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Zarojelentés az ,,.SHP1 szerepe a Fas-receptoron keresztiil kivaltott jelatviteli utvonalak

szabdlyozéasaban” cimi posztdoktori kutatémunkarol

Az egyik legjobban ismert sejthalalt kivélté jeldtviteli dtvonal a Fas (CD95/APO-1)
receptoron keresztiil kivéltott apoptotikus szigndl. A Fas-L éltal torténd oligomerizicidt
kovetden a FADD, kaszpaz 8 proenzim asszociicidja, majd ezt kovetden a kaszpaz kaszkad
beinditdsdn keresztiil kivaltott apoptotikus folyamatok jol ismertek. Egyre tobb adat utal
azonban arra, hogy a Fas kozvetitett folyamatok nem jellemezhetek ezen linedris kaszkad
eseményeivel.

A jelen palyazat célja volt B-sejteken Fas kozvetitett FADD fiiggetlen jelatviteli dtvonalak
szerepét tisztazni molekuldris szinten. Meg kivantuk vizsgdlni vajon B-sejteken a Fas-receptor
képes-e gatlészigndlok kozvetitésére az ITIM motivumhoz kapcsol6dé foszfatdzokon
keresztiil.

Elézetes eredményeink egy 1Uj eddig nem kozolt Fas-kozvetitett jelatviteli
utvonal kezdeti 1épeseit irtdk le. Tobbek kozt A20 egér B-sejt vonalat az SHP1 tirozin-
foszfatiz mRNS-nek komplementer szakaszit termeld pSuper vektorral transzfektdlva
1étrehoztunk SHP1-et csak csekély mértékben expresszald klonokat. Az SHP1 negativ klonok
esetében a Fas-receptoron keresztiil kivaltott sejthaldl mértéke jéval meghaladta a kontrol
sejteken mért értéket. Valamint azonositottuk a Vav adaptor fehérjét, mint az SHPI1
szubsztratjat mivel a Fas receptor stimuldciét kovetden a Vav defoszforilaciojat figyeltiik

meg. Ez a defoszforilacié azonban nem kovetkezett be az SHP1 hidnyos sejtvonalakon.

Fontosabb j eredmények 1:

e Vav siRNAI segitségével sikeresen csokkentettiik A20 sejtvonalunkon a Vav fehérje
mennyiségét. Az igy kapott sejtvonalakon kimutattuk, hogy a Vav hidnya megnoveli a
Fas receptoron keresztiil kivaltott apoptézis mértékét. (40-r6l 70%-ra)

e Kimutattuk, hogy a Vav mennyiségének csokkenése csak SHP1 jelenlétében noveli a
Fas-indukélt apoptdzist. SHP1-negativ sejtvonalainkon ugyanis a Vav hidnya mar nem
volt képes tovabb fokozni a megndvekedett sejthaldl mértékét. Igy feltételezziik, hogy
a két molekula egy jelpdlydn helyezkedik el, valamint hogy az SHP1 A4ltal

defoszforildlt Vav negativ szabédlyozoéja a Fas-kozvetitett apoptotikus ttvonalaknak.



® A Vay jdl ismert mint a Rho csalddba tartoz6 fehérjék cserefaktora. Vizsgalataink
szerint mig a Rho A illetve a Racl mennyiségének csokkentése nem befolydsolta a
Fas-kozvetitett sejthalélt, a CDC42 hidnya jelentdsen novelte az apoptdzist. A CDC42
hidnya azonban nem fokozta tovdbb az SHP-1 illetve a Vav hidnydban megnovekedett
sejthalal mértékét. Eredményeink igy egy SHP1-Vav-CDC42 jelpalyat feltételeznek,
amelynek kulcsszerepe lehet a Fas-kozvetitett sejthaldl szabalyozdsaban.
nem aktivalt sejteken is megfigyelhetd volt, azonban Fasl-dal torténd aktivalast
kovetden csokkent. Egyidejileg a Fadd kaszpaz-8 Fas-hoz kotodésével.
Val6szintisitjiik, hogy az SHP1 konstitutivan gétolja a Fas receptor aktivacidjit.,

¢ Tanulményoztuk, hogy vajon az SHP-1 hidnya hatdssal van-e a klasszikus kaszpdz
kaszkdd miikodésére vagy attdl fiiggetleniil szabdlyozza a Fas-indukalt sejthaldlt.
Kimutattuk, hogy SHP1 hidnyban jelentésen megndé a Fadd, illetve a kaszpaz 8
kotddése a Fas receptorhoz, valamint felgyorsul a kaszpaz 8, kaszpaz 9, iletve a Parp
hasitasa, bizonyitva, hogy az SHP1 kozvetitett jelpalya kozvetleniil szabédlyozza a
klasszikus kaszpaz kaszkad kezdeti 1épéseit.

e A fenti, sejtvonalon végzett kisérleteink megerdsitésére megvizsgaltuk a Fas
kozvetitett sejthaldl mértékét Vav knockout egerek 1€pébdl tisztitott B-sejteken. A Vav
csendesitett sejtvonalakhoz hasonléan a Vav hidnyos Iép B-limfocitdk esetén is
megnovekedett a Fas indukélt sejthaldl mértéke a kontroll dllatokhoz képest.

e Kimutattuk, hogy a Vav overexpresszidja csokkenteni képes az SHP-1 hidnyaban

megnovekedett fokozott sejthalalt.

Eddigi eredményeink egy uj jeldtviteli utvonalat irnak le, mely utvonal szabélyozni képes
a Fas-kozvetitett sejthaldlt. Az SHPI1-Vav irdnyitott jelpdlya miikodése eredeti
célkitlizésiinknek megfeleléen FADD fiiggetlennek bizonyult. Kimutattuk ugyanakkor,
hogy az SHPI1 jelenléte szabdlyozni képes a DISC (sejthaldl indukalé komplex)
kialakuldsat. Annak vizsgalatdra, hogy az 4ltalunk leirt jelpalya milyen médon reguldlja a
Fas-indukélt sejthaldlt illetve a DISC kialakuldsat, a Fas-citoszkeleton interakcidt

tanulmanyoztuk.



Fontosabb 1j eredmények II:

A Vav adaptor protein, illetve a CDC42 guanin-nukleozid cserefaktor egyarant jol
ismert, mint a citoszkeleton atrendezd0dés szabalyozdja. Megvizsgéltuk, hogy az
SHP1-Vav-CDC42 ftvonal befolydsolja-e a citoszkeleton atrendezddést a FasL
indukciot kovetéen. Eredményeink szerint a Fas internalizdcidja, mely sziikséges a
sejthaldl indukcidjdhoz, jelentdsen felgyorsult SHP1 hidnyaban.

Ismert, hogy az aktin gatlé LtnA hatdsédra a Fas kozvetitett sejthaldl mértéke csokken.
SHP1 hidnydban azonban csak az LtnA jéval nagyobb (-0tszords) dozisa okozott
hasonlé mértékli gatlast, mint a kontrol sejteken, igazolva, hogy az SHP1 irdnyitott
utvonal a citoszkeleton atrendezddés szabdlyozdsan keresztiil hat a Fas kozvetitett
jelatviteli dtvonalakra.

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a Fas receptor- citoszkeleton kapcsolatot az
ERM csalddba tartoz6 ezrin fehérje szabdlyozza. Ezrin hidnydban a Fas-kozvetitett
sejthaldl nem figyelhetd meg. Mivel eredményeink az SHP1 szerepét valdszintisitették
a Fas indukalt citoszkeleton atrendezddés szabdlyozdsaban, megvizsgaltuk van-e
hatdsa az SHP1-nek az ezrin-Fas asszocidciéra. Kimutattuk, hogy SHP1 hidnydban az
ezrin intenzivebben és gyorsabban kotddik a Fashoz mint SHP1 jelenlétében.

Mivel az SHPI gatolta a Fas-ezrin kapcsolat kialakuldsat, feltételeztiik, hogy
szabdlyozni képes a Fas-aktin kapcsolatot is. Kimuttatuk, hogy a feltételezésiinknek
megfelelden a Fas-aktin kapcsolddas intenzivebb SHP-1 hidnyédban.

Az SHPI1-r6]l eredményeink bizonyitjdk, hogy FasL stimuldciét kovetden egyrészt
defoszforildlja a Vav-ot, masrészt csokkenti a Fas-citoszkeleton kapcsolat intenzitasat,
ezen hatdsokon keresztiil reguldlva a DISC kialakuldsat, illetve a sejhalédlt. Hogy a két
hatds fiiggetlen-e egymdstél vagy ugyanazon utvonal szabdlyozdsar6l van-e szo,
vizsgaltuk a Vav-aktin interakciét. Eredményeink bizonyitjdk, hogy az SHP1 A4ltal
defoszforiladlt Vav képes kotddni az aktinhoz, megakaddlyozva az ezrin-aktin
kapcsolat 1étrejottét.

Bizonyitottuk, hogy ezrin overexpresszi esetén a Vav-aktin kapcsolddas csokken,
azaz az ezrin és a Vav valéban kompetdlhat az aktin kotodésért.

A fenti eredmények alapjan feltételeztiik, hogy az er0sebb Fas-ezrin kapcsolat az

SHP1 hidnydhoz hasonléan noveli a Fas kozvetitett apotozis mértékét. Az ezrin



overexpresszidja valéban fokozta a sejthalélt (leszoritva a Vav-ot), azonban ezt SHP1

(defoszforilalt Vav) hidnydban méar nem volt képes tovabb fokozni.

Osszességében kimutattuk, hogy az SHPI1-Vav ttvonal a Fas-citoszkeleton kapcsolat
modositasan keresztiil képes szabdlyozni a Fas-kozvetitett sejthaldl folyamatait.

A palyazat els6 két, két és féléves munkdjaban és az SHP-1, Vav szerepét vizsgiltuk a Fas-
indukdlt sejthaldl folyamataira. A nemzetkozi irodalomban e két molekula és Fas receptor
interakciGja egydltaldn nem, (Vav) vagy alig (SHP-1) tanulményozott. Igy eredményeink egy

jol ismert, intenziven kutatott receptor esetben jelentenek djdonsagot. (1. kozlemény)

Fontosabb 1j eredmények I11:

A Fas-Fadd-kaszpaz 8 utvonal altal szabélyozott apoptotikus tutvonalak jol ismertek, egyre
tobb adat all azonban rendelkezésre arrdl, hogy a Fas receptoron keresztiili aktivacié nem-
apoptotikus tdtvonalakat is aktivdl. A pdlydzat sordn vizsgélni kivantuk a Fas-indukdlt
proliferativ szigndlokat B sejteken.

e Kimutattuk, hogy szuboptimdlis doézisi FasL stimuldcié nem sejthalélt, hanem
proliferdciét indukal emberi manduldbdl, illetve egér 1€pbdl szepardlt B-sejteken.

® Bizonyitottuk, hogy a Fas proliferativ hatasa fokozta az a-IgM kivaltott proliferdciot.
Adataink bizonyitjdk, hogy amennyiben az antigént nagy affinitdssal felismerd B-
sejtek a sejtfelszini immunglobulinon keresztiill érkezd aktivdlé szigndloknak
koszonhetden megmenekiilnek a Fas kozvetitett apoptdzistdl, a Fas jeletviteli
kapacitasa képes proliferaciot indukélni.

e Vizsgéltuk a citoszkeleton atrendezddést hatdsat vizsgdlva a Fas-kozvetitett
jelatvitelre. Eredményeink szerint a citoszkeleton datrendez0dés  gétlasa,
megakadalyozza a Fas indukalt sejthalalt, ugyanakkor részleges gatlas esetén fokozza,
eldsegiti a Fas-indukalt proliferaciot.

e Mivel az dltalunk vizsgdlt SHPI1-Vav jelpdlya a Fas-citoszkeleton kapcsolat
szabdlyozdja, feltételezziik, hogy a citoszkeleton atrendez6dés modositdsan keresztiil a
Fas-indukélt proliferdcidt is befolydsolja. Eldzetes eredményeink szerint az SHP1
hidnya csokkentette a Fas-kozvetitett proliferaciot. (mig fokozta a Fas-indukalt
sejthalélt.)

e A Fas-receptor szerepe a B-sejt szabdlyozdsban foként a germindlis centrumokban

képzodott, szomatikus muticion dtesett dj B-sejt klonok szelekcidjadban van. A



germindlis centrumban zajlé reakciok sordn a megnovekedett Fas-expresszioji B-
sejtek tobbféle stimulust kapnak egyidejiileg. A Fas illetve a BCR-en keresztiil érkezd
jeleket, igy interleukinok, komplement vagy Fc-receptorok egyardnt médosithatjik.
Vizsgaltuk, hogy a BAFF (B-cell activating factor of the tumornecrosis factor family)
képes-e befolydsolni a Fas jelatvitelét, szabdlyozza-e a BCR-Fas egyiittmiikodést.
Kimutattuk, hogy a BAFF receptor aktiviacidja csokkenti a Fas-indukdlt sejthalalt,
valamint, hogy a BAFF stimuldlt tuléld szignalok nem additivak a BCR aktivacidja
altal kozvetitett tilélo jelekkel.
A Fas-indukdlt proliferaciét bemutaté eredményeinket hazai kongresszusokon mutattuk

be, mig a Fas-BCR, Fas-BAFF egyiittmiikodés leifrdsat tartalmazza a 2. kdzlemény.

A kutatds Osszességében a palydzatban leirt téma vizsgédlataval foglalkozott. A tervezett, 1. és
3. pontban leirt kisérletek nagyrészt megvaldsultak, (a keresztezési kisérletek elkezdddtek)
kiegésziiltek, eredményeinket publikdltuk. A pédlydzat 2. pontjdnak vizsgdlata jelenleg is
zajlik, kezdeti eredményeinket publikéltuk, a munka részletes folytatdsat a tovdbbiakban
tervezzik.

A pélyazat 4. pontjaban leirt kisérletek nem valésultak meg, mivel (i) kimutattuk, hogy az
altalunk hasznalt A20 sejtvonalon a Fas receptor stimulus nélkiil is 90%-ban raft asszocialt, a
raft lokalizdci6 tovabbi fokozdsa FasL haszndlatival sem érheté el. Igy a tervezett kisérletek
A20 sejtvonalon nem végezhetdek el, a tobbi eredménnyel 6sszefiiggden nem vizsgalhatdak.
(i) A kutatds hangstilya a Fas-citoszkeleton kapcsolatra helyezddott, igy a raft asszocidcio

vizsgdlata hattérbe szorult.

A Fas receptor expresszidja, funkcidja B-sejtek esetén a germindlis centrumokban
aktivdlédott B-sejteken bizonyitott. Igy eredményeink féként a germindlis centrum reakcick
pontosabb megértését segitik elo.

Az autoellenanyag termeld B-sejtek nagy része datesett szomatikus mutdciéon, mely a
germindlis centrumban torténd B-sejt szelekcid, ezen belill a Fas-kozvetitett sejthaldl
fontossdgat bizonyitja. A Fas kozvetitett jelatvitel vizsgdlata a germindlis centrum reakcidk
soran tehat kozelebb vezethet benniinket a B-sejtes autoimmunitds megértéséhez.

Tovdbbi a germindlis centrumhoz kothetd B-sejtes diszfunkcié a B-sejtes tumorok
keletkezése. A B-sejtes limfomdk 10-20-szor gyakoribbak, mint a T-sejtes limfémak, aminek
egyik oka lehet a szomatikus mutdcid elmaraddsa T-sejteken. Lpr® és gld éllatokon, ahol a

Fas szignalizacija hibdsan miikodik, a B-sejtes limfomék kialakuldsi val6szinlis€ége megno.



Bar a Fas alapvetéen, mint tumor szupresszor molekula mikodhet, az édltala kozvetitett nem-
apoptotikus szigndlok tumorgenezist is indukélhatnak. Ismert példdul, hogy a Fas-indukalt
apoptozissal szemben rezisztens tumor sejteken a Fas aktivicidja novelte a tumorok
metasztatizald €és invazids képességét.

Eredményeink a munka tovdbbi folytatdsdval kiegésziilve, tehat mind a B-sejtes
autoimmunitds, mind a B-sejtes tumorok szabdlyozdsdnak megértésében, ezek lehetséges

terapidjaban fontosak.
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