejtek (8. Abra A), mikozben az M2
sejtekben jelentésebb mennyiségii IL-10 volt kimutathaté (10. Abra B).
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10. Abra: Az M1 és M2 makrofagok in vitro citokin szekrécidja. (A) A sejtek IL-12 és (B) IL-10

termelését ELISA modszerrel mértiik. Az abrak harom fiiggetleniil elvégzett kisérlet atlagait mutatjak.

Miutan igazoltuk, hogy a két sejtpopulacio sejtfelszini markerei és citokin termelése is
megfelel az MI, illetve M2 fenotipusnak, Osszehasonlitottuk a makrofag alpopulaciok
érzé¢kenységét apoptotikus, illetve nekroptotikus sejthalal indukciora. Apoptozist kivaltd
agensként LPS-dot, TNFa-at, SMAC mimetikumot (Birinapant), TAK1 inhibitort (5Z-7-
oxozeaenol; 5Z-7) és ezek kombinacioit alkalmaztuk. Ezen stimulusokrél ismert, hogy kaszpaz
gatld jelenlétében a makrofagokban nekroptozist valtanak ki*482 ezért Z-VAD jelenlétében is
vizsgaltuk a sejthalél intenzitasat.

A két sejttipus ugyanolyan érzékeny volt az altalunk vizsgalt ingerek tobbségére, a TAK1
inhibitor azonban Z-VAD jelenlétében intenzivebb sejthalalt indukalt az M2 sejtekben (11. Abra
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A). Ennek az eredménynek a megerésitéseként megvizsgaltuk a Birinapant és az 5Z-7-medialt
sejthalal dozisfiiggését. Kaszpaz gatlo jelenlétében, az altalunk vizsgalt koncentraciokban az 5Z-
7 altal kivaltott sejthalal intenzivebb volt az M2 sejtekben, mint az M1 makrofagokban (11. Abra
B). A Birinapant kezelés azonban Z-VAD kezelés mellett sem eredményezett magasabb sejthalal-
intenzitast az M2 makrofagokban. A Birinapant 4ltal kivaltott sejthaldl nem szignifikans

mértékben, de enyhén intenzivebb volt az M1 sejtekben (11. Abra C).
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11. Abra: TAK1 inhibitor Z-VAD jelenlétében intenzivebb nekroptézist indukal az M2 sejteken, mint

az M1 makrofagokon. (A) Az in vitro differencidltatott M1 és M2 sejteket 100 ng/ml LPS, 60 ng/ml
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TNFa, 0.5 uM Birinapant és 1 uM 5Z-T-oxozeaenol kezeléssel stimulaltuk 50 uM Z-VAD jelenlétében
vagy hianyiban 24 ordig. (B-C) A makrofigokat 5Z-7-oxozeaenollal vagy Birinapant-tal kezeltik
kiilonbozé dozisokban 50 uM Z-VAD jelenlétében vagy hianyaban. 24 ora elteltével a sejtpusztuldast Pl
festéssel hataroztuk meg. (A-C) Az abrak legalabb harom fiiggetlen kisérlet atlagat és szordsat mutatjak.

A kontrollhoz viszonyitott szignifikancia értékeket a # szimbolum jeloli.

Azért, hogy bizonyitsuk, hogy a kaszpaz gatld jelenlétében, a Birinapant/Z-VAD (BZ),
illetve 5Z-7/Z-VAD (0Z)-, indukalt sejthalal valdban nekroptozis, 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 (10. Abra A), illetve M2 sejtekben a GSK'872 és a Nec-1
is egyarant gatolta az OZ altal indukalt citotoxicitast (12. Abra A), igazolva, hogy a megfigyelt

sejthalal nekroptozis.
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12. Abra: A nekroptoézis inhibitorok, a GSK’872 és a Necrostatin-1 gatoltak a kaszpaz gatlok
jelenlétében kialakul6 sejthaldlt az M1 és M2 makrofagokban. Az M1 és M2 sejteket elokezeltiik 30
percig 7.5 uM GSK'872 RIPK3 inhibitorral és 50 uM Z-NVAD-dal, vagy 50 uM Necrostatin-1 RIPK1
inhibitorral és 50 uM Z-VAD-dal, majd 0.5 uM Birinapant vagy 1 uM 5Z-T-oxozeaenol addisdval
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nekroptozist indukaltunk. 24 ora elteltével a sejtpusztulast Pl festéssel hataroztuk meg. Az abra harom
fiiggetlen kisérlet dtlagat és szordsat mutatja. A kontrollhoz viszonyitott szignifikancia értékeket a #

szimbSlum jeldli.

A nekroptozis jellegzetes markereként megvizsgaltuk az MLKL (S358) foszforilacio (p-
MLKL) kialakulasat a makrofag tipusokban a BZ és az OZ reagensekkel vald aktivalas utan. A
BZ kezelés hatasara kimutattuk az MLKL foszforilaciojat mind az M1, mind az M2 sejtekben
(13. Abra A B). Az OZ stimulacidt kovetéen intenzivebben jelenik meg a p-MLKL sav az M2
makrofagokban, mint az M1 sejtekben (13. Abra A B).
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13. Abra: TAKI inhibitor vagy IAP antagonista altal indukalt MLKL foszforilaci6 az M1 és M2
sejtekben kaszpaz gitlo jelenlétében. (A) A sejteket egy ordt eldkezeltiik 50 uM Z-VAD inhibitorral,
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majd az MLKL foszforilaciot (S358) 0.5 uM Birinapant vagy 1 uM 5Z-T-oxozeaenol kezelés utan western
blot-tal mutattuk ki 15 perc, 1 ora, illetve 3 ora kezelést kovetden. Az dbra harom egymastol fiiggetleniil

elvégzett kiserlet eredményeinek reprezentativ bemutatdsa, melyek denzitometralt eredményét a (B) panel

abrazolja.

Felmeriilt a kérdés, hogy a funkciondlisan is eltéré M1 és M2 makrofagok autokrin TNFa
termelése allhat-e a két populacido eltérd sejthalal érzékenységének hatterében. Ennek a
vizsgalatadhoz szolubilis TNFR-ral (TNF:Fc fehérjével) kezeltiik elé a polarizalt makrofagokat,
majd ezt kovetden valtottuk ki a sejthaldlt az OZ vagy BZ kezelésekkel. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a TNF:Fc csak részlegesen gatolta az OZ altal indukalt nekroptdzist. Ez alapjan

azt feltételezziik, hogy az autokrin TNFa termelés mellett mas mechanizmusok is szerepet

jatszhatnak az OZ/BZ medialt sejthalalban (14. abra).
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14. Abra: TAKI1 inhibitor nekroptézist indukal az M2 sejteken, amely sejthalilt a TNF:Fc részben
gatolja. A makrofigokat 10 ng/ml TNF:Fc-vel kezeltiik elé 1 ordn keresztiil, majd 0.5 uM Birinapant
vagy 1 uM 5Z-T-oxozeaenol hozzdadasaval sejthalalt indukaltunk 50 uM Z-VAD jelenlétében. 24 ora
elteltevel a sejtpusztulast Pl festéssel hataroztuk meg. Az dabra harom fiiggetlen kisérlet dtlagat és

szordsat mutatja. A kontrollhoz viszonyitott szignifikancia értékeket a # szimbélum jeloli.
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Megallapitottuk, hogy az M2 makrofagok érzékenyek, de az M1 sejtek rezisztensek az OZ
altal indukalt nekroptozisra, mig az Aaltalunk vizsgélt tovabbi ingerek ugyanolyan intenziv

sejthalalt okoztak mindkét makrofag alpopulacioban.

V1.2 Az M1 és M2 sejtek ko-kulturaban valo tenyésztése nem érzékenyiti az M1 sejteket a
TAKTI1 inhibitor altal indukalt nekroptozisra

Az M1 és M2 makrofag alpopulacidok a kronikus gyulladas helyén vagy a daganatok
mikrokdrnyezetében 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-kultraba. Az egyiitt tenyésztett
sejteket BZ vagy OZ reagensekkel kezeltiik 24 oran keresztiil. A sejthalal intenzitdsdt mind a
CellTracker pozitiv, mind negativ populdaciokban meghataroztuk PI festéssel. A kiilon kezelt
makrofagok esetében megfigyelt eredményekkel dsszhangban, az M2 sejtek érzékenyek voltak az
OZ altal kivaltott nekroptdzisra, mig az M1 sejtek rezisztensek maradtak ezzel szemben. Tovabba
az eddigi eredményeknek megfeleléen a BZ kezelés mindkét makrofag populaciot elpusztitotta a

ko-kultGraban (15. Abra A-B).
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15. Abra: Az M1/M2 ko-kultiriban a TAKI-inhibitor nekroptézist indukal az M2 sejteken. (A-B) Az
M2 sejteket 10 ng/ml CellTracker™ Green CMFDA festékkel toltottiink fel 37 C°-on, 30 percen keresztiil.
A CellTracker jeloléssel ellatott M2 és a jeloletlen M1 sejteket egyiitt tenyésztettiik, ezt kdvetden a ko-
kulturaban tartott makrofagokat 0.5 uM Birinapanttal és 50 uM Z-NVAD-dal vagy 1 uM 5Z-1-
oxozeaenollal és 50 uM Z-VAD-dal kezeltiik 24 ordn keresztiil. A makrofigokon kivaltott sejthaldl
meérteket a Pl felvétele alapjan szamszeriisitettiik. (A) Az eredmény harom egymastol fiiggetleniil elvégzett

kisérlet adatainak reprezentativ bemutatisa. (B) A CellTracker pozitiv és a CellTracker negativ
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poupulaciokra vetitve meghataroztuk a sejthalal szazalékos aranyat. Az dabra harom fiiggetlen kisérlet

atlagat és szorasat mutatja. A kontrollhoz viszonyitott szignifikancia értékeket a # szimbolum jeloli.

Ezt az eredményt a taléld sejtpopulaciok sejtfelszini markereinek mérésével erdsitettiik

meg, melyet a sejthalal indukcioja el6tt és utan is elvégeztiink. Az OZ kezelés csokkentette a

CD209" sejtek mennyiségét, tehat az M1/M2 ko-kultura Osszetételét az M1 talsuly felé tolta el,

mikdzben a BZ kezelés nem gyakorolt szignifikans hatast az M1/M2 aranyra (16. Abra A-B).
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16. Abra: Az M1/M2 ko-Kultiraban a TAKI-inhibitor nekroptoézist indukal az M2 sejteken. (A-B) M1 és

M2 sejteket egyiitt tenyésztettiink és a ko-kulturat 0.5 uM Birinapant-tal vagy 1 uM 5Z-7-oxozeaenollal

49



kezeltiik 50 uM Z-VAD jelenlétében 24 oran at. A CD80 és CD209 sejtfelszini expressziojat aramlasi
citometriaval mértiik a kezelések elott, illetve 24 oraval a sejthalal indukciot kovetéen. (A) A CD80 és CD209
sejtfelszini expressziojat aramlasi citometriaval mértiik a kezelések eldtt, illetve 24 oraval a sejthalal

indukciot kovetéen. Az eredmény ot egymastol fiiggetleniil elvégzett kisérlet adatainak reprezentativ

crer

CD209 pozitiv CD80 negativ (CD209) sejtek szdzalékos ardanyat. Az abra 6t fliggetlen kisérlet atlagat és

szorasdt mutatja.

Eredményeink szerint az egyiitt tenyésztett M1 és M2 makrofagok TAKI1 inhibitorral
torténé kezelése a talélod sejtek egyensulyat az M1 dominancia felé tolta el. Ezen eredmények
alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a makrofag altipusok nekroptdzis-érzékenysége
nem fligg szolubilis medidtoroktol, sem az M2-eredetili citotoxikus sem az M1-eredetti talélési

faktoroktol, hanem a két sejtpopulacio 6nallo tulajdonsagai altal szabalyozott.

VI.3 A TAKI1 jelatviteli it downstream komponenseinek gatlasa nekroptozist valt ki az M2
sejtekben

A TAKL1 ismert, mint a MAPK ¢és az NFxB jelatviteli utvonalak szabalyoz6ja®®.
Vizsgaltuk, hogy a TAKI1 jelatvitel melyik downstream komponense lehet felelés a TAKI1
inhibitor altal kivaltott nekroptdzisért. Kisérleteink soran a TAK1 &ltal szabalyozott utvonalakat a
kovetkez6 inhibitorokkal gatoltuk: SP600125 (JNK inhibitor), SB203508 (p38MAPK inhibitor),
U0126 (ERK inhibitor) és TPCA1 (IKK inhibitor). Kaszpaz gatldé 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 sejthaldl intenzitasban megfigyelhetd kiilonbségek. A MAPK és NFkB
inhibitorainak kiilonb6zéen kombinalt alkalmazasa szintén intenzivebb sejthalalt indukalt az M2,
mint az M1 makrofdgokban (17. Abra E). Azonban a kaszpaz aktivitas (Z-VAD hianyaban)
mindkét makrofag alpopulaciot megvédte akar a MAPK, akar az IKK gatlas hatasara kivaltott
nekroptozistél (17. Abra A-D).
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17. Abra: Kaszpaz gatlo jelenlétében a p38MAPK, JNK, ERK és IKK inhibitorok sejthalalt
indukalnak az M2 makrofagokban. Az in vitro differencialtatott human M1 és M2 sejteket 50 uM Z-
VAD jelenlétében vagy hidnydban stimuldltuk 24 ordn keresztiil az (A) 1-5 uM SP600125 (INK
inhibitor), (B) 1-5 uM SB203508 (p38MAPK inhibitor), (C) 1-5 uM U0126 (ERK inhibitor) és (D) 0.1-1
uM TPCAL (IKK inhibitor) vagy (E) 50 uM Z-VAD jelenlétében ezen inhibitorok kombindcicival (1 uM
SP600125, 1 uM SB203508, 1 uM U0126, 0.1 uM TPCAI). A sejthaldl mértékét a Pl felvétel alapjan
hataroztuk meg. (A-E) Az abrdk legalabb ot fiiggetlen kisérlet dtlagat és szordsat mutatjak. # a
szignifikans kiilonbségeket jelzi a Z-NVAD-dal kezelt mintakhoz képest.

Vizsgéaltuk 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
hasonld intenzitaisa MAPK és IkB foszforilacio mutathaté ki. Ebb6Sl az eredménybdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a két sejttipus kozott megfigyelt sejthaldlban mérhetd kiillonbséget nem
a TAKI1 é&ltal szabalyozott jelatvitel downstream komponenseinek (MAPK ¢és NFkB) alapvetden
eltéré mitkodése okozza (18. Abra A B). A sejthalalban kimutathatd kiilonbség hatterében

feltehetdleg a nekroptozist érintd jelatvitel valtozasa allhat.
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18. Abra: A p38MAPK, JNK, ERK és IKB foszforilaciés allapota az M1 és M2 makrofagokban.
(A) Az M1 és M2 sejteket 100 nM PMA-tal aktivaltuk. A p38MAPK, JNK, ERK és IKf foszforilacidjat

western blot-tal mutattuk ki foszfo-specifikus antitestek alkalmazdsaval. Az dbra hdrom egymdstol
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fliggetleniil elvegzett kisérlet adatainak reprezentativ bemutatasa, amely kisérletek denzitometralt eredményét

a (B) panel abrazolja.

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

expressziods szintjében sem talaltunk jelentds kiilonbséget az M1 és M2 sejtek kozott (19. Abra).
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19. Abra: A nekroptézis szabalyozasaban részt vevé fehérjék az M1 és M2 makrofagokban.
A nekroptozis szabalyozasaban szerepet jatszo feherjék expresszios szintjét western blot segitségével
vizsgaltuk az M1 és M2 makrofagok teljes sejt lizatumaibol. Az eredmény harom egymastol fiiggetleniil

elvégzett kisérlet adatainak reprezentativ bemutatdsa.

V1.4 A TAM-szeri makrofagok érzékenyek a TAKI inhibitor altal kivaltott nekroptozisra

Megfigyeléseink alapjan a monocita-eredetii M2 sejtek érzékenyebbek a TAKI inhibitor
altal kivaltott nekroptozisra, mint az M1 makrofagok. Az M2-szerli funkcionalis
tulajdonsagokkal jellemezheté tumor asszocialt makrofagok sejthalal érzékenysége meghatarozé
lehet azon terapidkban, ahol a tumorok mikrokornyezetében nekroptozis indukald szereket
alkalmaznak. A TAM-ok nekroptozis érzékenységének vizsgalatahoz in vitro monocita-eredetii
TAM-szerli sejteket differencidltattunk és az életképességiiket Osszevetettik az M1 és M2
makrofagokkal. Az izolalt monocitakat M-CSF, IL-10, IL-4, TGFB és THP-1 sejtvonal
feliilaszojanak jelenlétében differencidltattuk TAM-szerti sejtekké (20. Abra A), a

karakterizdlasukat pedig 4ramlasi citometridval (20. Abra B) végeztik. Az &ltalunk
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differencialtatott TAM-ok a szakirodalmi adatoknak megfelelc’ienl“‘r"146'147 magas CD206, CD163,
HLA-DR és alacsony CD14 és PD-1 expressziot mutattak.

0
> nav°
43 ora /
M-CSF
IL-4, IL-10, TGFP
0.napon
TAM-szertisejtek

TAM-szerd sajtek

CD14

sejtszam

PD-1 HLA-DR
—m1 M2 [ TAM-szerd sejtek

20. Abra: A TAM-szerii sejtek in vitro differencialtatisa. (A) A TAM-szerii sejtek létrehozdsdanak sematikus
dbrazoldasa: A THP-1 sejteken 48 oran dat kondiciondltuk a médiumot, majd a THP-1 sejtek eltavolitisa
celjabol centrifugaltuk (THP-feliiluszo). Egészséges donorokbol CDI14 pozitiv monocitikat szeparaltunk,
amelyeket 1.5 x 10° sejt/ml koncentrdcioban tenyésztettiink. A humdan monocitik TAM-szerii sejtekké vald
differencialtatisahoz M-CSF, IL-4, IL-10 és TGFp citokineket adtunk a tenyészethez 5 napig, THP-1 sejtek
feliiliiszojaban. Az 5. napon a tapkozeget friss THP-1 feliiluszora cseréltiik. A 6. napon oOsszegyiijtottiik a
TAM-szerii sejteket.
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(B) A TAM-szerii sejteket 6. napon dramldsi citometriaval jellemeztiik. Meghatdaroztuk a CD14 és CD206,
illetve a CD163, PD-1 és HLA-DR sejtfelszini expressziojat. Az eredmény hdrom egymdstol fiiggetleniil

elvégzett kisérlet adatainak reprezentativ bemutatdsa.

Miutan kimutattuk, hogy a differencialtatott makrofagok sejtfelszini markereik
expresszidja alapjan TAM-nak feleltethetéek meg, Birinapant/Z-VAD vagy 5Z-7/Z-VAD
hozzaadasaval indukaltunk nekroptozist a TAM-szeri sejteken. Megallapitottuk, hogy a TAM-
szerl sejtek ugyanolyan érzékenyek a BZ-indukalt nekroptozisra, mint az M1 sejtek. Azonban az
M2 sejtekhez hasonloan szignifikdnsan nagyobb sejthalalt mutatnak az 5Z-7/Z-VAD kezelés
hatasara, mint az M1 makrofagok (21. Abra).
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21. Abra: Kaszpaz inhibitor jelenlétében a TAKI inhibitor nekroptézist indukal a TAM-szerii
makrofiagokon. Az in vitro generdlt TAM-szerii sejtek érzékenységét oOsszehasonlitottuk az M1 és M2
makrofiagokkal. A sejteket 0.5 uM Birinapanttal vagy 1 uM 5Z-T-oxozeaenollal kezeltiik 50 uM Z-VAD
Jelenlétében. A sejthalal mertékét a Pl felvétel alapjan hatdaroztuk meg 24 ordaval a kezelést kovetden. Az abra

legalabb ot fiiggetlen kisérlet atlagat és szorasat mutatja. A kontrollhoz viszonyitott szignifikancia értékeket a

# szimbolum jeloli.

Megfigyeléseinket Osszefoglalva, az M2 sejtek barmelyik talélési jel hianyaban
nekroptozissal elpusztulnak kaszpaz gatld jelenlétében, mig az M1 makrofagok tovabbi talélési
jeleket hasznalhatnak, mely megakadéalyozhatja a TAK1 inhibitor altal kivaltott nekroptozist.

A TAM-szerli makrofagok, hasonldoan az M2 sejtekhez szignifikdnsan nagyobb

érzékenységet mutatnak az OZ nekroptdzis indukcid hatisara, mint az M1 makrofagok Ez a
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tulajdonsaguk terapids lehetdséget nyujthat a tumorok kdrnyezetében megjelend tolerogén hatasu
sejtek eliminaciojara.

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

V1.5 A moDS-ek feliiliszdja sejthalalt indukal

A DS-ek citotoxikus képességének vizsgalatahoz human moDS-eket hasznaltunk. A
moDS-eket LPS (TLR4) és CL075 (TLR7-8) TLR-ligandumokkal kezeltiik 30 percen keresztiil,
majd intenziv mosasi lépéseket kdvetéen tovabbi 2 oran at inkubaltuk. Ezt kdvetéen a DS-ek
feliiliszoival kezeltiik az SVT35 Jurkat célsejteket 24 o6ran keresztiil. Az LPS-dal vagy CLO75-tel
aktivalt DS-ek feliiluszdja jelentds mértékti sejthalalt eredményezett a Jurkat sejteken. Ezzel
szemben azon DS-ek feliiluszoja -amelyet nem stimuldltunk TLR-ligandummal- sejt616 hatast
nem mutatott. Ezeket az eredményeket a subGl csucs (22. Abra A) és kaszpaz 3/7 aktivitas
mérésekkel tamasztottuk ala (22. Abra B).
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22. Abra: A moDS-ek feliiliszoja sejthalalt indukal Jurkat sejteken. (A) A Jurkat sejteket kezeletlen, CLO75-
tel (1 ug/ml) vagy LPS-dal (0.5 ug/ml) stimulalt DS-ek feliiluszéival vagy pozitiv kontrollként TNFa-val (20
ng/ml) kezeltiik. 24 ora elteltével a sejthaldl mértékét a subGl csiics mérésével és (B) kaszpdz 3/7 aktivitas

meéréssel meghataroztuk. Az abrak ot fiiggetlen kisérlet atlagat mutatjak.

A szakirodalmi adatok alapjan a DS-ek a citotoxikus hatdsa nem sejt specifikus, ezen
képességiik kiilonféle sejtvonalakon kimutathato'’. Annak vizsgalatara, hogy az A&ltalunk

1étrehozott feliiliszok sejtpusztitd hatasa érvényesiil-e mas sejtek esetében is, a citotoxikus hatdst
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a HT-29 vastagbél-eredetii adenokarcinoma sejtvonalon és primer HUVECs sejteken is
teszteltik. A HT-29 és HUVECs sejtekhez DS feliiluszot adtuk, majd 24 6ra mulva mértiik a
sejthalal intenzitast. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a DS citotoxikus funkcidja nem T
sejt/Jurkat szelektiv, mivel a HT-29 és HUVECS sejtek is szignifikans mértékben elpusztultak az
LPS vagy CLO75-kezelt DS feliiliszo hatasara (23. Abra A-B).
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23. Abra: A moDS feliiliszéja sejthalalt indukal HT-29 és HUVECs sejteken egyarant. (A) A HT-29 vagy
(B) HUVECs sejteket kezeletlen, CLO75-tel (1 ug/ml) vagy LPS-dal (0.5 ug/ml) stimuldlt moDS-ek
feliiluszoival kezeltiik. 24 ora elteltével a sejthaldl mértékét a subGl csucs mérésével meghatdarozzuk. Az

abrak harom fiiggetlen kisérlet atlagat mutatjak.

Vizsgaltuk, hogy a DS-ek hogyan reagalnak a citotoxikus hatasu feliiliszora, mind sajat,
mind pedig eltéré donorokbol szdrmazdé moDS feliiliszé esetében. Az eredményeink szerint

maguk a DS-ek rezisztensnek bizonyultak a citotoxikus képességgel szemben (24. abra).
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24. Abra: A moDS nem érzékeny a DS feliiliszo-indukalt sejthalalra. A DS-eket azonos, illetve eltérd
donorbol szarmazo DS-ek altal termelt feliiluszoval kezeltiik. Pozitiv kontrollként TNFa (50 ng/ml) kezelést
alkalmaztunk. 24 dra elteltével a subGl csics mérésével hatiroztuk meg a sejtpusztuldst. Az dabrdk ot

fliggetlen kisérlet atlagat mutatjak.

Kovetkezd [épésként megvizsgaltuk, hogy a DS feliiliszé citotoxikus képessége a
szovetekben lokalizalt, éretlen DS fenotipushoz kdotheté-e, vagy inkdbb a nyirokcsomokba
vandorolt, érett DS-ek jellemzdje. Ennek megallapitasahoz LPS-dal 24 6raig aktivaltuk a DS-eket
(LPS-DS), majd az LPS eldkezelt és kezeletlen moDS-eket egyarant 30 percig aktivaltuk LPS-dal
vagy CLO075-tel. Osszehasonlitottuk az igy nyert feliiliiszok citotoxikus hatasat. Eredményeink
szerint a Jurkat sejtek szignifikdnsan kisebb mértékben pusztultak el az LPS-DS feliiluszo

adasakor, mind az LPS, mind pedig a CLO75-aktivaciot kovetéen (25. Abra).
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25. Abra: A LPS-DS feliihiszéja kisebb mértékben indukal sejthalilt. A moDS-eket (akt-DS) vagy az
LPS-eldaktivalt (24 éra) DS-eket (LPS-DS) 30 percig CLO75-tel (1 ug /ml) vagy LPS-dal (0.5 ug/mli)
aktivaltuk. Az SVT35 Jurkat sejteket az igy eldallitott feliiluszokkal kezeltiik. 24 ora elteltével a

sejtpusztulast a subG1 csucs mérésével hatdaroztuk meg. Az abrak ot fiiggetlen kisérlet atlagat mutatjak.
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Ezek az eredmények arra utalnak, hogy szemben az érett fenotipusu DS-ekkel a szoveti

rezidens DS-ek rovid, PRR stimulust kdvetéen citotoxikus tulajdonsaggal is rendelkezhetnek.

V1.6 A moDS-ek feliiliszoja TNFa-fiiggé sejthalalt valt ki

Szakirodalmi adatok alapjan a DS-ek citotoxikus képességéért a sejthalal receptorok
aktivacidja a felelds'*®. Ellentétes adatok jelentek meg azonban arrdl, hogy melyik receptor
ligandumai valtjak ki a sejtolé hatast. Ennek tisztazasara sejthalal ligandum antagonistak adasa
mellet vizsgaltuk a DS citotoxikus képességét. A moDS-eket LPS és CL0O75 TLR-ligandumokkal
kezeltiik 30 percen keresztiil, majd intenziv mosasi 1épéseket kovetéen 2, 8§ vagy 24 oraig
inkubaltuk. A moDS feliiliszokat szolubilis TNF, Fas vagy TRAIL receptorokkal kezeltiik €ld,
hogy semlegesitsék az esetleges sejthalal ligandumokat a feliiluszoban. Az SVT35 Jurkat
sejtekhez TNF:Fc, Fas:Fc és TRAIL:Fc fehérjével elokezelt DS feliiliszokat adtuk és 24 ora
mulva mértiik a sejthalalt. A TNF:Fc megakadalyozta a célsejtek haldlat, megerdsitve ezzel a
TNFa DS citotoxicitasban betoltott nélkiilozhetetlen szerepét. Azonban a FasL vagy a TRAIL
elleni specifikus inhibitorok nem gatoltdk meg a moDS altal kivaltott sejtpusztulast, fiiggetlentil

attol, hogy 2, 8 vagy pedig 24 6ras feliiluszot adtunk a sejtekhez (26. Abra).
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26. Abra: A moDS feliiliiszé6 TNF-fiiggé sejthalalt valt Ki. A nem stimuldlt, CLO75 (1 ug /ml) vagy LPS (0.5
ug/ml) stimulalt moDS feliiluszékat szolubilis receptorokkal (TNF:Fc, Fas Fc, TRAIL:Fc) kezeltiik eld 1 érdan
keresztiil. Az SVT35 Jurkat sejteket a 2, 8 vagy 24 ordig termeltetett DS feliiluszokkal inkubdltuk egyiitt 24
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oraig, majd mertiik a sejtpusztulas mértékét a subGl csucs meghatarozasaval. Az abrdk hdarom fiiggetlen

kisérlet atlagat mutatjak.

Az eredményeink megerdsitéséhez mértiik a TLR aktivalt DS feliiliszokban a TNFa
mennyiségét. Az LPS és CL075-kezelt DS feliiluszo 200-400 pg/ml TNFo-t tartalmaz (27. Abra
A).
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27. Abra: A moDS feliilisz6 TNFo-t tartalmaz. (4) A TNFa termelést ELISA médszerrel detektdltuk a nem
stimulalt, CLO75-tel (1 ug/ml) vagy LPS-dal (0.5 ug/ml) stimulalt moDS feliiluszokban. Az abradk ot fiiggetlen
kisérlet atlagat mutatjak.

(B) Az SVT35 Jurkat sejteket és a RIPKI-I- valtozatat 20 ng/ml TNFa-val (PeproTech), 20 ng/ml FasL-dal
(Sigma) vagy 0.2 ng/ml TRAIL-lel (AdipoGen) kezeltiik 24 oran keresztiil, majd mértiik a sejtpusztulds
mertekét a subGl csucs meghatarozasaval. A kontrollhoz viszonyitott szignifikancia értékeket a # szimbolum

jeloli.

Ezek a megfigyelések Osszességében arra utalnak, hogy a PRR stimulacioval kivaltott

TNF termelés felelds az moDS-kozvetitett citotoxicitasért.

61



V.7 A DS feliiluszé RIPK1-fiiggé sejthalalt indukal

A DS feliilusz6 altal kivaltott sejthalal RIPK1-fliggd és -fiiggetlen tvonalon is végbe
mehet®*. Kisérleteink soran vizsgaltuk, hogy a RIPK1 részt vesz-¢ a DS feliiluszo altal medialt
sejthalalban. Ennek megallapitasahoz az SVT35 vad tipust Jurkat sejtekkel és RIPKI1-/-
klonjanak DS feliiluszora valo érzékenységét teszteltiink. Ennek elsé 1épéseként western blot
modszerrel megerbsitettiik a fehérje hianyat a RIPK1-/- sejtvonalban (28. Abra A). A sejthalal
mérés alapjan elmondhatd, hogy a TLR-kezelt DS feliilisz6 adasa szignifikansan nagyobb
mértékli sejtpusztulast valtott ki a RIPKI1+/+ vad tipust sejteken, mint a RIPK1 negativ
sejtvonalon (28. Abra B).

Mivel el6z6 kisérleteinkben a DS-indukalt sejthalal TNF-fliggének bizonyult,
megvizsgaltuk, hogyan reagal rekombinans sejthalal ligandumokra az SVT35 vad tipusu Jurkat
sejtvonal és ennek RIPK1-/- valtozata. Eredményeink szerint vad tipusu Jurkat sejtek és RIPK1-/-
klénja a TNFa, FasL és TRAIL sejthalél ligandumokra egyarant érzékenyek, ebbdl kovetkezden
nem a vad tipusu, illetve RIPK1 deficiens sejtvonalak eltér6 TNF érzékenysége okozta a

sejtpusztulasban megfigyelt kiilonbségeket (27. Abra B).
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28. Abra: A moDS feliilisz6 RIPK1-fiiggé sejthalalt valt ki. (A) Az SVT35 Jurkat sejtvonalban és annak
RIPK1 -/- vdltozataban western blot modszerrel mutattuk ki a RIPK1 fehérje szintjét. Az eredmény hdarom
egymdstol fiiggetleniil elvégzett kisérlet adatainak reprezentativ bemutatasa. (B) A Jurkat sejteket és azok
RIPK1-/- vdltozatat nem stimuldlt, CLO75-tel (1 ug/ml) vagy LPS-dal (0.5 ug/ml)30 percig stimulalt DS
feliiluszokkal inkubdltuk egyiitt 24 ordig, majd meértiik a sejtpusztulas mértékéet a subGl csucs

meghatadrozasaval. Az abra 6t fiiggetlen kisérlet atlagat mutatja.
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A RIPK1-fiiggd sejthalal utvonalakat els6sorban SMAC mimetikumok jelenlétében
mutattak ki, amikor a RIPK1 deubiquitinalt allapotba keriil. Ebben az éllapotban a RIPK1 pro-

kaszpaz-8 molekuldkat toboroz és végsé soron serkenti a sejthaldl bekovetkezését!4d

. Vizsgaltuk,
hogy a DS feliilisz6 hatasara kialakul-e a kisérleti rendszeriinkben a RIPK1 és kaszpaz-8
kapcsolat. Ehhez RIPK1 (29. Abra A) és kaszpaz-8 (29. Abra B) immunprecipitaciokat
végeztiink. Pozitiv kontrollként TNFo-t és SMAC mimetikum kombindciojat adtuk®.
Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a kaszpaz-8 a RIPK1 kindzhoz kapcsoldédik a TLR-
ligandumokkal kezelt DS feliilusz6 hatasara, ami a kezeletlen moDS feliiliszonal nem mutathato
ki (29. Abra A-B).

Szakirodalomban elfogadott, hogy a RIPK1 a RIPK1-fiiggé sejthalal folyamatokban
foszforilalodik™. Az eredményeink megerdsitéseként vizsgaltunk a RIPK1 foszforildcios
allapotat a DS feliiluszo kezelést kdvetden a Jurkat sejtekben. Az LPS-dal és CLO75-tel kezelt
DS-ek feliiluszoja kivaltotta a RIPK1 foszforilacidjat, ami az moDS kezelt Jurkat sejtekben nem
mutathaté ki (29. Abra C). Ezek az eredményeink arra utalnak, hogy a RIPK1 altal kozvetitett

szignalok legalabb részben feleldsek a DS feliilusz6 altal indukalt sejthalalért.
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29. Abra: A moDS feliilisz6 RIPK1/kaszpaz-8-fiiggé sejthalalt valt ki. (A-B) 4 Jurkat sejteket nem stimuldlt,
illetve 30 percig CLO75-tel (1 ug/mi), LPS-dal (0.5 ug/ml) stimulalt DS feliiliszokkal vagy a TNFo. és SMAC
mimetikum (TNF + SM) kezelés kombinaciojaval inkubdltuk egyiitt 1 ordig. Az anti-RIPK1 (A) vagy az anti-
kaszpdz-8 (B) immunprecipitdaciot kovetden a kapcsolodo molekuldkat western blot mddszerrel mutattuk ki. Az
eredmény hdrom egymdastol fiiggetleniil elvégzett kisérlet adatainak reprezentativ bemutatasa. (C) A Jurkat
sejteket nem stimulalt, illetve 30 percig CLO75-tel (1 ug/ml), LPS-dal (0.5 ug/ml) stimulalt DS feliiluszékkal
vagy TNFo és SMAC mimetikum (TNF + SM) kezelés kombindciojaval inkubdltuk egyiitt 1 oraig, majd a
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RIPK1 foszforilaciojat western blottal mutattuk ki a sejtlizatumokbol. Az eredmény hdarom egymdastol

fliggetleniil elvégzett kisérlet adatainak reprezentativ bemutatasa.

V1.8 A DS feliilusz6 apoptézist indukal

A RIPK1 a nekroptozis jelatvitelének is fontos szerepldje, abban az esetben, ha a kaszpaz-
8 hianyzik vagy aktivitdsa gatolt a sejthalalt mediald komplexben. Az elpusztuld sejtekbol
felszabadul6 DAMP-ok aktivaljak a természetes immunrendszert, ezaltal a sejthaldl apopt6zisbol
nekroptozis jelatvitelre valdé modosuldsa gyulladasos vélaszt eredményez®. Annak
megallapitdsara, hogy a DS feliilisz6 4altal indukalt sejtpusztuldas apoptozisnak vagy
nekroptozisnak tekinthetd, kiilonb6zd inhibitorokat alkalmaztunk. A Jurkat sejteket elokezeltiik
Z-VAD kaszpaz inhibitorral, amely az apoptotikus jelatvitel gatloszere, illetve Necrostatin-1-
gyel, ami a nekroptozist gatolja. A Jurkat célsejtek 10 uM Z-VAD-dal torténd eldkezelése
meggatolta a DS feliiliiszo-indukalt sejthalalt a subG1 mérés alapjan (30. Abra A). Tovabbé a Z-
VAD el6kezelés megszlintette a Jurkat sejt pusztulast a PI-felvétel szerint meghatarozott sejthalal
esetében is (30. Abra B). A Necrostatin-1 azonban nem akadalyozta meg a DS citotoxicitast sem
a subGl, sem pedig a PI mérések alapjan (30. Abra A-B). EbbSl az eredménybél arra
kovetkeztethetiink, hogy a DS feliilusz6 kivalthatja a célsejtek kaszpaz-fiiggd apoptotikus

sejtpusztulasat, nekroptdzis azonban nem alakul ki, még kaszpaz gatolt feltételek k6zott sem.
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30. Abra: A DS feliiliszo kivdltia a célsejtek apoptotikus sejtpusztulasdat. (4) A Jurkat sejteket 40 uM
Necrostatin-1-gyel vagy 10 uM Z-VAD-dal, illetve a reagensek kombindcidjdaval eldkezeltiik 1 6rdn dat, majd a
nem stimulalt, CLO75-tel (I ug/ml) vagy LPS-dal (0.5 ug/ml) kezelt DS feliiluszoival inkubaltuk egyiitt 24
oran at. A Jurkat sejthaldal mértékét a subGl csucs (A) mérésével és a Pl felvétel (B) alapjan hataroztuk meg.

Az dbrak it fiiggetlen kisérlet atlagat mutatjak.

V1.9 A tolerogén mikrokoérnyezet csokkenti a DS-ek citotoxikus képességét

Hipotézisiink szerint a DS-ek citotoxikus funkcioja lehetdvé teszi olyan sejtekbdl
szarmazo antigének felszabaduldsat, melyek intracelluldrisan fertdzottek vagy malignus
transzformacion estek at. Annak megallapitasara, hogy az elpusztuld sejtekbdl szarmazéd
antigének hozzaférhetdségét modositja-e szoveti kornyezet, megvizsgaltuk a tolerogén ¢&s
immunogén koriilmények kozott differencidltatott DS-ek funkcioit. A tolerogén mikrokornyezeti

feltételeket a DS-ek dexamethasone (dexa DS), mig az intracellularis fert6zést az 1-es tipusu
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interferon (IFN DS) jelenlétében torténd differencialtatassal modelleztiik!***®, A megfeleld
polarizacios allapot igazolasahoz vizsgaltuk az egyes DS populaciokban LPS vagy CLO75
aktivélast kovetéen a gyulladasos, illetve tolerogén citokinek termelését (31. Abra A-B). Az IFN-
nal kezelt DS szignifikansan nagyobb mennyiségii IL-6 citokint (31. Abra A) bocsatott ki, mint a

tolerogén populacio, mig az IL-10 termelés (31. Abra B) a dexamethasonnal kezelt DS-gkben

volt jelentOsebb.
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31. A kontroll moDS-ek, IFN-nal kezelt DS-ek és a tolerogén (dexa) DS-ek citokin szekrécidja. (A-B) Az IL-6 és

vagy LPS-dal (0.5 ug/ml) stimulalt, a moDS, az immunogén (IFN DS) és tolerogén (dexa DS) DS

feliiluszokban. Az dabra 6t fiiggetlen kisérlet atlagat mutatja.

Vizsgaltuk, hogy az IFN vagy dexamethasone jelenlétében differencialtatott DS-ek
feliiliszoinak citotoxikus hatdsa modosul-e az moDS populdcidkhoz viszonyitva. Ennek
megallapitasara az eltéré koriilmények kozott differencialtatott DS populaciokat LPS—dal vagy
CLOQ75-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 feliiliszo szignifikdnsan kisebb
sejtpusztulast valtott ki a célsejteken (32. Abra A).

Annak meghatarozasara, hogy az immunmodulalé kornyezet befolyasolhatja-e a célsejtek
érzékenységét, a Jurkat sejteket el6kezeltiik I. tipusu interferonnal vagy tolerogén hatasu IL-10
és/vagy TGFB citokinekkel. Az elokezeléstdl fiiggetleniil a DS feliiliszok hasonld sejthalélt
valtottak ki a Jurkat sejtekben. Az IFN elékezelés kis mértékben, de nem szignifikansan nagyobb

sejthalalt okozott a célsejteken (32. Abra B).
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Az eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a tolerogén mikrokornyezet
csokkenti a DS-indukalt citotoxicitas mértékét. Ez a hatdas a DS-medidlt sejtolésen keresztiil

valosul meg, a target sejtek érzékenységét nem modositja.

A B
80+
2 I moDS ) Kezeletlen
= MW IFNDS = & IL-10
60+ kA =
2 xx 5 dexaDS @ 7Z TGFbeta
B 401 L g 3 2 IL-10 + TGFbeta
= L = M |FNalpha
£ 2 ~ z
o oy
(7] T - T
ol — B l "
» 9 & >
N Q Q ]
‘.o({\. 6\0 o\, v

32. A tolerogén mikrokornyezet csokkenti a DS-ek citotoxikus képességét. (A) A Jurkat sejteket kezeletlen,
CLO75-tel (1 ug/ml) vagy LPS-dal (0.5 pg/ml) stimulalt moDS, IFN DS vagy dexa DS feliiliiszoival kezeltiik.
24 éra elteltével a sejthaldl mértékét subGl csics mérésével hatarozzuk meg. (B) A Jurkat sejteket 1 6rdn dt
elékezeltiik 100 ng/ml IL-10 és/vagy 100 ng/ml TGEp citokinekkel, vagy 0.6 millic U/ml IFNo-val. Az
elokezelest kovetéen a Jurkat sejteket mostuk, majd kezeletlen, CLO75-tel (1 ug/ml) vagy LPS-dal (0.5 ug/ml)
stimuldalt moDS feliiluszdival kezeltiik. 24 ora elteltével a sejthalal mértékét subGl csics mérésével
meghatdrozzuk. (A-B) Az dbrdk hdarom fiiggetlen kisérlet dtlagat mutatiak. Az moDS-hez viszonyitott

szignifikancia értékeket a # szimbolum jeloli.
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VIl. Megbeszélés

A velesziiletett immunrendszer szervezetiink elsé védelmi vonala. A legfébb sejtes alkotoi
a makrofagok és a DS-ek, melyek elséként érzékelik a bejutd korokozokat és azonnali
reakcidjukkal biztositjdk a korai védelmi mechanizmusok lezajlasat. Miikodésiik soran a
konzervalt, molekularis mintdzatokat ismerik fel, amelyek szdmos 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 korokozok eliminalasa®®!

. A velesziiletett immunsejtek a PRR-okon keresztiil a kdrnyezeti és
endogén vesz€ly jelek széles skalajat képesek felismerni. Ezaltal nem csak a patogénekbdl
szarmazdé PAMP-okat, de a sajat sejtek karosodasara utald, endogén szignalokat, DAMP-okat is
érzékelhetnek. A PRR-ok mind a PAMP, mind pedig a DAMP stimulust kovetéen jelentds
fenotipusos ¢és funkciondlis valtozast inditanak el a természetes immunrendszer sejtjeiben,
amelyek ez altal aktivalt allapotba keriilnek®®2,

Az immunrendszer aktivacidja €s a sejthalal folyamatok tobb ponton sszekapcsolodnak.
A sejthalél tipusok immunrendszerre gyakorolt hatasa att6l fiigg, hogy milyen eredményesen
tarnak fel veszély jeleket, illetve antigéneket az elpusztuld sejtekbdl. Az antigének mellett
felszabadul6 DAMP-0k a PRR-okhoz kotédve olyan génexpresszids valtozasokat inditanak el,
amelyek a velesziiletett immunsejtek fagocitald képességét és a sejtfelszini MHC és kostimulator
molekulak kifejezését fokozzak!!. Ezaltal a velesziiletett immunsejtek olyan médon aktivalédnak,
hogy gyulladast, illetve az elpusztuld sejtekbdl szdrmazo antigénekre specifikus T sejtek
elonytelen kovetkezményekkel is jarhat. A gyulladasos reakcid 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. Mésrészt az
immunvalasz beinditasa olyan gyulladasi mediatorok felszabaditasaval jar egyiitt, amelyek
szoveti sériiléseket okoznak®®,

Kiilonosen érdekes teriilet az immunrendszer effektor sejtjei (CTL, NK sejtek, DS-ek)
altal generalt citotoxikus reakciok, amelyek a sejthaldl immunolégiai kimenetét is szabalyozzak.
Az immunvalasz ¢és a sejthaldl kapcsolatanak egy specialis formaja a tumorok ellen zajld
immunitas. Az immunrendszer citotoxikus reakci6i sziikségesek lennének az alapvetden

apoptozis rezisztens tumorok elpusztitasahoz, a tumor antigének feltarasahoz. Ugyanakkor a
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daganatokban expresszal6do aktivalod és gatld szignalok kozotti egyensuly kritikus az effektor
immunsejtek miikodésének és a tumorellenes immunvalasz hatékonysaganak szabalyozasa soran.
A tumor sejtek kiilonb6z6é mechanizmusokkal kertilik el a gazdaszervezet védekezd reakciojat.
Egyrészt rezisztenciat mutatnak az apoptdzissal szemben, masrészrdl képesek az infiltralodo
tumor antigén specifikus effektor sejtek ,,semlegesitésére”. Utdbbit olyan sejthalal ligandumok
kifejezésével érik el, mint példaul a FasL vagy TNFa, amely az immunsejtek apoptdzisat inditja
be, mig a tumor sejtjei sértetlenck maradnak. A klinikumban a daganatok védekezo
mechanizmusait kiilonboz6 terapidk alkalmazasaval igyekeznek kikiiszobdlni, mint példaul a
tumor antigén-specifikus CD8" T sejtek adoptiv transzfere vagy a természetes immunrendszer
antigéprezentalo sejtjeinek aktivalasa. Az egyik elsé klinikai vakcinak, mint példaul a GVAX,
olyan modositott tumor sejteket tartalmaznak, amelyek GM-CSF-et is expresszalnak. Ezeket a
tumor sejteket besugdrzassal elolik és vakcinaként alkalmazzak. Ezaltal az APC-ek toborzéasat és
aktivalasat szolgaljak, el6segitve az antigének felvételét és T sejteknek valé prezentalasat>+1%,

Az eltéré funkcionalis tulajdonsagokkal rendelkezd, heterogén makrofag alpopulaciok
szabalyozott miikodése jellemz6 a human szervezetben. A makrofagok két polarizacios allapota
ismert, a klasszikusan aktivalt M1 és alternativ modon aktivalt M2 makrofagok csoportja. A két
alpopulaciora jellemzd, hogy kiilonb6zd faktorokat termelnek, eltérd bioldgiai funkciokkal és
sejtfelszini markerekkel rendelkeznek®. Az MI/M2 atmenet célzott szabalyozasa igéretes
stratégiat jelent a kiilonb6z6 betegségek gyogyitasaban. A jelenleg folyamatban 1év6 klinikai
vizsgalatok célja az M1 ¢és M2 makrofagok ardnyanak modositasa példaul daganatos
megbetegedések®, atherosclerosis!®, sclerosis multiplex®®” és endometriozis esetében®®. Az
alkalmazott terapidk egyrészt a sejtek differencialodasanak szabdlyozasat, masrészt a mar
polarizalodott sejtek funkcidjanak megvaltoztatasat célozzak meg®. A kiilonbozé makrofag
populédciok szelektiv elpusztitdsa kézenfekvd terapias lehetdséget nyujthat az M1-M2 ardny
modositasara. A sejthalal terdpias indukcidjanal azonban figyelembe kell venni, hogy a
makrofagok rezisztensek a legtobb apoptotikus stimulusra, de kifejezetten érzékenyek a
szabalyozott sejthalal jonnan megismert gyulladdsos formaival, mint példaul a nekroptozissal
szemben*®.

Kozvetleniil a nekroptozis szabalyozasara még nincs elfogadott kezelés. Azonban tobb,

mint hiisz, elsdsorban tumorterapiaban, autoimmun és neurodegenerativ rendellenességekben'®
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hasznalt gyogyszerrdl leirtak, hogy szabalyozzak (fokozzak, illetve gitoljak) a nekroptozist'®.
Az még nem ismert, hogy milyen hatdssal lehetnek a nekroptozist szabalyoz6 kezelések az M1 és
M2 sejtek életképességére, amely meghatarozo tényezo lehet a jovobeli terapidk tervezésekor.

A tumorok elleni sejthalal-indukcids terapiaknal figyelembe kell venni azt is, hogy a
stimulusok milyen hatast fejtenek ki a szoveti mikrokdrnyezetre. A sejthalalt kivaltoé reagensek
hatranyos kovetkezményeir6l is beszamoltak mar - példaul anti-tumor terapiak alkalmazasakor -
akar az immunsejtekre gyakorolt citotoxikus hatas, akar a metasztazis képzés eldsegitése miatt®.
Ez alapjan tovabbi vizsgalatok elvégzése sziikséges a nekroptozist indukald szerek in vivo
hatasanak ellendrzésére.

Kutatomunkank soran dsszehasonlitottuk az M1 és M2 sejtek érzékenységét kiilonbozo
sejthalal stimulusokkal szemben. A kisérletek soran human monocita-eredeti M1 ¢és M2
makrofagokat hasznaltunk, amely alpopulacidk hasonld érzékenységet mutattak a vizsgalt
apoptotikus  vagy nekroptotikus indukciok tobbségére. Az utdbbi kivaltasara két,
szakirodalomban elfogadott nekroptozist indukald kezelést alkalmaztunk. Az apoptozisgatld
fehérjék antagonistai (SMAC mimetikumok) blokkoljak a RIPK1 ubiquitinaciot'**, mig a TAK1

gatlok megakadalyozzak a RIPK1 foszforilaciojat®

. Kaszpaz gatlo jelenlétében alkalmazva
mindkét szer kivalthatja a nekroptozist makrofagokban is. Abban az esetben, amikor TAK1
inhibitor kezeléssel indukaltunk sejthalalt, azt figyeltiik meg, hogy az M2 sejtek érzékenyebbek a
nekroptozisra, mint az M1 sejtek. A klasszikus nekroptozisnak megfeleléen a RIPK3 és a RIPK1
inhibitor adasa megakadalyozta a kivaltott sejthalalt.

Mivel a TAM-ok altalaban hasonlé funkcionalis tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint az
M2 makrofagok, felmeriilt a kérdés, hogy ezekben a sejtpopulacidkban hasonld sejthalél
utvonalak mennek-e végbe, mint az alternativan aktivalt makrofagok esetében. In vitro TAM-
szerl sejteket differencidltattunk THP1-feliiluszo és M2-polarizalé 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 TAKI1 gatld jelenlétében indukalt
nekroptézisra. Az M1 és M2 makrofag alpopulacidk a kronikus gyulladas helyén vagy a
daganatok mikrokdrnyezetében egyszerre fordulnak el6%1?, Ezaltal felmeriilt a kérdés, hogy az
M1 ¢és M2 sejtek egylittes tenyésztése moddositja-e sejthaldlra valod érzékenységiiket. Ennek

vizsgalatara a TAKI inhibitorral kezelt M1 és M2 sejteket ko-kultiraban tenyésztettiik.
Eredményeink szerint TAK1 gatlo jelenlétében indukalt sejthaldlra az M2 sejtek érzékenyebbek
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voltak az egyiitt tenyésztett makrofag populaciok kezelése soran is. Az inhibitor a két
sejtpopuléacid egyensulyat az M1 dominancia iranyaba tolta el. Ez kizarja annak a lehetdséget is,
hogy a sejthalalban mutatott kiilonbséget az M2 altal termelt autokrin citotoxikus, vagy az M1
altal termelt taléld faktor okozza. Ez az eredmény a TAKI1 gatlé tumor terapidban valod
hasznalatat indokolja - szemben a SMAC mimetikumok alkalmazasaval — azaltal, hogy kivaltja
mind az M1-M2, mind a TAM-szerli sejtek nekroptozisat. Azonban a nekroptdzis indukald
szerek terdpias alkalmazasahoz tovabbi vizsgalatok elvégzése sziikséges annak ellendrzésére,
hogy milyen hatassal van a kivaltott sejthalal a szoveti mikrokdrnyezet egyéb sejttipusaira.
Feltételezésiink szerint a sejthalallal szemben mutatott nagyobb rezisztencia arra utalhat, hogy az
M1 makrofagokban mukodhet egy specialis taléld jel, amely feliilirja a TAKI1 inhibitor altal
kivaltott nekroptozist.

Eredményeink a nekroptozist kivaltd stimulusok heterogén mikodésére utalnak.
Megallapitasaink szerint legalabb két, kiilonféle nekroptikus utvonal mikddik a makrofagokban.
Ez a megfigyelés hangstlyozza annak a fontossadgat, hogy a nekroptotikus utvonalak tovabbi
vizsgalata és specifikusabb megismerése sziikséges. A doktori munka soran olyan koriilményeket
azonositottunk, amikor az M1 vagy M2 makrofagok sejthalalra valé hajlamuk eltérd, ezaltal
alkalmas a makrofdg ardnyok szabdlyozasara. Eredményeink 0j megkdozelitést jelentenek olyan
korképekben, ahol az M1 és M2 makrofagok aranya befolydsolhatja a betegség alakulasat, igy
tumorok, kronikus gyulladasos megbetegedések, illetve kronikus fert6zések kezelésében.

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

A DS-ek biztositjak az immunrendszer két miikodési egysége, az 6roklott és az adaptiv
immunrendszer kozotti kapcsolatot. A szovetek kozott folyamatosan vandorld DS-ek a
kornyezetiikben elhalt, fertdzott vagy tumoros sejtekbdl szarmazé antigéneket fagocitaljak, majd
alternativ médon keresztprezentdlhatjak. Ezaltal lehetdévé teszik az intracellularis korokozokra
vagy tumoros sejtekbdl szdrmazo 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 tartalmazo sejtek immunogén
sejthalalat kovetden valdsul meg.

A sejthalal immunologiai kimenetele az aldbbiak szerint osztdlyozhato: (1) tolerogén,

elsdsorban apoptozist kovetden, (2) gyulladédst kivaltdé (nekrozis vagy nekroptozis) és (3) a
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RIPK1-fliggd immunogén sejthalal kimenetek®*!!, amelyek elénydsek lehetnek, azéltal, hogy
noveli a keresztprezentacié kialakuldsanak valosziniiségét®®,

A fagocitdzis és az antigén prezentacié mellett a DS-ek Gjonnan megismert funkcidja a
citotoxicitas, amelynek immunologiai szerepe még nem teljesen tisztazott!*3°, Mivel DS-ek
aktivaciot kovetden a fertdézés helyérdl rovid idon beliil a nyirokcsomodkba vandorolnak, igy nagy
mennyiségli fertézott vagy tumoros sejt elpusztitasira nem képesek. Ezek alapjan azt
feltételeztiik, hogy a DS-ek sejtolé tulajdonsaga nem a klasszikus értelemben vett - T és NK
sejtekre jellemz6 - citotoxikus, a patogének elimindlasat célzo effektor funkcid. Hipotézisiink
szerint a DS-ek sejtpusztitd képessége arra szolgal, hogy kornyez6 sejtek fagocitozisat lehetévé
tegye, hozzaférhetové valjanak az intracellularis antigének, olyan céllal, hogy azok
keresztprezentacios ttvonalon keresztiill specifikus CD8" T sejteket aktivaljanak. Ezt az
elgondolést alatamasztja, hogy a szovetek kozott jarérozé DS-ek citotoxikus és fagocita funkcioja
intenzivebb, mint az érett DS-eké™ .

A Kkisérletek elvégzése soran human moDS-eket hasznaltunk, amelyekrdl feltételeztiik,
hogy a sejtpusztité képességiiket patogének jelenléte/érzékelése valtja ki. Megfigyeltiik, hogy a
rovid ideig tarto, PRR ligandumokkal (LPS vagy CLO075) kondicionalt DS-ek feliiluszoja
kiilonbozé célsejtekben (SVT35 Jurkat, HT-29, HUVECS) sejthalalt indukal. Tehat a kisérleteink
soran azt tapasztaltuk, hogy a DS citotoxicitas indukalasahoz rovid ideig tartd6 PRR aktivalasra
van sziikség. EbbOI arra kovetkeztethetiink, hogy a DS citotoxicitds nem tekinthetd konstitutiv
folyamatnak, fertdzés hidnyaban a DS-ek ilyen mddon nem ellendrzik a szdveti kornyezetet. Az
LPS-dal hosszu ideig eléaktivalt DS-ekrél 6sszegyijtott kondicionalt feliiluszé azonban kevésbé
citotoxikus. Az aktivacio utan 24 o6raval, mialatt a DS érése is lezajlik, a differencialodott sejtek
mar kevésbé citotoxikusak. In vivo ezek a DS-ek mar jellemzden elhagyjak a periférids
szoveteket és a masodlagos nyiroszervekbe vandorolnak, mint antigén prezentalo sejtek, igy a
fertdzések detektalasa mar nem feladatuk.

Feltételeztiik, hogy a szoveti kdrnyezet is szabalyozza a DS-ek citotoxikus tulajdonsagat.
A DS-ek keresztprezentalo képessége kiilonosen az intracellularis korokozokbol és a tumorokbol
szarmazo antigénekre specifikus adaptiv immunvalasz beinditasdhoz nélkiilozhetetlen. Ekkor a
legkritikusabb a szoveti kornyezet citotoxicitast modositd szerepe. A DS-eket szabalyozhatja a
tumorok tobbségére jellemz6® immunszuppressziv hatas, illetve a fertdzott sejtek altal termelt .

tipusu interferonok érzékelése. Osszehasonlitottuk a tolerogén stimulus, dexamethasone!®? vagy
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az [. tipusu interferon jelenlétében differencidlodott DS-ek citotoxikus képességét. A
dexamethasone-t is tartalmazé tapfolyadékban fejlédott DS-ek kisebb mértékii sejthalalt valtottak
ki PRR stimulust kovetdéen, mint a tolerogén stimulus hianyaban tenyésztett DS-ek. Az
eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a tolerogén mikrokdrnyezet csokkentheti a DS
sejtpusztitd képességét. Meglepd modon az immunmoduladld hatassal rendelkezd, I. tipust
interferon jelenléte bar némileg fokozta, szignifikdnsan nem valtoztatta meg a DS feliiluszo-
indukalt citotoxicitast az IFN-o hidnyaban tenyésztett DS-ekhez viszonyitva.

A RIPK1 altal kozvetitett sejthalal folyamatrol ismert, hogy a hatékony
keresztprezentacié egyik eléfeltétele!. Elméletiink alatdmasztasahoz, miszerint a DS-ek sejtold
képessége antigének feltarasara szolgal a keresztprezentalas céljabol, megvizsgaltuk a DS
feliiliszo altal kivaltott sejthalal RIPK1 fiiggését. Osszehasonlitottuk a DS feliiliszok hatasat a
vad tipust, SVT35 és a RIPKI1 deficiens Jurkat célsejteken. Eredményeink alapjan
megallapitottuk, hogy a DS citotoxicitas legalabb részben RIPK1-fliggé folyamat, mivel a RIPK1
+/+ célsejteken nagyobb mértékii sejthalalt valtott ki a feliiluszok adasa, mint a RIPK1 -/-
sejtvonalon. Ezen kiviil a célsejtekben a RIPK1 fokozott foszforilacioja és a RIPK1-kaszpaz-8
kolcsonhatas novekedése szintén arra utal, hogy a RIPK1-fliggd jelatviteli utak is részt vesznek a
DS feliiltszo altal kivaltott sejthalalban. Ez a megfigyelés megerdsiti a hipotézisiinket, a DS-ek
immunogén/RIPK1-fiiggd sejthalalt indukalnak, hogy ezzel eldsegitsék a kornyezd sejtekbdl
szarmazo intracelluléris antigén fragmensekhez val6d hozzaférést.

A DS-ek sejtold 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 elmondhato, hogy a DS-ek citotoxikus képességét a
TNFa szekrécio kozvetiti, melyben a FasL vagy a TRAIL sejthalal ligandumoknak nincs
kimutathaté szerepe. A TNF receptor jelatvitele a sejthaldlt kivalto komplex Osszetételétdl
fiiggden RIPK1-fiiggd apoptozist vagy RIPK1-fiiggd nekroptozist is eldidézhet. Az apoptotikus
¢és nekroptotikus folyamatokra specifikus inhibitorokat alkalmazva vizsgéaltuk, hogy a DS
feliilisz6 milyen tipust sejthaldlt valt ki a célsejteken. Megallapitottuk, hogy a feliiluszok altal
indukalt sejthalal apoptozis, mivel kaszpaz inhibitorral gatolhatdé volt. Ezzel szemben a

necrostatin-1 nekroptozis gatloszer adasa nem modositotta a feliiliszo toxikus hatasat.
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Kutatomunkank soran kimutattuk, hogy rovid ideig tart6 PRR ligandumokkal
kondicionalt DS-ek feliiliszoja RIPK1-fiiggé modon indukalja a célsejtek apoptdzisat. Ezen
eredmények lehetdséget nyujtanak a tumorokkal szemben alkalmazott citotoxikus hatasu terapias
mechanizmusok bdvitésére.

A dolgozatban két RIPK1-fliggé sejthalal folyamatot, a gyulladast kivaltdo nekroptdzist €s
a RIPK1-fiiggd immunogén sejthaldlt tanulmanyoztuk a természetes immunrendszer két, a
periférias szovetekben elhelyezkedd, sejttipusan. Az immunrendszer aktivacioja €és a sejthalal
kozott kimutathatd kapcsolatokra iranyuld vizsgéalataink a tumor- ellenes terapiak tervezésekor,

illetve a gyulladasos korképek szabalyozasaban is irdnyadoak lehetnek.
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VIII. Uj eredmények

1.

Human monocita-eredetii makrofagokon bemutattunk, hogy az M1 sejtek rezisztensek,
azonban az M2 ¢és TAM-szerli sejtek érzékenyek a TAKI inhibitor altal kivaltott
nekroptotikus sejthalélra.

Kaszpaz gatlo jelenlétében a p38MAPK, JNK, ERK ¢és IKK inhibitorok intenzivebb
sejthalalt indukalnak az M2 makrofagokban, mint az M1 sejtekben, amely sejthalal
intenzitasban megfigyelhetd kiilonbség a p38MAPK kivétel szignifikdnsnak bizonyult.

A human monocita-eredetli makrofag alpopulacidk nekroptozis-érzékenysége nem fiigg az
M2-eredetti citotoxikus, sem pedig az Ml-eredetii talélési faktoroktol, hanem a két
sejtpopulacid 6nallé tulajdonsagai altal szabalyozott.

A human monocita-eredeti makrofagokban legalabb két kiilonbozé nekroptotikus jelatviteli
ut mikodik.

Rovid ideig tartd PRR stimulaciot kovetéen (LPS és CL0O75) a human monocita-eredetii
éretlen DS-ek feliiliszoja TNFa-fiiggd apoptozist valt ki a Jurkat sejtvonalon.

A human monocita-eredetli DS-ek feliilluszoja mind a RIPK1-fiiggé, mind a RIPKI-
fiiggetlen apoptozis jelatviteli folyamatait elinditja a Jurkat sejtvonalon.

A dexamethasone jelenlétében differencialtatott tolerogén hatast moDS-ek citotoxikus
képessége kisebb mértékii, mint az IFN vagy dexamethasone nélkiil tenyésztett sejtek

esetében.
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IX. Osszefoglalas

Napjainkra nyilvanvalova valt, hogy az immunrendszer aktivacioja és bizonyos sejthalal
folyamatok 0Osszekapcsolddnak. A velesziiletett immunrendszer legfobb sejtes alkotéi a
makrofagok és a DS-ek, amelyek a korokozok jelenlétére valaszul pro-inflammtorikus reakciot
generalnak a mikodésiik soran. Az immunsejtek tilzott aktivacidja azonban szdvetkarosodast
okozhat, és olyan korképekhez vezethet, mint az autoimmun vagy tumoros megbetegedések.
Munkank sordn tanulméanyoztuk a gyulladast kivalté nekroptodzist és az apoptdzis RIPK1-tiiggd
formajat. Kisérleteinkkel részletesebben megismertiik ezen RIPK1-fiiggd sejthalal folyamatok
molekularis mechanizmusat €s az immunvalaszra kifejtett hatasat.

Az M1 ¢és M2 célzott elpusztitasa kiemelkedd terapias eldnyt jelenthet kardiovaszkularis
¢s kronikus gyulladdsos betegségek, fertdzések vagy tumorok esetében. Szakirodalmi adatok
alapjan ismert, hogy a makrofagok rezisztensek a legtobb apoptotikus stimulussal szemben, de
érzékenyek a szabalyozott sejthaldl jonnan megismert gyulladdsos formaival szemben.
Munkank soran dsszehasonlitottuk a human monocita-eredeti M1 és M2 sejtek érzékenységét
kiilonféle sejthalal szignalok hatdsara. Jelen tanulmanyban megfigyeltiik, hogy a makrofag
sejttipusok eltérd érzékenységet mutatnak a TAKI inhibitor kezelésre, amely intenzivebb
nekroptozist indukalt az M2 és TAM-szerii sejtekben. Eredményeink alapjan megallapithato,
hogy az eltérd nekroptozis-érzékenység nem az M2 altal termelt autokrin citotoxikus, vagy az M1
altal termelt tuléld faktor hatasa. Valdszinii magyarazat lehet erre a jelenségre, hogy az eddig
ismeretlen jelatviteli mechanizmusok talélé jelet biztosithatnak az M1 makrofagokban.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy legalabb két, eltér6 nekroptikus utvonal miikodik a
makrofagokban. Tovabba a makrofag funkcidok szabdlyozasara alkalmas koriilményeket
azonositottuk, amikor a TAK1-gatl6 hasznélataval az M1 és M2 sejthaldlra vald hajlamuk eltérd.

A RIPK1-fiiggd sejthalal folyamatok molekularis mechanizmusat moDS-ekben
tanulmanyoztuk. Elézetes tanulmanyokbol kideriilt, hogy a DS-ek citotoxikus képességgel is
rendelkeznek, ezaltal képesek a kornyezé sejtek apoptozisat indukalni. Ez a funkcié a hivatasos
antigén prezentalok szdmara lehetdséget biztosit a kdrnyezod sejtek antigénjeinek felszabaditasara
¢s a mikrokdrnyezetilk monitorozasara. Munkank soran azt feltételeztiink, hogy a sejtkarositd
hatést a patogének érzékelése valtja ki. Kisérleti eredményeink szerint a DS-ek rovid ideig tarto,
PRR agonistakkal kondicionalt feliiliszoja kiilonbozé sejtvonalakban képes sejthalalt indukalni.

A human moDS-ek szerte a szervezetben el6fordulnak, jelentésen hozzajarulnak az
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immunrendszer ¢és a szOveti mikrokornyezet kozotti informaciok atadasdhoz, ezaltal az
immunvalaszok finomhangoldsat latjak el mind normal, mind pedig patoldgids koriilmények
kozott. Megfigyeltiik, hogy az altalunk vizsgélt, tolerogén mikrokdrnyezet (dexamethasone)
csOkkentheti a DS sejtpusztitd képességét, mig az [FN-a jelenlétében differencidlt immunogén
DS-ek feliiluszoja nem befolyasolta a sejthalal mértékét. Munkank soran kimutattuk, hogy a
rovid ideig tartdé PRR stimulus hatidsara a DS-ek feliiliszoja RIPK1-fiiggd modon a célsejtek
apoptozisat valtja ki.

Osszegzésként elmondhatd, hogy sikeriilt olyan mechanizmusokat feltdrnunk a makrofig
¢s a DS funkciok szabalyozasiaban, amelyek reményeink szerint a jovoben felhasznalhatéak
lesznek kiilonbozd gyulladasos folyamatok vagy tumoros megbetegedések immunterapids

célpontjaiként is.
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X. Summary

Nowadays, it has become apparent that the activation of immune system and certain cell
death processes are connected. The major cellular components of the innate immune system are
macrophages and dendritic cells (DCs). These cells are able to generate a pro-inflammatory
reaction in response to the presence of pathogens. However, excessive activation of immune cells
can result in tissue damage and lead to conditions such as autoimmune or tumor diseases. In our
work, we studied the inflammatory-inducing necroptosis and the RIPK1-dependent form of
apoptosis. Our experiments helped us to have a more detailed view on the molecular mechanism
of these RIPK1-dependent cell death processes and their effect on the immune response.

Targeted elimination of M1 and M2 may provide outstanding therapeutic benefits in
cardiovascular and chronic inflammatory diseases, infections, or tumors. Based on literature data,
macrophages are known to resist to most apoptotic stimuli but sensitive to newly discovered
inflammatory forms of regulated cell death. In our work, we compared the sensitivity of human
monocyte-derived M1 and M2 cells to different cell death signals. In the present study, we
observed that macrophage cell types show different sensitivity to TAKL inhibitor treatment,
which induced more intense necroptosis in M2 and TAM-like cells. Based on our results, it can
be concluded that the different necroptosis susceptibility is not the effect of the autocrine
cytotoxic produced by M2 or the survival factor produced by M1. A possible explanation for this
phenomenon might be that hitherto unknown signaling mechanisms may provide a surviving
signal in M1 cells. Our results show that there are at least two different necroptotic pathways in
macrophages. Furthermore, conditions suitable for the regulation of macrophage functions have
been identified when M1 and M2 have different tendencies to cell death using the TAK1
inhibitor.

We studied the molecular mechanism of RIPK1-dependent cell death processes in
moDCs. Preliminary studies have shown that DCs also have cytotoxic function, thus being able
to induce apoptosis of surrounding cells. This function provides the professional antigen
presenters with the ability to release antigens from surrounding cells and to monitor their
microenvironment. In our work, we hypothesized that the cell-damaging effect is induced by the
detection of pathogens. The results of our experiments show that short-term, PRR agonist-
conditioned supernatants of DCs can induce cell death in different cell lines. Human moDCs

occur throughout the body, significantly contributing to the communication between the immune
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system and the tissue microenvironment, thereby fine-tuning immune responses under both
normal and pathological conditions. We observed that the dexamethasone-induced tolerogenic
microenvironment may reduce the cell killing ability of DC, whereas the supernatant of
immunogenic DCs differentiated in the presence of IFN-a did not affect the rate of cell death. In
our work, we showed that the supernatant of short-term PRR stimulated DCs induces apoptosis of
the target cells in a RIPK1-dependent manner.

In summary, we have successfully describesd new mechanisms in the regulation of
macrophage and DC functions those we hope to be useful as immunotherapeutic targets for

various inflammatory processes or tumor diseases in the future.
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a tartalmas beszélgetéseket.
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