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Hengartner M. O. (2000) Nature 407:770-776

Apoptozis

Apoptozis (programmozott sejthalal)
fejlédésben vagy sejt-kicserél6désben

Szadmos hatas sejthaldlt okoz
Apoptozis; nem karositja a kornyezd szovetet
(ellentét: nekrézis: gyulladas, citokinek kibocsatasa)
Genetikai program
Rakterapia

A morfologiaért felelés a kaszpazok altali citoszkeleton hasitas
(lamin, aktin halézat)

Morfologia: A: citoplazma 6sszehlzédik
(lamin/aktin hasadasok)

B: I6patko-szerli sejtmag forma alakul k
Kromatin/magi fehérjék hasadasa

C: Sejt zsugorodas, apoptotikus testek
kialakulasa

Ezeket a makrofagok kénnyen fel tudjak
venni

Segit6 hatds: PM valtozasok
Foszfatidil-szerin: belsé oldalrol kifelé

D: membran hélyagok (blebbing),
végll az apoptotikus testek
lehasadasa

Trophoblast apoptézis

(korai embrid kiils6 sejtrétege, ezzel
épul be az embrié a méhfalba -
ebbdl lesz a méhlepény, apoptézisa
korai vetéléshez vezet)

Mi vezet apopto6zishoz?
Szédmos mechanizmus ismert

1: kiilsé jel: halilligandok L L
Donto tényezok:

2: arzas karosit . . .
Sugarzas karost 1. a pro- és anti-apoptotikus

.2 fehérjék aranya (expresszidjuk

AI‘ 3:vegyszer, o ahdlyozasa)

Pro-apoptotikus: Bad, Bax (Bcl-2
fehérjék)

Anti-apoptotikus: Bcl-2, Bcl-X, , IAP
(inhibitor of apoptosis)

virusfertézés
arosit
3

2. Hatas jellege, erGssége

3. Sejtciklus szakasza

T-sejtek fe 4 csoport — 2 6 Gtvonal (+granzimek
a DNS-karosoda

vagy a virusfertézést, és
granzimmel apoptézist
indukdlnak

Granzimek az apoptozisban
Granule serine proteases

Citotoxikus limfocitak termelik

(pl. T-sejtek, az immunsejtek egyik tipusa)
Ezen T-sejtek a pusztulasra itélt (pl. virusfert6zott sejttel valo érintkezéskor
granzimeket és perforint tartalmazo elegyet bocsatanak ki a sejtkozotti térbe

Ezutan: vagy halalreceptor aktivalas
vagy a perforin/granzim endocitozisa
a membran csomagbdl a perforin segitségével szabadul ki a granzim

Két {6 képviseld: Granzyme A és Granzyme B
GrA: bazikus oldallanc utan hasit ; nem a szokvanyos kaszpaz aktivitas

nem igényli a kaszpazokat, tiinet: DNs javitas leall, DNS térések

GrB: Asp utan (kaszpaz-féle) modon hasit, klasszikus apoptdzishoz vezet
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Két f6 apoptotikus 1t Halalreceptorok:
0 kiilsé jel

. Mitokondrialis ut:
belsd hibak

K6z06s pont:
Kaszpaz-3

Caspase-8

Apoptetic subatraies

Haldalreceptor utvonal

Indukcio:

- CDY5/CD95L (Fas/FasL)

[
] ﬁ::,,_‘ - TNF I (tumor nekrozis faktor)

Cﬂ_ SFLP D
- - TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand )

% —_ Indito jel: a halalligand kotddése a receptorhoz.
Caspase-8
[ Trncated bid Q /\ Kovetkezmény: receptor molekulak
e e oligomerizacioja
/ “\ Jelatvivo komplex képzodik
P\@ J*’j"‘.—\’ Ehhez kot a FADD (Fas-associated death domain
po, _/ protein, am. Fas-koté halaldomén ligand)
Cospased ﬂjﬁ:‘f{m Ehhez kétnek prokaszpaz-8 molekulak
e 1 A komplexben jon létre a kaszpaz-8 aktiv forma
l Gatlasi lehetdség: c-FLIP (degeneralt kaszpaz
Apcgotc subsirites P homolog)

CD95/CD95L atvonal

CD95: Harom f6 szerep

1. Citotoxikus T-sejt altal elGidézett apoptézis (pl.
virusfert6zott sejtek esetén)

2. Aktivalt T-sejtek apoptoézisanak indukcidja az
immunvalasz végén

3. Gyulladasi és immunizacids folyamatokban résztvevé
sejtek apoptozisa (autoimmun jelenségek
megeldzése)

CD95/CD95L utvonal

A B C
FasL. FasL

CD95 monomer
CDO9S5L trimer
. CD95L-CD95 kotés
kint CD?95 trimerizaciot okoz
Erre a citoplazma felé es6 rész
halaldoménjei kozel
keriilnek egymashoz
A kozeli DD-k odavonzzak a FADD
molekulakat
Prokaszpaz-8 a FADD-CD95
komplexhez kot
(prokaszpaz-8-nak is
bent DD: FAIY van halal-doménje)
death L Létrejon a
domain ! CD95, FADD and pro-caspase 8
komplex = DISC
(death inducing signaling complex)

=
wer

=
=

=
-

=~
==

O e
PM*rrrn_E TATAY) i’?ﬂ”i‘?‘;'?i"“

FADD |
Fas-associated
death domain
protein

DISC-ben a prokaszpaz-8 aktivalodik

pro-caspase §

(Jelatvivo és végrehajto kaszpazok)
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TNF-1 atvonal

TNFo.
kint
TNFRI1
receptors
PM plamsa
membrane
Death
bent Domain
TRADD

FADD

Pro-caspase 8 —‘ TRAF-2

| I | R |
Apoptotic Signalling
Pathway Pathway

TNEF: T-sejtek termelik, trimer TNFR (TNF-
receptor)-hoz valo kotddése a receptor
trimerizaciojat okozza

Erre bekotédik a TRADD (TNRF-associated death
domain protein)

(eddig analdgia a CD95 uttal)

TRADD vagy TRAF-2-t (TNF assoc. factor 2)
vagy FADD-ot kot

Sejttipustdl fiigg, hogy melyik ut

Ha TRAF-2-t két: NFkappaB/Jnk-AP1

(jelatviteli aktivalo ut,

gyulladasi folyamatok, immun-utak)

Ha FADD-ot két: prokaszpaz-8, DISC
APOPTOZIS

Koéthet még: RAIDD-ot (RIP-associated ICH-1 /
CED-3 homologous protein with a death
domain protein)
RAIDD kaszpaz-2-t kot

(CARP=caspase recruitment domain-jével)

Itt is APOPTOZIS

TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) atvonal

BR4,DR5 FRAIL

Fasl, BERH

Hasonlit a CD95/CD95L-hez
CD95L~TRAIL
CD95=DR4,DR5

Kiilonbségek:

- DR4,DRS5 konstitutiv, nem mint CD95

- Nincs sziikség FADD-ra vagy TRADD-ra
(génkiiités egérben)

Hogyan keriili el a sejt a DR4,DR5 konstitutiv
jelenléte okozta allandé apoptozist?

Alreceptorok a TRAIL-re
(DcR1, DcR2)
Nincs citoplazmatikus résziik, vagy mutansak

pro-caspase §

Mitokondrialis tvonal

De-phosphoryiamen

Vilasz a bels6 hibakra
Indukcié:
Cyt-c kiaradas a mitokondriumbél

Cyt-c az APAF-1-hez kot
(ﬁ’ 6 (apoptotic protease activating factor 1)

Ehhez a komplexhez kot a prokaszpaz-9

Kaszpaz-9-¢ aktivalodik (jelvivé kaszpaz)

Beindul a kaszpaz-kaszkad

ﬁ %[‘P Pro-caspase-9
~ ; Bel-2 csaldd

PAF-1

w—e Hogyan jut ki a cyt-c?

Caspas

cuade  Hipotézis: Bax porust hoz létre a

membranon
Ehhez Bax-oligomer kell
Ha a Bax Bcl-2-vel (Bcl-X ) kot,
akkor nem lesz porusteremté komplex

Bax-Bad: nagy pérusokat hoz létre
AIF: apoptozis inducing faktor

Mitokondrialis itvonal
. Bax, Bak, Bid, Bim:
Pro-apoptézis
fehérjék,
Citoplazmaban iilnek,
mig nem jo a szignal
Bax: porust formal
(hasonléan Bak is)

G
oy —
Caspase-8

Ezen it cyt-c, AIF és
Smac/Diablo is

=4 ittt Q kijut a
e mitokondriumbél
{ \
,_\ = Apoptoszéma:
G Cyct-c, APAF1-

Cospased

proszkazpaz-9

Rpostetic sutstrates
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Be(el)l(ymphoma)-csalad: pro- és anti- egyensuly

BH4 BH3 BH1 BH2 TM

Gowp! (I N BN W T Bz
Gowptl [ W W W Bax

Group Il ‘ - ] Bid

| = | Bik

B-cell lymphoma — innen izolaltak
Kb 1-15 fehérje, harom f6 csalad
Group 1: ANTI-APOPTOTIKUS
4 konzervalt BH (Bcl-2-homolog) domén (pl. Bel-2, Bel-X1)
C-terminalis hidrofob szegmens: membranba (mito, ER) horgonyoz
fehérje nagy része a sejt belseje felé néz
Group II. PRO- APOPTOTIKUS: PL. Bax, Bak,
3 konzervalt BH (Bcl-2-homoldg) domén (pl. Bel-2, Bel-XI)
C-terminalis hidrofob szegmens: membranba (mito, ER) horgonyoz
fehérje nagy része a sejt belseje felé néz
(hataskiilonbség oka: porus formalo eltérés, hetero vs homo-oligomerizacio)
Group III. Tbb egyéb fehérje, legalabb egy BH3-doménnel (nem szigoru evolicios
kapcsolat)

Porus
készités

Bcl-mechanizmus

Kaszpaz

szabalyozas

adaptorral  n s fehérjékkel

(Apaf-1) egyiitt (pl. adenozin
transzporter): porus

Frecaspase
Adagtoc
f
{ip

Dimerizacio:
BH-domém:lggp at

AIRALF

) ;
:l..'l?é;jl':f:ﬂ, Oligomerizicié:
*_w ’ Ioncsatorna
(mito/sejtplazma
L Membran
potencial,

Redox egyensuly

Kaszpazok: indukcid

Granzim ut: els6 hasitas
granzimmel

Halalligand-receptor ut
els6 hasitas a DD
komplexekben

Mitokondrialis ut:
els6 hasitas az
apoptoszomaban

Autofagia
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Autofagia:
forradalom a mai
biolégiai kutatasokban

Autophagy =

Az autofagia leirasa: 1956

CELLULAR DIFFERENTIATION IN THE KIDNEYS OF
NEWBORN MICE STUDIED WITH THE ELECTRON
MICROSCOPE*
By SAM L. CLARK, Ju, MD.t
(From the Departmeni of Anatomy, Washington University, School of Medicine, St, Louis) 32
Prates 119 10 125
(Received for publication, November 13, 1956)
J. Bropavsic, Avn Brocueu. CytoL., 1957, Val. 3, No. 3

A Sleeping Beauty story

’90-es évek

Autofagia-sejtes onemésztés:

7 ez

Autofagia: protein degradacio Il

lizoszéma-fiiggo citoplazma bontas

NOBEL PRIZE IN
PAEISIORE R
M"mlimk: The Nobel Prize in Physiology or Medicine
= proteazol 1974 was awarded to Christian de Duve e *
= nukleazok "for discoveries concerning the structural YO Shlno 1..1
= lipazok and functional organization of the cell". Ohsuml
= glikozidazok

|
i “ Nobelpri

=

Az autofagia f6 tipusai

sejtmembran

Macroautophagy

2

@\

2

&’

Phagophore [m/ W
= 3

Cytosol

Autophagosome

Chaperone-mediated
autophagy

Key: ﬂﬂ/ Protein E Mitochondrion ~ @ Chaperone @ Lysosomal hydrolase
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Makroautofagia

autofagoszoma, izolalé membran

Az autofagoszoma eredete

= Golgi membran
=  mitokondridlis membran
= ER membran

sejtmembran

EYSCE0e Lysosomal hydrolase

Autophagosome (=1 - \ Autolysosome

°
Z% I (@ N\ L e
/ J\‘a ~© ° 9 \® 3 ) A
Isolation ) * = { :
membrane J% > J\a.@ o L_) s ) ¢
~ ° N\ \ 3 / 9
N ol "/
VESICLE VESICLE - DOCKING VESICLE BREAKDOWN
NUCLEATION ELONGATION & FUSION & DEGRADATION
citoplazma

Curving
phagophore Cytoplasm Two lipid bilayers, double membrane
Autophagosome %% %% ;, A
:§ §§ “ 4 2 +
High magnification
of a double membrane
B One lipid bilayer, single membrane

Endosome or
lysosome

AT
SO UL R R AR

bar, 200 nm

High magnification
of a lipid bilayer

Autofagia gének (ATG)

Yeast Mammals Functions
Atgl ULK1, ULK2 Protein Kinase: Atg1-Atg13-Atg17-Atg29 complex

Atg2  Atg2 Atg9/Atg2-Atg18 complex

Atg3  Atg3 E2-like enzyme for Atg8s-lipidation

Atg4  Atgd4A,B,C,D Cysteine protease: Atg8s-activation and delipidation
Atg12-Atg5 conjugate: E3-like activity for Atg8s-lipidaton
Subunit of Vps34 PI3K complex

E1-like enzyme for Atq12- and LCS—conIu_gﬁa:ion

*

élesztoé
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Genetikai j&8
autofagia

Fehérjék
helye:
autofagoszéma

M yeast Atg
gene

C. elegans
ATG homolog

number of mctiroan
alleles idenfificd

T12G3.1:GFP

T12G3.1:GFP I

T12G3.1::GFP

mumber of

specific gene alleles identificd

aig-2
afg- ¥
ang-4
aig-5
arg-7
arg-8
a4
a1
arg-f3
arg-a
Zhal atg-14

atg-2

arg-d
g !
arg-5§

atg-7
atg-8ige-1
g4
g1
arg-d depp-i
atg-16.2
arg-1 8

iz

=

L b B RS == g

epg-2 3
epg-3VAPI 3
epg-4/E124 2
epE-SVmEPGS 16

epg- 7 FIE200 7
Tian et al., Cell 141:1042

Az autofagia mechanizmusa és szabdlyozasa

= ATG-12 ATG-12 )
LN cn (CR T M i

—

ATG-16 ) -
R
R

o=x
< ATG-18
ATG-2

h

vezikula
nukleécio

(ATG-8-R = A
GFP::Atg8-R 1

emtsTan dokkolas,
zarédas fazio

IV. Visszanyerés

1 Ehezés

degradacio
citoplazmal

Lefontosabb membranhoz kétédé folyamatok:

- PI3K — foszfatidil-inozitol-3-kinaz
- PE — foszfatidil-etanolamin — rakot az Atg8-ra

Atg8/LC3 - elsddleges autofagia marker

Atg8-R (LC3-1) — nem aktivalt szolubilis forma
Atg8-PE (LC3-11) — aktivalt membran kotétt forma

HEK293 cells

Nutrient-rich Starvation

Inhibitors:  — + — +

LC3-1q o com—— -
LC3-11 ] ,_@\>

HeLa cells
Nutrient-rich
Inhibitors: — + —

Starvation

+

LC3-14

LC3-11-| A—— @ D
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Az autofagia funkcidi

Makromolekula degradacié
-épitékovek a szintetikus folyamatokhoz
-energia éhezés soran (stresszvalasz)
-sejtes karosodasok eltavolitasa (self-cleaning)
-intracelluldris patogének eltavolitasa

Az autofagia els6dlegesen egy sejtvédo folyamat

-specialis fehérjék és sejtszervecskék eltavolitasa (differenciacio)

Szelektiv autofagia

Az autofagia els6dlegesen egy sejtvédo folyamat:

pl. neuroprotektiv

Normal szdvet Atg5(-) mutans egér

Monoclonal anti-ubiquitin antibody

l Ubikvitin: PTM
Hershko,
Human relevancia Ciechanover

Hara et al., Nature 441:885

Defektiv autofagia — Alzheimer’s disease (AD)

Healthy Severe . NorrTaI Alzheimer's
Brain ‘ ; ; brilary

Alzheimer’s disease is associated with

/S“'ws plaques (beta-amyloid deposits) and
G tangles (tau neufibrillums) in the brain.

©2011 by The Company of Biologists Ltd

Autofégia és apoptozis egyiittes szabalyozasa

@ (Autophagy) (A) Egyes stressz allapotok a sejt adott
P iz statuszatol fliggben vagy apoptdzist,

vagy autofégiat inditanak. Az elinduld
—= (Autophagy) —| ("Apoptosis ) autofagia folyamatok ismét a sejt

adott statuszatol fliggben akdr
S5 g — (Apoploss) gatolhatjak, akar serkenthetik az

apoptozist.
& (B) Bcl-2, Bel-x_és Flip: mindkét utat
>_E gatolhatjak: univerzilis sejthaldl
Apop(osis) gatlok!
—

i (C) Atg5, Beclin 1 és Atg4D: intakt
c formajukban autofagiéban vesznek

/@¥>w\ részt. Kalpainnal vagy kaszpézzal

2 o) P " .
g (eain ) (Bedin10)— ] hasno:ct formaik apoptozist
g ! g indukalhatnak.
g 2

(i) G5 358

MITOCHONDRIAL FORM OF APOPTOISIS

Chen and Klionsky, J Cell Sci 2011;124:161-170
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NECROSIS NECROPTOSIS
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Neutrophil Extracellular Trap (NET)
Neutrofil Extracelluldris Csapda

e NET: neutrofil sejtek bocsdjtjak ki, a mikrobidlis
fertézések ellen — velesziiletett immunvalasz (Brinkmann
V, .....2Zychlinsky A. Science 2004.)

* NET: mivan benne: f6leg mér valamennyire degrdadlt
kromatin allomany, ehhez kotédnek fehérjék
(sejtzarvanyokbdl, citoplazmabdl, sejtmagbdl)

* Sejten kiviil képes a mikrobdkat elpusztitani - fizikai
korlatot jelent

* Kromatin kibocsajtas és NET halo kialakitas: ez a Netdzis

definicidja

Scanning electron microscopy of|
human neutrophil NET with Salmonella typhimurium &

NETOZIS alulmiikédése - Betegségekben

Autoimmun betegségek
Trombozis — mélyvénas trombadzis
Atherosclerosis - érelmeszesedés
Rk attétek elGsegitése

Cisztas fibrozis

Preeclampsia

The mechanism of NET formation - Morphological changes

1. cells flatten and firmly attach to the substratum (in minutes after activation)

2. the nucleus loses its lobules, the chromatin decondenses, and the inner and outer
nuclear membranes progressively detach from each other (in 1 hour)

3. disintegration of the granules (in 1 hour)

4. the nuclear envelope disaggregates into vesicles and the nucleoplasm and cytoplasm
form a homogenous mass (1-2 hours)

5. the cells round up and contract until the cell membrane ruptures and the content of
the cell is ejected into the extracellular space, forming NETs (2-4 hours)

Adhesion Brinkmann V, Zychlinsky A. J Cell Biol. 2012.
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The mechanism of NET formation 2. - Molecular events Important features of NET formation

Microbe,
Inflammatory Stimulus,
Endogenous Inducer

/ \ NET Release . NE'I: consist .of str_etch_es of DNA and globular
protein domains with diameters of 15-17 nm and
(R1)

R2) 25 nm, respectively.
ER —> [Ca*'] 4 \ * These aggregate into larger threads with a
Chromatin Decondensation diameter of 50 nm.
PKC
J * NETs can form much larger structures, hundreds
Gpo1PIO + Rac2 Histone Deimination — PAD4 - citrullination of nanometers in length and width.
&
Proteolytic Cleavage — . .
NADPH Oxidase Y 9 - Elastase « 230 proteins are present in NETs, most of them
originate from granules, few are from the nucleus
ROS, NO Production A and cytoplasmic

Autophagy

Granule Rupture  Nuclear Envelope Rupture

Mixing of Nuclear, Cytoplasmic, and Granular Contents
Kaplan MJ, Radic M.
JImmunol. 2012 review

Klebsiella pneumonia snared in a NET
Remijsen et al (Papayannopoulos 2010.)
. CDD 2011 review.
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