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1. Bevezetés

Kerr, Wyllie and Currie nevéhez flizédik az apoptdzis elnevezése, mely javaslatuk szerint egy
aktiv, programozott folyamat, amit egyarant aktivalhatnak fizioldgias és patologias stimulusok is.
Az apoptdzis egy szabalyozott sejtelimindcios folyamat (sejtelhalas és eltakaritas), mely
kiegészitve a sejtosztodassal fenntartja a szoveti homeosztazist. Késébb Horvitz és munkatarsai
hataroztdk meg az apoptozisban résztvevd géneket, amelyek felelések a programozott
sejteliminacidért a modell allat C. elegans egyedfejlodése soran. Az apoptozis Kifejezést azbta
széles korben alkalmazzak és gyakran a programozott sejtelhalds szinonimajaként hasznaljak.
Ezzel szemben a nekrozist egy olyan ,,mérgezési” folyamatnak tekintették, ahol ledll az ATP
termelés és a sejt aktivan fenntartott struktiraja szétesik. Kevesen tulajdonitottak fizioldgias
szerepet ennek a folyamatnak. Az elmult évtizedek soran publikalt szamos megfigyelés azonban
arra utal, hogy a nekrotikus sejthalal is lehet genetikailag meghatarozott és az apoptdzishoz
hasonléan, programozott sejtpusztuldsi formanak nevezhet6. Ellentétben a meglehetésen jol
karakterizalt apoptotikus jeluttal, a nekrdzis szignalkaszkadjanak tagjairdl egyelére keveset
tudunk.

Apoptozis, masodlagos nekrozis és nekroptdzis

Hagyomanyosan az apoptozist kaszpédz-fiiggd, programozott, nem immunogén folyamatnak
tekintjiik, melyre a sejt zsugorodasa, kromatin kondenzacié és DNS fragmentalodas jellemzo.
Apoptdzis soran a pusztuld sejt elveszti a kapcsolatat a szomszedos sejtekkel és veégul
plazmamembran hatarolt apoptotikus testekre esik szét. Fiziologidas kortlmények kozott az
apoptotikus testeket makrofagok és mas immunsejtek kebelezik be, eltavolitjak a szdvet kdzotti
térbdl anélkiil, hogy immunvalasz aktivalddna.

Jellemz6, de nem sziikségszer(i, hogy az apoptozis sordn kaszpazok aktivalodnak, melynek
koszonhetben szamos szubsztrat fehérje hasitodik, foszfatidilszerin jelenik meg a sejtmembran
kiils6 felszinén, a sejt zsugorodik €s korai oligonukleoszémalis DNS fragmentalddas kovetkezik
be.

Abban az esetben, ha az immunsejtek nem fagocitaljak az apoptotikus testeket, azok
sejtmembranja késébb felszakad és a sejttartalom a kornyezd sejtek kozotti térbe triil. Ezt a
jelenséget Wyllie és munkatarsai masodlagos nekrozisnak nevezték el, megkilénbdztetve az
elsddlegesen nekrozistol, mely eldtt apoptdzis nem jatszodik le.

szamos human betegségben, pl. neurodegenerativ korképekben, hasnyalmirigy zsirnekrdzisban,

trauma, szivinfarktus és stroke, bakterialis fert6zések és tumoros megbetegedés eseten.



Megjelenését tekintve a nekrozis soran a sejt megduzzad majd a sejtmembranok felszakadnak, a
sejt elveszti integritasat.
Szamos tanulmany igazolta, hogy a nekrotikus sejtelhalds is lehet szabalyozott folyamat, igy az

apoptozishoz hasonldan nevezhetjik programozott sejthalalnak.
Nekroptdzis

A kozelmultban egy 1j, nekroptdzis elnevezésii, nekrotikus morfoldgiaval jellemezhetd, kaszpaz-
fuggetlen sejtelhalési formét irtak le. Kimutattak, hogy tumor necrosis factor-alpha (TNFa) vagy
Fas ligand (FASL) aktivalta kiilsé apoptotikus jelat soran, kaszpazgatolt korilmények kozott az
apoptozis helyett nekrdzis-szerti folyamat zajlik le. A folyamat felfiiggeszthetd a necrostatin
(Nec) nevii, kis molekulatémegt inhibitorral, mely gatolja a receptor interacting protein kinase-1
(RIPK1) aktivitasat. A necrostatin mellett a folyamat gatldszere a necrosulfonamide (NSA), mely
a RIPK3 szubsztratjanak, az Ggynevezett mixed lineage kinase domain-like fehérjnek (MLKL)
inhibitora. Egyes vizsgalatok szerint a RIPK-medialt nekrozis soran a poly(ADP-ribose)
polimerase (PARP) enzim is aktivan hozzajarul a folyamathoz. Tovabbi publikacidk szerint pedig
a nekroptozis mellett autofigia is aktivalodik. A nekroptézist RIPK1 és RIPK3-fliggo,
szabalyozott nekrozisnak tekintjik, mely kaszpazgatolt koriilmények kozétt valosul meg.

Korébbi eredményeink

A staurosporin (STS) széles spektrumi proteinkindz-gatloszer, altalanosan elfogadott belsd
apoptotikus jelatvonal aktivalé, mely a mitokondrium membran Aatereszt6képességének
novelésével indukal apoptdzist, amely masodlagos nekrozisban folytatodik. Korabban vizsgaltuk
a STS-indukalta bels6 apoptotikus jelatvonalban résztvevé molekulakat, valamint az apoptozis és
nekrozis kozotti atkapcsolasi pontokat U937 sejtvonalon. Azt talaltuk, hogy a STS nekrézist
indukal kaszpazgétolt korulmények kozott. Kivancsiak voltunk, hogy a STS Aaltal indukalt
folyamat atfed-e a nekroptézissal, annak ellenére, hogy a nekroptozis halélreceptorokon keresztil

aktivalodé folyamatként ismert.
2. Célkitiizés

Célul tiztiik ki a STS-indukalta nekrotikus jelatvonal karakterizalasat a human U937 sejtvonalon.
Kivancsiak voltunk, hogy a folyamatban a RIPK1, MLKL, PARP-1 fehérjék részt vesznek-e,
hosszabb tavon is (24 ora) felfiiggesztheto-e a folyamat CA-074-OMe lizoszomalis gatloszerrel,
és hogy a STS Aaltal kivaltott nekrozis kulonbozik-e a nekroptdzistdl. Ehhez létrehoztunk egy
halalreceptor-medialta nekroptézis modellt a TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-

inducing ligand) citokin alkalmazéasaval. Majd farmakologiai gatloszereket alkalmazva



Osszehasonlitottuk a két indukaloszer (STS és TRAIL) kivaltotta sejtelhalasi mechanizmusokat
(kaszpazgatlo: z-Val-DL-Asp-fluoromethylketone (zVD), PARPgétld: PJ-34, HSP90gatlo:
geldanamycin (GA), PI3K(Ill-as tipus)gatld: 3-methyladenine (MA), cisztein katepszininhibitor:
CA-074-OMe (CA), RIP1Kgatlo: necrostatin-1 (Nec) és MLKLinhibitor: necrosulfonamide
(NSA)).

3. Médszerek

3. 1. Sejttenyeésztés

U937 monocita eredetli sejteket RPMI 1640 médiumban tenyésztettliink, melyet 10% héinaktivalt
szérummal, 2 mM L-glutaminnal valamint 100 pg/mL penicillin és 100 egység/ml
sztreptomicinnel egészitettiink ki, és 37 °C, 5% CO, korilmények kozott tartottunk fenn. A
sejteket 48-as szuszpenzi6s talcara szélesztettik 3x10° sej/mL vagy 5x10° sejt/mL
koncentracioban 60 perccel a kezelés el6tt. Majd zVD (10 uM) jelenlétében vagy hianydban
kezeltik a sejteket a gatloszerekkel 1 draval (Nec, CA, NSA és PJ) vagy 4 oraval (GA)
megelézve a sejtelhalast indukald STS (1 uM) vagy TRAIL (50 ng/mL) alkalmazasat.

3. 2. Sejtelhalassal osszefiiggé parameterek detektélasa aramlési citometriai
modszerekkel

Az adatgytlijtéshez FACScan vagy FACScalibur tipusu aramlasi citométereket hasznaltunk, az
adatok kiértékelését pedig WINLIST szoftverrel végeztik.

3. 2. 1. Plazmamembran sérilés detektalasa P festéssel
A kezelt sejteket kozvetlenil a talcan festettik propidium-jodiddal (PI) 10 pg/mL
koncentracioban 5 mM glikdz tartalmu PBS-sel. A sejtek fluoreszcencia intenzitasat FL2H

hisztogrammon logaritmikus skalan detektaltuk.

3. 2. 2. A plazmamembrant alkoto foszfatidilszerin eloszlas megvaltozasanak mérése
Annexin V-FITC és PI kettés jelolt sejteken

A kezelt sejteket Pl-dal festettiik 10 pg/mL koncentraciéban 10 percig 37 °C-os koriilmények
kozott. Centrifugalast kovetéen a sejteket Annexin tartalmd pufferben festettik. Majd,
kozvetlentl a mérést megel6zéen 1 pg/mL PI-ot tartalmaz6 400 pL pufferrel egészitettik ki a

sejteket, melyeket azonnal mértiink.

3. 2. 3. A mitokondrium transzmembran potencial valtozasanak mérése DiOCg(3) festéssel

A kezelt sejteket 10 nM koncentracioju DiOCg(3)-mal és 10 pg/mL koncentracioju Pl-dal
festettilk 5 mM glukoz tartalmi PBS-ben 15 percig 37 °C-on, majd azonnal mértik.



3. 2. 4. A sejtben 1évé savas sejtalkotok térfogatanak mérése AO festéssel
A kezelt sejteket 5 mM glukdz tartalmd, PBS-ben higitott 5 pg/mL koncentréacidju akridin

naranccsal (AO-val) festettiink 15 percig 37 °C-on, majd azonnal mértik.

3. 2. 5. Az oligonukleoszomalis DNS fragmentacié mérése sub-G1 populaci6 detektalasaval
A Kkezelt sejteket 70%-0s etanolban fixaltuk, majd foszfat tartalmu extrakcios pufferben vettiik
fel, mely a kisméreti DNS fragmentumok kioldodésat tette lehetévé. A sejtekben maradt

nagyméretli DNS molekulak mennyiséget PI festéssel detektaltuk.

3. 2. 6. Fényszdras valtozas és DNS fragmentacio mérése
A minta el6készités fixalasi és festési 1épései megegyeznek a 3.2.5. alfejezetben leirtakkal. A

tormeléktodl elvalasztott sejtméretii populaciot az SSC-FL2H diagrammon analizaltuk.

3. 3. Agaroz gélelektroforezis

A mintak DNS-ét fenol-kloroformos modszerrel nyertiik ki, majd TE pufferben vettik fel. Az
elektroforézist 1,5%-0s, etidium-bromid tartalmi agardz gélben végeztik TBA pufferrel, majd
UV alatt detektaltuk.

3. 4. Fénymikroszképos vizsgalatok
A citospin preparatumokat metanolban fixaltuk, hematoxilin-eozinnal festettiik, majd etanollal,
acetonnal és xilollal dehidraltuk. A morfoldgiai valtozasokat 400x-os nagyitds mellett

fénymikroszkoppal vizsgaltuk.

3. 5. Fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok
A kezelt sejteket Hoechst-tel és Pl-dal festettlink hogy elkulonithessiik az apoptotikus és

nekrotikus sejteket. A festett mintakat 400x-o0s nagyitds mellett vizsgaltuk.

3. 6. PARP-1 és RIPK1 hasitasanak detektalasa Western blot technikaval

Az inkubacios id6 lejarta utan a sejteket mostuk és Laemmli pufferben vettlk fel. Forralas utan az
elektroforézist 10% poliakrilamid gélen végeztik, majd a fehérjéket nitrocellul6zra blottoltuk. A
membran blokkolasat kovetéen PARP-1, RIPK1 vagy GAPDH ellenanyagokat, majd HPR jel6lt

masodlagos ellenanyagokat alkalmaztunk. A fehérjék jelenlétét ECL technikaval detektaltuk.

3. 7. Kaszpaz aktivitas merés

A sejteket PBS-sel mostuk, majd kaszpaz pufferben vettiik fel, 96 luku talcara pipettaztuk és
Triton X-100-zal lizaltuk. A mintakhoz kaszpaz szubsztratot (z-DEVD) adtunk es a szubsztrat
hasitasa soran felszabadulé amc fluoreszcenciajat 445 nm-en detektaltuk fluoreszcens talca

leolvasdval, 380 nm-es gerjesztés mellett.



3. 8. Statisztika
Az eredmények statisztikai analizisét kétszéld, két mintas nem egyenld varianciaji Student t-

probaval végeztik.
4. Eredmények

4. 1. A TRAIL nekroptozist indukal U937 sejtvonalon kaszpazgatlé jelenlétében

Az U937 sejtek erzékenynek bizonyultak 20 6rds TRAIL citokin kezelésre. A TRAIL
alkalmazasa nukleoszomalis DNS fragmentaciot okozott, valamint a kaszpaz-3 aktivacio
kovetkeztében PARP-1 hasitast detektaltunk. Végil a sejtek Pl-dal festddtek, mely a masodlagos
nekrozis jele.

Ha a sejteket kaszpazgatloval eldkezeltiik, akkor a kaszpaz aktivacio és a PARP-1 hasitas
elmaradt. Oligonukleoszémalis DNS fragmentacié helyett, nagy molekulatomegli DNS
fragmentumok keletkeztek. Az apoptotikus morfologia helyett a pusztul6 sejtek megduzzadtak és
elvesztették hematoxilin-eozin festédésiiket, mely jelenségek a nekrozisra jellemzéek. A sejtek
sejthartyaja felszakadt és a Pl festés igazolta, hogy kaszpazgatolt TRAIL kezelt sejtek nagyobb
aranyban Pl pozitivak, mint a csak TRAIL kezelt sejtek.

A RIPK1gétlészer (Nec) jelenlétében és kaszpazgatld hidnyaban a membrankarosodott populacio
megjelenése nem csokkent, mig kaszpazgatld jelenlétében a Pl pozitiv populacid megjelenése
teljes mértékben elmaradt.

Tovabb vizsgalva a RIPK1 fehérje szerepét a TRAIL indukalta nekroptotikus és masodlagos
nekrotikus jelutvonalban HSP90gatloszert, geldanamycint (GA) alkalmaztunk. A GA a HSP90-et
gatolva, csokkenti a RIPK1 szintjét a sejtben, igy varhatéan gatolja a nekroptézist. Valdban,
eredményeink szerint a GA szignifikdnsan csokkentette a TRAIL indukalta nekroptozis
kovetkeztében megjelend membrankarosodott populacio mértékét.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy kaszpazgatlo jelenlétében a TRAIL citokin az U937
sejtek esetén nekroptozist és nem pedig apoptdzist indukal. Tovabba, a TRAIL okozta

nekroptotikus jelutvonal lefutasa Nec és GA alkalmazasaval felfiiggesztheto.

4. 2. A STS nekrozist indukal kaszpazgatld jelenlétében

Eredmeényeink szerint a kaszpazgatlo zVD jelenleétében a DEVD-4az aktivitds teljes mértékben
elmaradt STS kezelt sejtekben. Kaszpazgatolt kortlmények kozott a STS membrankarosodast
okozott rovid (8-12 0Oras) kezelés esetén, mig hosszabb kezelés esetén (20 o6ra) DNS

fragmentaciot is tudtunk detektalni. A STS+zVD kezelt sejtekben azonban nem apoptotikus,



hanem nekrotikus jellegii, nagy molekula tomegii DNS fragmentumok megjelenését detektaltuk,
melyet agaréz gélelektroforézissel igazoltunk. Ezzel szemben a STS kezelt mintdkban
nukleoszémalis DNS fragmentaciot tapasztaltunk, melynek megjelenése DNase aktivitasra utal.
Ezek utdn a RIPK1 fehérje szerepét vizsgaltuk meg kaszpazgatolt kérilmeények kozoétt. A Nec
koncentracio-fiiggéen gatolta a STS indukalta nekrdzist, melyet a csdkkent Pl pozitiv populécid
megjelenésével igazoltunk. Mind a Nec, mind a GA felfiiggesztette a nekrotikus populécio
megjelenését rovid tava (8, 12 odras) kezelés esetén, amit &ramlasi citometrids méréssel és
Hoechst, PI festett mintakon fluoreszcens mikroszkoppal is megerdsitettiink.

Hosszabb inkubaciés id6 mellett (20 ora) a STS+zVD kivaltotta plazmamembran kéarosodas
gatlasa Nec-kel csak részleges volt (~50%). Ezzel szemben a Nec nem befolyasolta a kaszpaz-
fliggd DNS kondenzaciot és fragmentaciot sem rovidebb, sem hosszabb STS kezelési esetén.
Hasonldképpen a STS indukalta masodlagos nekrozist sem a Nec, sem a GA kezelés nem
befolyasolta.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a STS indukalta apoptdzist U937 sejtekben masodlagos
nekrézis koveti. Kaszpézgatolt korilmények kdzott azonban, a STS els6édleges nekrozist indukal,
mely részlegesen gatolhato a két RIPK1gatloszerrel: Nec-kel és GA-val.

4. 3. ASTS és TRAIL RIPK1- és MLKL-fiiggé nekroptozist indukal

A tovéabbiakban Western blot technikaval is vizsgaltuk a RIPK1 szerepét a STS kivaltotta
nekrozisban. A STS indukélta kaszpaz aktivacid kovetkeztében a RIPK1 proteolitikusan
hasitodott. Mig kaszpazgatlo jelenlétében ez a hasitas elmaradit.

Ezt kovetden tovabb vizsgaltuk a STS indukalta nekroptotikus jelutvonal molekularis elemeit,
tobbek kozott az MLKL-t. A sejteket az MLKL gatloszerével, NSA-val clékezelve azt talaltuk,
hogy az NSA koncentracio-fiiggéen csokkentette a Pl pozitiv populdcié megjelenését
kaszpazgatolt korilmények koézott mind STS, mind TRAIL indukcid esetén. Az NSA gatolta
mind a TRAIL, mind a STS okozta nekrdzist, melyet Pl pozitivitds méréssel és Hoechst/PlI
festéssel igazoltunk. Ezzel szemben az NSA nem befolyasolta sem a TRAIL, sem a STS
indukélta DNS fragmentalddast és a mésodlagos nekrozis lefutasat.

Ezek az eredmények igazoljak a RIPK1 eés az MLKL kozponti szerepét a STS eés TRAIL
indukélta nekrozisban kaszpazgatolt korilmenyek kozott. Tehat a TRAIL és STS kivéltotta

kaszpéz-fuggetlen nekrozist nekroptdzisnak tekinthetjik U937 sejtekben.



4. 4. MA csokkenti a STS indukalta nekroptdzist

Az autofégia szerepének vizsgalatdhoz 3-methyladenine-t (MA) alkalmaztuk. Az MA ismert
autofagiagatloszer, mely a Ill-as tipust phosphatidylinositol 3-kindzt (PI3K) gatolva,
megakadalyozza az autofagoszoma megjelenését. Eredményeink szerint az MA csak részlegesen
gatolta a STS+zVD okozta nekroptotikus sejtpopulacié megjelenését, mig a STS kivaltotta
apoptozist egyaltalan nem befolyéasolta. Erdekes, hogy a RIPK1gatlé is hasonldo mértékii,
részleges gatlast okozott STS+zVD kezelés esetén, mint az MA. A Nec és az MA egydttes
alkalmazasa additivnak bizonyult, de nem szinergikusnak, tehat a ket jelutvonal fuggetlen, a

nekroptozis mellett autofagia is aktivalodik U937 sejtekben STS+zVD kezelésre.

4. 5. CA gatolja mind a TRAIL, mind a STS indukélta nekroptozist kaszpazgéatlo

jelenlétében

Korébbi vizsgalataink szerint a CA, melyet katepszin B gatldszernek tekintenek, kivédte a
kaszpaz-fuggetlen nekrotikus sejtpopulacié megjelenését promielocitas sejtvonalon STS+zVAD
kezelés mellett. igy megvizsgaltuk, hogy a CA kezelés fokozza-e a tulélést U937 sejtvonal esetén
is nekroptotikus kérilmenyek kozott.

Erdekes modon a CA szinte teljesen felfiiggesztette a TRAIL indukalta nekroptotikus
membrankarosodas megjelenését. Hasonldképpen, a CA a STS okozta nekroptdzist is gatolta.
Tovabb vizsgélva a jelenséget, dsszevetve az eredményeket a Nec és GA hataséval, tovabbi
sejtelhalassal kapcsolatos paramétereket vizsgaltunk. A mitokondrium membran depolarizéciora
vonatkozd méréseink szerint folyamatos, id6-fiiggd transzmembran potencidl csokkenés
detektalhatd DiOCg(3) festett STS+zVD kezelt U937 sejtekben. A Nec ezt a folyamatot
részlegesen, mig a CA teljes mértékben gatolta. Emellett a CA teljes mértékben gatolta a mind a
foszfatidilszerin kihelyez6dést, mind a sejtmembran karosodast is TRAIL vagy STS kezelés estén
kaszpazgatolt korilmények kdzott. Tovabba, a lizoszomalis savas térfogatvesztés, mely TRAIL
és STS kezelés hatasara kovetkezett be a nekroptozis soran, CA el6kezelést alkalmazva teljes
mértékben kivédhetének bizonyult. A vizsgalt paramétereken til a RIPK1 hasitas elmaradésa is
igazolta, hogy kaszpaz-fiiggetlen sejtpusztulas zajlik.

Az apoptotikus paramétereket tekintve, sem a sub-G1 populacié megjelenését és mértékét, sem a
létra tipusi DNS fragmentéciot nem befolyédsolta a CA. Ezeken tul a mésodlagos nekrotikus
jelatvonal lefutasa sem volt befolydsolhatd CA kezeléssel TRAIL vagy STS kezelt sejteknél.
Ezek az eredmények igazoljak, hogy a CA, hasonloképpen az NSA-hoz, hatasos gatldszere a STS
és TRAIL indukalta kaszpaz-fliggetlen nekroptdzisnak, mig a Nec és a GA csak részlegesen tudja

felfliggeszteni a nekroptdzist a STS kezelt U937 sejtekben.



4. 6. A PARP-1gatloszer (PJ-34) nem befolyasolja a TRAIL vagy STS indukélta

nekroptozist kaszpazgatlo jelenlétében

A PARP-1 enzim funkcidja bizonyitott bizonyos sejtpusztulasi formakban. A PARP-1 gatlasaval
lassithatd a NAD és ATP készlet kimeriilése, melynek kdvetkeztében a masodlagos nekrdzis
megjelenése kitoladik.

Mi a Kkisérleti modellrendszeriinkben a PJ-34gatldszer hatésat vizsgaltuk a nekroptotikus
jelatvonalra. Jelent6s kiilonbség a gatloszer jelenlétében nem volt detektalhat6. Sem a TRAIL,
sem a STS kezelt, kaszpazgatolt U937 sejtekben a PJ-34 alkalmazasa nem befolyasolta a
mitokondrium transzmembran potencialt, a lizoszdmélis savas térfogat vesztést, a
foszfatidilszerin kihelyezddést és a sejtmembran karosodast. S6t, sem a kaszpaz-fiiggd, sem a
kaszpaz-fuggetlen STS vagy TRAIL indukalta DNS fragmentacio sem valtozott a PJ-34
alkalmazasaval.

Ugyanakkor a masodlagos nekrozis megjelenéset a PJ-34 koncentrcid-fiiggéen gatolta, melyet a
sejtmembran kérosodasanak vizsgalataval igazoltunk. Tovabba a lizoszomalis savas térfogat
csokkenest is gatolta a PJ-34 STS kezelés esetén. Hasonlo eredményeket kaptunk TRAIL esetén
is, bar ott a savas térfogat vesztés TRAIL hatdsara csupan kismértéki volt.

Ezzel szemben az apoptotikus paraméterek, igy a foszfatidilszerin kihelyez6dés, a mitokondrialis
transzmembrén potencidl csokkenése és a DNS fragmentacido megjelenése STS vagy TRAIL
kezelés hatasara nem véltozott PJ-34 alkalmazasaval.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a PJ-34 késlelteti a masodlagos nekrdzis megjelenését,
de nem védi ki a kaszpaz-fuggé apoptozist. Eredményeink szerint a PARP1 enzimatikus
aktivitasa kozvetlenil és kozvetetten befolyasolja a masodlagos nekrdzis megjelenését, de

aktivitasa sziikségtelen a STS vagy TRAIL indukalta nekroptdzisban U937 sejtek esetén.
5. Kovetkeztetesek

1) Kimutattuk, hogy a TRAIL citokin, mely az apoptézis kiils6 jelttvonalat aktivalja,
kaszpazgatolt kérilmények kdzott nekroptozist indukal U937 sejtekben, melynek lefutasa RIPK1
¢s MLKL gatlasaval felfiiggesztheto.

2.) lgazoltuk, hogy a kindzgéatld staurosporin, mely az apoptdzis belsé jelutjanak aktivatora,
szintén nekroptdzist indukdl kaszpézgatolt korilmeények kozott, melynek lefutdsa RIPK1 és

MLKL gatlasaval részben vagy teljesen felfiiggeszthetd.

3.) Bizonyitottuk, hogy a staurosporin indukalta RIPK1-medialta nekroptdzis mellett autofagia-

szer(i folyamat is aktivalodik, mely gatolhato a (III-as tipusu) PI3K géatlasaval. A RIPK1 és a



PI3K egyuttes gatlasa additivan de nem szinergikusan csokkentette a sejtpusztulast, tehat az

autofagia és a nekropto6zis parhuzamosan zajlik U937 sejtekben.

5.) Kimutattuk, hogy a CA-074-OMe teljes mértékben gatolja a staurosporin és TRAIL indukalta
nekroptozist U937 sejtekben, mig a staurosporin esetén a RIPK1 inhibitora csak részlegesen
gatolja a folyamatot. (Ezek az eredmények ramutatnak arra, hogy a CA-074-OMe target

molekuldja kulcsfontossagu szerepet télt be a nekroptdzis jelutvonalaban.)

6.) lgazoltuk, hogy U937 sejtekben sem az apoptozis, sem a nekropt6zis nem befolyasolhatd
PARP-1gatloszerek alkalmazasaval. Ellenben bizonyitottuk, hogy a masodlagos nekrézis
megjelenesét a PJ-34 keslelteti, mig a necrostatin-1, a geldanamycin, a necrosulfonamide és a
CA-074-OMe nem. (Ezek az eredmények felhivjak a figyelmet a PARPgatloszerek
alkalmazasanak esetleges lehetdségére pl. tumor lizis szindréma esetén, ha mas daganatsejteken

is igazolodik az eredményink.)

“ sz

indukalta sejtelhalasi jelutvonalak esetén U937 sejtvonalon. Reméljik, hogy a bemutatott

eredmények hozzgjarulnak a nekropt6zis molekuléris hatterének mélyebb megeértéséhez.

TRAIL / STS

T

zVD —{ kaszpaz kaszpaz
CA —|

Nec —{ RIPK1}— GA PI3K |— MA

MLKL F—NSA—{ MLKL apoptozis
I
v PARP |— PJ
nekroptoézis autofagia :

. . v -
STS esetén masodlagos nekrozis

Véazlatos dbra a TRAIL és staurosporin indukalta jelitvonalakrol és résztvevoikrol U937
sejtvonal esetén.
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