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A sejtek lehetséges sorsa in vivo es in vitro

» Osztodas (utodsejtek létrehozasa, regeneracio)
* Differencialédas (adott szovetre jellemz6 sejtek létrehozasa)
» Eloregedés (szeneszcencia) az osztddo sejtekre is jellemzb a folyamatos oregedés

» Elhalas (a differencialodas is egy programozott sejthalal, ahol a sejt aktivan igénybe
veszi sajat onmegsemmisitdé mechanizmusait - apoptoézis)

* A sejtosztodast kontrollalo illetve az alternativ sejtsorsok kozotti valasztast szabalyozé
mechanizmusok sérulései: kontrollalatlan szaporodas, j6 —€s rosszindulatu daganatok
kialakulasa

* Normalis vagy rakos eredetll sejtvonalak viselkedése in vitro (kontakt gatlas;
transzformalodas-fokuszok kialakulasa; motilitas és letapadas-fuggés)

 Sejtciklust szabalyozé gének (protoonkogének) és az ezekbdl kialakuld konstitutivan
aktiv, megvaltozott enzimaktivitasu fehérjét produkaldé  onkogének; a
sejtciklusszabalyozo ellendrzé checkpoint mechanizmusok az (onko)szupresszor gének
muikodésehez kotatt.



A sejthalal formak
osztalyozasa

* Morfolégia jellemzok
(apoptodzis,nekrdzis, autofagia, mitdzissal aszzocialt)
* Enzimolégiai kritériumok
(nukleazok és proteazok jelenléte pl. kaszpaz, kalpain, katepszin,
transzglutaminaz)
* Funkcionalis jellemzék
(programmozott vagy véletlenszer(, fiziologias vagy patoldgias)
* Immunoladgiai jellemzék
(immunogén vagy nem-immunogén)



Mikor ,,halott” a sejt?

(1) Plazma membran integritasa megsziinik
(festék inkorporacioval ellenérizhetd in vitro)

(2) A sejt és a sejtmag teljes fragmentalédason ment keresztul és
kulonallo ,,testek” jonnek létre

(apoptotic body)

(3) A "testeket” vagy fragmenteket egy szomszédos sejt bekebelezte

HA EZEK KOZUL LEGALABB AZ EGYIK KRITERIUM TELJESUL!!!




A sejthalal formai

Programozott sejthalal
Specializalt sejthalal

Apoptozis

Apoptozis
Autofagia
Nekroézis

Kornifikacio



Autofagia

A fagocitozis intracellularis formaja
(Onemeésztés).

Az autofagia minden sejtre jellemz6
— eloregedett sejtalkotok, koros
proteinaggregatumok eltavolitasa

A fagocitozis intracellularis formaja

Kettbs membrannal hatarolt
vakuolumok a sejtben

LizoszOmakkal egyesulnek

Autofag sejthalal esetén a sejtmag
nem kondenzalddik, nem
fragmentalodik

Apoptozissal kevert formak

Nutren! Depleton

A Atophagosome

& Miechendrisa _
2. Autophagosome formation

@ oyoache protens ( (ATGS - ATG12 Comple racruits LCY)
LeeAbsicen croeir s (ATG145-Bacin- 1 Complex)

3. Docking and fusion
with the lysosyme




Autofagia

2016 Orvosi Nobel Dij

Yoshinori Ohsumi,
japan sejtbiolégus



Desquamation

Protease activation
Organelle destruction
Degradation of the nucleus

Keratin expression

Cytoskeleton rearrangements 5

Proliferation arrest
Desmosome formation

Viable,
proliferating cells

Kornifikacio

cornification

\../\M

Lamellar body
Keratohyalin *

Keratin filaments
(Hemi-) Desmosome .

apoptosis

Detachment from substrate
Protease activation
Organelle damage
Blebbing of the cell
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Phagocytosis
of dead cells
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DNA degradation
Dismantling of cytoskeleton
Formation of apoptotic bodies



Nekroézis vs. Apoptozis

Apoptotic ATP-dependent PS franslocase
Apoptosome activation
Inducers -ATP[\ +ATP | awm stability
Calpain activation
Other targets
e e )
-
-~
Necrosis : %optggis
* Random mophology . Aygive erznxoen;mongy

+ Passive execution
«Caspases not necessarily involved
* Frequent in pathological settings

«Caspase execution
* Default in mammalian development
* Present in pathological settings




A sejthalal formai

Nekroézis vs. Apoptozis

Nekrézis Programozott sejthalal (apoptézis)
- Patologias - Fiziologias / patologias
- SzOvetkarosito hatasra - Szabalyozott molekularis torténések

- Passziv - Aktiv




A nekrozis

Sok sejtet érintd, massziv sejtelhalas.
Mindig kéros hatasra, sosem fiziologias.

Erételjes karos hatasokra
- hipertermia
- mérgezes
- iIschemia
stb.

Morfologiaja véletlenszer, fligg a kivalto
stimulustol

A mag és a sejtszervecskék duzzadnak —
szetesnek

Sejthartya integritasa sérul — a sejt lizis

Intracellularis tartalmak és lizoszomalis enzimek
is kikerulnek

— Gyulladas
- Granulocitak és makrofagok takaritjak el
- A kornyez0 sejtek is karosodnak




2002 Nobel Prize in Physiology or Medicine

Programmed Cell Death (PCD)

Sydney Brenner H. Robert Horvitz John E. Sulston
(UK) (US) (UK)

"for their discoveries concerning genetic regulation of
organ development and programmed cell death™.


http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2002/brenner.html
http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2002/horvitz.html
http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2002/sulston.html

Az apoptozis (programozott sejthalal)
Egy-egy sejtet érinthet.

Néhany ora alatt.

Fiziologias es patologias is lehet

Kulonbozd stimulusok hatasara is hasonldéan
zajlo, szabalyozott folyamat

Aktiv, ATP-t igényel

A sejthartya integritasa végig megmarad — nem
kerulnek ki makromolekulak

— Nem alakul ki gyulladas Ll A poptosis

Az apoptotikus testeket makrofagok és a
kornyez6 sejtek egyarant fagocitalhatjak

A szoveti sejtkicserél6dés soran altalaban egyedi
sejteket érint

Az egyedfejlddés soran eliminalddo szovetekben
tomeges is lehet

Szubnekrotikus sejtkarositd hatasok is
kivalthatjak



Az apoptozis morfologiaja

Sejttérfogat csokken (pyknosis)
Levalik a kornyezs sejtekrdl és az extracellularis matrixrol (szeparacio)
A sejtmag zsugorodik (karyopyknosis)

A kromatinallomany kondenzalddik és félhold alakban a maghartyahoz
simul (marginalizacio)

A sejtmag fragmentalodik (karyorrhexis)

A legombolyod6 sejtfelszinen holyagok jelennek meg (zeosis/blebbing)
A kiboltosuldé hélyagok (budding) lefliz6dnek

A sejt membrannal hatarolt apoptotikus testekre fragmentalddik

A sejthartya integritasa vegig megmarad




Apoptozis

Apoptotikus penumbra

* Agyi stroke-ot kovetben centralisan, az

ischemias magban (umbra) perceken belul \( ) ’
nekrotikus folyamatok jatszodnak le. ; Y Dead % Tissue at risk
» Oka: nincs glukoz, oxigén, ATP / é/

* irreverzibilis!

* A centralis (umbra) rész koruli periférian
(a penumbraban) részlegesen csokkent a
véraramlas, itt elsésorban apoptotikus
folyamatok zajlanak.

* reverzibilis!

UMBRA - latin eredetl sz0, jelentése ,arnyék”



Alternativ sejthalalformak

Nekro(apo)ptdzis vagy aponekrozis
APOPTOZIS NEKROZIS

- Apoptotikusan indul, de a sejtmaradvanyok nem kerulnek
idében fagocitdzisra — autolizis

- A sejtnek nincs elegendé energiaja az apoptozis
befejezéséhez — passziv elhalas (szekuner nekrozis)

- Alacsony ATP szint esetén az enyhe, apoptozist kivalto
hatasok is nekrozist okoznak




Alternativ sejthalalformak

Onkozis

Energiahiany kovetkezteben kialakulo
ozmotikus duzzadas

PHAGOCYTOSIS, PHAGOCYTOSIS
INFLAMMATION BY MACROPHAGES
OR NEARBY CELLS



Alternativ sejthalalformak
Mitotikus katasztréfa

* A sejtciklus ellenorzé pontjai
meghibasodnak (pl. p53 fehérje kiesese) és
a sejtek karosodott DNS-sel is tuljuthatnak a
sejtciklus G2-M ellendrzdpontjan

» Megkimeélt metafazis ellen6rzd pont esetén
— mitotikus katasztrofa

« Kromoszomak szétvalasa nem torténik
meg — orias sejtek

* (mikronukleacio:kromoszomak
fragmentlddnak, multinukleacié: 2 vagy tobb
kilonb6z6 méretl sejtmag a hibas,
citokinezis miatt)

 apoptotikus vagy nekrotikus morfolégiaval

« Kivalthato:
- DNS karosito szerekkel
- mikrotubulus meérgekkel




Tovabbi sejthalalformak

Parapoptoézis

Insuline-like growth factor-I (IGFR-I) termelés

ER és mitokondriumok megduzzadasabol szarmazo vakuolumok

Hasonlit az onkozisra, de aktiv, energiaigenyes

Kaszpaz inhibitorral vagy anti-apoptotikus Bcl-2-vel nem gatolhato

Abortozis

(Slow cell death, lassu sejthalal)

,vedi” a sejteket a sejthalaltdl

amiloid plakkok — kaszpaz aktivalas — tau foszforilalas — apoptdzis
neurodegenerativ korképekre jellemzé (Alzheimer-, Huntington-, Parkinson-kor
lassu folyamat

zsugorodott citoplazma, piknotikus sejtmag

intracellularis zarvanytestek



Tovabbi sejthalalformak

Entozis

a limfoblasztok cellularis kannibalizmusa Huntington-betegségben

egy sejt bekebelezi a szomszédos €él6 sejtet, ami a fagoszomaban elpusztul
(de idénként tul is élhet)

pl. MCF-7 (emld rak sejtek), nincs bennuk kaszpaz-3 és beclin-1

nem gatolhato kaszpaz inhibitorral és anti-apoptotikus Bcl-2 vel
A Entosis model

invasion

Invasion Cell-in-cell Cell death

Lysosome

Single cells
(release)

Cell division



Tovabbi sejthalalformak
Piroptozis

 Pro-inflammatorikus programozott sejthalal

 Salmonella typhimurium fert6zott makrofagok

* nem az apoptotikus kaszpazok szabalyozzak hanem gyulladasos
kaszpazok (pl. kaszpaz-1),

* Nod-like receptor komplexeket igényel (pl. Ipaf, Nlrp1): pyroptosome

 |L-1béta és IL-18 citokine termel6édnek kozben

« apoptotikus és nekrotikus jellemzok is e r
« fertbzések, hipoxia indukalt sejthalalban C -
: ’ “V\;.\l » NL:NLRCA

I / | iinﬂammasome

NF-kB,MAPKs and IRFs

Pironekrozis J “\//L """""""
»  Nirp3 és ASC komplex L/V () |
« S. Flexerni L e S
« Magas baktérium és makrofag arany ~ wgﬁ
el e

e HMGB-1 és IL-1béta termelés R

Inflammation



Tovabbi sejthalalformak
Anoikisz

- ham és izomsejtek ECM-hoz és/vagy szomszédos sejtekhez
valo tapadasanak megszinése utani apoptozis
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http://www.nature.com/cdd/journal/v15/n9/fi
g_tab/cdd200891f1.html#figure-title



Tovabbi sejthalalformak

Anoikisz

Ham és izomsejtek ECM-hoz és/vagy szomszédos sejtekhez vald
tapadasanak megszineése utani apoptozis.

ANOIKIS METASTASE

van cellen

seansanesioren

() Y L
\ / Het "losraken" \
X

Metastatic colony in secondary organ

Cancer Prevention Research Reviews AR



http://www.google.ca/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&docid=Nh2-01EJ_60naM&tbnid=pScane8ncsIjXM:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fjcs.biologists.org%2Fcontent%2F124%2F19%2F3189.figures-only&ei=MltlUojVIYvZsgbyqoHoBA&bvm=bv.54934254,d.Yms&psig=AFQjCNFW5V1ty67Kjw-VsgjZktma2aqYYA&ust=1382460229277032
http://www.google.ca/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&docid=BzR4LoVVcEOLDM&tbnid=35TWZlEN1k2PsM:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fcancerpreventionresearch.aacrjournals.org%2Fcontent%2F4%2F4%2F481%2FF1.expansion.html&ei=YFtlUrPrGMSOtQa1v4DAAQ&bvm=bv.54934254,d.Yms&psig=AFQjCNFW5V1ty67Kjw-VsgjZktma2aqYYA&ust=1382460229277032
http://www.google.ca/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&docid=tIRPhHq1qHgozM&tbnid=nUc82FAGIS3RtM:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fwww.kennislink.nl%2Fpublicaties%2Fnki-avl-ontdekt-gen-dat-uitzaaiingen-veroorzaakt&ei=sFtlUq7ZEIbrswa4lYCgCg&bvm=bv.54934254,d.Yms&psig=AFQjCNFW5V1ty67Kjw-VsgjZktma2aqYYA&ust=1382460229277032
http://www.google.ca/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&docid=VirNx6l_ToJ9EM&tbnid=0xMX0eeF_V7fGM:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fjcs.biologists.org%2Fcontent%2F124%2F19%2F3189.full.pdf&ei=DVxlUobXHMeZtQbG1YGICQ&bvm=bv.54934254,d.Yms&psig=AFQjCNFW5V1ty67Kjw-VsgjZktma2aqYYA&ust=1382460229277032

Tovabbi sejthalalformak

Excitotoxicitas

A neuronok sejthalal formaja, tulzott excitatérikus aminosav tipusu (pl.
glutamat) neurotranszmitter érzékelés esetén, Ca-csatornak nyilnak,
fokozott ic Ca, halal utvonalak aktivaléodnak.

High Buffered Cell Low Buffered Cell

Normal Physiological condition (WT) Excitotoxicity (SOD16%34)

http://en.wikipedia.org/wiki/Excitotoxicity


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7f/Low_Ca2%2B_buffering_and_excitotoxicity_under_physiological_stress_and_pathophysiological_conditions_in_motor_neuron_%28MNs%29.jpg

Tovabbi sejthalalformak

Wallerian degeneracio: a neuron egy része vagy az axon degeneracioja
anélkul, hogy a 6 sejttestet befolyasolna.

CALPAIN CALPAIN % g !

Up to 24-48 h l

;{ g ; i Wallerian Degeneration

Neuroﬂlaments break up; axons

2 Z % , g 2 eSSy 26 o break up into short lengths
k4 W macropHa Myelin sheath breaks down into lipid
ASTROCYTES
ganniogars droplets around the axon
T Myelin gets denatured chemically
Macrophages from the endoneurium
Within three monthe invade the degenerating myelin

sheath and axis cylinder and
phagocytose the debris




Az apoptozis esemeényei

‘ intrinsic extrinsic
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Az apoptozis vegrehajtoi: a kaszpazok
Cisztein proteazok, aszparagin-oldallancok mentén hasitanak
(caspase: cysteinil aspartate-specific protease)
Prokaszpaz formajaban minden sejtben jelen vannak
Proteolitikus kaszkad
Csoportjaik:

- Gyulladasos kaszpazok
- Kaszpaz-1, -4, -5

- Apoptotikus kaszpazok
- Iniciator kaszpazok
- Protein interakcios domeént tartalmaznak
— fehérjekomplexekhez kotédve konformacios valtozas soran
aktivalédnak (DISC, Apoptoszoma, PIDD-szoéma)
- Effektor kaszpazokat aktivalnak
- Kaszpaz-2, -8, -9, -10
- Effektor kaszpazok
— citoszkeletalis és szabalyzo6 fehérjek (pl. PARP, laminok, stb.)
hasitasa — sejtalak valtozas, sejtmag zsugorodas — apoptdzis

A kaszpaz-kaszkadot mas proteazok is aktivalhatjak:
- Granzim B — citotoxikus sejtek teremlik
- Kalpainok — Ca?* aktivalja
- Katepszinek — lizoszomalis proteazok



Az apoptozist kivalté extrinsic utvonal:
halalligandok és halalreceptorok

Halalligandok:
- TNF szupercsalad

Halalreceptorok:

- TNF-receptor szupercsalad

domeén

- ligandkoteést kovetden adaptermolekulak
kapcsoldodnak hozza — DISC (death inducing
signaling complex)

— prokaszpaz-8, -10 — kaszpaz-8, -10

DED) DED PED
FADD \ |
pro-caspase 8

DD — death domain
DED — death effector domain
FADD — FAS associated death domain



A halalligandok iranti érzékenység szabalyozasa

A halalligandok elvonasa:

Szolubilis receptorok
- EC domén proteolitikus lehasitasa
- alternativ splicing

Al-halalreceptorok
- Hianyzik az intracellularis death domén

Halalreceptor-jelatvitel gatlasa:

FLIP
- DISC-be épulve gatolja a prokaszpazok
aktivalédasat
Halalreceptorokrol kozvetitett tulélési
szignalok:

Mas adaptor fehérjék — NF-kB
— antiapoptotikus faktorok

TNFR1

TNF

(DR1, CD120a)
Fas (DR2, CD95, FasL
Apo-1) (CD95L)
DcR3
DR3 (Apo-3) TL1A
(DR3L, VEGI)
DcR1
TRAILR1
(DR4, Apo-2) (TRAILR3)
DcR2
Thals (TRAILR4)
TRAILR2 (DR5) osteoprotegrin

(OPG)

DR6

D*




Az apoptozist kivaltd intrinsic utvonalak:
a mitokondriumok szerepe

A kulso mitokondrialis membranok permeabilizalodasa:

1. Duzzadas — a kulsé membran rupturaja

- permeabilitasi tranzicids porus (mPTP) a bels6 membranban

— megacsatornak (<1,5 kDa)

— a bels6 membran duzzadasa
— a kulsé membran rupturaja
- Ca?* és szabadgyokok kivaltotta apoptozisban

2. Mitokondrialis apopt6zis indukalt csatornak (MAC)

- nagyobb atméré — fehérjék is atjuthatnak

- Bcl-2 fehérjecsalad

- Antiapoptotikus: gatolja a megnyilast

- pl. Bcl-2

- Proapoptotikus: serkenti a megnyilast

- pl. Bax

PTP —
permeabilitasi tranzicios porus

csak BH3" fehériék intermembran tér
(pl. Bad, Bid, Bim, P e
Bmf, Noxa, Puma) g il N Ca2*
e £ métrix %
antiapoptotikus | & . o
£, AL
proapoptotikus s /
Bcl-2 fehérjék
[+ 3 . ’,
(Bax, Bak) g @ 0 . A F\ ionok, viz
@ on e, 4)/
> N 4 o ‘mPTP
Q e ]
MAC et %, - o
. ' ° i @ Y
poruselmélet
duzzadaselmélet
[+ @
citokromc® 2. o
[« =]
° effektor kaszpazok

apoptoszéma

+]

(kaszpaz-3, -6,-7)
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Az apoptozist kivaltod intrinsic utvonalak:
a mitokondriumok szerepe

Mitokondriumokbdl felszabadulé molekulak — apoptozis

Citokrom-C (citoszolban) + Apaf adapterfehérje + ATP + prokaszpaz-9
==> Apoptoszoma (7-7 egységbél all)==> effektor kaszpazok

aktivalasa First stage of apoptosome formation

Apoptotic signals

14 53
Bad

De-phosphorylation

cytochrome C

] 8
A

release of Bad

Recruitment of
procaspase-9

procaspase-9

I 48
Cytochrome C Apoptosome formation

Caspase
Cascade

Caspase Activation



Sejtmag és apoptozis

DNS karosodas

i
4

pPS3-p
Sejtciklus leallitasa Hibajavitas Proapopto’tlkus
molekulak 1
G;-S ellendrzési pont Noxa, Puma, Apaf-1,
G,-M ellendrzeési pont Fas, PIDD, stb.

i

it

Endonukleaz-G, AIF — DNS fragmentacio

Lanes 1 2 3 4 5 6 7



Endoplazmatikus retikulum és apoptozis
- mitokondrium fiiggetlen utvonalak -

ER — Ca?* felszabadulas
— Kalpainok (proteazok)

— Kalcineurin — Bad defoszforilacio és aktivacio
(proapoptotikus)

— Szoveti transzglutaminaz — fehérje keresztkotések
— nekrozis gatlasa/apoptozis

Lizoszomak — katepszin felszabadulas



Az apoptozis gatlasa

Apoptozis inhibitor fehérjék (IAP)
Az intrinsic utvonalat és az effektor kaszpazokat gatoljak

- XIAP

- IAP

- Survivin

- Livin

A mitokondriumokbdl kiszabadulé IAP gatlok (Omi, SMAC)
apoptozist valtanak ki

Hosokkfeherjek



Tulelesi szignalok
Trofikus faktorok, sejt-sejt kozotti allomany, sejt-sejt kozotti kodlcsonhatas

Neurotrofinok — Receptor tirozinkinazok — PI3K-Akt utvonal

Letapadas — Integrinek — citoszkeletalis rendszer — Fokalis adhézios kinaz (FAK)

survival signal

PI(4,5)P,

B~ .._g?g( CYTOSOL
PI(3,4,5)P, PH
domains

activated
T e
y and activation 7/

of Akt by PDK1
and mTOR dissociation
/ inactivated Bad
active Akt 14-3-3
protein

Bad

inactive apoptosis-
inhibitory protein
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A sejthalal vizsgalati modszerei
Eletképesség vizsgalatok

- sejtszamolas — Tripan-keék
-az MTT assay - az él6 sejtszam meghatarozasa
- MTT - tetrazoélium gyard
- mitokondrialis hasitas - az élet jele
- oldhatatlan formazan - kolorimetrias meghatarozas

Necrosis vizsgalatok — Membranruptura

- Nagyméretl DNS festékek (Propidium-jodid, SYTOX)
- A sejtekbdl necrosis hatasara felszabadulé enzimek aktivitasanak mérése
— laktat-dehidrogenaz (LDH), glukéz-6-P dehidrogenaz (G6PD)

Apoptosis vizsgalati lehetéségek

1. Korai apoptosis
- membranperturbacio - annexin-V, FITC, aramlasi citometria
- DNS fragmentacio - specifikus ELISA
2. Késdi apoptosis
- necroticus jelleg
- propidium-jodid - magfesteés, flow cytometry



Sejtciklusanalizis
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Az apoptozis vizsgalata
A DNS fragmentacidé kimutatasa
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Az apoptozis vizsgalata
Annexin-V jelolés
Apoptozis:
Foszfatidil-szerin externalizacio — Alexa Fluor488 konjugalt annexin-V
Em/EXx: 488/520

Nekrozis:
Membranruptura — Propidium-jodid
Em/Ex: 530/620
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Az apoptozis vizsgalata
A kaszpazaktivitas kimutatasa

FAM jelolt FLICA reagens
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Az apoptozis vizsgalata
A mitokondrialis membranpotencial vizsgalata

Mitokondrialis membranpotencialhoz asszocialodo festékek
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Az apoptozis vizsgalata
Az apoptoézisban résztvevo molekulak kimutatasa

Pl.: Bcl-2/Bax aranyanak vizsgalata

Bax — proapoptotikus
Bcl2 — antiapoptotikus

staurosporine

bax




Kb6szénom a figyelmet!



