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l. fejezet - Bevezetés — A cellularis
onemeésztés tanulmanyozasanak alapjai

A testalkotok lebontasanak, a fehérje
metabolizmus folyamatanak és kutatasanak
jelentosége

Elsé latasra talan kiilonds lehet, hogy az emésztés és a pusztulas fogalma egy cimben szerepel a megtjulassal. Ez
a latszdlagos ellentmondéas valojaban az élet Iényegét tiikkr6zi. A normalis mi{ikodés fenntartdsahoz és a megfeleld
alkalmazkodashoz, a hibak kijavitasahoz ugyanis folyamatosan meg kell Gjulniuk az é161ényeknek. A megajulas
feltétele a testet felépitd korabban I1étrejott alkotorészek lebontasa, amelyek koziil kiilonds fontossaguak a fehérjék.
A lebontoé folyamatok makromolekuldkat, organellumokat és sejteket egyarant eltavolitanak. Tanulmanyozasuk
viszonylag 0j tudomany teriilet, kezdetei a mult szazad kozepére vezethetok vissza. A réluk vald tudasunk még
mindig erdsen hézagos. Egyre vilagosabban latszik azonban az, hogy a fejlédéstdl, a mindennapi normalis mikodés
fenntartasan at a betegségek lekiizdéséig minden bioldgiai folyamatban nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak. Ennek
megfelelden fokozodik irantuk az érdeklddés a bioldgiai és orvostudomanyi kutatdbmunkaban.

A fehérje metabolizmus vizsgalatanak kezdetei

Az ¢él6lények egyedeinek élete soran 6sidok ota ismert, jol megfigyelhetd valtozas a ndvekedés. A soksejtiick
fejlodésének ¢€s, - a mikroszkdpos vizsgalatok bevezetése utan - a sejtek életciklusanak is a novekedés volt az egyik
feltiing, jol lathato jellegzetessége. Latvanyos, ahogyan az utdodok megsziiletnek, ndvekednek, majd elérik a
szaporodo képességet és a kisebb méretli utdd ujra és Gjra végigjarja ezt a folyamatot. A novekedés kitlinéen
elképzelhetd volt felépitd (anabolikus) folyamatok sorozataként, és a fejlodés morfologiai valtozasai is
magyarazhatoak voltak 0j, mas mindséget 1étrehoz6 un. differencialis novekedési folyamatok megjelenésével.

Nem meglep6 tehat, hogy egészen a huszadik szdzad 30-as éveiig az volt az uralkodé nézet, hogy az él61ényeket
alkotod dsszetevok alapvetden stabilak, miutan a kdrnyezetbdl felvett anyagok atalakitasa révén a sejtek és a szervezet
miikddo részeivé valtak. Leegyszertisitett hasonlattal élve ezen felfogas szerint az él61ény egy olyan gép, amelynek
alkatrészei allandoak, a taplalék pedig foleg lizemanyagként szolgal, ill. kisebb részben az elhasznalodott és
elromlott alkatrészek potlasat végzi. Ez az un. ,,wear and tear” hipotézis, amelynek egyik elsé képviseldje Karl
von Voit (fliggelék 1. abra) volt, akit a modern taplalkozastudomany megalapitdjanak tartanak. Hasonld nézeteket
vallott Otto Folin (fiiggelék 2-3. abra) és Voit tanitvanya Max Rubner (fiiggelék 4. abra).

A fenti nézetet latszolag jol alatamasztotta az a 20. szazad elején mar széles korben ismert tény, hogy az egészséges
felnott szervezet N-egyensulyban van, fiiggetleniil attol, hogy egy adott étrend nagy, vagy kis N-tartalmu. Ennek
megallapitasat JohanKjeldahl (fiiggelék 5-8. abra) mddszere tette lehetdvé, amelynek révén a szerves vegyiiletek
N-tartalmat ammoniava alakitva meg lehetett mérni. A N-egyenstly azt jelenti, hogy a szervezetbe dontéen fehérjék
(az ket alkotd aminosavak) formajaban bevitt és az onnan a lebontas utan foként a vizelettel (els6sorban urea
forméajaban) {irlil6 nitrogén mennyisége azonos (1.1. abra).
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Bevezetés — A cellularis dnemésztés tanulmanyozasanak alapjai
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1.1. abra A fehérjék lebomlasabdl szarmazoé nitrogén tartalmu végtermékek mennyiségének valtozasai éheztetés
és ujra taplalas hatasara

Fejtorést okozott azonban egy jelenség, amit folytatddo fehérje metabolizmusnak neveztek el. Eszerint a nagy N-
bevitelrdl a kicsire vald dtmenet soran a vizeletben jelentds N-lirités mérhetd akkor is, ha a szervezet szamara
biztositva van az energia nem N-tartalmu anyagokkal, tehat nincs Un. kalorikus éhezés, vagyis a szervezetnek nem
kell lebontania az aminosavakat az energia termelés érdekében. (Természetesen a folytatddoé protein metabolizmus
észlelhetd teljes éhezéskor is.) Ez csak azzal magyarazhatd, hogy ilyenkor valahol a szervezetben fehérjék bomlanak
le. Mivel az éhezési koriilmények kdzott a taplalék révén nem jut a szervezetbe fehérje, ez a lebomlast jelzo iiritett
N nem szarmazhat kdzvetleniil a taplalkozassal bevitt fehérjébdl.

Ugy latszik tehat, hogy nemcsak a taplalék fehérjéi, hanem a szervezetbe mar korabban beépiilt fehérjék is
lebomolhatnak. Megerdsitette ezt a tényt az, hogy a folytatodo protein metabolizmus olyan koriilmények kozott
is kimutathatd, amikor biztositottak a N-egyenstly megtartasat és csak a kén tartalm(i aminosavak bevitelét
szlintették meg (Keighley és Borsook, 1935)(1.2. abra).

abevitt
és tavozd
N

S
mennyisége -S l +S l

id6
(napok)

1.2. abra A folytat6do fehérje metabolizmus akkor is megjelenik, ha a nitrogén egyensuly fenntartasa mellett csak
a kén tartalmtl aminosavakat vonjak meg a taplalékban.

Uj szemlélet, a testfehérjék dinamikus
allapotanak felfedezése

A folytatodo fehérje metabolizmus furcsa jelenségének magyarazataban a dont6 1épést az izotdpokkal végzett
kisérletek jelentették. Ebben uttoré munkat végzett a magyar szarmazasu Hevesy Gyorgy (fiiggelék 9. abra) akit
eredményeiért Nobel-dijjal jutalmaztak. A Hevesy altal kidolgozott mddszer alapjan Rudolf Schoenheimer
(fuiggelék 10-11. abra) az 1930-as években stabil [1 5N]—izot(')pot hasznalt a fehérjék metabolizmuséanak vizsgalatara.
Arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a taplalékkal felvett és megemésztett fehérjékbdl 1ényegesen tobb [15N]-el
jelzett aminosav épiil a szervezetbe, mint amit az iirités mutat (Schoenheimer, 1942). Schoenheimer hasonlo
kisérleteket végzett lipidekkel kapcsolatban is, és azt az altalanos kovetkeztetést vonta le, hogy a szervezet és a
sejtek alkotorészei allandoan lebomlanak, anyaguk pedig frissen késziilt alkotok szintézisében azonnal ujrahasznosul.
Dinamikus egyensuly van tehat a felépités (anabolizmus) és a lebontas (katabolizmus) kozott, ami az alkotorészek
folyamatos megujulasat (turnover) biztositja. A folyamatot jol lehet illusztralni egy szupermarket mitkodésével.
A polcokrol a vasarlok folyamatosan és fajtanként valtozo sebességgel viszik el az oda kitett arut, az arufeltdltok
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pedig, idealis esetben a fogyas mértéke szerint, potoljak a termékeket. Ekozben az egyes aruféleségek mennyisége
apolcokon allando marad. (Schoenheimer eredetileg a hadseregbe valo besorozéssal és az onnan vald leszereléssel
szemléltette felfogasat.) Az a gondolat, hogy a testalkotod fehérjék intracellularisan lebomolhatnak, tehat 1étezik
un. endogén proteolizis, rendkiviil szokatlan volt. A folyamat Iétezésére feltétleniil egzakt kisérleti bizonyitékokat
kellett talalni.

A tovabbiak megértéséhez roviden ki kell térni a fehérjelebontas izotdpok segitségével vald mérésének modszerére.
Az eljaras 1ényege, hogy megfeleld feltételek mellett egy jol megvalasztott stabil, vagy radioaktiv izotoppal jelzett
aminosavat épitiink a fehérjékbe, majd megmérjiik annak a lebontas altal felszabaditott mennyiségét. Egy egyszerti
in vitro végzett izotop jelzéses kisérlet vazlatat mutatja az 1.3. dbra.

1.3. abra A fehérjék izotopos jelzése és a lebontas mérése in vitro. Egy izotoppal (pl. b-sugarzé [14C]- el jelzett,
jol kivalasztott (nem metabolizal6dd) aminosavat (pl. m4j esetében ilyen a valin) adunk a sejteknek. A hozzaadott
aminosavnak nem az dsszes molekuldja jelzett, a jelzettség aranyat az un. specifikus aktivitas mutatja meg (egysége
radioaktivitdas/mM aminosav). A fehérjeszintetizalo apparatus a jelzett (x) €s a nem jelzett (x) valint egyarant beépiti
a fehérjékbe (kék vonal) (1). Ezutan BSS-el (fiziologias puffer) mossuk a sejtjeinket, hogy a jelzett szabad (fehérjébe
be nem épiilt) aminosavat eltavolitsuk (2). A sejtekhez 1j médiumot adunk, amiben a jelzé aminosav sokszoros
koncentraciéban van jelen (,,chase” médium). Ebben a médiumban tovabb mikddnek a sejtek, 0j fehérjéket
szintetizalnak is, és le is bontanak (3). A lebontott fehérjékbdl felszabadul az aminosav. Mivel a nem jelzett
aminosav sokszoros koncentracidoban van jelen, a felszabadult jelzett aminosav molekulak nem épiilnek be jelentds
mennyiségben az Gijonnan szintetizalt fehérje molekulakba, igy az oldatban felhalmozddnak (3). Erds sav segitségével
kicsapjuk fehérjéket (4), majd centrifugalassal iilepitjiik 6ket (5). A feliiliszoban (6) mérhet6 a lebontott fehérjékbol
felszabadult radioaktiv aminosav. Ennek mennyiségébdl kovetkezethetiink a lebontas mértékére.

A fehérjek jelolését in vivo is el lehet végezni. Mivel olyan aminosav nincs amelyik valamilyen szervben ne
metabolizalédna (ennek legfoljebb a mértéke valtozik), szamithatunk arra, hogy a jeldlés ,,szétszorodik™ és in vivo
az ujra beépiilés sem akadalyozhatd meg, mivel nem alkalmazhatunk ,,chase” médiumot. Emiatt jelentds
hattérjelolddést kapunk. A lebontas mérését in vivo jelolés utan is jobb a kivett szerveken, vagy sejteken in vitro
végezni, tobbek kozott azért, mert igy kdnnyebb meggatolni az Gjra beépiilést. Az in vivo jel6lésbol szarmazo
hattér jelolést a kisérlet indulasakor vett kontroll mintakkal lehet figyelembe venni.

Az egyes fehérjek jelolodésének intenzitasa a turnoveriik sebességével egyenesen aranyos lesz. Mivel az egyes
fehérjéket nem kiilonitettiik el, az itt ismertetett egyszeri modszerrel egy atlagos lebomlasi értéket mériink. Ebben
a jelolés id6tartamatol (azaz a radioaktiv aminosavnak a fehérjeszintézis szamara valo rendelkezésre allasanak
idotartamatol) fiiggden reprezentaljak magukat a fehérjék. A rovidebb jeldlési id6 a nagyobb, a hosszabb pedig a
kisebb turnovert fehérjéket preferalja. Ahhoz, hogy egy bizonyos fehérje turnoverére kapjunk adatokat izolalnunk
kell az adott proteint.

Az intracellularis fehérjelebontas létezésének
kozvetlen kisérleti bizonyitékai és tovabbi
kérdések

Az intracellularis fehérjelebontas egyik fontos sajatossagat feltaro els6 kozvetlen és jelentds kisérleti bizonyitékot
Melvin V. Simpson publikalta az1950-es évek elején. Eszerint a taplalék bélben valdé emésztésekor zajlo
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fehérjelebontas és a majsejtekben folyd endogén proteolizis alapvetden kiilonbozik egymastol. Az utdbbi ugyanis
oxigén hiany hatasara csokken, tehat energiat (ATP-t) igényel (Simpson, 1953).

Harry Eagle (fliggelék 12. dbra) és munkatarsai 1959-ben dontd kisérletsorozatot publikaltak a szovettenyészeti
sejtekben folyo fehérje megtjulas (turnover) bizonyitasara.

[14C]—el jelzett tirozint vagy fenilalanint adtak a médiumhoz, de egy vagy tobb mas esszencialis aminosavat
kihagytak beldle. Ilyen koriilmények kdzott, a korabbi elképzelés szerint stabil fehérjéket feltételezve, nem lehetett
fehérjeszintézis. A szovettenyészet ilyenkor valoban nem ndvekszik, az 6sszes fehérjetartalma vagy stagnal, vagy
kissé csokken. Ennek ellenére a radioaktiv aminosav 0,7-1 %/h sebességgel beépiil proteinbe, az izotdp hozzaadasa
utan 24-48h kozott mérve (Eagle és mtsai., 1959). Nem mérhetd tehat ,,netto protein szintézis”, vagyis nincs protein
tartalom novekedés, €s mégis van aminosav beépiilés, mégis van protein szintézis. Egy tijabb kisérletben megmérték
azt is, hogy névekvo tenyészetekben a protein tartalom névekedése altal indokoltnal jelentésen nagyobb mértékben
¢épiilt be a radioaktivitds. A tovabbi részletek mell6zésével a legfontosabb megallapitast idézem. Eszerint a sejtek
sajat fehérjéiket intracellularisan maguk bontjak le, és a lebontas eredményeként keletkezett aminosavak ugyancsak
sajat fehérjéik szintézisében ujrahasznosulnak (Eagle és mtsai., 1959).

Fontos megjegyezni még azt is, hogy tovabbi kisérletek szerint tévesnek bizonyult az a dogma, hogy a
baktériumokban nincs fehérje turnover. Kimutattak, hogy ez a latszat azért keletkezett, mert optimalis koriilmények
kozott €16, exponencialisan ndvekvo tenyészeteket vizsgaltak, ahol valoban nincs endogén fehérjelebontas. Nem
novekvo baktérium tenyészetekben az eukariota sejtekéhez hasonlo turnover mérheté (Mandelstam, 1958).

A hatvanas évek elejére elddlt tehat a kérdés, minden kétséget kizaroan megallapitottak, hogy l1étezik intracellularis
fehérje lebontas. (Az angol nyelvii szakirodalomban erre tobb szakkifejezést hasznalnak pl. ,.intracellular protein
degradation”, ,,endogenous proteolysis”, ,.intracellular protein breakdown”). A sejtek sajat citoplazmajukban,
energia felhasznalasaval, aktivan és folyamatosan aminosavakra bontjak sajat fehérjéiket, és az igy keletkezett
aminosavakat azonnal felhasznaljak, foként 0j fehérje szintézisére.

A dontd bizonyitékok megsziiletése utan nyomban 11j kérdések sora mertilt fel.
Miért energiaigényes az intracellularis lebontas, amikor a bélben a fehérjelebontas nem az?
Miért kell egyaltalan lebontani a mar megszintetizalt fehérjéket?

A fehérjeszintézis id6 és energiaigényes folyamat, a lebontasa szintén az. A sejt és a szervezet tehat energiat és
id6t fordit arra, hogy lebontsa azt, amit id6 és energia felhaszndlasaval megszintetizalt. Mi ennek az értelme?

Az endogén fehérjék intracellularis lebontdsdhoz nyilvanvaléan endogén proteazok kellenek. Melyek és hol
talalhatdk a sejtben a lebontast végzd proteazok, milyen jellegzetességeik vannak?

Hogyan miikodik az endogén fehérjék intracellularis lebonto rendszere, hogyan valogat, és mi szabalyozza? Vajon
csak egy, vagy tobb lebonto rendszer van? Ha az utobbi igaz, akkor milyen viszonyban vannak egymassal, milyen
kozottiik a munkamegosztas?

A kérdésekre csak meglehetdsen lassan sziilettek a valaszok, és természetesen tjabb kérdések is felmeriiltek.
Kiilonosen az 1970-80-as években gyakran hangoztattdk a témaval foglalkoz6 kutatok, hogy az anabolikus
folyamatokéhoz képest elmarad a katabolikus folyamatok tanulméanyozasa, és a roluk valé tudasunk. Ez a kijelentés
ndvekvo ismereteink ellenére, még ma sem vesztette érvényét.

Mar maganak a lebontasnak a puszta jelent6sége is kevésbé kézenfekvo a szintézisénél, emiatt fogadtak el olyan
sokaig a ,,wear and tear” hipotézist. Miért van tehat egyaltalan sziikség lebontasra? Ennek magyarazata éppen a
gyors ¢és hatékony fejlodés és alkalmazkodas kényszerébdl adodik. A hatékonysag alapfeltétele, hogy megfeleld
mindségben, mennyiségben, kdnnyen és gyorsan hozzaférhetd legyen az, amire éppen sziikség van. Kénnyebb
belatni a lebontas jelentdségét a test mindségi Osszetételével kapcsolatban. Nyilvanvald, hogy f6l6sleges megtartani
mindazt, ami csak a fejlédés egy-egy szakaszaban mikddik; nem érdemes hosszan tarolni azt, ami csak ritkan
sziikséges; el kell tavolitani mindazt ami ,,elkopott, elromlott”, tehat hibas. A mindségi szabalyozas mellett azonban
a lebontasnak nélkiilozhetetlen szerepe van az 6sszes folyamatosan, de valtozé intenzitassal hasznalt testalkoto
fehérje mennyiségi szabalyozasaban is. Ha egy testalkotd proteinbdl tobb, majd kevesebb, majd ismét tobb kell,
akkor a csokkentést lebontas nélkiil lehetetlen elérni. Emellett, ha ismét tobb kell valamibdl, akkor a mennyiséget
azonos szintézis sebesség mellett is el lehet érni a lebontds csokkentésével. A lebontasnak a mennyiségi
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szabalyozasba valo belépése 11j dimenzidt nyit a regulacios lehetéségek dinamikéajanak, és ezaltal az alkalmazkodo
képességnek a fejlodésében (1.4. abra).

Szintézis Lebontas

' ) ¥

4
o]
\4

1.4. ébra A ndvekedés szabalyozasanak lehetdségei a lebontas részvételével.

Az intracellularis lebonté folyamatok
komplexitasanak feltarasa; teljes citoplazma
részek és organellumok lebontasa autofagia
reven

Az 1950-es évek soran a lebont6 folyamatokkal kapcsolatos masik nagy jelentdségii 0j fejlemény a lizoszoéma
felfedezése volt. Christian de Duve (fiiggelék 13. dbra) a szubcellularis alkotok centrifugalis iilepitésével olyan
membrannal hatarolt részecskéket mutatott ki, amelyekben az Gsszes sejtalkoté emésztésére alkalmas minden
enzim jelen volt (de Duve, 1959; de Duve és mtsai., 1955). A felfedezés, és az azt kdvetden kapott eredmények
jelentéségét a de Duve-nek 1974-ben odaitélt orvosi Nobel-dij mutatja. A lizoszoma tehat elvileg képes lehetett

arra, hogy elvégezze az intracellularis fehérje lebontast. Az endogén fehérjelebontasrol és a lizoszomakrol szerzett
kisérleti ismeretek azonban nagyon sok szempontbdl nem voltak egymassal 6sszeegyeztethetoek.

A sejtbiokémiai mérések alapjan az 1960-as évek kdzepére vilagosan kideriilt, hogy ha 6sszehasonlitjuk az egyes
testalkoto fehérjék turnoverét, az igen tag hatarok kdzott mozog.

A turnovert leggyakrabban a fél-életidével (half-life) jellemzik. A fél-¢letid6 alatt azt az id6t értjiikk, amely alatt
egy a sejtben allando koncentracidban jelen 1év6 fehérje molekulainak fele lebomlik, és Gjra szintetizalodik. A
mérések azt mutattdk, hogy percekben, orakban, napokban, s6t honapokban és években mérheté fél-életidejii
fehérjék is 1éteznek (Goldberg és St John, 1976; Schimke, 1970). A heterogenitas nemcsak a citoszolikus fehérjékre
értendé. Kidertilt, hogy még az azonos organellumban és a membranokban 1év6 fehérjék turnovere is eltér egymastol
(Siekevitz, 1972). Ekdzben normalis esetben az egész kifejlett allatra, annak egyes szerveire, szoveteire és
organellumaira nézve is lehet kiilonb6z6 az atlagos turnover és emellett a teljes protein tartalom hosszabb tavon
allandé marad. Mindez mar a sejtek szintjén sem egyszerii, de amint azt az 1.5. abra elvi sémaja mutatja a teljes
szervezet szintjén kiillondsen bonyolult szabalyozasi folyamatok és kolcsonhatasok meglétét vetitette elére (1.5.
abra).
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SZINTEZIS LEBONTAS

Az egész szervezet fehérjetartalma
: Az egyes szervek, szovetek :
fehérjetartalma
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1.5. abra A fehérje egyensuly szintjei soksejtli szervezetekben. A fehérje egyensuly megteremtése a soksejtii
szervezetekben a kiilonb6z6 szervezddési szintek hierarchikus egymasra épiilésének megfelelden torténik. Minden
szinten biztositani kell a szintetikus és lebontd folyamatok megfelelé egyensulyat. Ennek érdekében a szintetikus
és a lebontd folyamatokat iddben is Ossze kell hangolni. A pontosabb kép érdekében és a szabalyozas
bonyolultsdganak illusztralasara a fenti altalinos megallapitast ki kell egésziteni legalabb két megjegyzéssel. 1.
Az egyensuly altalanos tendenciaként érvényesiil; allando, dinamikus és bizonyos hatarok kozotti fluktudcié mellett,
ami a természetes fizioldgias alkalmazkodas része. Ilyen fluktuaciot okozo hatasok pl. a napszakos, a taplalkozasi
¢s a szexudlis ciklus ritmusanak valtozasai. 2. A lebontashoz szorosan hozzatartozik az Gjrahasznositds. Emellett
azonban valddi fehérjeveszteség is torténik (pl. szekrécids termékek, az elhalt bor és bélhamsejtek, menstruacios
vér, ejakulatum tavozasaval stb.), amit a szintézisnek szintén potolnia kell.

Az egyes fehérjék lebontasanak egyedi értékei specifikus szabalyozas €s lebontd rendszer létére utaltak. Ez
elméletileg megvalosulhat pl. ugy, hogy minden fehérjének 1étezik egy lebontd enzime. Egy ilyen rendszer azonban
végtelen sorozathoz vezet (Schimke, 1970), mivel a lebontot és a lebontd lebontdjat is le kell bontani, stb. Ezért
elvi meggondolasok alapjan is vilagos, hogy ha vannak is adott fehérjére specifikus lebont6 enzimek, 1éteznie kell
legalabb egy nem specifikus degradacios rendszernek is, amelyik nem csak egy adott fehérjét ismer fel.

Az egyik f6 kérdés tehat a lebonto rendszer szelektivitasat érintette. Ennek magyarazatara felmeriilt, hogy az egyes
fehérjéknek, mint szubsztratoknak, kiilonbozé érzékenységiik lehet egy feltételezett nem specifikus lebontod
rendszerrel szemben. Emiatt az 1970-es években fellendiil6 kutatomunka jelentés mértékben a lebontast meghatarozo
molekularis szerkezeti tulajdonsagoknak, azaz a szelektivitas biokémiai alapjainak felderitésére iranyult. Kideriilt,
hogy az aminosav analdgok beépiilésével létrehozott abnormalis fehérjéket mind a baktériumok (Goldberg és Dice,
1974), mind az eukariota sejtek fokozott sebességgel bontjak (Knowles és mtsai., 1975; Rabinovitz és Fisher, 1964;
Schimke és Bradley, 1975). Mivel az abnormalis konformacio hajlamosit a lebontéasra, felmeriilt az a lehetdség,
hogy a normalis proteinek egyedi élettartamat is valamilyen szerkezeti sajatossaguk hatarozza meg (Schimke és
Bradley, 1975).

Kimutattak pl. azt, hogy a fehérjék denaturalhatdsaga savas pH és magas hdmérséklet hatasara, korrelacioba hozhatéd
a fél-¢letidejiikkel (Goldberg és St John, 1976). A lebontast befolydsold tényezdként szadmos egyéb paraméter
(hidrofobicitas, az alegységek mérete, izoelektromos pont, enzimek esetében a szubsztrat jelenléte, abnormalis
térszerkezet stb.) is szdba keriilt (Ballard, 1977; Goldberg és St John, 1976), de ezeknek a tényezdknek a szerepe
tovabbi vizsgalatra szorult.

A hosszu és rovid életidejli fehérjék
lebontasanak kulonbozéségei, a két f6 lebonto
mechanizmus létezésének felismerése

Poole és Wibo mar 1973-ban megfigyelte, hogy patkany fibroblaszt tenyészetekben a friss médium tartalmaz
valamilyen faktort ami csak a hosszabb életidejii fehérjék lebontasat gatolja (Poole és Wibo, 1973). Knowles és
Ballard szovettenyészetben tartott Reuber H35 hepatoma sejteken végzett kisérletei kimutattak, hogy egy sor
egymastol nagyon kiilénboz6 szer (inzulin, cikloheximid, puromicin, leupeptin, antipain és magzati borjuszérum),
hasonlo jelolési feltételek mellett, ugyanolyan maximalis mértékben (30 %) képes gatolni a normalis fehérjek
intracellularis lebontasat. Hasonld koriilmények kozott a fenti anyagok nem befolyasoltak az aminosav analog
fluorofenilalanin (Neff és mtsai., 1979) vagy kanavanin (Knowles és Ballard, 1976) beépitésével abnormalissa tett
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Ballard, 1976).

A szerzok ezen eredmények alapjan azt az elképzelést alakitottak ki, hogy két alapvetd lebontd mechanizmus
miitkodik az eukaridta sejtekben. Az egyik az abnormalis és rovid életidejii fehérjék lebontasara specializalodott,
amelyre a fenti gatloszerek nem, vagy alig hatnak. Ezen utobbi lebontdé mechanizmusnak a tovabbi vizsgalata soran
kapott eredmények vezettek el késdbb az ubiquitin-proteaszoma rendszer felfedezéséhez, amit kémiai Nobel-dijjal
ismertek el 2004-ben. A harom dijazott Aaron Ciechanover, Avram Hershko ¢s Irwin Rose (fiiggelék 14.,15.,
16. abra). Koziilik Avram Hershko, azaz Hersko Ferenc Magyarorszagon sziiletett. Az ubiquitin-proteaszéma
rendszerrel kdnyviink a kés6bbiekben részletesen foglalkozik.

A jelzett fehérjék lebontdsanak sejtbiokémiai mérései alapjan Knowles és Ballard egy masik lebontd rendszer
létezésére is javaslatot tett (Knowles és Ballard, 1976). Ennek f6 jellegzetességeit a kovetkezokben lattak. Az
¢hezés és a novekedési faktorok hianyaban (angol kifejezéssel ,,stepdown”, tehat a katabolizmusnak kedvezd,
koriilmények kozott) aktivalodik és az ellenkezd, tehat anabolikus hatasokra (inzulin, aminosavak, szérum) gatlodik,
emellett az tlagosan hosszabb életidejii fehérjék lebontasat végzi.

Az autofagia folyamatanak felfedezése és
elektronmikroszkopos vizsgalatanak kezdetei

A teljes kép felvazolasahoz ezen a ponton vissza kell térniink az 1950-es évek sejtbiologiai vizsgalataihoz. Az
1950-es évek masodik felében kovetkezett be az a korszak, amikor a bioldgiai mintak elektronmikroszkopos
vizsgélatanak moddszerei elég fejlettek lettek ahhoz, hogy megkezdddjék a sejtek finomszerkezetének
(ultrastrukturajanak) rendszeres vizsgalata. Az elektronmikroszkdp nagy felbontasa révén a sejtek alkotorészeinek
megfigyelése a nm-es tartomanyig tagult. Leirhatova valtak a sejteket felépité legfontosabb organellumok és
makromolekularis komplexumok elektronmikroszkopos finomszerkezeti tulajdonsagai. Megkezdddhetett ezeknek
az alkotorészeknek a sejtbiokémiai modszerekkel kapott adatokkal vald Gsszevetése és funkcidjuk felderitése.
Ennek a kutatasi trendnek Christian de Duve mellett két tovabbi képviseldje (Albert Claude és George E. Palade)
szintén megkapta a Nobel-dijat 1974-ben.

A sejtek elektronmikroszkopos szerkezetét tanulmanyozo kutatok 1954-ben (Rhodin, 1954) majd 1957-ben (Clark,
1957) szokatlan jelenségre lettek figyelmesek vese tubulusok hamsejtjeiben. Megfigyelték, hogy a citoplazmaban
talalhatd membrannal hatarolt sotétebb beltartalm®l un. ,,densz” testek (dense bodies, sotét testek) belsejében
kiilonos médon néha mitochondriumok fordulnak els. Ujabb éveknek kellett eltelniiik ahhoz, hogy 1959-ben Alex
Novikoff, a kor legkivalobb citokémikusa ujra felfigyeljen erre a jelenségre. Novikoff azt talalta, hogy az ureter
lekotése utan nagy szamban jelennek a vese hamsejtjeiben, vagy majsejtekben Triton-WR1339-el kezelt allatokban
nemcsak mitochondriumot, hanem a sejt sajat citoplazmajanak egyéb részeit is tartalmazé membrannal hatarolt
testek. Azt is kimutatta, hogy ezekben lizoszomalis enzimek talalhatok (Novikoff és Essner, 1962) (1.6. abra).
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Bevezetés — A cellularis dnemésztés tanulmanyozasanak alapjai

1.6. abra A membrannal hatarolt, citoplazma alkotokat tartalmazé vakudlakban savas foszfatdz enzim jelenlétét
mutatja a fekete csapadék. M: mitokondrium; a nyilak a vakuéldkban 1évé mitokondrium krisztdira mutatnak
(patkany izolalt majsejt)

Levonta tehat azt a helyes kovetkeztetést, hogy a megfigyelt képek a lizoszomalis autolizis jeleit mutatjak (Novikoff,
1959). Ezeknek az 6nemésztd testeknek a megnevezésére a ,,cytolysome” kifejezést hasznalta (Novikoff, 1960).
Ashford és Porter majsejtekben, glukagon kezelés nyoman talaltak citoplazma komponenseket tartalmazo,
membrannal hatérolt testeket, melyeket fokalis autolizist végzd lizoszomaknak tartottak (1.7. dbra) (Ashford és
Porter, 1962).

1.7. abra Citoplazma részek membrannal hatarolt testekben glukagont tartalmaz6 médiummal perfundalt patkany
majban. 1: jol felismerhetd mitokondrium a membrannal hatarolt testben; 2: degradalédo anyagot tartalmazo
membrannal hatarolt test: fokalis autolizis (patkany majsejt)

Mindezek azt bizonyitottak, hogy maguk a sejtek képesek sajat citoplazmajuk kisebb-nagyobb részeit a lizoszomalis
rendszeriik segitségével megemészteni.

Mivel a funkcionalis hattér eleinte még nem volt vilagosan tisztdzott, Jan L. E. Ericsson ¢s Benjamin Trump
(fuggelék 17. abra) kizardlag morfologiai kritériumok alapjan bevezette a ,,cytosegresome” (szegregalod
citoplazmatikus organellum) kifejezést (Ericsson és Trump, 1964). Az ilyen Onemésztd citoplazmatikus
organellumokra de Duve javasolta az ,,autofag vakuola” elnevezést (de Duve, 1963; de Duve, 1964). Ez a kifejezés
a membrannal hatarolt, morfologiailag azonosithato citoplazma alkotokat tartalmazo test megnevezésére szolgal,
tekintet nélkil arra, hogy a benne zajlo lebontas mennyire elérehaladott. Ugyancsak de Duve allitotta parhuzamba
a sejt altal kiviilrél felvett anyagok emésztését a sajat citoplazma részek emésztésével, és javasolta a heterofagia
és autofagia kifejezést az elébbi, illetve az utdbbi intracellularis emészté folyamat megnevezésére (de Duve és
Wattiaux, 1966).

Az els6 megfigyeléseket az 1960-as évek kozepén rendszeres elektronmikroszkdpos vizsgalatok sorozata kovette.
Kezdetben az egyik leginkabb izgalmas kérdés az volt, hogy hogyan keriil be egy membrannal hatarolt térbe a
citoplazman beliil maganak a citoplazmanak egy része? Masképpen fogalmazva, hogyan torténik a lebontandé
citoplazma rész membrannal vald elkiilonitése a citoplazma tobbi részétdl. (Erre a folyamatra ma is tobb kifejezést
haszndlnak Gigymint izolalas, szegregalas, szekvesztracio; isolation, segregation, sequestration.) Ennek a kideritése
soran meg kellett kiizdeni a hagyomanyos, metszetekkel dolgozé elektronmikroszkopia azon alapvetd problémajaval,
hogy kétdimenzios adatokbdl négydimenzids kovetkezetéseket kell levonni. Ennek ellenére az 1960-as évek
masodik felének végére széles korben elfogadott leirasa sziiletett az autofagia szdmos alapvetd jellegzetességének.
Ericsson 1969-ben kozolt 6sszefoglalojaban tobbféle, spekulativ titon felvetett elvi lehetdséget mutat be az autofag
vakuolak keletkezésérol (Ericsson, 1969a) (1.8-1.11. abra).

—OeE—©-©

plazma
membran

1.8. abra Egy vagy tobb endocitdzis vakuola lapul el és veszi korbe a citoplazma egy részét
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plazma
membran

1.9. abra A mitokondrium éathatol egy mar meglévé endocitozis vakudla membranjan 1évo résen

©—®

plazma
memhbran

1.10. dbra A citoplazmaban mar meglévd, vagy Gjonnan (de novo) keletkezett ciszterna hajtja végre a szekvesztraciot

©-—©

plazma
membran

1.11. abra Egymasra hajlé membran lemezek végzik a szekvesztraciot melyek végiil dsszetapadnak

A kiigazodast erésen zavarta, hogy egyetlen membrannal hataroltak mellett, viszonylag nagy szdmban fordulnak
eld kett6s membrannal burkolt autofag vakuolak is. Az ilyen kettds hatdrolo membran ciszternaszerii megjelenést
mutat (1.8. és 1.11. abra). Mivel az autofadg vakuodlak inkabb a sejt belsejében jelentek meg mint a sejtmembran
mellett, valoszinlibbnek latszott a hatdrold6 membrannak az endoplazmas retikulumbdl val6 szarmazas (Ericsson,
1969a). Ez a vélekedés azonban tovabbra is hipotetikus maradt, mert nem volt rad meggy6z6 bizonyiték.

A kés6bbiek soran egyértelmiien tisztazodott, hogy az 1.10. abran bemutatott lehet6ség hasonlit legjobban a
valosaghoz. Ezzel azonban még nem igazolddott a hatarold6 membrannak az ER-bdl vald szarmazasa, tehat nem
oldodott meg a probléma amelynek, 1ényeges kérdései ma is valaszra varnak. Az erre vonatkozo vitaval a
tovabbiakban is foglalkozunk.

Az autofag vakuodlak alapveto jellegzetességei
és elektronmikroszkopos felismerésuk
kritéeriumai

Az 1960-as évek soran kialakultak a szempontok az autofag vakuo6lak felismerésére. Ezek némi kiegészitéssel ma
is érvényesek ¢és fontos lenne, hogy minden esetben precizen alkalmazzak 6ket 11j objektumoknak (sejttipusoknak)
az autofagia kutatdsdba valé bevonasakor. Az autofag elemek elektronmikroszkdppal torténd azonositisa
nélkiilozhetetlen az ujabban egyre tobbszor hasznalt fény- és elektronmikroszkopos markerek specificitasanak
igazolasahoz is. A bizonyités alapja, mintegy az autofagia ,,conditio sine qua non”-ja (ami nélkiil nem beszélhetiink
autofagiarol), hogy a metszeteken membrannal teljesen koriilhatarolt citoplazma teriiletek forduljanak eld. A
hatarold (izolalo, szegregalo, szekvesztrald) membran fontos és alapvetd tulajdonsaga, hogy feliiletén nincsenek
riboszomak, tehat un. sima felszinli membran (1d. az 1.10. abrat).

Az 1960-as évek soran sok minta gondos elemzésével megallapitottak, hogy a legkorabbi autofag vakuolak,
amelyekben a citoplazma tartalom a morfologiai valtozas jeleit még egyaltalan nem mutatja, mind kett6s membrannal
burkoltak. Az igy 1étrejott testet a de Duve és Wattiaux altal eredetileg hipotetikusan javasolt kifejezéssel ma is
autofagoszomanak nevezziik (de Duve és Wattiaux, 1966).
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Bevezetés — A cellularis dnemésztés tanulmanyozasanak alapjai

A két membran kozott rendszerint rés mutatkozott ami ciszternaszerli megjelenést adott a szekvesztrald6 membrannak
(Ericsson, 1969b; Glinsmann és Ericsson, 1966). Elsdsorban ennek alapjan a kutatok tobbsége azt feltételezte,
hogy a szegregal6 membran az ER ciszternabol annak kozvetlen transzformacidja altal keletkezik, bar szemben
az elébbivel, az utdobbihoz riboszomak kapcsolddnak. Noha a legtobb figyelmet és energiat is e lehetOség
igazolasanak szentelték, nem sikeriilt kelléen meggy6z6 bizonyitékokat, pl. a kétféle membran kozotti direkt
atmenetet talalni az izolald6 membran eredetének egyértelmi eldontéséhez.

Az 1960-as évek masodik felében véglegesen tisztaztak, hogy az autofagoszoéma lizoszomaval vald fizi6 révén
alakul 4t autolizoszomava, és beltartalma ezt kdvetéen morfologiailag szétesik (degradalodik), majd megemésztdik
(Arstila és Trump, 1969; Ericsson, 1969b). A 1.12.-1.16. abra a klasszikus, szekvesztracioval kezd6d6 autofag
folyamat f6 1épéseit mutatja.

"msildmmear O autolizoszéma
fozié
- E h, a lebontott
’ | anyag
] &y visszajut a
J citoplazmaba

Q=

szekveszlracio autofagoszoma lebontas

1.12. abra A szekvesztracidval induld autofag folyamat f6 1épései. A ma is vitatott eredetli és keletkezési
mechanizmusu riboszoma mentes kétrétegii szekvesztracids membran ,.koérbenovi” a citoplazma egy részét. A
kettés membrannal hatarolt test az autofagoszoma, benne lebontas még nem folyik. Az autofagoszoéma primer
lizoszoémaval fuzional, ennek révén lebontd enzimekhez jut, autolizoszémava alakul

1.13. abra A szekvesztracioval indul6 autofag folyamat els6 1épése elektronmikroszkopos képen. A ma is vitatott
eredetli és keletkezési mechanizmust riboszoma mentes kétrétegli szekvesztraciés membran ,.korbendvi” a
citoplazma egy részét. (egér ondoholyag hamse;jt)

1.14. abra A szekvesztracioval induld autofag folyamat korai fazisa elektronmikroszkopos képen. A ma is vitatott
eredetli és keletkezési mechanizmust riboszoma mentes kétrétegli szekvesztracids membran ,.korbendvi” a
citoplazma egy részét. (egér ondoholyag hamse;jt)
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Bevezetés — A cellularis dnemésztés tanulmanyozasanak alapjai

1.15. dbra Az autofagia elektronmikroszkopos képen. A kettés membrannal hatarolt test az autofagoszoma. Benne
lebontas még nem folyik. (egér ondohdlyag hamsejt)

1.16. abra Autofagoszéma primer lizoszémaval fuzional, ennek révén lebontd enzimekhez jut, autolizoszoémava
alakul. Az autolizoszomaban zajlik a szekvesztralt citoplazmatikus anyag lebontasa, ami altal a szekvesztralt
citoplazmatikus alkotorészek felismerhetetlenné valnak majd teljesen elemésztédnek (egér ondoholyag hamsejt)

Fontos hangstlyozni, hogy az autofagia elektronmikroszkopos kimutatasahoz dnmagaban nem elegendd, ha a
metszetben (tehat sikban) kettés membrannal koriilvett citoplazma részeket latunk. A teljes zartsag bizonyitasat
minden igényt kielégité modon sorozatmetszetek készitésével végezhetjiik el (1.17-1.20. abra). Ez azonban rutin
vizsgalatok szamara tilsagosan faradsagos és hosszadalmas, ezért alkalmazasara ritkan keriil sor.

1.17. ébra Egy autofagoszoma sorozatmetszet els6 képe, a metszés sikja éppen eléri a vakuolat. Latszik, hogy az
autofagoszomat hatarolé membran a metszeten zart; (C. elegans hamsejt)

1.18. abra Egy autofagoszoma sorozatmetszetébdl az autofagoszoma kodzepéhez kozel késziilt metszet. Latszik,
hogy az autofagoszomat hatarold6 membran a metszeten zart; (C. elegans hamsejt)
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1.19. abra Egy autofagoszéma sorozatmetszetébodl az autofagoszoma kodzepéhez kozel késziilt metszet. Latszik,
hogy az autofagoszomat hatarold6 membran a metszeten zart; (C. elegans hamsejt)

1.20. abra Egy autofagoszoma sorozatmetszetébol késziilt kép, ahol a metszési sik még éppen érinti a vakudlat.
Az el6z6 képekkel egybevetve latszik tehat, hogy az autofagoszomat hatarolé6 membran minden metszeten zart;
(C. elegans hamsejt)

Ujabban bizonyos mértékig segithet ebben az un. haromdimenzids elektronmikroszkopia (3D electron microscopy)
ami, bar nem egyszertiien, de lehet6vé teszi a szokasosnal 2-3-szor vastagabb (250-300 nm) metszetek vizsgalatat.

A sorozatmetszetek hianyat potolhatja a degradacios sorozatok létének bemutatéasa is. Ezek az emésztés elorehaladasat
kozvetetten bizonyitd, a membrannal koriilvett szegregalt citoplazma komponensek morfologiailag kimutathato
fokozatos dezintegraciojat mutatd képsorok (1.21-1.24. abra). A médszer Iényegében a folyamat iddbeli nyomon
kisérését jelenti. Logikai alapja az, hogy ha a dezintegralodas fokalis marad, (azaz a hatarol6 membranon beliilre
korlatozodik), az kdzvetve a harom dimenzioban vald zartsagot bizonyitja (Ashford és Porter, 1962). A fokalis
degradacios jelleg annyira jellemzd, hogy tobb szerzo egyenesen ,,fokalis citoplazmatikus degradacionak™ nevezte
magat az autofag folyamatot (Hruban és mtsai., 1963).

1.21. abra Egy csaknem teljesen zart izolald6 membrannal koriilvett citoplazma rész (C. elegans hamsejt)
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Bevezetés — A cellularis dnemésztés tanulmanyozasanak alapjai

1.22. abra Kettds izolalo membrannal teljesen koriilvett citoplazma rész amelynek beltartalma morfologiailag nem
valtozott, a degradacio jeleit nem mutatja, tehat autofagoszomarél van szo; (C. elegans hamsejt)

1.23. dbra Bar a belsé membran még helyenként felismerhetd, az izolalt citoplazma rész denzitasa er6sen megnétt,
a beltartalom mar nem felismerhetd, a morfoldgiailag kimutathat6 destrukcidé mar elkezd6dott, de a szerkezet még
kompakt, az emésztés nem eldrehaladott, itt tehat mar korai autolizoszoémaval van dolgunk (C. elegans hamsejt)

1.24. abra A beltartalom lazabb heterogén, a belsé membran mar lebomlott, az emésztés tehat elérehaladott, ami
aktivan degradalo autolizoszomara vall (C. elegans hamsejt)
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Amint arrdl fentebb mar esett sz6, fontos bizonyiték, hogy a membrannal hatarolt degradacids sorozatok egyes
tagjaiban meg kell jelenniiik a lizoszomalis enzimeknek (1.25-1.26. dbra). Az enzimkimutatasok nehézkessége
miatt természetesen irredlis kovetelmény lenne, ha ezt minden mintaban ki kellene mutatni. Minden olyan esetben
demonstralni kell azonban az enzimmiikddés jelenlétét megfelelden kivalasztott mintakban, amikor 0j, szokatlan
sejttipusrol, vagy az autofagiaval ujonnan kapcsolatba hozott folyamatroél van szo.

Eppen az enzimmiikodés kritériumanak vizsgalata soran deriilt ki, hogy a morfologiailag kimutathato valtozast
még nem szenvedett, de mar szegregalt citoplazma teriiletek, tehat az autofagoszomak nem tartalmaznak savas
hidrolazokat. Ennek alapjan valt altalanosan elfogadotta az a felismerés, hogy a folyamat prelizoszomalis
(szekvesztracids és autofagoszomalis) szakasszal indul (Glinsmann és Ericsson, 1966) (Arstila és mtsai., 1972;
Aurstila és Trump, 1968; Pfeifer, 1976).

1.26. abra Savas foszfatdz jelenlétét kimutatod sotét csapadék autolizoszomakban (patkany hasnyalmirigy mirigy
hamsejt)

Meg kell emliteniink, hogy bizonyos sejttipusokban el6fordulhatnak heterogén beltartalmu, a késoi
az irodalomban sem talalunk adatokat. Ilyenkor ki kell deriteniink, hogy megtalaljuk-e a késdinek latszo autofag
vakuolanak a feltételezett autofag folyamat korabbi szakaszaban 1év6 képviseldit, azaz rekonstrualnunk kell az

crer

nem autofag elem (pl. 1.27-1.28. abra).
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1.27. abra Heterogén beltartalmtl autolizoszémahoz hasonlo testek, amelyek valoszintileg szekrécios elemek (C.
elegans hamsejt)

1.28. abra Heterogén beltartalmtl autolizoszémahoz hasonl6 testek, amelyek valoszintileg szekrécios elemek (C.
elegans hamsejt)

Kiilon emlitést érdemelnek a soksejtliek bizonyos szdveteiben elterjedt interdigitaciok, tehat a szomszédos sejtek
plazma membrannal koriilvett egymasba tiirddései. Ezek metszetben az autofagoszomakhoz hasonléan dupla
membrannal hatarolt teriiletekként mutatkozhatnak (1.29-30. abra), holott a térben vizsgalva ujjszer(i képzédmények.
Sorozatmetszetekkel itt is egyértelmiien tisztazhatdo a helyzet, ez azonban még egyetlen esetben is jelentds
munkabefektetést igényel, minden egyes struktura esetében pedig gyakorlatilag kivihetetlen. Szerencsére egyéb
tampontokat is talalhatunk a megkiilonboztetésre. Bar elso latasra nem szembetiing, de az interdigitaciok hatarold
membranja kimutathatoan kiilonbozik az autofagoszomakétol. Az elsé kiilonbség, hogy a plazmamebran un. vastag
tipustt membran, amely elektronmikroszkdpban mérve kissé vastagabb (9-10 nm) az autofagoszoéma membranjanal
(7-8 nm). Egy masik diagnosztikus sajatossag, ami a figyelmes olvasonak mar {6l is tlinhetett az, hogy az izolalo
membran két rétege a szokasos aldehid fixalas utan talnyomorészt szétvalik és igy benne egy tires rés keletkezik.
Ez a helyenként igen feltiind rés nem mutatkozik a két szorosan egymasra fekvé plazma membran kozott. Az itt
felsorolt jellegzetességeket mutatjuk be a 1.29-1.35. dbrakon.
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1.29. abra Interdigitacio autofagoszomahoz hasonlé megjelenésii metszete. Jol 1athato, hogy a hatarolé membranok
kozott nines rés, és vastagsaguk a beliil 1évé RER membranjaénal nagyobb (C. elegans hamsejt)

1.30. abra Interdigitacio (C. elegans hamsejt)
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1.31. abra Interdigitacio kinagyitott része (C. elegans hamsejt)

iy, ¥

1.32. abra Az autofagoszoma dupla membranjanak két lemeze kozott valtozo szélességli rés van (C. elegans
hamsejt)
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1.33. abra Az el6z6 kép kinagyitott részén lathatd, hogy az izolalé membran és az ER membran azonos vastagsagu,
vékonyabb membran (C. elegans hamsejt)

ST R

1.34. abra Ebben az esetben az autofagoszoma dupla membranjanak két lemeze kozott kiillondsen nagy rés van (C.
elegans hamsejt)

18

http:// www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Bevezetés — A cellularis dnemésztés tanulmanyozasanak alapjai

[

1.35. abra A kinagyitott részen jol lathatd a plazmamembran €s az izolald membran vastagsaganak kiilonbozésége
(C. elegans hamsejt)

Tovabbi félreértéshez vezethet, hogy az autofagoszomahoz hasonlé kettds membrannal hatarolt képlet johet 1étre
pusztuld sejtek membrannal boritott fragmentumainak (in. apoptotikus testek) a fagocitdzisa révén is (1d. késobb).
Az igy felvett idegen citoplazma részek a fagocitald sejtben kettés membrannal hatarolt testek lesznek, azonban
ezek is vastag plazma membrannal boritottak. Bonyolitja a helyzetet, hogy az interdigitaciokkal ellentétben, ahol
degradacio sohasem torténik, a heterofagiaval felvett apoptotikus testek szintén lebomlanak. A beltartalom tehat
az autofagiahoz hasonloéan degradalodik. Az eldrehaladott lebomlas fazisaban mar csak egy hataroldo membran
van, amely mindkét esetben vastag tipusu. Ehhez hasonlé gond vetddik fel a feladatuknal fogva erés fagocitotikus
aktivitassal bir6 sejtekben zajlo autofagia vizsgalataban. A problémakhoz raadasul még hozzajarul az is, hogy az
auto- €s heterofag eredetii vakuolak a folyamat masodik szakaszaban 6ssze is olvad(hat)nak. Mindezek miatt fontos
felismerniink azokat a kisérleti koriilményeket amelyekben az autofagiaval parhuzamosan fagocitézis is folyik és
ilyenkor kiilongs figyelemmel kell analizalnunk az eredményeket. A kérdésnek az izolalé membrant érint6 néhany
vonatkozasara kitériink még az 1.12 fejezetben.

Az autofag folyamatok altipusai

de Duve és Wattiaux eredeti meghatarozasa szerint az autofagia az a folyamat amelynek soran az autofagoszéma
¢s lizoszoma fiizidja utan a létrejott autolizoszomaban megemésztddik a citoplazma egy elhatarolodott része. Ezt
a folyamatot a kutatok a késébbiekben makroautofagianak (MaA) (Marzella és Glaumann, 1987) nevezték el. Az
eddigiekben ezzel a folyamattal foglalkoztunk. Az elnevezés kiegészitése azért alakult ki, mert a citoplazmatikus
onemésztésre felmeriilt tovabbi mechanizmusok létezése is. Koziilikk az egyik az amelynek soran maga a lizoszoma
membranja befelé tlirddve bekebelezhet kisebb citoplazma részeket. Ezt a mikroautofagia (MiA) szoval illették
(de Duve és Wattiaux, 1966). Ehhez némileg hasonl6 az un. ,lysosomal wrapping mechanism” (LWM) amit
magyarul nevezhetnénk lizoszomalis burkolé mechanizmusnak (Ogawa, 1981). Az elképzelés szerint ilyenkor a
lizoszoma ellapulva és meghajolva rasimul egy-egy citoplazma régiora, majd teljesen koriilveszi azt.

Ezek az utdbbi szekvesztracios elképzelések (MiA, LWM) eredetileg morfoldgiai (elektronmikroszkopos) képek
megfeleld értelmezésébdl sziilettek, jelentdségiik és mechanizmusuk a makroautofagiaénal sokkal kevésbé ismert.
A folyamatok definicioja €s az elnevezések sem altalanosan elfogadottak, emiatt gyakran el6fordul, hogy a kiilonb6z6
szerzOk nem pontosan ugyanazt értik a fenti kifejezéseken. Az autofagia eddig targyalt tipusai kiegésziilnek a jol
definialt tin. chaperon altal medialt autofagiaval (CMA). Ennek soran egy fehérje komplexum pumpalja a lebontandd
fehérjét a lizoszomaba, annak membranjan keresztiil (Cuervo és Dice, 1998). A citoplazma egy részének lizoszomalis
emésztése az Un. krinofagia is (Marzella és mtsai., 1981). Ez lizoszoma és szekrécios vakuola vagy vezikula fuzidja
révén valosul meg ¢és legalabb annyira autofag folyamat, mint a MiA vagy a CMA; elnevezésében azonban
hagyomanyos szohasznalat miatt mégsem jelenik meg az autofag jelzo.
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Az autofagia el6fordulasa és az
elektronmikroszkopos eredmények alapjan
feltetelezett legfontosabb funkcioi

Az autofagia felfedezését kovetden az elektronmikroszkopos morfologusok a legkiilonfélébb sejtekben, valtozatos
¢lettani, fejlodéstani és patologids koriilmények kozott figyelték meg autofdg vakudlak jelenlétét. Ennek
bemutatasara, a mélyebb érdeklédésti olvasok tdjékozodasanak eldsegitésére és az irodalomban valo tajékozodasra
szolgal az alabbi 6sszefoglalas.

Amint azt mar részben érintettiik, kezdetben az autofagiat féleg a vese (Clark, 1957; Ericsson, 1969b; Ericsson és
mtsai., 1969; Ericsson és mtsai., 1965; Novikoff, 1959) és a maj (Arstila és Trump, 1968; Ashford és Porter, 1962;
Becker és Lane, 1965; Ericsson, 1969b; Novikoff és Essner, 1962) hamsejtjeiben vizsgaltak. Hamar kideriilt
azonban, hogy mas sejttipusokban is el6fordulnak autofag vakuoldk. Mar az 1960-as években és a 70-es évek
elején megtalaltak oket pl. a hasnyalmirigy exokrin (Hruban és mtsai., 1963; Swift és Hruban, 1964), a tiid6
alveolaris (Balis és Conen, 1964), a vékonybél epitélialis sejtjeiben (Behnke, 1963; Moe és Behnke, 1962),
osteoblastokban (Eisenstein és mtsai., 1966), az eritrocitak érése soran (Kent és mtsai., 1966; Tooze és Davies,
1965), neuronokban (Holtzman és mtsai., 1967), limfocitakban (Biberfeld és mtsai., 1968), HeLa sejtekben (Arstila
és mtsai., 1971), a barna zsirszovet (Napolitano, 1963), az emlémirigy (Helminen és Ericsson, 1968), az ondohdlyag
(Kovacs, 1968) a prosztata hamsejtjeiben (Swift és Hruban, 1964), a here intersticialis sejtjeiben (Frank és
Christensen, 1968), a sziv pitvaranak izomsejtjeiben (Jamieson és Palade, 1964), a Miiller féle vezetékben (Scheib,
1965), rovarok zsirtest sejtjeiben (Locke és Collins, 1965), Euglena gracilisben (Brandes és mtsai., 1964; Malkoff
€s Buetow, 1964), Tetrahymena pyriformisban (Levy és Elliott, 1968), Phycomycesben (Thornton, 1968), Euphorbia
characias merisztéma (Marty, 1971), Eranthis hiemalis endospermium sejtjeiben (Cresti és mtsai., 1972). Lényegében
tehat az autofagia altalanosan eléforduld eukariota jelenségnek mutatkozott amely az egysejtiiektdl a gombakon,
novényeken at az allatok nagyon sokféle sejttipusaban megtalalhato.

Az autofagia eléfordulasanak koriilményei és feltételei mar a kezdeti megfigyelések szerint is igen valtozatos,
szinte zavarba ejtéen sokféle képet mutattak. Rendszerezésiikre tobbféle megoldas lehetséges. Itt és most a
hagyomanyoktol némileg eltérden két fo csoportba osztom a korai vizsgalatokban megfigyelt autofagiat.

1./ Funkcidvaltassal jaro fiziologias és fejlodési koriilmények kdzott, valamint hasonl6 valtozasokat okoz6 kisérleti
beavatkozasok utan autofagiat talaltak pl.:

emldsok szoveteiben kozvetleniil sziiletés utan (Clark, 1957; Moe és Behnke, 1962), éhezést kdvetden kiilonbozo
emlds szovetekben (Brandes és mtsai., 1964; Levy és Elliott, 1968; Napolitano, 1963; Nevalainen és Janigan,
1974; Pfeifer, 1973; Swift és Hruban, 1964; Toro és Viragh, 1966), az éhezéshez hasonl6 allapotot el6idéz6 exogén
glukagon adagolas eredményeként (Arstila és Trump, 1968; Ashford és Porter, 1962; Deter, 1971; Deter, 1975;
Deter és De Duve, 1967; Ericsson, 1969b; Ericsson, 1969¢), epinefrin (Rosa, 1971) és paratireoid hormon hatasara
(Pfeifer és Guder, 1975), emlomirigy posztlaktacids involucidja sordn (Brandes és mtsai., 1969; Helminen és
mtsai., 1968), parcialis hepatektomiat (Becker és Lane, 1965; Ericsson, 1969b), neuronalis sériilést kdvetden
(Holtzman és mtsai., 1967), kasztralas utan prosztata hamsejtekben (Helminen és Ericsson, 1971b; Helminen és
Ericsson, 1972), denervacid utan fejlédo izomsejtekben (Schiaffino és Hanzlikova, 1972), fehér leghorn csirkék
melanocitaiban (Jimbow és mtsai., 1974), teljes atalakuldssal fejlédé rovarok larvalis sejtjeiben a normalis fejlédés
soran, vagy exogén ekdizon hatasara (Locke és Collins, 1965; Sass és Kovacs, 1975; Sass és Kovacs, 1977),
differencialod6é nyalkagombaban (Charvat és mtsai., 1972), konjugald csillos egysejtiiben (Sapra és Kloetzel,
1975).

2./ Feltehetden karosodast, az intracellularis miikddés zavarait okozo behatasok eredményeként, xenobiotikumokkal
valo kezelés nyoman, kisérleti titon eldidézett és természetes patologias koriilmények kozott megjelend autofagia
fordult el6 pl.:

aminosav vagy nuklein bazis analogok (Ekholm és mtsai., 1962; Hruban és mtsai., 1965a; Hruban és mtsai., 1962;
Swift és Hruban, 1964), a fehérjeszintézis gatlé puromycin (Longnecker és mtsai., 1968), az RNS-polimerazt gatld
aktinomicin D (Eisenstein és mtsai., 1966; Kovacs, 1972; Rodriguez, 1967), a karcinogén hatast dimetilnitr6zamin
(Hendy és Grasso, 1972), a lipoprotein és koleszterin szintézist megzavard dietanolamin és triparanol (Hruban és
mtsai., 1965b), az antibakterialis ciklikus polipeptid bacitracin (Ericsson, 1969b), a malaria ellenes drog, klorokin
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(Abraham ¢és Hendy, 1970; Abraham és mtsai., 1968b; Fedorko, 1967; Fedorko, 1968; Fedorko és mtsai., 1968;
Hendy és mtsai., 1969), a vitalis festésre hasznalt neutralvords (Alousi és mtsai., 1966; Alousi és mtsai., 1968;
Kovacs és Rez, 1972; Rez és Kovacs, 1973; Réz és Kovacs, 1975), toxikus kadmium ionok (Rez és Kovacs, 1972),
a mikrotubulusok szétesését okozo kolhicin, vinblasztin és vinkrisztin (Arstila és mtsai., 1974; Hirsimaki és mtsai.,
1976; Hirsiméki és mtsai., 1975; Kovacs és mtsai., 1975; Terry és mtsai., 1970), a nem ionos detergens Triton WR
1339 (Novikoff és Essner, 1962; Plattner és mtsai., 1975), az UTP szintézist megzavar6 D-galaktozamin (Rumpelt
és mtsai., 1974; Scharnbeck és mtsai., 1972), az akut glikogenolizist kivalto glukozid, florizin (Becker és Cornwall,
1971), ciklikus AMP (Pfeifer és Guder, 1975) hatasara, hiperozmotikus glukéz (Pfeifer, 1972b) vagy szukréz (Rez
¢s Kovacs, 1972) oldat intraperitonealis injektaldsa nyoman. Patologias koriilmények kozott pl. kisérleti nefrozisban
(Ericsson és mtsai., 1969; Novikoff, 1959), sugarzas (Hendee és Alders, 1968; Lane és Novikoff, 1965; Masurovsky
és mtsai., 1967; Sobel, 1964), a m4j portalis vénajanak (Cole és mtsai., 1971; Pfeifer, 1970), az emlOmirigy
vezetékének (Helminen és Ericsson, 1971a) a lekotése nyoman. A hiperoxia (Abraham és mtsai., 1968a) és a
hipoxia (Confer és Stenger, 1964; Glinsmann és Ericsson, 1966) egyarant autofag vakuolak megjelenéséhez vezetett.
Ugyanakkor cianid hatdsara megszint az autofagoszomak képzdodése, de az oxigén ellatas hatasara ujra megindult
(Trump és Bulger, 1968), ami a folyamat mérsékelt oxigén és energia igényére utal.

Az a tény, hogy az autofag vakuoldkat, szemben pl. a mitochondriumokkal, nem ismerték fel mindjart az
elektronmikroszkopos vizsgalatok kezdetén, azzal magyarazhatd, hogy viszonylag kis mennyiségben fordulnak
el6 a sejtekben. Mennyiségiik ritkan tobb mint a citoplazma térfogatanak 1%-a. Emiatt a vizsgalatok kezdetben
szinte kizardlag, és késobb is tobbnyire olyan jelenségekkel foglalkoztak ahol megnévekedett autofdg vakuola
mennyiség mutatkozik a sejtekben. Felmertilt természetesen az a kérdés, hogy vajon csak specidlis feltételek mellett
keletkeznek-e autofagoszomak? A kiilonbozo kisérletekben felhasznalt kontroll allatok gondos vizsgélata arra az
eredményre vezetett, hogy autofagia un. normalis fizioldgias kortilmények kozott, mindenféle kisérleti beavatkozas
nélkdl is eléfordul pl. m4j és vese hamsejtekben (Ericsson, 1965; Ericsson, 1969a; Novikoff és Essner, 1962),
beleértve az emberi majat is (Ma és Biempica, 1971), de mas sejttipusokban is (pajzsmirigy follikularis sejtjei,
laktalé emldmirigy alveolusanak epitélialis sejtjei, a pons ganglionjaiban 1év6 neuronok, Kupffer-sejtek, fibroblasztok
(Ericsson, 1969a)). Patkdny majban kimutattak, hogy az autofagidnak napszakos ritmusa van, ¢jjel minimalis,
napkozben maximalis (Pfeifer, 1971a). Ez a ritmus az ellenkezdjére fordul, ha az etetés idépontjat reggelre teszik,
tehat a taplalék bevitellel mutat korrelacidt (Pfeifer, 1972a). Ezek az eredmények azt mutattak, hogy az autofagia,
vagyis nagyobb citoplazma részletek rendszeres emésztése mindennapi fiziologias folyamatok velejaroja lehet.

Ezek az 1960-70-es években elért eredmények, egyeldre, egzakt mddon nem bizonyitott, csupan valdsziniisithetd,
Osszefiiggések alapjan kirajzoltak az autofagia akkoriban racionalisan feltételezhetd funkcioit.

1. Normalis fiziologias koriilmények kozott kifejlett szervezetekben az autofagia hozzajarulhat a citoplazmatikus
komponensek nagyobb adagokban torténd (teljes organellumokat egésziikben érint6) megujulasahoz, azaz az
organellaris turnoverhez.

2. Dramai atalakuléssal jaro fiziologiai és fejlédési helyzetekben a fokozott autofagia fontos eszkoz lehet a sejt
sajat szerkezetének és mitkodésének atszervezéséhez.

3. Ehezés és esszencialis taplalék osszetevok hianyéban a sejtek az autofag Gnemésztéssel segithetik a nehéz
idOszak atvészelését, a talélést.

4. Szubletalis sejtsériilés esetén a sejtek autofagiaval tavolithatjak el sériilt citoplazma részeiket, ezzel elharithatjak
a hibasan miikdd6 organellumok hatasanak kovetkezményeit és a lebontas termékeit felhasznalhatjak 0j, normalis
sejtalkotok 1étrehozasahoz.

Hogyan viszonyul egymashoz az autofagia és
a biokémiai médszerekkel mérheto lizoszomalis
fehérje lebontas?

A fejezetcimben megfogalmazott kérdés a hatvanas-hetvenes évek soran egyre markansabban rajzolodott ki.
Lathattuk, hogy mar 1960-as évek soran vilagossa valt az, hogy az autofagia a lizoszomalis lebonté folyamatok

s

kutatasa kezdetben jellemzé modon egymastol fliggetleniil, egymassal parhuzamosan folyt. Nagy szerepe volt
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ebben a vizsgalati modszerek kiilonbozéségének. Az autofagiat szinte kizarolag elektronmikroszkdpos morfologia
segitségével, mig a fehérjék katabolizmusat sejtbiokémiai modszerekkel vizsgaltak. A fehérjelebontas kutatdsaban
eleinte a prokariotak és a magasabbrendil eukariotak fehérjedegradacios mechanizmusainak dsszehasonlitasa irant
volt nagyobb érdeklddés. A parhuzamosan végzett munkaban felhalmozodo eredmények, tapasztalatok, modszertani
ujitasok és a felszinre keriil6 uj kérdések egyiittes hatasara a hetvenes években mar lehetségessé valt a két folyamat
kozotti kapesolatra vonatkozo adatok gyijtése, €s konkrét kisérleti eredmények alapjan torténd diszkusszioja.
Jellemz6 maradt ugyan az adott teriilet sajatos metodikai arzenaljanak a szinte kizarolagos alkalmazasa, sziiletett
azonban péld4ja a komplex megkdzelitésnek is. Az 1970-es évek kozepétdl jelentds haladas tortént mind a degradacio
mechanizmusainak, mind a lebont6 folyamatok szabalyozasanak megismerésében beleértve az autofagocitozist
is.

A legnehezebb kérdést az jelentette, hogy amint azt mar emlitettiik, a sejteket alkotd kiilonbdzd proteineknek
egyedi fél-¢letideje van, ami percektdl orakon at napokig, hetekig vagy akar még tovabb terjed, ez pedig nem
Osszeegyeztethetd az autofag-lizoszoémalis rendszer alapvetéen nem szelektiv miikddésével. A szelektiv turnover
megtalalhato volt a baktériumokban is, amelyek nem rendelkeznek lizoszomakkal (Goldberg és Dice, 1974).

Az 1970-es évek soran izolalt-perfundalt majban Glenn Mortimore és munkatarsai kimutattak, hogy aminosavak
¢és inzulin hozzaadasa a fehérjelebontassal parhuzamosan csdkkentette, mig megvonasuk novelte az endogén
proteolizist, a lizoszomak ozmotikus fragilitasat (ami méretiikkel és membranjuk természetének megvaltozasaval
fiigg Ossze), valamint a lizoszomalis kompartmentum morfometriailag meghatarozott méretét (Mortimore és
Schworer, 1977; Neely és mtsai., 1974; Woodside és Mortimore, 1972). Ezzel 6sszehangzd eredmények (protein
degradacio ¢és fragilitas fokozdodas) sziilettek a glukagon hatasaval kapcsolatban is (Deter és De Duve, 1967,
Schworer és Mortimore, 1979; Woodside és mtsai., 1974), amelyrél mar a 60-as évek elején ismertté valt, hogy
autofag vakuolak megjelenését idézi eld (Ashford és Porter, 1962).

Az endogén proteolizis és a lizoszomalis aktivitas Osszefliggését vizsgaltak Per Ottar Seglen (fiiggelék 18. dbra)
norvég kutatd és munkatarsai az 1970-es és 80-as évek soran. A kutatasok kiinduldpontja az az eredmény volt,
hogy izolalt m4jsejtekben a glutamin deaminalasabol szarmazo (Seglen, 1975) és a kiviilrél adott ammonia egyarant
gatolja az endogén proteolizist, ugyanakkor néveli a lizoszomak méretét (Seglen és Reith, 1976).

Ezt kovetden kidertilt, hogy a fehérjék radioaktiv jeldlése nyoman (1.3. abra) az izolalt majsejtekben éheztetés
koriilményei kozott (tehat aminosav hianyos médiumban tartott sejteken) mérhetd teljes fehérjelebontasnak egy
része gatolhato volt lizoszomalis tamadaspontu gatloszerekkel (aminokkal, mint pl. ammonia, metilamin, propilamin,
leupeptinnel, vinblasztinnal I1d. késdbb) a masik része pedig nem. A kisérleti adatok szerint a gatlasnak van egy
jol reprodukalhaté maximalis értéke, tekintet nélkiil az alkalmazott gatloszerre (1.36. abra).
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1.36. dbra Tobbféle gatloszer (fehér kor: kezeletlen kontroll, fekete kor: aminosavak, fekete haromszog: leupeptin,
fehér haromszog: propilamin, fehér négyszog: vinblasztin) hatdsa az intracellularis fehérjelebontasra izolalt
majsejtekben; a maximalis hatast biztositd koncentracioban adott gatloszerek 65-70 %-ban gatoljak a lebontast,
ami a lizoszomalis lebontas (L) mértékének felel meg, szemben a nem lizoszomalis lebontas (NL) 30-35 %-os
értékével.

Ezen eredmények szerint tehat kiilonbséget lehet tenni a lizoszomalis és nem lizoszomalis lebontas kozott. Ilyen
tipusu kisérletekkel (amelyek tovabbi részletezésétol eltekintiink), azt is ki lehetett mutatni, hogy a teljes
degradacioban még tobb részfolyamat szerepel, mivel a nem lizoszomalis degradacion beliil energiafiiggd és
energia fiiggetlen komponensek is szerepelnek (1.37. dbra) (Gordon és mtsai., 1987).
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1.37. abra A teljes intracellularis fehérje lebontas 6sszetevire bontasa a degradacio differencialis gatlasaval izolalt
majsejtekben. Radioaktiv aminosavval vald rovid (néhany oras) jeldlés utan a teljes lebontas (kontroll) 35%-a
lizoszomalis (a lizoszomalis tamadasponti propilaminnal (prop) gatolhato), 65%-a pedig nem lizoszomalis; a nem
lizoszomalis lebontason beliil tovabbi propilamin + kimosztatinnal (kimo) gatolhaté 30 % nem lizoszomalis és
energia fiiggd, a maradék 35 % pedig nem lizoszomalis energia fliggetlen. (Az energiafiiggéség megallapitasahoz
tovabbi itt nem részletezett szamitasokra van sziikség.)

Az el6zdéekben mar szd volt arrol, hogy milyen sokféle vegyiilettel €s behatassal befolyasolhato, stimulalhatd és
gatolhatd az autofadg vakuodlak elektronmikroszkoppal kimutathaté megjelenése kiilonb6z6 sejttipusokban. Az
eredmények diszkutalasa sordn a kutatok, természetes logikaval, az autofag vakudlak mennyiségének csokkenését
az autofag aktivitds csokkenésével, szaporodasukat az autofagia intenzitdsanak a ndvekedésével magyaraztak.
Hasonloéan, vizsgalatok sorozatat végezték el sejt biokémikusok az endogén fehérje degradaciéo mérésével. Nem
tortént azonban meg a kétféle adatsor dsszehasonlitd elemzése.
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Bevezetés — A cellularis dnemésztés tanulmanyozasanak alapjai

Erre kertilt sor ezen fejezet szerzdjének a Per Seglen laboratoériumaban végzett munkaja soran, korrelativ biokémiai
¢és elektronmikroszkopos morfometriai modszerek segitségével. A kisérletekben négy gatloszert alkalmaztunk,
aminosavakat, vinblasztint, leupeptint és propilamint. Ezeknek a lizoszomalis tamadaspontu gatloszereknek a
maximalis hatasa a teljes lebontasra nagyjabol azonos volt. Ezek a szerek egy bizonyos, még toxikus koncentracidoban
egymassal gyakorlatilag megegyez0 mértékben gatoltak a lizoszomalis degradaciot. Ennek értéke adott jelolési
feltételek mellett a lebontasnak kozelitdleg 70 %-at teszi ki. Ezt az értéket tekintjiik a lizoszomalis degradacio
mennyiségének.

A gatloszerek tehat egyforman hatottak a lebontasra, kiilonbségek mutatkoztak azonban az autofag vakuolak
mennyiségére gyakorolt hatasukban. Az aminosavak egyarant csokkentették mind a fehérjelebontast, mind az
autofagoszomak és autolizoszomak mennyiségét. Ez azzal magyarazhat6, hogy az aminosavak az autofag
szekvesztracio gatlasa révén csokkentik a fehérjelebontast.

A masik harom szer, mikdzben az aminosavakkal 1ényegében azonos mértékben csokkentette a biokémiailag
mérhet6 fehérjelebontast, egyuttal erdsen megndvelte az autofag-lizoszémalis rendszer citoplazmahoz viszonyitott
térfogatat. Ezek az eredmények vilagosan bizonyitottak, hogy az autofag vakuolak szamanak, az autofag-lizoszémalis
kompartmentum méretének novekedése paradox moédon nemcsak a lebontas stimulalasaval (Kovacs és mitsai.,
1981), de annak gatlasaval is egyiitt jarhat (Kovacs és mtsai., 1982). Ennek magyarazata abban rejlik, hogy az
utobbi harom szer az autofag-lizoszomalis lebontast az autofagoszémak keletkezését kdvetd 1épésekben gatoljak.
Részletesebb morfologiai vizsgalatok hozzasegitenek ahhoz is, hogy megallapitsuk mely 1épésekrdl lehet sz6.

Morfologiai szempontbdl vizsgalva, az autofagoszomak minden kezelésben hasonlé megjelenésiiek voltak. Benniik
nem, vagy alig valtozott a szekvesztralt organellumok, (pl. mitochondriumok, RER azaz a Riboszomas
Endoplazmatikus Retikulum) struktiraja (1.38-1.40. abra).

NE2
Foll

1.38. abra Autofagoszéma vinblasztin kezelés utan (patkany izolalt majsejt)
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1.40. abra Autofagoszoma propilamin kezelés utan (patkany izolalt majsejt)

A mikrotubulusok szétesését okozo vinblasztin kezelés utan elsdsorban az autofagoszémak mennyisége nétt meg
(1.41. abra). A lizoszomalis proteazgatld leupeptin hatasara olyan autofag vakuélak halmozodtak fel a leginkabb,
amelyekben a szekvesztralt citoplazma részeket nehezen, vagy egyaltalan nem lehetett felismerni és beltartalmuk
denzitasa megnott (1.42. abra). A propilamin hatasara az autofag vakuolak erés duzzadast mutattak és benniik
szétesett, de meg nem emésztett szekvesztralt fragmentumok halmozodtak fel (1.43. abra) (Kovacs és mtsai., 1982).
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1.42. abra Leupeptin kezelés esetében tilnyomo tobbségben vannak a komplex, fuzionalt, jellemzden sotét részben
degradalt citoplazma részeket tartalmazo konstipalt autolizoszomak (patkany izolalt majsejt)
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Bevezetés — A cellularis dnemésztés tanulmanyozasanak alapjai

1.43. abra Propilaminin kezelés esetében tilnyomo tobbségben vannak a nagyrészt vilagos, kissé duzzadt, nem
fuzionalt, szétesett citoplazma részeket tartalmazo autolizoszomak (patkany izolalt majsejt)

Ezeket az eredményeket a kovetkez6képpen magyarazhatjuk. A vinblasztin a mikrotubulusok szétesését okozza,
ennek kovetkeztében gatolja a citoplazmatikus mozgasokat. Emiatt lecsokken az autofagoszomak é€s a lizoszémak
talalkozasanak gyakorisaga, tehat a szekvesztralt anyag autofagoszémakban halmozédik fel. A leupeptin és a
propilamin, kiilonb6z6 mechanizmussal, a lizoszomalis enzimeket géatoljak az autolizoszomdkban. Leuptetin
esetében ez kozvetlen proteinaz gatlas. A beltartalom destrukcidjanak, sotét amorf anyagga alakuldsanak a valoszinti
magyarazata az, hogy alacsony a pH és a proteindzokon kiviil az egyéb lebontd enzimek mitkddnek. Az aminok
azt okozzak, hogy a savas pH-ju autolizoszémaba jutva protonalddnak, és csapdaba esve nem tudnak kijutni a
lizoszomabol. Ezzel csokkentik annak pH-jat, és emellett megndvelik ozmotikus koncentracidjat. A pH novekedése
megsziinteti a lizoszomalis enzimek szamara sziikséges pH optimumot, az ozmotikus hatés pedig az autolizoszoma
duzzadésahoz vezet.

A fenti eredményekkel 6sszhangban az autofag lebontast befolyasolo, annak gatlasat okozé hatasok és szerek ma
is érvényes legjobb csoportositasa a folyamat {6 1épéseire gyakorolt hatasuk szerint térténik. Ezek szerint vagy a
szekvesztraciora, vagy a fuziora vagy a lizoszomalis lebontasra hatnak, esetleg ezek koziil egyidejiileg tobbre is.

Az izolal6 membran keletkezésének néhany
kérdése

A bevezetés nem lehet teljes anélkiil, hogy visszatérnénk az izolalo, vagy szekvesztrald6 membran keletkezésének
problémajara. A kérdés mind a mai napig élénken vitatott, €s nincs ra kisérletileg igazolt, mindenki altal elfogadott,
magyarazat. A probléma koriili polémia tanulsagos példéja a hipotézisek és a tények kezelésének a tudomanyos
diszkussziokban.

A szekvesztracio folyamatat az 1990-es évek kozepéig csak elektronmikroszkoppal lehetett vizsgalni. Amint azt
mar emlitettiik, az 1960-as években tisztaztak, hogy a folyamat elején a kett6s membrannal hatarolt autofag
vakuolak, az autofagoszémak allnak. A dupla membran két lemeze kozott altalaban tagult, tiresnek latszo tér
mutatkozott, ami ciszternaszerii megjelenést okozott (1.44. abra).
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1.44. abra Autofagoszomak (baloldalon és kdzépen) és nyitott izolald membranok (fagoforok, jobb oldalon). Mind
az autofagoszomak, mind a fagoférok kettds membranja kozott liresnek latszo tér mutatkozik, ami fixalasi miitermék
ugyan, de olyan rendszeresen és jellegzetesen mutatkozik, hogy a rutinszerlien alkalmazott aldehiddel fixalt
mintakban felhasznalhato a korai autofag struktarak (fagoforok, autofagoszoémak) azonositasara (egér ondoholyag
hamsejt)

Emiatt a kézenfekvo és a leggyakrabban hangoztatott, fentebb mar emlitett, elképzelés az volt, hogy az izolalé
membran a RER direkt transzformaciojaval keletkezik. A RER mellett az izolalé membran (IM) forrasaként szoba
kertilt szinte az 0sszes sejtben talalhaté membran tipus, igy a pl. a Golgi-vezikulak (Locke és Collins, 1965), a
sima endoplazmas retikulum (Arstila és Trump, 1968), vagy akar a plazma membran is (Oledzka-Slotwinska és
Desmet, 1969). Ez utdbbi nyilvanvald tévedés, mivel a kettds IM vékony, a plazmamembran pedig vastag tipusu
membran. A RER-bd], illetve mas preformalt membranbdl transzformacioval valo keletkezés leger6sebb timasza
az a dogma volt, amely szerint a sejtekben membran kizarélag membranbol keletkezik.

A tovabblépéshez fontos volt az autofagoszéma membran sajatossagainak felderitése, és az autofagoszoma fazis
el6tti formak, tehat a még nem zarodott IM-ok, azaz a fagoforok megfigyelése. Az autofag izolaldo membran
specifikus sajatossagat mutatta az a megfigyelés, hogy megfeleld technikai feltételek mellett a membranja ozmiummal
erdsebben fest6do volt (un. ozmium impregnacio), mint a tobbi membran (Arstila és mtsai., 1972; Pfeifer, 1972c¢).
Mivel az ozmium igen erdsen festi a lipideket, ebbdl azt a kdvetkeztetés vontak le a szerzok, hogy az IM-nak
kiilondsen nagy a lipid tartalma. Tovabbi kisérleti bizonyitékot jelentett erre Réz Gabor és Jacopo Meldolesi freeze-
fracture technikaval kapott eredménye (Réz és Meldolesi, 1980). Eszerint az autofagoszOma membranja, szemben
pl. az RER membrannal, alig tartalmaz intramembran partikulékat (vagyis integrans membran proteineket), tehat
szinte tisztan foszfolipidekbdl all (1.45-1.46. abra).

1.45. abra Sejtmag koriili nyitott izolalé membran (fagofor) rutinfixalds utan, benne az iiresnek latszo rés (egér
ondohodlyag hamsejt
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1.46. abra A sejtmag kortili fagofor fagyasztva toréses képe. Jol latszik, hogy a fagofor 1ényegében partikulamentes,
tehat nincsenek benne integralis membran proteinek (egér ondéhdlyag hamsejt)

Ezen eredmények szerint tehat az izolald6 membran integrans fehérjéket nem tartalmazo kiilonleges képz6dmény.
Tovabbra is nyitott kérdés marad azonban, hogy hogyan keletkezik? Ulrich Pfeifer elképzelése az volt, hogy
citoszolikus lipidekbdl de novo, tehat Gjonnan all 6ssze. A de novo membran keletkezés szembe ment a ,,membran
csak membranbol jon létre” dogmajaval. Az atmeneti preautofagoszomalis formak megfigyelésének legnagyobb
problémaja az volt, hogy ilyenek rendkiviil ritkan talalhatok. Az els6 (Locke és Collins, 1965) és a masodik (Pfeifer,
1971b) még nem zart izolald6 membranrdl késziilt kép megjelenése kozott hat év telt el.

Seglen 1985-ben spekulativ modon arra a hipotetikus kovetkeztetésre jutott, hogy az IM egy 6nalloé organellum
amely reciklizal (Seglen, 1987). El is nevezte ezt a hipotetikus organellumot fagoférnak. Bar a reciklizacios
hipotézis nem bizonyult helyesnek, a fagofor kifejezést ma is hasznaljuk a még nem zarodott IM szinonimajaként.
A fagofor fazis részletes morfologiai analizisére csak évtizedekkel késobb keriilhetett sor, amikor ondoholyag
hamsejtekben in vitro olyan koriillményeket talaltunk amelyek mellett sok és igen nagy fagofor keletkezett (Kovacs
és mtsai., 2007; Kovacs és mtsai., 2000) és emellett elsdként megfigyeltiik a sejtmag szekvesztracidjat (1.47-1.48.
abra), autofag megemésztését valamint a fagofor fazis reverzibilis voltat.

1.47. abra Morfologiailag ép szekvesztralt sejtmag autofagoszomaban (egér ondoholyag hamsejt)
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1.48. abra Részlegesen degradalodott sejtmag autolizoszomaban (egér ondohdlyag hamsejt)

A vizsgalatokhoz a konvencionalis elektronmikroszkopia mellett kiilonb6z6 impregnacios eljarasokat, valamint
fagyasztva rogzitéses (kriofixacios) és freeze-fracture technikat is alkalmaztunk. Roviden 6sszefoglalva a kovetkezo
f6 megfigyelések sziilettek.

1. A fagofor gyakran jelenik meg két RER ciszterna kozotti tér kdzepén, ahol a standard tavolsagban 1évo
szomszédos ciszternak kozotti teret pontosan felezi, és két oldalan csupan egy sor riboszoma marad kozte és
az RER membran kozott (1.49-1.52. abra).

2. Sehol nem lathato folytonossag a fagofor és az RER membranja kozott.

3. Nem talalhatok elektronmikroszkoppal kimutathaté membrannal hatarolt prekurzor vezikulak a névekvé fagofor
kozvetlen szomszédsagaban.

4. A fagofor freeze-fracture technikaval vizsgalva az autofagoszoma membranjahoz hasonléan intramembran
partikulumokt6l mentes (1.45. abra).

5. A fagofor altaldban ciszternaszerli megjelenést mutat egyszerii aldehid rogzités utan, mivel belsejében jol 1athato
tagult lires rés van. Hasonlo helyzet all fenn az autofagoszoma IM-ja esetében (1.12-1.13, 1.43-1.44, 1.50 abra).
Ez annyira jellegzetes, hogy felhasznalhat6 az IM és az autofagoszoma azonositasara.

6. Imidazollal (1.48. dbra), csersavval (1.53. abra) vald impregnalas, vagy kriofixalds utan (1.50. dbra) nem, vagy
csak ritkan és helyenként jelenik meg az lires rés, ehelyett kompakt pentalaminaris struktarat mutat az IM (1.53-
1.56. abra), tehat a fagofor valdjaban nem ciszterna. Eléfordulnak egymashoz szorosan illeszkedd fagoforok
ami azt bizonyitja, hogy membranjuk a planaris régidoban nem képes a fuziora (1.57. abra).

7. A ndvekvo fagoforok a kornyezd RER ciszternak lefutasat kovetik, esetenként hosszan kanyarognak az RER
ciszternak kozott és szemmel lathatéan nem zarddnak. Ezt a sejtmagok koriili fagogorok és a sejtmagok
szekvesztracidja is alatamasztja (1.47-1.48. abra). Az ilyen fagoforok 7 percen beliil eltlinnek a sejtbdl, a fagofor

s

novekedésének reverzibilis voltat elséként mutattuk ki (Kovacs és mtsai., 2007; Kovacs és mtsai., 2000).

8. A részletes elemzés azt tamasztja ala, hogy a fagofor az éles szogben visszahajlo széleken nd, ahol a membran
térbeli okok miatt lazabb szerkezetii.
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1.49. abra Imidazollal val6é impregnalas utan az izolald6 membran két lemeze szorosan tapad egymashoz (nyil)
(egér ondohodlyag hamsejt).

1.50. abra Kriofixalas utan az izolal6 membran két lemeze egyiitt marad. A képe jobb fels6 oldalan egy lizoszoma
a fuzi6 utan beltartalmat az autofagoszoma két membranja kozé bocsatja (egér ondoholyag hamsejt).

1.52. abra Fagofor és izolalé membran egér ondohdlyag hamsejt RER régiojaban
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1.53. abra Fagofor két RER ciszterna kozott csersavas rogzitével fixalt egér ondoholyag hamsejtben. A fagofor
egy részében latszik a fehéren feltiing rés, nagyobbik részén azonban szorosan §sszetapadnak a kettés membran
lemezei.

1.54. abra Imidazollal kiegészitett rogzit6 alkalmazasa esetén a fagofor két membranja szorosan dsszetapad (egér
ondohodlyag hamsejt)

1.55. abra Csersavval kiegészitett rogzito alkalmazasa esetén szintén szorosan 0sszetapad a fagofor két membranja
(egér ondohodlyag hamsejt)
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1.56. abra Kriofixalassal rogzitett egér ondoholyag hamsejtben a fagorérok két membranja szorosan dsszetapad
és vilagosan megjelend pentalaminaris szerkezetet alkot, nyoma sincs a két membran kozotti résnek
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1.57. abra Csersavval kiegészitett rogzitd hasznélata esetén az egér ondohdlyag hamsejtben a fagoforok két
membranja kozott tobbnyire nincsen rés. A kinagyitott képen lathato, hogy tobb fagofér membran is néhet egymashoz
szorosan illeszkedve, anélkiil, hogy dsszeolvadnanak.

A fentiek alapjan megfogalmazhatd volt egy hipotézis, amely prediktalja a fagofor keletkezésének bizonyos
részleteit is. Eszerint a fagofor de novo keletkezik, a membran prekurzora elektronmikroszkdppal nem mutathato
ki. Feltételezhetjiik tehat valamilyen labilis és nagy kapacitasa 0j tipusu lipidszallité vezikula-rendszer (esetleg
micellaris rendszer) 1étét ami a ndvekedd fagofort alkoté membran lipideket szolgaltatja (Kovacs és mtsai., 2007).
A fagofor keletkezésének a fenti gondolatmenet alapjan feltételezett folyamatat abrazoljak az 1.58-1.60. abrak.
Kiilondsen élesztében egyre tobb adat timasztja ala, hogy létezhet ilyen szallitd mechanizmus amelynek része
lehet az egyetlen transzmembran ATG fehérje, az ATG9 (Yamamoto és mtsai., 2012). A fagofor novekedésének
reverzibilis szakasza a gdmbbé zarodassal ér véget.

Az 1.58-1.60. abrak a fagofor két RER ciszterna keletkezésének egy lehetséges valtozatat mutatjak az ondoholyag
hamsejtek elektronmikroszkopos képeinek elemzése alapjan (a rajz elemeinek magyarazatat 1d. az 1.60. abran).
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1.58. abra Az els6 1épés a feltételezett, és a szokasos elektronmikroszkopos fixalok hasznalata utan ki nem mutathato
foszfolipid szallito elemek csoportosulasa.

1.59. abra A masodik 1épés a szokasos elektronmikroszkopos fixalokkal rdgzithetd rovid fagofér membran szakasz
megjelenése, amely a szélén nd a beépiil6 membran lipidek révén

@ PCV foszfolipid szallito vezikula +
@ PCV, foszfolipid szallito vezikula -
=]
'y

Riboszoma
Atg-8
o PAS
mm  Alg12-Atg5-Atg16L
= RER

1.60. abra A harmadik Iépésben a RER ciszterna a zarodas elokészitésére meghajlik, mikozben a novekvo fagofor
koveti a gorbiiletet.

A kiilonb6z6 kisérleti rendszerekben kapott részben ellentmondasos adatok arra 6sztondznek sok kutatét, hogy
tobbféle mechanizmust feltételezzenek a fagofor keletkezésére. Tovabbra is eléfordul, hogy az elektronmikroszkopos
képeken ritkan talalhato fagofor-ER membran kontaktusokat az ER membranbol valé szarmazas bizonyitékanak
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tekintik (Hayashi-Nishino és mtsai., 2009; Yla-Anttila és mtsai., 2009), ezek azonban nagy valdszinliséggel
mitermékek.

A vita sokszor abbdl adodik, hogy magat a problémat nem pontosan fogalmazzdk meg. Mivel a szekvesztracios
membran csaknem kizardlag lipidekbdl all, a kérdés valojaban az, hogy honnan szarmazik a fagofor membranjanak
foszfolipidje és, hogy a membran lipidek hogyan szervezédnek meg egy 1j tipustt membrannd. Biokémiai adatok
bizonyitjdk, hogy a membranokat alkoté foszfolipidek csak az RER-ben, a mitochondriumokban és a Golgi
késziilékben szintetizaldédnak (Blom és mtsai., 2011; Vance és Vance, 2004). Az RER-bdl a kanonikus vezikularis
transzporttal (ER, Golgi, lizoszéma, szekrécios vakudla, plazma membran) jutnak a kiilonb6z6 membrannal hatéarolt
kompartmentumokba. A mitochondrium ebbdl a szempontbol kiilonalldo kompartmentumnak latszik. Ha valéban
létezik egy nagy kapacitasu lipid szallité rendszer, akkor potencidlisan az dsszes intracelluldris membran és a
plazmamembran egyarant lehet a fagofor foszfolipidjeinek forrasa.

Az autofagia az eukariota sejtek legdsibb fajaiban pl. az élesztd sejtekben is fontos szerepet jatszik és szinte minden
sejttipusban eléfordul. Ez arra mutat, hogy 1ényegi kapcsolatban van az eukaridta 1étezéssel, az eukaridtak

evolucios folyamatainak tisztdzasahoz is.

Az autofagia klasszikus modszereivel a kapott legfontosabb ismeretek leirasa ezzel befejezodik. Az autofagia
kutatasanak modszerei az 1990-es évek elejétdl alapvetden megvaltoztak azt kdvetden, hogy a folyamatot felfedezték
Saccharomyces cerevisiae-ben. Ennek koszonhet6en lehetdvé valt az autofagia kutatasa a legkorszeriibb molekularis
genetikai modszerekkel. Ez a folyamat iranti 6riasi érdeklédéshez, a benne résztvevok szamanak soha nem latott
novekedéséhez vezetett. 2004-ben megsziiletett az elsé csak autofagiaval foglakozoé konyv (Klionsky, 2004) és
megindult a kizarolag autofagiaval foglalkozo konferencidk, szimpoziumok szervezése. Korabban az autofagia
kutatas eredményei a fehérjelebontassal foglalkozo kdnyvek és szimpoziumok részei voltak. 2005-ben Daniel J.
Klionsky (fiiggelék 19. abra) kezdeményezésére megindult az Autophagy cimii folydirat. Az autofagia iranti
érdeklddés oriasi fellendiilését mutatja az is, hogy mig 1957-1992-ig csak 2 mig 1992-2007 koz6tt 30 olyan cikk
jelent meg a Science vagy a Nature folydiratban amely autofagiaval foglalkozott.

Ellenorzo kérdések

1. Mi a ,,wear and tear” hipotézis?

2. Mi a N-egyensuly?

3. Mi a folytat6do protein metabolizmus?

4. Mit jelent a testalkotok dinamikus allapota?

5. Mi a turnover és milyen folyamatok vannak mogotte?
6. Mit jelent, hogy a turnover gyorsabb, vagy lassabb?
7. Hogyan kell a fehérjelebontast mérni in vitro?

8. Mit befolyasol a jeldlés ideje?

9. Mi volt az intracellularis fehérjelebontas els6 kisérleti uton feltart fontos sajatossaga?

Irodalom

Abraham, R., Dawson, W., Grasso, P., Golberg, L., 1968a. Lysosomal changes associated with hyperoxia in the
isolated perfused rat liver. Exp Mol Pathol. 8, 370-87.

Abraham, R., Hendy, R., 1970. Effects of chronic chloroquine treatment on lysosomes of rat liver cells. Exp Mol
Pathol. 12, 148-59.

35

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Bevezetés — A cellularis dnemésztés tanulmanyozasanak alapjai

Abraham, R., Hendy, R., Grasso, P., 1968b. Formation of myeloid bodies in rat liver lysosomes after chloroquine
administration. Exp Mol Pathol. 9, 212-29.

Alousi, M. A., Morgan, W. S., Stenger, R. J., 1966. The effect of starvation and re-feeding upon the formation of
neutral red granules in the pancreas. A light and electron microscopic study. Am J Pathol. 48, 21a-22a.

Alousi, M. A., Stenger, R. J., Morgan, W. S., 1968. The fine structure of pancreatic acinar and hepatic parenchymal
cells after neutral red dye injection. Exp Mol Pathol. 9, 97-109.

Arstila, A. U., Jauregui, H. O., Chang, J., Trump, B. F., 1971. Studies on cellular autophagocytosis. Relationship
between heterophagy and autophagy in HeLa cells. Lab Invest. 24, 162-74.

Arstila, A. U., Nuuja, L. J., Trump, B. F., 1974. Studies on cellular autophagocytosis. Vinblastine-induced autophagy
in the rat liver. Exp Cell Res. 87, 249-52.

Arstila, A. U., Shelburne, J. D., Trump, B. F., 1972. Studies on cellular autophagocytosis. A histochemical study
on sequential alterations of mitochondria in the glucagon-induced autophagic vacuoles of rat liver. Lab Invest. 27,
317-23.

Arstila, A. U., Trump, B. F., 1968. Studies on cellular autophagocytosis. The formation of autophagic vacuoles in
the liver after glucagon administration. Am J Pathol. 53, 687-733.

Arstila, A. U., Trump, B. F., 1969. Autophagocytosis: origin of membrane and hydrolytic enzymes. Virchows
Arch B Cell Pathol. 2, 85-90.

Ashford, T. P., Porter, K. R., 1962. Cytoplasmic components in hepatic cell lysosomes. J Cell Biol. 12, 198-202.

Balis, J. U., Conen, P. E., 1964. The Role Of Alveolar Inclusion Bodies In The Developing Lung. Lab Invest. 13,
1215-29.

Ballard, F. J., 1977. Intracellular protein degradation. Essays Biochem. 13, 1-37.

Becker, F. F., Cornwall, C. C., Jr., 1971. Phlorizin induced autophagocytosis during hepatocytic glycogenolysis.
Exp Mol Pathol. 14, 103-9.

Becker, F. F., Lane, B. P., 1965. Regeneration of the mammalian liver. I. Auto-phagocytosis during dedifferentiation
of the liver cell in preparation for cell division. Am J Pathol. 47, 783-801.

Behnke, O., 1963. Demonstration Of Acid Phosphatase-Containing Granules And Cytoplasmic Bodies In The
Epithelium Of Foetal Rat Duodenum During Certain Stages Of Differentiation. J Cell Biol. 18, 251-65.

Biberfeld, P., Holm, G., Perlmann, P., 1968. Morphological observations on lymphocyte peripolesis and cytotoxic
action in vitro. Exp Cell Res. 52, 672-7.

Blom, T., Somerharju, P., Ikonen, E., 2011. Synthesis and biosynthetic trafficking of membrane lipids. Cold Spring
Harb Perspect Biol. 3, a004713.

Brandes, D., Anton, E., Barnard, S., 1969. Lysosomes and cellular regressive changes in rat mammary gland
involution. Lab Invest. 20, 465-71.

Brandes, D., Buetow, D. E., Bertini, F., Malkoff, D. B., 1964. Role of lysosomes in cellular lytic processes. I.
Effect of carbon starvation in Euglena gracilis. Exp Mol Pathol. 90, 583-609.

Charvat, 1., Ross, 1. K., Cronshaw, J., 1972. Autophagy during differentiation in the slime mold, Perichaena
vernicularis. J Cell Biol. 55, 38a.

Clark, S. L., Jr., 1957. Cellular differentiation in the kidneys of newborn mice studied with the electron microscope.
J Biophys Biochem Cytol. 3, 349-62.

Cole, S., Matter, A., Karnovsky, M. J., 1971. Autophagic vacuoles in experimental atrophy. Exp Mol Pathol. 14,
158-75.

36

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Bevezetés — A cellularis dnemésztés tanulmanyozasanak alapjai

Confer, D. B., Stenger, R. J., 1964. The Evolution Of Lysosomes In Hypoxic Liver Parenchyma As Seen With
The Electron Microscope. Am J Pathol. 45, 533-46.

Cresti, M., Pacini, E., Sarfatti, G., 1972. Ultrastructural studies on the autophagic vacuoles in Eranthis hiemalis
endosperm. J Submicr Cytol. 4, 33-44.

Cuervo, A. M., Dice, J. F., 1998. Lysosomes, a meeting point of proteins, chaperones, and proteases. J] Mol Med.
76, 6-12.

de Duve, C., Lysosomes, a new group of cytoplasmic particles. In: T. Hayashi, (Ed.), Subcellular particles; a
symposium held during the meeting of the Society of General Physiologists at the Marine Biological Laboratory,
Woods Hole, Massachusetts, June 9-11, 1958. New York, Ronald Press Co, 1959.

de Duve, C., 1963. The lysosome. Sci Am. 208, 64-72.
de Duve, C., 1964. From cytases to lysosomes. Fed Proc. 23, 1045-9.

de Duve, C., Pressman, B. C., Gianetto, R., Wattiaux, R., Appelmans, F., 1955. Tissue fractionation studies. 6.
Intracellular distribution patterns of enzymes in rat-liver tissue. Biochem J. 60, 604-17.

de Duve, C., Wattiaux, R., 1966. Functions of lysosomes. Annu Rev Physiol. 28, 435-92.

Deter, R. L., 1971. Quantitative characterization of dense body, autophagic vacuole, and acid phosphatase-bearing
particle populations during the early phases of glucagon-induced autophagy in rat liver. J Cell Biol. 48, 473-89.

Deter, R. L., 1975. Analog modeling of glucagon-induced autophagy in rat liver. II. Evaluation of iron labeling as
a means for identifying telolysosome, autophagosome and autolysosome populations. Exp Cell Res. 94, 127-39.

Deter, R. L., De Duve, C., 1967. Influence of glucagon, an inducer of cellular autophagy, on some physical properties
of rat liver lysosomes. J Cell Biol. 33, 437-49.

Eagle, H., Piez, K. A., Fleischman, R., Oyama, V. 1., 1959. Protein turnover in mammalian cell cultures. J Biol
Chem. 234, 592-7.

Eisenstein, R., Battifora, H., Axelrod, E., 1966. Vitamin D-actinomycin D interactions in bone. An electron
microscopic study of hypertrophy and hyperinvolution of osteoblasts. Lab Invest. 15, 1589-600.

Ekholm, R., Edlund, Y., Zelander, T., 1962. The ultrastructureof rat exocrine pancreas after brief ethionine exposure.
J Ultrastruct Res. 7, 102-120.

Ericsson, J. L., 1965. Transport And Digestion Of Hemoglobin In The Proximal Tubule. II. Electron Microscopy.
Lab Invest. 14, 16-39.

Ericsson, J. L., Mechanism of cellular autophagy. In: J. T. Dingle, H. B. Fell, Eds.), Lysosomes in Biology and
Pathology, Vol. 2. North Holland, Amsterdam-London, 1969a, pp. 345-395.

Ericsson, J. L., 1969b. Studies on induced cellular autophagy. 1. Electron microscopy of cells with in vivo labelled
lysosomes. Exp Cell Res. 55, 95-106.

Ericsson, J. L., 1969c¢. Studies on induced cellular autophagy. II. Characterization of the membranes bordering
autophagosomes in parenchymal liver cells. Exp Cell Res. 56, 393-405.

Ericsson, J. L., Holm, G., Biberfeld, P., 1969. Increased autophagocytosis in renal proximal tubules during
experimental "autoimmune" nephrosis. Virchows Arch B Cell Pathol. 2, 74-84.

Ericsson, J. L., Trump, B. F., 1964. Electron Microscopic Studies Of The Epithelium Of The Proximal Tubule Of
The Rat Kidney. I. The Intracellular Localization Of Acid Phosphatase. Lab Invest. 13, 1427-56.

Ericsson, J. L., Trump, B. F., Weibel, J., 1965. Electron Microscopic Studies Of The Proximal Tubule Of The Rat
Kidney. II. Cytosegresomes And Cytosomes: Their Relationship To Each Other And To The Lysosome Concept.
Lab Invest. 14, 1341-65.

37

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Bevezetés — A cellularis dnemésztés tanulmanyozasanak alapjai

Fedorko, M., 1967. Effect of chloroquine on morphology of cytoplasmic granules in maturing human leukocytes-
-an ultrastructural study. J Clin Invest. 46, 1932-42.

Fedorko, M. E., 1968. Effect of chloroquine on morphology of leukocytes and pancreatic exocrine cells from the
rat. Lab Invest. 18, 27-37.

Fedorko, M. E., Hirsch, J. G., Cohn, Z. A., 1968. Autophagic vacuoles produced in vitro. I. Studies on cultured
macrophages exposed to chloroquine. J Cell Biol. 38, 377-91.

Frank, A. L., Christensen, A. K., 1968. Localization of acid phosphatase in lipofuscin granules and possible
autophagic vacuoles in interstitial cells of the guinea pig testis J Cell Biol. 36, 1-13.

Glinsmann, W. H., Ericsson, J. L., 1966. Observations on the subcellular organization of hepatic parenchymal
cells. II. Evolution of reversible alterations induced by hypoxia. Lab Invest. 15, 762-77.

Goldberg, A. L., Dice, J. F., 1974. Intracellular protein degradation in mammalian and bacterial cells. Annu Rev
Biochem. 43, 835-69.

Goldberg, A. L., St John, A. C., 1976. Intracellular protein degradation in mammalian and bacterial cells: Part 2.
Annu Rev Biochem. 45, 747-803.

Gordon, P. B., Kovacs, A. L., Seglen, P. O., 1987. Temperature dependence of protein degradation, autophagic
sequestration and mitochondrial sugar uptake in rat hepatocytes. Biochim Biophys Acta. 929, 128-33.

Hayashi-Nishino, M., Fujita, N., Noda, T., Yamaguchi, A., Yoshimori, T., Yamamoto, A., 2009. A subdomain of
the endoplasmic reticulum forms a cradle for autophagosome formation. Nat Cell Biol. 11, 1433-7.

Helminen, H. J., Ericsson, J. L., 1968. Studies on mammary gland involution. II. Ultrastructural evidence for auto-
and heterophagocytosis. J Ultrastruct Res. 25, 214-27.

Helminen, H. J., Ericsson, J. L., 1971a. Effects of enforced milk stasis on mammary gland epithelium, with special
reference to changes in lysosomes and lysosomal enzymes. Exp Cell Res. 68, 411-27.

Helminen, H. J., Ericsson, J. L., 1971b. Ultrastructural studies on prostatic involution in the rat. Mechanism of
autophagy in epithelial cells, with special reference to the rough-surfaced endoplasmic reticulum. J Ultrastruct
Res. 36, 708-24.

Helminen, H. J., Ericsson, J. L., 1972. Ultrastructural studies on prostatic involution in the rat. Evidence for focal
irreversible damage to epithelium, and heterophagic digestion in macrophages. J Ultrastruct Res. 39, 443-55.

Helminen, H. J., Ericsson, J. L., Orrenius, S., 1968. Studies on mammary gland involution. I'V. Histochemical and
biochemical observations on alterations in lysosomes and lysosomal enzymes. J Ultrastruct Res. 25, 240-52.

Hendee, W. R., Alders, M. A., 1968. Ultrastructural development of radiation injury in hepatic parenchymal cells
of gamma-irradiated mice. Lab Invest. 18, 151-8.

Hendy, R., Grasso, P., 1972. Autophagy in acute liver damage produced in the rat by dimethylnitrosamine. Chem
Biol Interact. 5, 401-13.

Hendy, R. J., Abraham, R., Grasso, P., 1969. The effect of chloroquine on rat heart lysosomes. J Ultrastruct Res.
29, 485-95.

Hirsimaki, P., Trump, B. F., Arstila, A. U., 1976. Studies on vinblastine-induced autophagocytosis in the mouse
liver.I. The relation of lysosomal changes to general injurious effects. Virchows Arch B Cell Pathol. 22, 89-109.

Hirsiméki, Y., Arstila, A. U., Trump, B. F., 1975. Autophagocytosis: in vitro induction by microtuble poisons.
Exp Cell Res. 92, 11-4.

Holtzman, E., Novikoff, A. B., Villaverde, H., 1967. Lysosomes and GERL in normal and chromatolytic neurons
of the rat ganglion nodosum. J Cell Biol. 33, 419-35.

38

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Bevezetés — A cellularis dnemésztés tanulmanyozasanak alapjai

Hruban, Z., Spargo, B., Swift, H., Wissler, R. W., Kleinfeld, R. G., 1963. Focal cytoplasmic degradation. Am J
Pathol. 42, 657-83.

Hruban, Z., Swift, H., Slesers, A., 1965a. Effect Of Azaserine On The Fine Structure Of The Liver And Pancreatic
Acinar Cells. Cancer Res. 25, 708-23.

Hruban, Z., Swift, H., Slesers, A., 1965b. Effect of triparanol and diethanolamine on the fine structure of hepatocytes
and pancreatic acinar cells. Lab Invest. 14, 1652-72.

Hruban, Z., Swift, H., Wissler, R. W., 1962. Analog-induced inclusions in pancreatic acinar cells. J Ultrastruct
Res. 7,273-85.

Jamieson, J. D., Palade, G. E., 1964. Specific Granules In Atrial Muscle Cells. J Cell Biol. 23, 151-72.

Jimbow, K., Szabo, G., Fitzpatrick, T. B., 1974. Ultrastructural investigation of autophagocytosis of melanosomes
and programmed death of melanocytes in White Leghorn feathers: a study of morphogenetic events leading to
hypomelanosis. Dev Biol. 36, 8-23.

Keighley, G. L., Borsook, H., 1935. The continuing "metabolism" of nitrogen in animals. Proc Royal Soc London,
Series B, Biol Sciences 118, 488-521.

Kent, G., Minick, O. T., Volini, F. L., Orfei, E., 1966. Autophagic vacuoles in human red cells. Am J Pathol. 48,
831-57.

Klionsky, D. J. (Ed.) 2004. Autophagy. Landes Bioscience, Georgetown, Eurekah. com, Austin, Texas, U.S.A.

Knowles, S. E., Ballard, F. J., 1976. Selective control of the degradation of normal and aberrant proteins in Reuber
H35 hepatoma cells. Biochem J. 156, 609-17.

Knowles, S. E., Gunn, J. M., Hanson, R. W., Ballard, F. J., 1975. Increased degradation rates of protein synthesized
in hepatoma cells in the presence of amino acid analogues. Biochem J. 146, 595-600.

Koviacs, A. L., Grinde, B., Seglen, P. O., 1981. Inhibition of autophagic vacuole formation and protein degradation
by amino acids in isolated hepatocytes. Exp Cell Res. 133, 431-6.

Kovacs, A. L., Pélfia, Z., Réz, G., Vellai, T., Kovacs, J., 2007. Sequestration revisited: integrating traditional
electron microscopy, de novo assembly and new results. Autophagy. 3, 655-62.

Koviécs, A. L., Reith, A., Seglen, P. O., 1982. Accumulation of autophagosomes after inhibition of hepatocytic
protein degradation by vinblastine, leupeptin or a lysosomotropic amine. Exp Cell Res. 137, 191-201.

Koviécs, A. L., Réz, G., Palfia, Z., Kovacs, J., 2000. Autophagy in the epithelial cells of murine seminal vesicle in
vitro. Formation of large sheets of nascent isolation membranes, sequestration of the nucleus and inhibition by
wortmannin and 3-methyladenine. Cell Tissue Res. 302, 253-261.

Kovacs, J., 1968. Focal cytoplasmic degradation and lysosome formation in the epithelial cells of the seminal
vesicle of the mouse. Acta Biol Acad Sci Hung. 19, 23-33.

Kovacs, J., 1972. Induced cellular autophagy in the epithelial cells of seminal vesicle of mice treated with
actinomycin D. Acta Biol Acad Sci Hung. 23, 181-93.

Kovacs, J., Rez, G., 1972. Prevention of neutral red-induced krinom formation and autophagocytosis by
cycloheximide in epithelial cells. Acta Biol Acad Sci Hung. 23, 407-8.

Kovidcs, J., Réz, G., Kiss, A., 1975. Vinblastine-induced autophagocytosis and its prevention by cycloheximide
and emetine in mouse pancreatic acinar cells in vivo. Cytobiologie. 11, 309-313.

Lane, N. J., Novikoff, A. B., 1965. Effects of arginine deprivation, ultraviolet radiation, and x-radiation on cultured
KB cells. A cytochemical and ultrastructural study. J Cell Biol. 27, 603-20.

39

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Bevezetés — A cellularis dnemésztés tanulmanyozasanak alapjai

Levy, M. R, Elliott, A. M., 1968. Biochemical and ultrastructural changes in Tetrahymena pyriformis during
starvation. J Protozool. 15, 208-22.

Locke, M., Collins, J. V., 1965. The structure and formation of protein granules in the fat body of an insect. J Cell
Biol. 26, 857-884.

Longnecker, D. S., Shinozuka, H., Farber, E., 1968. Molecular pathology of in-vivo inhibition of protein synthesis.
Electron microscopy of rat pancreatic acinar cells in puromycin-induced necrosis. Am J Pathol. 52, 891-915.

Ma, M. H., Biempica, L., 1971. The normal human liver cell. Cytochemical and ultrastructural studies. Am J
Pathol. 62, 353-90.

Malkoff, D. B., Buetow, D. E., 1964. Ultrastructural Changes During Carbon Starvation In Euglena Gracilis. Exp
Cell Res. 35, 58-68.

Mandelstam, J., 1958. Turnover of protein in growing and non-growing populations of Escherichia coli. Biochem
J. 69, 110-9.

Marty, F., 1971. Peroxysomes et compartiment lysosomal dans les cellules du meristeme radiculaire d'Euphorbia
characias L. : une etude cytochemique. C R Acad Sci Paris. 273, 2504-7.

Marzella, L., Ahlberg, J., Glaumann, H., 1981. Autophagy, heterophagy, microautophagy and crinophagy as the
means for intracellular degradation. Virchows Arch B Cell Pathol Incl Mol Pathol. 36, 219-34.

Marzella, L., Glaumann, H., Autophagy, Microautophagy and Crinophagy as mechanisms of protein degradation.
In: H. Glaumann, F. J. Ballard, Eds.), Lysosomes: their role in protein breakdown. Academic Press, 1987, pp. 319-
367.

Masurovsky, E. B., Bunge, M. B., Bunge, R. P., 1967. Cytological studies of organotypic cultures of rat dorsal
root ganglia following X-irradiation in vitro. I. Changes in neurons and satellite cells. J Cell Biol. 32, 467-96.

Moe, H., Behnke, O., 1962. Cytoplasmic bodies containing mitochondria, ribosomes, and rough surfaced endoplasmic
membranes in the epithelium of the small intestine of newborn rats. J Cell Biol. 13, 168-71.

Mortimore, G. E., Schworer, C. M., 1977. Induction of autophagy by amino-acid deprivation in perfused rat liver.
Nature. 270, 174-6.

Napolitano, L., 1963. Cytolysomes in metabolically active cells. J Cell Biol. 18, 478-81.

Neely, A. N., Nelson, P. B., Mortimore, G. E., 1974. Osmotic alterations of the lysosomal system during rat liver
perfusion: reversible suppression by insulin and amino acids. Biochim Biophys Acta. 338, 458-72.

Nevalainen, T. J., Janigan, D. T., 1974. Degeneration of mouse pancreatic acinar cells during fasting. Virchows
Arch B Cell Pathol. 15, 107-18.

Novikoff, A. B., 1959. The proximal tubule cell in experimental hydronephrosis. J Biophys Biochem Cytol. 6,
136-8.

Novikoff, A. B., Biochemical and staining reactions of cytoplasmic constituents. In: D. Rudnick, (Ed.), Developing
cell systems and their control. Ronald Press Co., New York, 1960, pp. 167.

Novikoff, A. B., Essner, E., 1962. Cytolysomes and mitochondrial degeneration. J Cell Biol. 15, 140-6.

Ogawa, K., 1981. Lysosomal wrapping mechanism (LWM) during autophagy Acta Histochem Cytochem. 14, 362-
65.

Oledzka-Slotwinska, H., Desmet, V., 1969. Participation of the cell membrane in the formation of "autophagic
vacuoles". Virchows Arch B Cell Pathol. 2, 47-61.

Pfeifer, U., 1970. [Cellular autophagy: glycogen segregation in early stages of a partial liver atrophy]. Virchows
Arch B Cell Pathol. 5, 242-53.

40

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Bevezetés — A cellularis dnemésztés tanulmanyozasanak alapjai

Pfeifer, U., 1971a. [Circadian rhythm of cellular autophagy]. Naturwissenschaften. 58, 152.

Pfeifer, U., 1971b. Probleme der zelluldren Autofagie. Morphologische, enzymcytochemische und quantitative
Untersuchungen an normalen und alterierten Leberepithelien der Ratte. Ergeb Anat Entwicklungsgesch. 44, 1-74.

Pfeifer, U., 1972a. Inverted diurnal rthythm of cellular autophagy in liver cells of rats fed a single daily meal.
Virchows Arch B Cell Pathol. 10, 1-3.

Pfeifer, U., 1972b. [Lysosomal glycogen breakdown and hepatocellular glycogen metabolism. Cellular autophagy
induced by intraperitoneal injection of hypertonic solution of glucose]. Virchows Arch B Cell Pathol. 10, 108-17.

Pfeifer, U., 1972c. Morphologische und funktionelle Aspekte der celluldren Autophagie. Acta Morphol Acad Sci
Hung. 20, 247-67.

Pfeifer, U., 1973. Cellular autophagy and cell atrophy in the rat liver during long-term starvation. A quantitative
morphological study with regard to diurnal variations. Virchows Arch B Cell Pathol. 12, 195-211.

Pfeifer, U., 1976. Lysosomen und Autophagie. Verh Dtsch Ges Pathol. 60, 28-64.

Pfeifer, U., Guder, W. G., 1975. Stimulation of cellular autophagy by parathyroid hormone and cyclic adenosine
3',5'": monophosphate in isolated tubular fragments from the rat's kidney cortex. Virchows Arch B Cell Pathol. 19,
51-67.

Plattner, H., Henning, R., Brauser, B., 1975. Formation of triton WR 1339-filled rat liver lysosomes. II. Involvement
of autophagy and of pre-existing lysosomes. Exp Cell Res. 94, 377-91.

Poole, B., Wibo, M., 1973. Protein degradation in cultured cells. The effect of fresh medium, fluoride, and iodoacetate
on the digestion of cellular protein of rat fibroblasts. J Biol Chem. 248, 6221-6.

Rabinovitz, M., Fisher, J. M., 1964. Characteristics Of The Inhibition Of Hemoglobin Synthesis In Rabbit
Reticulocytes By Threo-Alpha-Amino-Beta-Chlorobutyric Acid. Biochim Biophys Acta. 91, 313-22.

Rez, G., Kovacs, J., 1972. Electron microscopic examination of autophagy and cytoplasmic degradation induced
by cadmium chloride and hyperosmotic sucrose in exocrine pancreatic cells of mice. Annales Univ Sci Budapest
Sect Biol. 14, 219-36.

Rez, G., Kovacs, J., 1973. Prevention by cycloheximide of neutral red-induced formation of autophagic vacuoles
and krinom granules in mouse pancreatic acinar cells. Virchows Arch B Cell Pathol. 12, 123-32.

Réz, G., Kovacs, J., 1975. Neutral red-induced autophagocytosis in the exocrine pancreatic cells of the frog (Rana
esculenta L. ). Ann Univ Sci Budapest Sect Biol. 17, 147-54.

Réz, G., Meldolesi, J., 1980. Freeze-fracture of drug-induced autophagocytosis in the mouse exocrine pancreas.
Lab Invest. 43, 269-77.

Rhodin, J., 1954. Correlation of Ultrastructural Organization and Function in Normal and Experimentally Changed
Proximal Tubule Cell of the Mouse Kidney. PhD thesis, Aktiebolaget Godvil, Stockholm. 1-76.

Rodriguez, T. G., 1967. Ultrastructural changes in the mouse exocrine pancreas induced by prolonged treatment
with actinomycin D. J Ultrastruct Res. 19, 116-29.

Rosa, F., 1971. Ultrastructural changes produced by glucagon, cyclic 3'5'-AMP and epinephrine on perfused rat
livers. J Ultrastruct Res. 34, 205-13.

Rumpelt, H. J., Albring, M., Thoenes, W., 1974. Prevention of D-galactosamine-induced hepatocellular
autophagocytosis by cycloheximide. Virchows Arch B Cell Pathol. 16, 195-203.

Sapra, G. R., Kloetzel, J. A., 1975. Programmed autophagocytosis accompanying conjugation in the ciliate
Stylonychia mytilus. Dev Biol. 42, 84-94.

41

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Bevezetés — A cellularis dnemésztés tanulmanyozasanak alapjai

Sass, M., Kovacs, J., 1975. Ecdysterone and an analogue of juvenile hormone on the autophagy in the cells of fat
body of mamestra brassicae. Acta Biol Acad Sci Hung. 26, 189-96.

Sass, M., Kovacs, J., 1977. The effect of ecdysone on the fat body cells of the penultimate larvae of Mamestra
brassicae. Cell Tissue Res. 180, 403-9.

Scharnbeck, H., Schaffner, F., Keppler, D., Decker, K., 1972. Ultrastructural studies on the effect of choline orotate
on galactosamine induced hepatic injury in rats. Exp Mol Pathol. 16, 33-46.

Scheib, D., 1965. [Fine Structure Of The Muellerian Duct In The Chick Embryo: Cytoplasmic Lesions Of The
Male Duct In Regression.]. Compt Rend Acad Bulgare Sci. 260, 1252-4.

Schiaffino, S., Hanzlikova, V., 1972. Studies on the effect of denervation in developing muscle. II. The lysosomal
system. J Ultrastruct Res. 39, 1-14.

Schimke, R. T., Regulation of protein degradation in mammalian tissues. In: H. N. Munro, (Ed.), Mammalian
protein metablism, Vol. 4. AP, New York, 1970, pp. 177-228.

Schimke, R. T., Bradley, M. O., Properties of protein turnover in animal cells and a possible role of turnover in
"quality" control of proteins. In: E. Reich, D. B. Rifkin, E. Shaw, Eds.), Proteases and biological control. Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, 1975, pp. 515-30.

Schoenheimer, R., 1942. The dynamic state of body constituents. Harvard University Press, Cambridge,
Massachusetts.

Schworer, C. M., Mortimore, G. E., 1979. Glucagon-induced autophagy and proteolysis in rat liver: mediation by
selective deprivation of intracellular amino acids. Proc Natl Acad Sci U S A. 76, 3169-73.

Seglen, P. O., 1975. Protein degradation in isolated rat hepatocytes is inhibited by ammonia. Biochem Biophys
Res Commun. 66, 44-52.

Seglen, P. O., Regulation of autophagic protein degradation in isolated liver cells. In: H. Glaumann, F. J. Ballard,
Eds.), Lysosomes: their role in protein breakdown. Academic Press, 1987, pp. 371-414.

Seglen, P. O., Reith, A., 1976. Ammonia inhibition of protein degradation in isolated rat hepatocytes. Quantitative
ultrastructural alterations in the lysosomal system. Exp Cell Res. 100, 276-80.

Siekevitz, P., 1972. The turnover of proteins and the usage of information. J Theor Biol. 37, 321-34.

Simpson, M. V., 1953. The release of labeled amino acids from the proteins of rat liver slices. J Biol Chem. 201,
143-54.

Sobel, H. J., 1964. Electron Microscopy Of I-131-Irradiated Thyroid. Arch Pathol. 78, 53-60.
Swift, H., Hruban, Z., 1964. Focal Degradation As A Biological Process. Fed Proc. 23, 1026-37.

Terry, R. D., Wisniewski, H. M., Johnson, A. B., 1970. Study on the formation of autophagic vacuoles in neurons
treated with spindle inhibitors (colchicin and vinblastine). J Neuropath Exp Neurol. 29, 142-3.

Thornton, R. M., 1968. The fine structure of Phycomyces. 1. Autophagic vesicles. J Ultrastruct Res. 21, 269-80.
Tooze, J., Davies, H. G., 1965. Cytolysomes In Amphibian Erythrocytes. J Cell Biol. 24, 146-50.

Toro, 1., Viragh, S., 1966. The fine structure of the liver cells in the bat (Myotis myotis) during hibernation, arousal
and forced feeding. Z Zellforsch Mikrosk Anat. 69, 403-17.

Trump, B. F., Bulger, R. E., 1968. Studies of cellular injury in isolated flounder tubules. IV. Electron microscopic
observations of changes during the phase of altered homeostasis in tubules treated with cyanide. Lab Invest. 18,
731-9.

Vance, J. E., Vance, D. E., 2004. Phospholipid biosynthesis in mammalian cells. Biochem Cell Biol. 82, 113-28.

42

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Bevezetés — A cellularis dnemésztés tanulmanyozasanak alapjai

Woodside, K. H., Mortimore, G. E., 1972. Suppression of protein turnover by amino acids in the perfused rat liver.
J Biol Chem. 247, 6474-81.

Woodside, K. H., Ward, W. F., Mortimore, G. E., 1974. Effects of Glucagon on General Protein Degradation and
Synthesis in Perfused Rat Liver. J. Biol. Chem. 249, 5458-5463.

Yamamoto, H., Kakuta, S., Watanabe, T. M., Kitamura, A., Sekito, T., Kondo-Kakuta, C., Ichikawa, R., Kinjo,
M., Ohsumi, Y., 2012. Atg9 vesicles are an important membrane source during early steps of autophagosome
formation. J Cell Biol. 198, 219-33.

Yla-Anttila, P., Vihinen, H., Jokitalo, E., Eskelinen, E. L., 2009. 3D tomography reveals connections between the
phagophore and endoplasmic reticulum. Autophagy. 5, 1180-5.

43

http:// www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Il. fejezet - Az ubiquitin-proteaszéma
rendszer

1. Bevezetés

Mint a konyv bevezetdjében mar irtuk, a fehérjék sejten beliili mennyiségét nemcsak a felépités (szintézis), hanem
a lebontas (degradacio) iiteme is meghatdrozza. A fehérjebontas tobb szempontbdl is fontos folyamat, hiszen a
bels6 allanddsagot fenn kell tartani, mikdzben a sejt szerkezetei folyamatosan atépiilnek. Kiilondsen igy van ez az
egyedfejlodés soran illetve a kiils6 hatasokra adott valasz esetén. A fehérjék fél-életideje a sejtben széles hatarok
kozott valtozik, néhany perctdl néhany napig, igy a fehérjebontas eltérd liteme a sejten beliili szabalyozas fontos
részét képezi.

A sejtet felépitd, an. struktirfehérjék egy id6 utan ,,eloregszenek™, sziikségessé valik a lebontasuk, kicserélésiik.
A mutacio kovetkeztében, vagy ho, illetve oxidativ stressz hatasara rosszul felgombolyodott, hibas térszerkezetii
fehérjéket el kell tlintetni, mert konnyen Osszetapadhatnak, aggregalédhatnak. Ezek mellett a mindennapos
,.haztartasi” feladatok mellett, a fehérje degradacio lehet6séget biztosit sok szabalyozd fehérje (tobbek kozott
ilyenek a ciklinek, a transzkripcids faktorok, és a jelatvivo folyamatok tagjai) hatasanak a megadott idében torténd
megsziintetésére. Ezen tul az immunrendszer is az idegen antigének lebontasabol szarmazd immunokompetens
peptidek jelenlétére tamaszkodik.

Eukariota sejtekben sejtszervecskékhez kototten, a lizoszomakban folyik fehérjebontas. Emellett egy citoszolikus
proteolitikus rendszer, az ubiquitin-proteaszoma rendszer is sziikkséges a normalis miikodéshez. Az ubiquitin-
proteaszoéma rendszer erésen konzervalt a kiilonboz6 fajokban, azaz egymastdl rendszertanilag tavol es6 fajokban
is majdnem azonos fehérjékbdl és enzimekbdl all.

Az utdbbi néhany évben jelentds ismeretanyag halmozodott fel az ubiquitin-proteaszoma rendszernek az alapvetd
biologiai folyamatokban betoltott szerepérdl. A sejtciklus szabalyozo fehérjék, mint példaul a ciklinek, a ciklin-
dependens kinazok inhibitorai (gatloi) és az anafazis inhibitor fehérjék, szelektiv és programozott lebontasa e
rendszer altal nélkiilozhetetlen 1épések a sejtciklus eldrevitelében. Szintén a sejt novekedését és szaporodasat
szabalyozza a tumor szupresszorok, proto-onkogének ¢és a jelatviteli rendszerek tagjainak ubiquitin kdzvetitett
degradacidja. Szamtalan a gének atirasat (transzkripciot) szabalyozé molekula gyors lebontasa része egy sereg
jelatviteli folyamatnak és kdrnyezeti hatasokra adott valasznak. Az ubiquitin rendszer bizonyitottan részt vesz az
endocitozisban, a receptorok és szallito molekulak szamanak csokkentésében, ugyantigy, mint az endoplazmatikus
retikulum allando6 vagy rendellenes fehérjéinek lebontasaban. Vannak mar bizonyitékok az ubiquitin rendszernek
az egyedfejlédésben (ontogenezisben) és a programozott sejthalalban (apoptozisban) betdltott szerepére is, bar az
érintett célfehérjéket még nem azonositottdk ezekben az esetekben. Sok ubiquitin-kdzvetitett folyamatban el6forduld
miitkodési hiba betegséget okoz, akar még a rosszindulati daganatos elvaltozast (malignus transzformaciot) is
beleértve.

Tekintstik at el6szor a lebontandé fehérjét megjeldld ubiquitinrdl és az ubiquitin kotddésérdl szo16 ismereteket (2.
fejezet), majd pillantsunk be a proteaszoma szerkezetének és miikodésének rejtelmeibe (3. fejezet)!

2. Az ubiquitin szerkezete, feladatai, és az
ubiquitinilacié enzimrendszere

Az ubiquitin a fehérjebontasi utvonalak altalanos
jelzdmolekulaja

A szubsztratok célba juttatdsdban emlds sejtekben az ubiquitin a k6z0s nevezd a proteaszoma, az endoszoéma-
lizoszéma, és az autofagoszoma altal torténd fehérjebontas, azaz a harom f6 protein degradacids utvonal esetén
(2.1. &bra).
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2.1. abra Az ubiquitin a kézos nevezo a proteaszéma, az endoszoéma-lizoszoma, és az autofagoszoma altal
torténo fehérjebontas, azaz a harom f6 protein degradacios itvonal esetén

Mindegyik egyedi lebontd Gtvonalra iranyito jel egy jellegzetes hosszisagu és kapcsolddasu ubiquitin lanc, mely
specifikusan koétédik az adott utvonal receptorahoz vagy kiilonds érzékenységet mutat az utvonalhoz kapcsolddod
deubiquitinaz aktivitasra. Mindegyik Utvonalnak megvan a maga specifikus receptora (Clague és Urbe, 2010).
Ahhoz, hogy egy fehérje letekeredjen €s bejusson a proteaszoma belsd, fehérjebontd részébe a szabalyozo rész
Rpn10 és Rpn13 alegységeinek kell felismerniiik a rajta 1év6 ubiquitin lancot (Finley, 2009). Az escort komplexek
(ESCRT - endosomal sorting complexes required for transport) segitségével specialis ubiquitinilacié iranyitja a
kiviilrdl felvett fehérjéket a lizoszomalis lebontas felé (Clague és Urbe, 2006). Fontos szerepet jatszik az ubiquitin
a szelektiv autofagiaban is (Kirkin és mtsai., 2009). A lebontando sejtszervecske vagy fehérje elobb ubiquitinilalodik
majd a p62/sequestosome 1 vagy az NBR1 (Neighbor of BRCA1 gene 1) adapter fehérje hozzakéti a formalodo
pre-autofagoszomalis membranhoz. Ezek az adapter fehérjék egyarant rendelkeznek ubiquitin felismeré UBA
doménnel (ubiquitin-interacting domain) és a membran jellegzetes fehérjéjéhez kapcsolodé LIR motivummal
(LC3-interacting region) (Pankiv és mtsai., 2007).

Az ubiquitin kozvetitette fehérjebontas felfedezése

A bevezetében leirtuk, hogy a mult szdzad kozepére a kutatok rajottek, hogy a sejtekben a fehérjék dinamikus
egyensulyban vannak, azaz az éppen mikodo készlet az allando felépitd és lebontd folyamatok ereddje. Azt is
felfedezték, hogy a sejten beliili fehérjebontas energia igényes, annak ellenére, hogy a peptidkotés felnyilasa
exoterm folyamat (Simpson, 1953). Ennek a kérdésnek a tisztazasara torekedett Etlinger és Goldberg az 1970-es
években. Kidolgoztak egy erre a célra nagyon alkalmas, egyszerti kisérleti rendszert: nyulbol retikulocitakat
izolaltak és ezekbdl ozmotikus sokkal sejtmentes rendszert allitottak eld. A retikulocitak a fejlddd vorosvértestek
eléalakjai, melyekben még megtalalhatok a citoplazmatikus enzimek, de mar hianyzik a sejtmagjuk és kevés
sejtszervecske van benniik. Ezen a rendszeren azt tapasztaltak, hogy az ATP serkenti a fehérjebontast (Etlinger és
Goldberg, 1977). Hershko és Ciechanover néhany évvel késobb ugyanezt a rendszert hasznalta kisérleteihez. A
retikulocita-lizatumot DEAE cellul6z oszlopon két frakciora valasztottak szét: az egyikben egy hdstabil polipeptid,
az altaluk APF-1-nek (ATP-dependent proteolysis factor 1) nevezett fehérje volt, a masikban a specifikus
fehérjebontashoz sziikséges enzimek (Ciechanover és mtsai., 1978). Tovabbi munkajuk soran azt talaltak, hogy
az APF-1 ATP-t igényl6 reakcidoban kovalensen (izopeptid kotéssel) kotodik a fehérjékhez, egy vagy akar tobb
példanyban is (Ciechanover és mtsai., 1980). Radioaktivan jelolt (1251) fehérjét (lizozimet) hasznalva a
gélelektroforetikus képen tobb savot lehetett megfigyelni, melyek egy vagy emelkeddé szamu a fehérjéhez kotott
APF-1 molekulat tartalmaztak (2.2. abra).
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125-APF-1 25]-lizozim

125 APF-1

ATP - + -
lizozm 0 0 5 10 25 5 5

2.2. abra Kovalens kotés képzodése az APF-1 és a lizozim kozott ATP-fiiggé reakciéban. Az 1-5 savban az
APF-1, a 6-7-es savban a lizozim volt radiokativan jel6lve. C1-CS5 - 1-5 APF-1-et hordoz6 lizozim fehérje csikok.
Az 1-es és a 6-0s savban hianyzott az ATP a reakcidelegybdl, itt nem lathatok a csikok, azaz nem kot6édott az APF-
1 a lizozimhoz.

A reakcié megfordithatonak bizonyult, vagyis az APF-1 visszanyerhetd volt a konjugatumokbol (Hershko és mtsai.,
1980). A kutatok mar a rendszert 6sszekapcsolo reakciokat is megjosoltak (2.3. abra).

2

Fehérje K:\

+ ———— (APF) -Fehérje
n APF n ATP l
3

T

2.3. abra Az ATP-fiigg6 fehérjebontas 1980-ban feltételezett lépései: 1, APF-1-protein amid szintetaz (lizin -
NH, csoporton hat). 2, Amidaz, mely javitast tesz lehetévé, ha n 1 vagy 2. 3, Peptidazok, melyek az (APF-1)n
szarmazékokat bontjak, ha n 1 vagy 2. 4, Amidaz az APF-1-X bontasara; X lizin vagy kis peptid.

n APF-X + Aminosavak

Késobb kideriilt, hogy az APF-1 azonos a mar korabban leirt ubiquitinnel (Wilkinson €s mtsai., 1980). Az ubiquitin
kozvetitette fehérjebontas felfedezéséért Aaron Ciechanover, Avram Hershko €s Irwin Rose 2004-ben megosztott
kémiai Nobel-dijban részesiilt.

Az ubiquitin szerkezete

e 76 aminosayv, 8,6 kDa

* Minden eukaridta sejtben eléfordul

Globularis, kompakt, ellenall6 szerkezet
» C-terminalis: -Leu-Arg-Gly-Gly

» 7 Lys-bél 2 alkalmas izopeptid kotés 1étesitésére
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Az ubiquitin (ejtsd: ubikvitin) egy 76 aminosavbol allo, pontosan 8565 Da molekulatomegt, kis fehérje, mely
nagy mennyiségben van jelen az eukariota sejtekben (ubique (lat.) = mindeniitt). Az ubiquitin tomér, gombolyag
alaku (globularis) térszerkezetének (2.4. abra) harom, eltérd kémiai sajatsagu oldala van: egy bazikus, egy savas
és egy hidrofob.

2.4. abra Az ubiquitin fehérje térkitolté modellje

A globularis molekulan beliili kiterjedt hidrogén-hid rendszer (két a-hélix és 6t B-réteg teriilet) merev szerkezetet
ad, ami j0l magyarazza az ubiquitin jelentds hostabilitasat és széles pH tlirését. A globularis magbol kilog a molekula
karboxi-terminalis vége, ezen keresztiil tud mas fehérjékhez kapcsolodni (2.5. abra).

2.5. abra Az ubiquitin masodlagos szerkezetét mutaté modell. A molekulaban kialakul6 a-hélixek kékek, a -
rétegek zoldek. A 48-as lizin oldallanc rozsaszin, ez a kovetkezd ubiquitin molekula normalis kapcsolodasi helye
a poliubiquitin lanc képzéséhez.

Az ubiquitin rendkiviil konzervativ fehérje, az evolucid soran aminosav sorrendje alig valtozott: az élesztd és az
ember ubiquitinje minddssze 3 helyen tér el egymastol. Mindez azt mutatja, hogy a rendszer mar a korai evolticio
soran kialakult és majdnem véltozatlanul fennmaradt (2.6. bra).

Homo sapiens MOT TENVKAKIQDKEGTPPDQORLT IQKESTLHLVLRIRGG
Bos taurus MoT TENVKAKIQDKEGIPPDQORLT IQRESTLHLVLRIRGG
Sus scrofa MoT TENVKAKIODKEGIPPDOORLT TOKESTLHLVLRLRGG

Rattus norvegicus MOI TENVKAKIQDKEGIPPDOORLT TOKESTLHLVLRIRGG
Gallus gallus MoT TENVKAKTQDKEGIPPDQORLI TOKESTLHLVLRIRGG
Drosophila MoT TENVKAKTQDKEGTPPDOORLT TOKESTLHLVLRLRGG

crassa MOI ESSDTIDNVKOKIQDKEGI PPDQORLI IQKESTLHLVLRLRGG

MoT TDNVKSKIQDKEGIPPDOQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG

bidopsi MoT TDNVKAKIQDKEGI PPDQORLIFAGKQLEDGRTLADYNIQKESTLHLVLRLRGG
Glycine max MOT. ESSDTIDNVKAKIQDKEGI PPDQORLI DYNIQKESTLHLVLRLRGG
MoT TTLOVEASDTIENVKAKIQDKEGT PPDOORLI FAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG

Dictyostelium MOTFVKTLTGKTITLEVEGSDNIENVKAK I QDKEGT PPDQORLI FAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG

o .

2.6. abra Kiilonb6z6 fajok ubiquitin aminosav sorrendjének egybevetése (a tiirkizkék jelolésti aminosavak az
eltéréek)

Ubiquitin gének

o L, II. osztaly (normalis koriillmények kozott aktiv): Ub-riboszomalis fehérje

 III. osztaly (stressz koriilmények kozott aktiv): polyubiquitin
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* A keletkezd fuzios fehérjéket izopeptidazok daraboljak fel

Az ubiquitint koédolod géncsalad igen sokféle tagbdl all és mindegyik gén ubiquitin el6-fehérjeként, prekurzor
proteinként irddik at. (Géncsaladnak nevezziik az egyszeres génkészletben [monoploid genomban] kétszer vagy
tobbszor eléforduld, azonos, vagy nagyon hasonld bazissorrendii, egyetlen dsi gén megkettézddésével 1étrejott
géneket.) Az ubiquitin géneknek majdnem minden eukariotaban harom osztalya fordul eld. Az I. és II. osztalyba
tartoz6 gének riboszomalis fehérjékkel fuziondlt poli-proteineket kodolnak (élesztdben: az UBII és az UBI2 a
nagy (60S), az UBI3 a kis alegységhez (40S) kapcsolodd gének). Normalis kortiilmények kozott ezek mitkddnek,
azaz ilyenkor a fehérje szintézis és lebontas segédfehérjéi egyszerre keletkeznek. A III. osztalyba a poliubiquitin
gének tartoznak, melyekben tobb, azonos allast ubiquitint kédold szakasz kapcsolddik linedrisan (élesztében:
UBI4, 5 Ub + 1 aa). Ez utdbbiak stressz koriilmények kozott aktivalodnak, vagyis ilyenkor csak a hibas vagy
felesleges fehérjék lebontasat eldsegitd ubiquitin szintetizalddik, méghozza emelt mennyiségben.

Ubiquitint emberben négy gén kddolja (UBC, UBB, UBAS2 and UBASO) és itt is vagy az tdbbszordsen egymasutan
kapcsolt ubiquitin egységekbdl allo linearis fuziods fehérjeként vagy egy-egy riboszomalis fehérje (40S riboszomalis
fehérje L40 (L) vagy 60S riboszomalis fehérje S27a (S)) N-terminalisahoz kapcsolva forditodik at. A poliubiquitin
gének egy vagy tobb aminosav hosszisagu toldalékot is kodolnak a C-terminalison (2.7. abra).

usAs2 @D

uBAso @BAS)

2.7. abra Az ubiquitin gének altal kodolt fizios fehérjék

Transzlaci6 utan a prekurzor molekulakbdl, a fizids fehérjékbol az ubiquitint a deubiquitinilalé enzimek (DUB)
koz¢ tartozo ubiquitin C-terminalis hidrolazok (UCH) hasitjak le. Ez a folyamat a célfehérjére kotodés elokészitd
aktivalo lépéseként is értelmezhetd.

Az ubiquitin feladatai

Minden faj ubiquitinjének C-terminalis aminosava glicin (2.6. abra). Ennek karboxil csoportja tud kovalens kotést
létesiteni a modositando fehérje egyik alkalmas lizin oldallancanak e-amino csoportjaval. A folyamatot, mely
megfordithato, ubiquitinilacionak nevezziik a foszforilacié mintajara. Az ubiquitin tobbféleképpen is kapcsolodhat
a megjeldlendd fehérjére.

Monoubiquitinilacié

Monoubiquitinildcio esetén csak egy ubiquitin molekula kapcsolddik a célfehérjéhez (... dbra). Ez megvaltoztathatja
a fehérje aktivitasat, sejten beliili helyét vagy kolcsonhatasat mas fehérjékkel. Szamos példa bizonyitja, hogy stabil,
monoubiquitinilalt fehérjék vannak az €16 sejtekben. A magasabbrendl eukaridtak sejtmagjaban a nukleoszémalis
hisztonok (H2A, H2B) nagy része monoubiquitinilalt formaban latja el feladatat (uH2A, uH2B), itt k6tddik a sejten
beliili ubiquitin 10%-a. A hiszton ubiquitinilacié kapcsolatban van a gén kifejezddés szabalyozasaval. Az ubiquitin
riboszomalis fehérjékhez kotddése (1d. ubiquitin gének 1. és 1. osztalya) eldsegiti a riboszomak dsszeszerelddését,
valdszintileg a szubsztrat fehérjék atmeneti stabilizalasa altal. Ubiquitin kétddik egyes sejtfelszini receptorokhoz
is (pl. limfocita homing receptor), ami azt mutatja, hogy az ubiquitin a receptor molekulak modositasa altal részt
vesz a sejtfelszini folyamatokban (sejt-sejt kdlcsonhatds, Osszetapadas). Az endocitozissal felvett integrans
membranfehérjék citoplazmatikus vége mindig monoubiquitinilalt. Ecetmuslicdban ubiquitin k6tddhet az aktinhoz.
A repiildizomzat vékony filamentumaiban a monoubiquitinilacio periodikus, minden hetedik aktin molekulahoz
kapcsoldodik egy ubiquitin. Ezt a stabil, 55 kDa-os aktin-ubiquitin konjugatumot arthrinnak hivjak (arthrin —
arthropoda actin). A periodikussag az ubiquitin strukturalis és/vagy izommiikodést befolyasolo szerepére utal.
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Az ubiquitin-proteaszéma rendszer

Multiubiquitinilacié

Az ubiquitin molekuldban is van hét lizin (Lys6, Lys11, Lys27, Lys29, Lys33, Lys48, Lys63, 2.6. abra), melyek
koziil kettd izopeptid kotés 1étesitéséhez megfeleld helyzetben van (Lys48, Lys63, 2.8. abra).

N-terminalis

C-terminalis

2.8. abra Az ubiquitin masodlagos szerkezetét mutaté modellje. Az a-hélixek kék szintiek, a B-rétegek zoldek.
A molekulaban levé 7 lizin oldallancai narancssarga palcikakként vannak feltiintetve. A multiubiquitin lancképzésben
részt vevo két leginkabb ismert kapcsolodasi pont (48-as és 63-as lizinek) kiilon is meg vannak jeldlve.

Igy egy, mér a célfehérjére kapcsolodott ubiquitin maga is ubiquitinilalodhat, ez a multiubiquitinilacié jelensége
(Kirkpatrick és mtsai., 2005). Ilyenkor minden Gjabb ubiquitin egység C-terminalisa az el6z6 ubiquitin egy specifikus
lizin oldallancéahoz kapcsolodik. Az ubiquitin egyik f6 feladata a hibas, sériilt, rosszul hajtogatodott fehérjék
lebontasra kijeldlése. Emellett a szabalyozo fehérjék gyors és specifikus lebontasaban és a feleslegessé valt, nagy
mennyiségli citoplazmatikus fehérjék megjeldlésében is részt vesz. A 48-as helyzeti lizinen (Lys-48, K48) keresztiil
felépiil6 multiubiquitinilacio szolgal jelként a fehérje proteolitikus tutra 1épéséhez. Egy masik lizin (Lys-63, K63)
is lehet receptora a multiubiquitinilacios folyamatnak, igy mas, szokatlan, elagazo, Y-alakii multiubiquitinilalt
fehérjeformak is keletkezhetnek. Ezek konnyen felismerhet6k mas molekulak szamara és nem a lebontast szolgaljak
(2.9. abra).
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2.9. abra Az ubiquitinilacié formai

Bar az ubiquitin egy kis fehérje (76 aminosav, 8,6 kDa), ha lebontasi jelként akar 4-20 példanyban is egy fehérjéhez
kotédik, a jel mar nagyobb lesz, mint maga a szubsztrat (2.10. abra).
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Az ubiquitin-proteaszéma rendszer

2.10. abra Az SCR fehérjéhez (kék) kotott négytagu ubiquitin lanc (valtakozva halvany és élénk rézsaszin) és
egy kapcsolodas el6tt allo 6todik egység (halvany rozsaszin) (vo.: 2.4. abra)

Az ubiquitinilacié enzimrendszere

Tekintstik at részleteiben az ubiquitin konjugal6 enzimkaszkad harom enzimjét:
E1 — ubiquitin aktivalé enzim

Az ubiquitin aktivald enzimbdl (UBA — ubiquitin activating enzyme) fajonként csak egy tipus talalhato a sejtekben.
Viszonylag nagy fehérje: hozzavetélegesen 1.000 aminosavbol all és 115-125 kDa a molekulatomege. Jellegzetessége
az ubiquitin koté zsebben talalhato aktiv cisztein, melyhez az ubiquitin molekula C-terminalis glicinje tud
ideiglenesen kotodni (2.11. abra).

2.11. abra Egy ubiquitin aktival6 enzim (E1) térkitolté modellje. ATP (piros) energiajat felhasznalva az ubiquitin
(vilagos naranscsarga) C-terminalisan az enzim aktiv ciszteinjére (z61d) keriil

A sejtmagban is megtalalhato ez az enzim, tehat valgjaban sejtenként kétféle molekula fordul eld. Az egyiken van
sejtmagi lokalizacids jel (NLS — nuclear localisation signal), a masikon nincs. Elesztében UBA1-nek hivjak az
El-es enzimet.

E2 — ubiquitin konjugalé enzim

Az ubiquitin konjugald enzimet mas néven ubiquitin szallité fehérjének (UBC - ubiquitin carrier protein) hivjak,
hiszen ez fogja a mar aktivalt ubiquitin molekulat a célfehérjéhez szallitani. Egyes esetekben az E2-r61 kozvetleniil
keriilhet az ubiquitin a szubsztratra. Az E2 enzimek jellemzdje az UBC domén, mely egy 150 aminosavbdl allo,
16-18 kDa molekulatomegii egység, ebben talalhato az aktiv cisztein oldallanc (2.12. 4bra).
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Az ubiquitin-proteaszéma rendszer

2.12. abra Egy ubiquitin konjugalé enzim (E2) térkitolt6 modellje. Az ubiquitin aktivalo enzimr6l az ubiquitin
(vilagos narancssarga) C-terminalis vége atmenetileg az ubiquitin konjugald enzim aktiv ciszteinjéhez (sarga)
kapcsolodik.

Meéretiik és felépitésiik alapjan négy osztalyba sorolhatok: Az 1. osztilyba a csak egy UBC domént tartalmazoé
enzimek tartoznak (ilyen az éleszté6 UBC4 és UBCS5 E2-es enzime). A II. osztalyba keriiloknél a C-termindlison,
a III. osztalyba soroltaknal az N-terminalison van a fehérje meghosszabbitva. Végiil a IV. osztalyba tartozoknal
az UBC domén mindkét végén ki van egészitve a fehérje.

E3 — ubiquitin ligaz

Az ubiquitin ligazok altalaban nagyon nagy molekulak. Lehetnek egyetlen polipeptid 1ancbdl felépiildk, de tobb
alegységbdl allo dsszetett rendszerek is. Két altipusuk fordul el6:

1. aRING-finger (RING = really interesting new gene) tipus — nem képez tioészter kotést az ubiquitinnel. Feladata,
hogy ideiglenesen megkoti a célfehérjét és az aktivalt ubiquitin molekulat hordoz6 ubiquitin konjugélo enzimet
(E2), alkalmas kozelségbe hozza 6ket és eldsegiti az ubiquitin atkeriilését a célfehérjére (2.13. abra, bal oldala).

RING-finger HECT-domén
E3 ubiquitin ligaz <—J ;» E3 ubiquitin ligaz

i

B o & @
e, Bge N
’ ‘

2.13. abra Az ubiquitin ligaz (E3 enzim) két tipusa

®

2. a HECT-domén (HECT = homologous to E6-AP C-terminus) tipus — tioészter kotést alakit ki az ubiquitinnel.
Ebben az esetben az ubiquitin el6szor a megfeleld E2 enzimrdl az ubiquitin ligaz aktiv cisztein oldallancéra keriil.
Ez az E3-ubiquitin tioészter a donor a célfehérjével torténd amid kotés kialakitasanal (2.13. abra, jobb oldal).

Az ubiquitin aktivalas és a multiubiquitinilacio lépései

Nézziik most meg részletesebben, hogyan is kotédik az ubiquitin a lebontasra keriil§ fehérjére! Az ubiquitin
konjugécio tobblépcsds folyamat, melyhez fenti harom enzim egymast koveté miikddése sziikséges (2.14. abra).
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?
s

2.14. abra Az ubiquitin aktivalasanak lépései: a) adenilalas, b) AMP — Cys-El, c¢) adenilalas, d) Cys-E1 —
Cys-E2

A kezdd, aktivalasi 1épésben ATP felhasznalasaval tioészter kotés alakul ki az ubiquitin C-terminalis glicinjének
karboxil csoportja és az ubiquitin aktivaldé enzim (E1) lanckozi ciszteinjének szulthidrilcsoportja kozott (2.14.
abra, a). Ebben a 1épésben el6szor ubiquitin-adenilat kdztestermék alakul ki PP; felszabadulasaval, majd az ubiquitin
az El cisztein oldallancéara kotddik és AMP szabadul fel. Az aktivalt ubiquitin ezutan egy ubiquitin-konjugald
enzim (E2, ubiquitin hordozo fehérje vagy ubiquitin carrier protein) specifikus ciszteinjére kertil at (2.14. abra, d)
(Nalepa és mtsai., 2006).

A végsd, konjugald 1épésben az ubiquitin az E2-r6] a célfehérjére keriil; az ubiquitin C-termindalisan at amid/izopeptid
kotést formal a célfehérje egy lizin oldallancéanak e-amino csoportjaval (2.13. dbra). A legtdbb esetben a szubsztratok
felismeréséhez egy harmadik faktorra is sziikség van. Ezek az E3 fehérjék vagy ubiquitin ligdzok az E2 enzimmel
¢és a szubsztrattal egyarant kapcsolatba 1épnek, és igy segitik az ubiquitin-protein konjugaciot.

Mig az El enzimbdl minden sejtben fajonként csak egyféle molekula van (bar két valtozat: sejtmagi és
citoplazmatikus), E2 enzimbdl tobbféle 1étezik (fajonként 10-30), E3-bol illetve E3 multiprotein komplexbdl pedig
tobb enzimcsalad (fajonként tobb szaz E3-as enzim). A megfeleld E3 enzimek ismerik fel a lebontando tobb ezerféle
célfehérjét, igy ezek feleldsek az ubiquitin-célfehérje kapcsolodas, és ennek kovetkeztében a fehérjebontas
specifikussagaért (2.15. abra).

2.15. abra Az ubiquitin konjugal6 enzimkaszkad piramis-szerii felépitése
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Az ubiquitin ligazok és a szubsztrat felismerés

N-vég szabaly

Lassuk most, hogy hogyan ismeri fel egy E3-as enzim a célfehérjét! Altalaban a célfehérjének illetve egy részletének
térszerkezete alapjan jon létre a kapcsolodas. Lehetséges, hogy éppen hibas térszerkezete (pl. a felszinen megjelend
hidroféb aminosav oldallancok) miatt leplezédik le egy fehérje és kotddik egy E3-as enzimhez. Nem biztos, hogy
a teljes fehérjét meg kell vizsgalni ahhoz, hogy kideriiljon megvaltozott, médosult a szintézise 6ta. Minden eukaridta
fehérje start kodonja metionint kodol, tehat egy frissen elkésziilt polipeptidlanc N-terminalisan mindig metionin
aminosav van. Ha a fehérje modosul, sériil, enzimatikus hasitast szenved, akkor valdsziniileg mas aminosav lesz
az amino-terminalisan. Az E3-as enzimek egy csoportja pontosan ezt ellenérzi. Alexander Varshavsky fedezte fel,
hogy egy citoszodlikus fehérje fél-életidejét nagymértékben az amino-terminalis csoportja hatarozza meg (Varshavsky,
1996).

A fehérjék azon tulajdonsagait, melyek metabolikus instabilitasukat okozzak lebontasi jeleknek vagy degronoknak
nevezziik. Az egyik alapvetd Osszetevoje egy fehérje lebontasi jelnek a destabilizalé N-terminalis aminosav. Ezt
a jelet N-degronnak hivjuk. Az N-degronok egy fajban kialakulé rendszere, mely kiilonb6z6 destabilizald
aminosavakbol all, az N-vég szabdly. Ez a szabaly, mely megmutatja egy fehérje fél-életideje és az N-terminalis
aminosava kozti 6sszefliggést, minden eddig vizsgalt szervezetben megtalalhat6 E. coli baktériumtol, az élesztén
(S. cerevisiae) at, az eml0s sejtekig.

Ha metionin all az amino-terminalison a fehérjének jellegzetesen hosszi, tobb mint 20 oras a fél-életideje, mig ha
arginin, akkor csak kb. 2 perces. Az erésen destabilizalé amino-terminalis csoportok, mint pl. az arginin és
aszparaginsav gyors ubiquitinilaciot okoznak, mig a stabilizald csoportok, mint pl. a metionin és a szerin nem.
Erdekes, hogy a stabilizalo, illetve destabilizalé amino-terminalis csoportok hasonléak az élesztében és az emberben,
azaz ez a fél-¢életid6t meghatarozo jel valtozatlan maradt az evolicio sok millié éve alatt.

N-vég szabaly az élesztoben
Az élesztében végzett vizsgdlatok szerint egy fehérje N-terminalisan elsddlegesen destabilizdlo, azaz fél-életidd
csokkentd hatastak a bazikus oldallincti aminosavak (arginin, lizin, hisztidin — 1-es tipus, N-dpl) és a hidrofob

oldallanct aminosavak (leucin, fenilalanin, tirozin, izoleucin, triptofan — 2-es tipus, N-dp2) (2.16. abra).
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2.16. abra Az N-vég szabaly az élesztében. Sarga ellipszis jeldli a szubsztrat fehérjét. Rozsaszin és piros betiikkel
az elsédlegesen, kékkel a masodlagosan, zolddel a harmadlagosan destabilizalé6 amnosavakat tiintettiik fel.

A citoplazmaban eléforduld Arg-tRNS-protein transzferdz (R-transferase) enzim, melyet az ATE1 gén kodol az
¢lesztdben, egy fehérje N-terminalisan 1évd aszparaginsav illetve glutaminsav aminosavhoz képes egy arginint
kotni. Az arginin, mint az el6z6ekben mar lattuk, elsédlegesen destabilizalé aminosav, igy a fehérje rovidesen
lebomlik. Ezért az aszparaginsavat és glutaminsavat mdsodlagosan destabilizalo aminosavaknak (N-ds) hivjuk
(2.16. abra).
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Az ugyancsak citoplazmatikus N-termindlis amidohidrolaz (Nt-amidase), melyet ¢leszt6ben az NTA 1gén kodol,
az N-termindlison 1évé aszparagint illetve glutamint masodlagosan destabilizald aszparaginsavva illetve
glutaminsavva tudja atalakitani. Ezek természetesen a fent leirtak szerint tovabb alakulnak és a fehérje végiil
lebomlik. Ezért az aszparagint és a glutamint harmadlagosan destabilizalo aminosavaknak (N-dt) nevezziik (2.16.
abra).

Elesztében az ubiquitin aktivalasat az Ubalp ubiquitin aktivalé (E1) enzim végzi. A 20 kDa tomegii Ubc2p ubiquitin
konjugald (E2) enzim katalizalja a Cys88-on tioészterkotéssel kotott, aktivalt ubiquitin szubsztrat fehérjére kertilését.
A folyamatot a 225 kDa tomegli Ubr1p ubiquitin ligaz (E3 vagy N-recognin) segiti azzal, hogy megkoti az E2-es
enzimet és az N-terminalisan szubsztratot. Kiilon kotohelye van az 1-es illetve 2-es tipusu elsédlegesen destabilizald
aminosavaknak. Az 52kDa tomegli Ntalp (Nt-amidase) és az 58kDa tomegli Atelp (R-transferase) az 1-es tipus
kotdhelye mellett ugyancsak az Ubr1p-hez kapcsolodik. Az Ntalp kdzvetleniil is kotodik az Atelp enzimhez (2.16.
abra). Az enzimkomplex segitségével multiubiquitinilalt fehérjét végiil a 26S proteaszoma bontja le (Varshavsky,
1996).

A szubsztratok aktivalasa az N-vég szabaly utvonalra

Az emlésokben az N-vég szabaly lebontasi Gitvonal 1-es tipusu (bazikus) és 2-es tipusu (hidrofob) destabilizald
aminosavait a 2.17. abra mutatja.

Endopeptidazok
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2.17. abra Az N-vég szabaly 1tjan lebomlo peptidek keletkezésének lehetdségei emlésokben

Endopeptidazokkal torténd hasitas (villam jel) eredményeképpen kertilhet destabilizaldo aminosav (X) egy csonkolt
fehérje N-terminalisara. Emlésokben miikodik a metionin-aminopeptidaz, mely metionin és cisztein kdzott hasit.
Az N-terminalis cisztein késobbi oxidacidja is destabilizdcidhoz vezethet, ha egy 1-es tipusu, elsddlegesen
destabilizald arginin kapcsolddik hozza (2.17. abra). Emldsokben is mikddnek specifikus deamidazok, melyek az
aszparagint aszparaginsavva (illetve a glutamint glutaminsavva) alakitjak. Ez az atalakitds lehetséget ad az
arginintranszferaz enzimnek egy arginin az N-termindlishoz kapcsoldsara (2.17. dbra) (Ravid és Hochstrasser,
2008).

Az N-vég szabaly utvonal kaszpazok altal képzett szubsztratjai

A kaszpazok endopeptidazok, melyek a fehérjéket adott sorrendii aminosav részlet utan elhasitjak. A kaszpaz
hasitas helyét és a keletkezd polipeptid N-terminalis aminosavat néhany példa esetén a 2.18. abra mutatja.
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2.18. abra Kaszpazok altal képzett N-vég szabilynak megfelel6 szubsztratok. Dm - Drosophila melanogaster,
Hs - Homo sapiens és Mm - Mus musculus. A z61d betiik a kaszpazok altal felismert aminosav szekvenciat mutatjak,
a nyil a hasitasi helyet, a piros betii a keletkez6 fragmentum destabilizaldé N-terminalis aminosavat jelzik.

Egyelére még csak a Drosophila DIAPI esetén bizonyitottak, hogy a kaszpaz hasitas eredményeként az N-
terminalison megjelend destabilizalé aminosav hatasara a keletkezd peptid valoban az N-vég szabaly titvonalon
bomlik le. Megfigyelhetd azonban, hogy szamos kaszpaz esetén elméletileg hasonldan destabilizaldé aminosav
keriil a peptid termék N-terminalisara (2.18. abra) (Varshavsky, 2003).

Az ubiquitin ligazok osztalyai

Lattuk korabban, hogy az ubiquitin ligazoknak (E3) két tipusa fordul eld. Nézziik most meg kozelebbr6l, hogyan
épiilnek fel ezek az enzimek: A RING-finger domént tartalmazé ligazok allhatnak egyetlen polipeptid lancbol
vagy felépiilhetnek tobb alegységbdl (pl. SCF komplexum). A HECT-doménnel rendelkez6é E3-as enzimek egy
alegységgel rendelkeznek és az ubiquitinilacio soran kovalens kotést létesitenek az ubiquitinnel (2.19. dbra) (Nalepa
és mtsai., 2006).

HECT
HECT-domén RING-finger SCF komplexum
ubiquitin ligaz ubiquitin ligaz ubiquitin ligaz

2.19. abra Az ubiquitin ligazok osztalyai. Egy alegységes RING-finger E3-as enzim; HECT-domén E3-as ligaz;
és tobb alegységes RING-finger E3-as ligaz (SCF komplexum). (HECT, homologous to E6-AP C-terminus; RBX,
RING-box protein; SCF, SKP1-Cullin—F-box)
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RING-finger domén tipusu E3-as enzimek

A RING-finger domént tartalmazé ubiquitin ligdzok csaladjanak tagjai allhatnak egyetlen polipeptid lancbol,
miikddhetnek dimerként vagy felépiilhetnek tobb alegységbdl. Nézziik meg kozelebbrdl a névadd RING-finger
domén szerkezetét.

RING-finger domén
* ~60 aminosav hosszl szerkezeti egység
» 2 vagy 3 cinkion stabilizalja

Az emlés genom tobb mint 600 lehetséges RING-finger E3-as enzimet kodol. A legtobb RING-finger domén két
cinkiont tartalmaz (sarga), melyeket 4 cisztein vagy 3 cisztein és 1 hisztidin oldallanc (piros) stabilizalnak. A
domén altalanos konszenzus aminosav szekvenciaja a kovetkezd:
C-X,-C-Xg_39-C-X|_3-H-X,_3-C-X,-C-X, 43-C-X,-C, de mas variacio is 1étezik (2.20. abra).

2.20. abra A RING-finger domén alapszerkezete (C3HC4-tipus)

A két cinkion és az 6ket tartd aminosavak egy atkarolo szerkezetet formaznak. A RING-finger doménnek két
valtozata van, a C3HC4-tipus és a C3H2C3-tipus, melyek nagyon hasonloak, csak a cisztein/hisztidin mintdzatukban
kiilonbdznek. Az utobbi tipust szoktak RING-H2-fingernek is hivni. Az U-box elnvezésii domén hasonlé szerkezet,
de nincs benne cinkion (Nalepa és mtsai., 2006).

Egy alegységbdl felépiilé RING-finger domént tartalmazo ligazok

A RING-finger csalad egyes tagjai egyetlen polipeptidbdl allnak. Ilyen molekula az Mdm? illetve egyes IAP
fehérjék. Ezek a fehérjék a RING-finger domén résziikkel kozvetleniil kotok a megfeleld E2-es enzimet és egy
masik résziikkel pedig a szubsztrat fehérjét (2.21. abra).

Szubsztrat

2.21. abra Egy alegységbdl felépiilé6 RING-finger tipusu ubiquitin ligaz (E3). A piros ellipszis a RING-finger
domént jeloli.

Gyakori azonban, hogy ezek a monomer ubiquitin ligdzok kettesével, a RING-finger doménjiikkel vagy az akoriili
régidval 0sszekapcsolodnak, homodimereket hoznak 1étre. Ilyen példaul a cIAP (cellular inhibitor of apoptosis,
masnéven BIRC2), a SIAH (seven in absentia homologue 1), és a TRAF2 (TNF receptor associated factor 2).
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Képzodhetnek heterodimerek is, erre jo példa az Mdm2 (murine double minute 2, emberben Hdm?2) és az MdmX
(masnéven Mdm4, illetve emberben HdmX vagy Hdm4) 6sszekapcsolodasa, vagy a BRCA1 (breast cancer 1) és
BARDI1 (BRCA1-associated RING domain 1) egylittese. Heterodimerek esetén az egyik RING-domén fehérjének
(MdmX, BARDI1) gyakran hianyzik a ligdz aktivitasa és csak stabilizalja az aktiv E2-k6t6 RING-domént.

SCF komplexum

A legismertebb tobb alegységes RING-finger domén ubiquitin ligaz enzimek az SCF komplexum tipusba tartoznak.
Az SCF rovidités a legfontosabb alegységek kezddbetliibdl all 6ssze: Skpl, cullin, F-box (2.22. abra).

Ubc3

~ 4D

2.22. abra Az SCF komplexum tipusiitobb RING-finger domén ubiquitin ligaz enzim alegységei

Az SCF komplexum a cullint tartalmazo6 ubiquitin ligdzok alaptipusa. A ligdz a szubsztratfehérjét az egyik
alegységének fehérje-koté doménjével, a 45 aminosavbol allo F-box-szal koti meg. Legalabb harom osztalya van
az F-box fehérjéknek, aszerint hogy milyen a szubsztratkoto résziik: Fhbw (WD40 - egy révid kb. 40 aminosavbol
allo szakasz, gyakran a Trp-Asp (W-D) dipeptidre végzddik), Fb/ (LRR - leucine-rich repeat), Fbx. Az F-box
protein az Skp! (S-phase kinase associated protein) fehérjéhez kapcsolodik, ami adapterként vagy zsanérként a
cullinhoz koéti. A cullin (cull (ang.): 6sszeszed) allvanyfehérje a komplexum vazszerkezeteként szolgal és masik
végén a RING-finger fehérjét (Roci/Rbx1) tartja, az pedig egy specifikus E2 enzimhez kapcsolodik (2.22. dbra).

Lathatjuk, hogy egy SCF komplexum specificitasat elsdésorban a szubsztrat felismerd és megkdtd F-box fehérje
adja. Ezért egy adott enzim megnevezésekor az SCF rovidités mellé fels6 indexként az F-box fehérje nevét irjak.
Példaul, ha az F-box az Fbl1 osztalyba tartozo Skp2, akkor SCFS%2 |esz az enzim jele (Petroski és Deshaies, 2005)
(2.23. abra).

szubsztrat specificitas <« ~50 Arés —>

E2 kapcsolodasi hely

aNEDD8
kapcsolodasi

katalitikus mag

cuL1

2.23. abra Az SCFS%?? térszerkezete

Egy masik példaban az F-box fehérje az Fbwl osztalyba tartozo, 7-szeres WD40 szakaszt tartalmazo S-Trepl
(B-Transducin repeat containing protein), a komplexum elnevezése: SCFPTICP (2.24. 4bra).
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B-catenin,,,
B-TRCP / 'LDEGIH?;- aktiv hely

F-box fehérje cisztein

E2
UBCH7

kapcsolodasi
helye

cinkion

SCFPTP E3 ligaz

2.24. dbra Az SCFPT? E3 enzim térszerkezete egy lebontandé peptiddel

A szubsztrat fehérje ubiquitinilalasat gyakran a szubsztrat fehérje poszttranszlaciés modositasa, igy hiperfoszforilacid
vagy hidroxilacio elézi meg. A kiilonods foszforilaltsagi mintazat az egyik jel az E3-as enzim szamadra a fehérje
ubiquitinilalasara. Ez jatszodik le az SCFPTCP E3 ligaz két természetes szubsztratja, az IkB €s a -catenin esetén
is.

RING E3 enzim kozvetitett katalizis mechanizmusa

Az SCFPTP E3_35 enzim ubiquitinilalasi sebessége jelentdsen fligg az ubiquitinilalando lizin és az enzim altal a
szubsztraton felismert in. destrukciés motivum kozotti tavolsagtol. Ennek vizsgalatara in vitro kisérletben vad
tipusu és modositott B-catenin és IkBa peptideket hasznaltak (2.25. abra).

WT p-Catenin KAAVSHWQQQSYLDpSGIHpSGATTTAP
p-Catenin A Lys AAVSHWQQQSYLDpSGIHpSGATTTAP
WT-8 p3-Catenin KASYLDpSGIHpSGATTTAP
WT-4 -Catenin KAWQQQSYLDpSGIHPSGATTTAP

WT+4 p-Catenin KAGSGSAVSHWQQQSYLDpSGIHpSGATTTAP
WT+8 -Catenin KAGSGSGSGSAVSHNQQQSYLDpSGIHPSGATTTAP
IxBax KKERL LDDRHDpSGLDpSMKDEE

2.25. abra Az SCFPT'? E3-as enzim aktivitasanak méréséhez hasznalt vad tipusu és modositott f-catenin
és IxBa peptidek. Az abran a destrukcios motivum sargaval jeldlt, az ubiquitint fogad6 lizinek rézsaszinnel a vad
tipusu peptidhez képest beillesztett aminosavak a wt+4 és wt+8 mutans B-catenin peptidek esetén zoldek.

Mint az abran lathato a két természetes szubsztratban eltéro a tavolsag a lizin és a destrukcios motivum kozott, az
IkBa-ban pontosan négy aminosavval rovidebb, mint a B-cateninben. A kisérletben 1étrehozott modositott B-catenin
peptidekben a vadtipusnal 8 illetve 4 aminosavval révidebb valamint 8 illetve 4 aminosavval hosszabb volt ez a
tavolsag (Wu és mtsai., 2003).

Bar az SCFPT™? E3-as enzim felismeri mindkét természetes szubsztratjat, a kisérlet kimutatta, hogy az IxkBa-t
nagyobb aktivitassal ubiquitinilalja, mert itt éppen megfeleldé az enzim szamara a fogadd lizin és a felismert
destrukcios motivum kozotti tavolsag. Ha a f-cateninben mesterségesen lerdviditették ezt a tavolsagot, jobb
ubiquitinilalasi sebességet kaptak a vadtipushoz képest. Minden mdas valtoztatds csak gyengébb aktivitast
eredményezett (2.26. abra).
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100 1

Ub-peptid / 6sszes Ub arany (%)
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VBC komplexum (VHL-ElonginB-ElonginC)
 von Hippel-Lindau tumor szupresszor protein
» VHL disease — sporadikus vese karcinoma

» a Hifla-t és Hif2a-t (hypoxia indukalhaté transzkripcids faktor) bontja, mely a VEGF-t (vascular endothelial
growth factor) szabalyozza

A VBC (VHL-elongin B-elongin C) komplexumot a VHL (von Hippel-Lindau) tumor-szuppresszor fehérjével
egylitt fedezték fel. Az E3-as enzim szubsztratja, a Hifla transzkripcids faktor a SOCS box-ot (suppressor of
cytokine signalling) tartalmazé VHL fehérjéhez kotédik. A SOCS box az Skpl-hez hasonlo elongin C-hez és az
ubiquitin homolog elongin B-hez. A komplexum tagja még a Cul2 cullin és a Roc1/Rbx1 RING-finger protein
(2.27. abra).

2.27. abra A VBC komplexum vazlata

Az angiogenezis (érképzddés) a tumor novekedés és eldretdrés alapja. Ennek kulcsszabalyozdja a hipoxia indukalhato
faktor (HIF) transzkripcios faktor csalad, melyek a bioenergetikaban, sejt ndvekedésben és érképzddésben érintett
gének atirodasat indukaljak. Hipoxids koriilmények kozott a HIF fehérjék kozil a Hifla és Hiflp aktiv és
heterodimert képezve a hipoxia valasz génekhez (hypoxia response elements — HREs) kotddnek a célgének elé.
Normalis oxigénellatottsagu koriillmények kozott a Hif 1B stabil, mig a Hifla fehérjét az ubiquitin—proteaszoma
rendszer lebontja, ezzel megakadalyozva a transzkripciot. A Hiflo oxigén-fliggd szabalyozasanak a kulcsa a VHL
komplexum. A HIF1a konzervativ helyzet( prolin aminosavain hidroxilalodik a HIF-prolil-hidroxilaz segitségével.
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e

proteaszomaban. Mindez csak normalis oxigén ellatottsag mellett zajlik igy. Hipoxias koriilmények kozott a HIF-
prolil-hidroxilaz gatlodik, mert az oxigént ko-szubsztratként hasznalja az aktivitasa soran.

A 2.28. 4dbra az SCF tipusu sok alegységes RING-finger E3-as enzimeket hasonlitja dssze.

2.28. abra Az SCF tipusu sok alegységes RING-finger E3-as enzimek dsszehasonlité abraja. A specificitast
ado molekula részleteket (F-box, VHL, BTB, DDB1/2, SOCS-box) kiilonbozé cullinok kotik a RING-finger
fehérjéhez (RBX). Az egyes cullinok egyedi, de szerkezetileg hasonld specificitast ado fehérjéket hasznalnak. (Az
abran hasznalt roviditések: B-TRCP, B-transducin repeat-containing protein; BTB, broad complex/tracktrack/bric-
a-brac; DDB, DNA-damage binding protein; FBW, F-box and WD40 domain protein; HECT, homologous to E6-
AP COOH-terminus; RBX, RING-box protein; SCF, SKP1-Cullin—F-box; SKP, S-phase kinase-associated protein;
VHL, von Hippel-Lindau)

Anafazis promocios komplexum

* mitotikus orsdban lokalizal

» metafazis-anafazis atmenet elsegitése
* ciklin B lebontas

Az APC (anaphase promoting complex, masnéven cyclosome) a legosszetettebb SCF tipusu sok alegységes ubiquitin
ligdz, mely a mitotikus orsoban talalhatoé a sejtosztodas idején. Szubsztratjait a Cdc20 és Cdhl specifikus
aktivatorokon keresztiil koti meg. Az APC komplexum fehérjéi a legnagyobbtol indulva sorban a legkisebbig
vannak beszamozva (Apcl-10, 2.29. abra).

2.29. abra Az anafazis proméciés komplexum (APC vagy cyclosome) nevii E3-as enzim alegységosszetételének
egyszerisitett rajza

Az Apc2 fehérje egy cullin homolog, az Apcll egy RING-finger fehérje. Az Apc3/Cdc27, Apc6/Cdcl6 és
Apc8/Cdc23 fehérjék kiilon komplexumot formalnak a tetratricopeptide repeat (TPR) doménjiik segitségével és
valdsziniileg a komplexum megtamasztasara szolgalnak. Az Apcl az Aspergillus BimE proteinjének homologja.
Az Apcd, ApcS, Apc7 és jopar mas alegység szerepe egyeldre ismeretlen.

HECT-domén tipusu E3-as enzimek

Emlésokben tobb mint 30 HECT-domén tipusu E3-as enzim fordul eld. A fehérjéknek ez az egyre boviild csaladja
kozvetleniil kapcsolodik a megfeleld ubiquitin konjugald enzimhez (E2) és ugyancsak kozvetleniil a szubsztrathoz
(2.30. abra).
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2.30. abra Az E6-AP HECT-domén tipusi E3-as enzim vazlata a hozza kdzvetleniil kapcsolodé Ubc7 E2-es
enzimmel

Tobbféle feladtuk mellett, a HECT E3-as enzimeknek kiemelkedd szerepe van a fehérje forgalomban, az
immunvalaszban, és sokféle, a sejtnévekedést s sejtosztodast szabalyozo jelatviteli ttvonalban (Rotin és Kumar,
2009). A HECT-domén (HECT - Homologous to E6-AP C-terminus) egy 350 aminosav hosszl, 40kDa tomegi
fehérje illetve fehérje részlet, mely tartalmaz egy konzervalt ciszteint, melyhez az ubiquitin atmenetileg kotédik.
Maga a HECT-domén az enzim C-terminalisa felé helyezkedik el, mig az N-terminalis sokféle lehet és a szubsztrat
kotésért felelés (WW domén: -Trp-(20-22)-Trp-(40)-Pro- felépitésii hidrofob zseb). A HECT-domén maga is
kétlebenyii, az N-terminalis felé esé N-lebeny 1ép kapcsolatba az E2-es enzimmel és a C-terminalis iranyaban
elhelyezkedd C-lebeny tartalmazza az aktiv ciszteint, mely atmeneti tioészterkotést alakit ki az ubiquitinnnel. A
E3-as enzim. A neki megfelel6 E2-es enzimrdl, az Ubc7-rdl keriil ra az aktivalt ubiquitin innen pedig természetes
szubsztratjara, a p53 fehérjére. A DNS megkett6z6dését leallitd, apoptdzis beinditd fehérje ubiquitinilalasa és
lebontasa kedvez6 a virus szamara, mert igyekszik megakadalyozni a megfert6zott gazdasejt tl korai pusztulasat
(Jackson és mtsai., 2000).

A 2.31. dbran vessiink egy pillantast az ubiquitin ligazokra (E3-as enzimekre).

HECT-domén fehérjék RING-finger E3 SCF komplexum
VBC komplexum APC komplexum

2.31. abra Az ubiquitin ligazok 6sszehasonlitiasa. Az ismert ubiquitin ligazok, ha egy polipeptidbdl épiilnek fel,
akkor vagy HECT domént, vagy RING finger domént tartalmaznak. A tdbb alegységes ubiquitin ligazoknak mindig
van egy cullin alegységiik (Cull—Cul5 vagy Apc2) és egy kiilon RING finger alegységiik. A szinkod magyarazta:
a szubsztrat fehérje rézsaszin, a szubsztratkotd fehérje kék, 6sszekotd, zsanér zold, cullin magenta, RING-finger
fehérje vagy domén iires piros kor, E2-es enzim lila.

A deubiquitinilalé enzimek

Mibta a deubiquitinilalo enzimek (DUB), masnéven az ubiquitin C-termindlis hidrolazok (UCH) csaladjat felfedezték,
nyilvanvaldva valt, hogy az ubiquitin konjugacio részben megfordithat6. A folyamat hasonl6 a kinazok és foszfatazok
altal katalizalt megfordithato fehérje foszforilaciohoz. A deubiquitinilacié megmenthet egyes multiubiquitinilalt
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fehérjéket a proteaszomalis lebontastol. Mas esetekben, nem degradativ jeleket (pl. monoubiquitin vagy K63-as
kapcsolodasu multiubiquitin lanc) is eltavolithat a fehérjékrdl (2.32. abra).

uss @@ prekurzor

UBAS2 @D feldolgozas
usaso @BS) Odeubiquitinilélé enzim

/‘/>_g§g\af>ad ubiquitin

megmentés P N a nem lebonté
alebontést! (@) < N Q)| jel eltavolitasa

recikliza’la’s® ®recikliza’lés .
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lebontasi jel 1 % (5:) ]

reciklizélés reciklizalés| i
—,—-@ @@ﬁ— a nem lebonté
lebontés O szabad ubiquitin o Jel médositésa

készlet 7 0B
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2.32. abra A deubiquitinilalé enzimek (DUB) enzimek altalanos feladatai

A DUB enzimek felelnek az ubiquitin homeosztazisért a sejtben és megakadalyozzak, hogy az ubiquitin a 26S
proteaszéma vagy a lizoszomalis Gtvonal szubsztratjaival egyiitt megemésztédjon (ubiquitin reciklizalas). A
szubsztratokrol egyben eltavolitott multiubiquitin lancokat is a DUB enzimek szerelik szét, biztositva ezzel, hogy
a visszaforgatott ubiquitin megjelenjen a szabad ubiquitin raktarban. Egyes DUB enzimek 0jra szerkeszthetik a
mar a szubsztrat fehérjéken 1év6 ubiquitin lancokat, atalakitva az egyik tipusu jelet egy masikka. Mint korabban
lattuk az ubiquitint kodold génekrdl eldszor linearis fuzids fehérjék késziilnek. A deubiquitinilalé enzimek egyik
kulcsfeladata, hogy ezekbdl a prekurzorokbdl szabad ubiquitint készitsenek (2.32. abra) (Komander és mtsai.,
2009).

Az ubiquitin rokonai

Az ubiquitin-szerii fehérjék

Az ubiquitin-szert fehérjék (UBLs - ubiquitin-like proteins) aminosav szekvencidi kozotti hasonlosag még a
legkozelebbieket (Rub1/NEDDS) tekintve is igen alacsony (2.33. 4bra).

-------------------------------------------------------- ML If3
1 scec-eeececeseeeseeecsmem-=======--=--MEDQEAKRKPSTEDLGDKKEGEY[JK L[S
Apgl2 1 HAEBPQSVLQLPTSIAaGGEGLrDVSPETTTPEPFssnnvspcwnxpncnrxnxxnxnnr
Tml 1 ccmemeaaeaan M MMM ie e .- -MVNVKVEFLGGLDAIFGKQRVHKEKMD

TLE SSDTIDNVSKIQDRBDQ ERKQLE———GRLS
AEME ID I}JP| DI{‘VERIERVEERBQQ YSKQHN---ER&A
SEHEK K THLKKLEEYCQRQVHNSL FLFE[EORIA- --pmNHWPEEL

F

Apgl2 61 AVGDPIéETKK'HA RWRTIQGLIDFIRKEKFLELVASE LaYvHQSF!PSPQEVGTL

Urml 28 REDPVTVEIDLEADHIP s TMINNPNDVSIFIEDD SERElGTI ITPND TDW- -~ - - ELEGEK
Ubi 60 NIQKES---T LvLR R
RUB1 60 KILGGE - - - LVLA R
sumo-1 81 GHEBE——— IEVYQEQT
Apgl2 121 ECFGSGKL YCKS QA
Urml 83 ILEDG———IISETSTﬁB

2.33. abra Az ubiquitin-szerii fehérjék aminosav szekvenciai kozotti hasonlosag. Az azonossag feketével, a
hasonlosag sziirkével jelolt.

Nemcsak az aminosav sorrendjiik, az 6sszhosszuk is jelentdsen eltérd. A szekvencidk egyetlen kdzos vonasa a C-
terminalis kettds glicin motivum. Miért tekintjiik 6ket mégis az ubiquitin rokonainak? Az ubiquitin és rokonai
elsdsorban az ubiquitin superfold térszerkezetben hasonlitanak egymasra. Superfoldnak nevezziik azokat a fehérje
hajtogatodasi tipusokat, melyek semmilyen szekvencialis vagy funkcionalis rokonsagot nem mutaté fehérjék esetén
mégis hasonl6 térszerkezetet kolesondznek a polipeptideknek (Welchman és mtsai., 2005). Az ubiquitin superfold
B-rétegre épiil (2.34. abra).
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2.34. abra Az ubiquiton — az ubiquitin (kék), a SUMO-1(z6ld) és a Nedd8 (piros) egymasra vetitett térszerkezete
(Ubiquitin - Protein Data Bank (PDB) accession code P62988; SUMO-1 - PDB P63165; NEDDS - PDB Q15843)

Tehat az ubiquitinnek csak a térszerkezete hasonlit az ubiquitin-szerii fehérjékre, ezeket egyiitt ubiquiton-oknak
nevezziik. Az evollcid soran az ubiquitonok hoztak 1étre a szerteagazo funkcioval rendelkez6 kis fehérjék tarhazat.
Az ubiquitonok nemcsak kovalensen kétédhetnek, hanem genetikailag be is agyazodhatnak mas, sokkalnagyobb
fehérjékbe, mint példaul a Raf (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma) kinazba.

Az ubiquitin-szerli fehérjék legtdbbje inaktiv prekurzorokbdl proteolitikus hasitassal valik éretté, aktivva (2.35.
abra).

Erés Konjugacié
=
UBL C-terminalis g Aktivalé  Konjugalo Ligaz Szubsztrat
hidrolaz = enzim enzim E3
Fim} E1 E2
W & e -
Lbauit & UBA1T  UBC1-8, orAPC,SCF, sokféle
10,11,13  CBC, stb.
Y ATP R 9
SUMO e oo~ €V > @ ? —
AOS1/ UBC9
UBA2 sokféle
Y ATP 0 2
RUB ®oa—> & — §3—> .Cf — SCF, CBC >
315213/ UBC12 stb. cullinok

2.35. abra Az ubiquitin és két ubiquitin-szerii fehérje (SUMO és Rub) szubsztratra Keriilésének sémaja (a
nyilhegyek a hasitasi helyeket mutatjak; a - aminosav)

Az ubiquitin vagy poliubiquitinként, vagy riboszomalis fehérjékkel fuzionalva fejezddik ki. Az ubiquitin-szer(
fehérjék szubsztratra kotédéséhez aktivalo (E1) és konjugalo (E2) enzimekre van sziikség, melyek tioésztert (S)
formalnak a fehérjékkel (2.35. abra). A cullinok Rub-bal toérténd modositasdhoz az ubiquitinildlast is végzd

SCF/CBC-szerti E3-as enzimekre van sziikség. Csak a SUMO képes tobbszords lancot képezni az ubiquitinhez
hasonldan a szubsztradton, mas ubiquitin-szert fehérjékre ez nem jellemzd (Jentsch és Pyrowolakis, 2000).

A SUMO

* SUMO: small ubiquitin-related modifier
 gerinctelenekben 1 gén kddolja: SMT3

* gerincesekben 4 génje van: SUMO-1, 2, 3, 4

* 101 aminosav, 18%-o0s hasonldsag az ubiquitinnel
* 50%-o0s hasonldsag egymassal

* rovid meghosszabbitds az N-terminalison

A SUMO (small ubiquitin-related modifier) kovalensen modosit fehérjéket és ez szerteagazod bioldgiai
kovetkezményekkel jar. Kordbban is ismerték, de tobbféle néven: sentrin, PIC-1, GMP1, UBL1, DAPI.
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Gerinctelenekben 1 gén kodolja: SMT3 (suppressor of mif two). Gerincesekben 4 génje van: SUMO-1, 2, 3,4. A
kész fehérje 101 aminosavbol all, és csak 18%-os hasonlosagot mutat az ubiquitinnel (2.36. abra).

SUMO-1 W&5)- - - - QEARPS TEDLGDKKEGE Y KIS I EeREI R HgisviiM TRHE IKE S|
SUMO-2 NI - - - EKP| ITIINN - - - - DjsSs\] QIPERNR HEYPI#S|

SUMO-3 NEE - - - -EKP) TN - - - - - NLK VOIRGBIR Hji SI#S|

SMT3 WIS EVNQEAJSP ENUPIHVKP - - E TisRBNpneF EH FIORUK Ty PR RIBUERIF A
Ubiquitin MQIFWYKTLTEKTMTLEVEPSDTIENVKAKIQ

X

SUMO-1 Qlstele'V P JFR F)R EI3G DNHJRZK EWRGIUAEINS VI EW V| HSTV

SUMO-2 Eltele ], S\UIR(® T )83 R izgslele) PRIN E T'D) O/ Lj3MEDEDT I)8Vi3Oe] X

SUMO-3 El SKIR(® T )83 R j3yslefe) PRIN E T D) O INMEDEDT I|BVIJOe] 'VPESSLAGHSF
SMT3 € KEWDS LEYL YjBle T RIOAD QNS E DD TIEAHRES I[EleATY

IROG)S
Ubiquitin DKE€IPPDEONLIFAEKOLEDGRILSDYNIQKESHLHLVLRL!

2.36. abra Hasonlésag az ubiquitin és egyes SUMO fehérjék kozott. A human SUMO-1, -2, és -3 aminosav
sorrendjének Osszehasonlitdsa az élesztd (Saccharomyces cerevisiae) SMT3-mal és a human ubiquitinnel. Az
azonossagok kékkel, a hasonlosagok sargaval vannak jelolve. A prekurzor hasitas helyét a kettds glicin motivum
elétt, a C-terminalis kdzelében, az o0ll6 jelzi.

Maguk a SUMO fehérjék is csak 50%-ban hasonloak egymassal. A konjugalas el6tt sziikség van a fehérje C-
terminalis végébol egy rovid peptid lehasitasara, hogy a kettés glicin motivum el6tinjon. Ezzel kapcesolodik a
szubsztrat fehérje egyik lizin oldallancahoz. Az Smt3, SUMO-2 és SUMO-3 polipeptidekben konzervativ lizineket
is talalhatunk, ezek alkalmasak a jelolés lancszerli meghosszabbitasara. A SUMO-4 molekula 90. prolin aminosava
(Pro90) megakadalyozza, hogy a Ulp/SENP enzim (lasd késébb) lehasitsa az altala megjeldlt fehérjérol
(Mukhopadhyay €s Dasso, 2007; Miiller és mtsai., 2001).

A sumoilalasnak a modositott fehérje szamara haromféle molekularis kdvetkezménye lehet (2.37. abra).

@ E1, E2, E3 enzimek, ATP

e e

izopeptidazok

=7
S & 2

2.37. abra A sumoilalids molekuliris kovetkezményei

1. A sumoilélés akadalyozhatja a szubsztratfehérje és partnere kapcsolodasat, igy az interakcié csak a SUMO
hianyéaban tud létrejonni.

2. Mas esetben éppen a sumoilalas szolgaltathat kotéhelyet a kapcsolddo partner szamara, példaul az ugynevezett
nem kovalens SUMO interaktiv motivumon (SIM vagy SBM) keresztiil. A SIM hidrofob magbdl all, amit savas
aminosavak vesznek koriil, egyes esetekben szerin oldallancok.

3. Végiil a sumoilalas eredményezheti a modositott szubsztratfehérje térszerkezetének megvaltozasat. Ha a
modositott szubsztrat szintén tartalmaz egy SIM teriiletet, akkor a SUMO és a SIM kozotti intramolekularis
kolcsonhatas térszerkezeti valozashoz vezethet (2.37. dbra). A sumoilalas okozta konformaciovaltozasra jo
példa a timin DNS glikozilaz (Geiss-Friedlander és Melchior, 2007).

Lassuk most, milyen fehérjéket modosit a SUMO a sejtben! A legtobb ismert SUMO célpont magi fehérje, pl.
transzkripcids faktorok (TF), koregulatorok vagy a kromatin szervezddésében, megkketdzésében és javitdsdban
résztvevd fehérjék. Ezek mellett talalhatunk SUMO célfehérjéket a plazmamembranban, az endoplazmatikus
retikulumban (ER) és a citoplazmaban (2.38. abra).
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2.38. abra Sumoilalt fehérjék el6fodulasa a sejtben

RanGAP1 sumoilalasa megvaltoztatja a sejten beliili lokalizacidjat: az eredeti fehérje a citoplazmaban helyezkedik
el oldott allapotban, de a SUMO-1 konjugacio6 utan a magpdrus komplexumba keriil. A plazmamembranba lokalizalt
K "-ioncsatornak, a K2p1 és a Kv1.5 kevésbé aktivak a modifikaciot kovetden. Az ionotrép glutaminsav receptor
(GIluR6) sumoilalasa (ismeretlen mechanizmus szerint) eldsegiti felvételét a sejtbe. A metabotrép glutaminsav
receptor (mGluR8) is sumoilalédhat, de ennek nem ismerjiik még a kovetkezményeit. Az ER-ben elhelyezkedd
tirozin foszfataz 1B-t (PTP1B) inaktivalja a SUMO kotédése. A SUMO a mitochondriumok dinamikéjéra is hat:
a SUMO overexpresszidja vagy a SUMO-specifikus izopeptiddz SENPS5 aktivitasanak csokkenése a
mitochondriumok hasadasanak névekedését eredményezi. Bar a dinamin-szertit DRP1 fehérje is sumoilalasi célpont,
egyelore nem ismert, hogy ennek a modositasa is részt vesz-¢ a fenti folyamatban (Geiss-Friedlander és Melchior,
2007) (2.38. abra).

Kiilon kiemeljiik, hogy a p53 —Mdm?2 rendszerben a SUMO-1 szabalyozza az Mdm?2 miikddését. A sumoilacio
megakadalyozza az Mdm2-t abban, hogy sajat magat ubiquitinilalja, ezzel elésegiti a p53 ubiquitinilacidjat.

A Rub1/NEDD8

* Rubl: related to ubiquitin

* NEDDS: neuronal precursor cell-expressed developmentally downregulated protein 8 (egér)

50%-os hasonlosag az ubiquitinnel

cullinhoz k&t (SCF ubiquitin ligazban)

A Rubl/NEDD8 egy ubiquitin-szer(i fehérje, melynek aminosav sorrendje 50%-ban hasonl6 az ubiquitinéhez.
Egyetlen ismert funkcidja, hogy az SCFSkp? ubiquitin ligazt aktivalja azzal, hogy a ligaz cullin alegységéhez kot
(2.39. abra).

2.39. 4bra A Rubl/NEDDS8-cal aktivalt SCFS<P? ubiquitin ligdz térszerkezete az alegységek
kristalyszerkezeteibdl 6sszeallitva (Schwartz és Hochstrasser, 2003). A NEDDS8 fehérjét koto lizin oldallanc
vilagoskék.
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A NEDDS aktivalo enzimnek (EINEDDS) két alegysége van: az UBA3 és a APPBP1. ATP jelenlétében a NEDDS§
tioészter kialakitasan keresztil aktivalodik és az UBC12-re keriil. Az UBC12 a NEDD8-at a cullin fehérje egyik
lizin oldallancara juttatja, mellyel izopeptid kotést alakit ki (2.40. bra).

- NepDd
.. G &3 ,

— —> NEDDE)—> m
APPBP1 APPBP1

NEDD8

2.40. abra A Rub1/NEDDS8 konjugalisa az SCF ligaz cullin alegységére

Feltéve, hogy lehetséges egy E1 enzimhez specifikus inhibitort kifejleszteni, felmeriil a kérdés, hogy mi lehet a
sejtbiologiai kovetkezménye egy ilyen gatlasnak. EmlGs sejtvonalakon végzett korabbi kutatasok kimutattak, hogy
az ubiquitin aktivalo enzim (E1Ub) h6érzékeny mutacioi késéi S fazisban és G2-ben megallitjak a sejtciklust. Ez
azt mutatja, hogy az E1UD sziikséges a sejtosztddashoz. Ehhez hasonloan az EINEDDS8 mutacioi hatékonyan
blokkoljak a sejtosztodast Caenorhabditis elegans-ban, tovabba mind az UBC12, mind az UBC9 sziikséges a
fejlodéshez emldsokben. Ezért elviekben az ilyen E1 inhibitorok sejtciklus leallast idéznének el6 és hasznalhatok
lennének hiperproliferacios rendellenességek, mint példaul a rak gydgyitasaban.

Mindemellett valoszinil, hogy sokféle utvonalat érintene az E1 enzimek gatlasa és ezek koziil tobb elengedhetetlen
a normalis sejtmiikddéshez. Egy lehetséges elonye az EINEDDS gatlasanak az E1UDb helyett, az hogy ennek csak
a cullint tartalmazo ubiquitin ligazok aktivalasa az egyetlen ismert funkcioja. igy az EINEDDS gétlasa remélhetéleg
nem é€rint sok szaz mas ubiquitinilacioés reakciot, melyek nem cullin fiiggbek (Nalepa és mtsai., 2006).

Ellenorzo kérdések

—_

. Mik az ubiquitin fehérje legfontosabb jellemz6i?

2. Hanyféle gén és hogyan kodolja az ubiquitin fehérjét?

3. Mi a mono- és multiubiquitinilacié és mit jelent a sejtben?

4. Mik a multiubiquitinilacié egy ciklusanak elemi lépései?

5. Mi az N-vég szabaly?

6. Milyen E3-as enzimtipusokat ismer? Keressen példakat rajuk!

7. Milyen alegységei lehetnek egy RING-finger tipusti E3-as enzimnek és mi a feladata ezeknek?
8. Milyen feladatai vannak a deubiquitinilal6é enzimeknek?

9. Miben hasonlitanak az ubiquitinre az ubiquitin-szerti fehérjék és miben nem?

10. Mik a SUMO feladatai egy sejtben?

11. Hogyan aktivalodik €s mi a feladata a Rub1/NeddS8 fehérjének?
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3. A proteaszéma szerkezete és miikodése

A proteaszoma az eddig ismert legdsszetettebb fehérjebontd enzim komplexum. Labilis szerkezet, mely
magrészecskére és szabalyozd részecskékre valhat szét. A proteaszOma proteolitikusan aktiv részei a
magrészecskében vannak, jol elkiilonitve e henger alaku szerkezet belsejében. A fehérjék a henger két végén 1évo
csatornakon 1éphetnek be a részecskébe. Szabad magrészecske azonban nem bont le ubiquitin-fehérje
konjugatumokat, csak szabalyozo részecskével kapcsolodva (3.1. abra).
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3.1. abra Az ubiquitin-proteaszéma rendszer

A 26S proteaszéma

* 2,5 MDa komplexum

* 20S magrészecske

két 19S szabalyozb részecske
» multikatalitikus proteaz (MCP)

Az elsd leiras egy proteaszoma-szert tulajdonsagokkal rendelkezd, cs6 alaki komplexumrol még az 1960-as évek
végérol szarmazik. A késébbiekben rengeteg elnevezes sziiletett a proteaszémara vonatkozoan, ami jol mutatja,
hogy mennyi problémaval kellett megkiizdeni biokémiai tulajdonsagainak és sejten beliili szerepének meghatarozéasa
soran az eltelt tobb, mint négy évtized alatt. Enzimoldgiai vizsgélatokkal egész sereg kiilonb6zd proteolitikus
aktivitast mutattak ki, ami a ,,multikatalitikus protedz” (multicatalytic protease, MCP) egységes elnevezésre vezetett
(Burger és Seth, 2004). Ezt a nevet érdekes moédon hamarosan egy 0jabb valtotta fel, a profeaszoma, mely jobban
hangsulyozza a sejtszervecske méretli molekularis ,,gépezet” jellegti tulajdonsagait (3.2. abra).
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3.2. abra A 26S proteaszoma térszerkezeti modellje (Baumeister és mtsai., 1998) mellette méretaranyként egy
riboszéma lathatd

Elektronmikroszkopos felvételeken a 26S proteaszoma elnyult szerkezetnek tlinik, amely kb. 45 nm hossza. Ez
egy kozponti 20S magrészecskébdl all (3.3. abra), amelyet egyik vagy mindkét végérdl a 19S részecske borit (3.4.
abra).

3.3. abra Izolalt 20S proteaszéma (magrészecske) negativ kontraszttal késziilt elektronmikroszkopos képe

3.4. abra Izolalt 26S proteaszoma (20S mag- és két 19S szabalyozo részecske) negativ kontraszttal késziilt
elektronmikroszkopos képe

Ezek a 19S ,,;sapkak” vagy szabalyozo részecskék, melyek emldsokben koriilbeliil 700 kDa molekulatomegliek
(ezért PA700-nak [proteaszoma aktivator 700 kDa molekulatomeggel] is hivjak 6ket), szolgaljak az ubiquitinilalt
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fehérjék felismerését, és ezeket a fehérjéket a 20S magrészecske szamara lebonthatd formaba hozzak. A 20S
magrészecskéhez kotddve a két 19S ,,sapka” ellentétes oldalra néz a 20S magrészecske kdzéppontos szimmetriajara
utalva. Erdekes, hogy egyszerre 1éteznek csak egyik vagy mindkét végiikon ,,sapkat” viseld 20S magrészecskék.
Igazabdl nem indokolja semmi a szimmetrikus komplexum sziikségességét, sot az aszimmetrikus felépités jobban
illik a mikodés folyamatahoz a szubsztrat felvételét és a termék leadasat tekintve.

A 20S proteaszéma szerkezete

» 28 alegység
* prokariota: 7-tagii homo-oligomer [o73,870]

* cukariota: 7-tagu hetero-oligomer [(al-a7)(B1-B7)(B1-B7)(al-a7)]
A 20S proteaszéma evolucidja

Az 1970-es években felfedezték, hogy a proteaszomak nemcsak az eukariota sejtekben fordulnak eld. Felépitésében
egyszerlibb, de szerkezetében megdobbentden hasonlo fehérjebontd komplexumot talaltak az archebaktériumokhoz
tartoz6 Termoplasma acidophilum-ban, mely késébb kulcsszerepet kapott a proteaszéma szerkezetének és
enzimatikus mechanizmusanak megvilagitasaban. Normal életkoriilmények k6zott a proteaszomak vagy proteaszoma-
szerli komplexumok nem Iétfontossaguak a baktériumokban. A Mycobacterium smegmatis sejtek, melyekben
torolték a proteaszoma géneket, életképesek és kiilsére megkiilonboztethetetlenek a vad tipusu sejtektdl. Ez jol
egybeesik azzal a megfigyeléssel, hogy néhany, a kdzelmtltban meghatarozott baktérium genomban nem talaltak
proteaszoéma szerli géneket. Az eukaridta élesztében egészen mas a helyzet, itt a 14 proteaszoma génbdl barmelyik
sériilése az egyed pusztulasaval jar (letalis).

A legtobb Archaea és Actinobacteria egyféle a- és egyféle B-tipust alegységgel rendelkezik, de az Osszetétel
valtozatos lehet: egyféle a- és kétféle B-tipus, kétféle a- és egyféle B-tipus, valamint kétféle a- és kétféle B-tipus.
Azokban a fajokban, ahol kétféle B-tipust alegységet szintetizalnak, egyesekrol feltételezik, hogy az egyik koziiliik
inaktiv (pl. Sulfolobus, Pyrobaculum, Rhodococcus, és Aeropyrum sp., 3.5. abra).
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3.5. abra A 20S proteaszoma alegység-osszetételének evoliicidja

A prokariotakban tapasztalhato sokféleséggel ellentétben, minden eukariota 20S proteaszoma hét kiilonb6z6 a- és
hét kiilonboz6 B-tipust alegységbdl all. A hétféle B-alegységbdl csak harom, a 1, B2 és 5, melynek hidrolitikus
aktivitdsa van. Az egyszerli eukariotdknak, mint az élesztonek, csak egyfajta hét kiilonboz6 a- és hét kiilonb6zd
B-tipust alegységbdl 4ll6 20S proteaszomaja van. Sok magasabbrendii eukariotanak azonban paralog génjei vannak.
Példaul az Arabidopsis thaliana-ban az o7, B1, 6 és B7 alegységek kivételével mindegyiknek van parhuzamos
parja, a Drosophila melanogaster-ben pedig a a3, a4, a6, B2, B4 és B5 paraldg gének csak himekben fejezddnek
ki. Ezeknek a megduplazott géneknek egyeldre ismeretlen a feladata (3.5. abra).

A magasabbrendii gerinceseknél, igy az emldsok esetén is a konstitutiv katalitikus alegységek, B1, B2 és B5, y-
interferon (IFNy) hatasara B1i, B2i és B5i alegységekre cserélodnek, melyek immunoproteaszomat képeznek. Az
immunoproteaszomanak, melynek magasabb a tripszin-szerli és a kimotripszin-szerii aktivitasa, mint a normalis
proteaszémanak, fontos szerepe van a peptid antigének darabolasaban, hogy alkalmasak legyenek az I-es 6
hisztokompatibilitasi komplexumon (MHC class I) valé bemutatashoz. A csecsemdmirigyben (thymus) egy masik

70

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

:

Az ubiquitin-proteaszéma rendszer

katalitikus alegység, a B5t, épiil be a 20S proteaszomakba a B5 vagy B5i helyett, a Bli és B2i-vel egyiitt. Ezt a
thymus-specifikus proteaszomat thymoproteaszomanak nevezik és az MHC class I korlatozott T-sejtek pozitiv
szelekciojaban van alapvet6 szerepe, ami megnoveli a hasznos T-sejt készletet (3.5. abra).

Az eukariotaknak vannak a proteaszomak dsszeszerelését segitd specialis kiilsé chaperon fehérjéik. Ezek az Umpl
vagy UMP1 (ubiquitin-mediated proteolysis 1) és a Pbal-4 (proteasome biogenesis-associated 1-4) vagy PAC1-4
(proteasome assembling chaperone 1-4). A chaperon fehérjék kialakulasat az alegység Osszetétel bonyolultabba
valasa indokolja (Murata és mtsai., 2009).

A 20S proteaszéma molekularis szerkezete

A 20S proteaszoma alapfelépitése megegyezik az archebaktériumoktol az eukariotakig, de eltérd alegység-osszetételil.
Az archebaktériumok proteaszomaja két rokon, de mégis kiilonb6zo alegység (o és ) 14-14 példanyabdl all (3.6.
abra).

3.6. abra A Thermoplasma acidophilum 20S proteaszoma katalitikusan inaktiv a (zold) és aktiv  (piros)
alegységének térszerkezete. Jo! latszik a két alegység nagyfok homologidja. A B-alegység aktiv proteolitikus
centruma, az esszencialis nukleofil treonin, meg van jeldlve (Thrl).

A 16 kiilonbség az a és B tipusu alegységek kozott az, hogy az a tipusu alegységeknek van egy erésen konzervalt
kiterjesztésiik az aminoterminalisukon, melynek egy része (a 20-30. aminosavig) a-hélixet alkot a kdzponti B-réteg
tetején. Az N-termindlis kiterjesztés szerepe nem ismert, de az a alegységekbdl all6 gytirikon valo elhelyezkedése
kozel az el6kamrak bejaratdhoz azt mutatja, hogy fontos lehet a szubsztrat tovabbitasaban vagy a proteaszoma és
a szabalyozo alegységek kozti kapcsolatban. Ehelyett az N-terminalis kiterjesztés helyett a B tipusu alegységeknek
kiilonb6z6 hossziisagh elészekvenciai vannak, melyek a proteaszoma dsszeszerelodése soran lehasadnak, szabadon
elérhetévé téve a B-rétegek kozotti hasadékot a kozponti iireg feldl (Groll és Clausen, 2003).

Az eukariota proteaszoma bonyolultabb, ez 14 kiilonb6z6 alegység két-két masolatabdl szerelddik 6ssze, melyek
aminosav sorrendbeli hasonlésaguk alapjan o €s B tipusu csoportba oszthatdk (Jung és mtsai., 2009). Az alegységek
négy héttagu gytiriibe rendezddnek, ugy hogy az a tipusu alegységek alkotjak a két kiilsé gytirtit és a 3 tipustak a
két bels6t (3.7. abra).

Snm

=]

feltuinézet eléinézet hatulnézet

kiteritett alegységek

3.7. abra Az eukariota 20S proteaszoma modellje. A kékkel bekarikazott  alegységek enzimatikusan aktivak.
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Egyiitt egy henger alaki komplexumot hoznak létre, mely 150 A hosszli és 115 A széles, és harom bels iireget
zar kozre; ezek kb. 5 nm atmérdjliek és négy keskeny befiizddés hatarolja 6ket. A kdzponti katalitikus tireget a két
egymas melletti f gylrl, mig a két kiilso tireget (elokamrat) egy o és egy P gyliri kdzosen alkotja (3.8. 4bra)
(Pickart és Cohen, 2004).

S & . Jis! elékamra
B-gydrd %‘§ N ) -

A ' [ \ katalitikus
kamra

elékamra

a-gylrd

oldalnézet keresztmetszet

3.8. abra A 20S magrészecske felépitése. Baloldalon az éleszté 20S proteaszomajanak szalag modellje lathato
(PDB accession code: 1RYP) az a- és B-gytirtik feltiintetésével. Jobb oldalt az élesztd 20S proteaszoma metszete
latszik, az atomi koordinatdkbol szamolva 20 A-os sziiréssel. A félbevagott térkitoltd modellen elStiinik a két
el6kamra és a kozponti katalitikus kamra.

A lebontandé polipeptideknek belsé tiregek és sziikiiletek rendszerén kell atkiizdeniiik magukat, mig elérik az
aktiv centrumokat a kézponti liregben, a bejarati nyilastol legalabb 8-10 nm-re, a B gylri k6zepén. A szubsztrat
tovabbitas mechanizmusa nem ismert, mint ahogyan a két elékamra pontos szerepe sem. Koénnyen elképzelhetd,
hogy ha a 20S proteaszoma a szabalyozé komplexumaval kapcsolodik, mely ATP fiiggé modon legombolyitja a
szubsztrat fehérjéket, a legombolyitas és a polipeptid tovabbitas egymassal kapcsolt folyamatok és a legombolyitott
peptidlancot az alegységek ,,benyomjak” a 20S magrészecskébe. Ha in vitro csak legombolyitott polipeptidet adunk
a 20S proteaszomanak, akkor az képes lebontani, tehat a transzlokacié nem szigortan energiafiiggd. A proteaszoma
belsejének szerkezeti sajatsagai minden bizonnyal befolyasoljak a polipeptidlanc véletlenszerli mozgasat az aktiv
centrum hasadékai felé. Az 59 nm’ térfogatu elékamrakban az athaladd polipeptid legombolyodott formaban
marad. Lehetséges, hogy a szlkiiletek, melyek elvalasztjak az athaladd polipeptid elejét a végétol, az Gjra
felgombolyodast hivatottak megel6zni.

A kozponti kamra, mely kevésbé hidrofob, mint az elékamrak, kb. 84 nm’ térfogati. Ez elméletben lehetévé teszi,
hogy egy kb. 70 kDa tomegl felgombolyodott fehérje elférjen benne. A lazan csomagolddott, legombolyodott
fehérjék sokkal tobb helyet igényelnek. Mivel a polipeptidek csak egymas utan 1éphetnek be az liregbe, a kozponti
kamraban rendszerint nem lehet egyszerre egynél tobb polipeptid. A szerkezeti alapot a proteaszoma lebonto
miikddéséhez a szubsztrat bezarasa jelenti ebbe a 6-14 aktiv centrumot tartalmazo6 kamraba. E16bb egy polipeptid
lebontasat teljesen befejezi, miel6tt megkezdene egy masikat (Cheng, 2009).

Az auto-kompartmentalizacié

A bevezetOben leirt fontossdga mellett a fehérje bontas veszElyt is jelent, ezért térben és idében szabalyozottnak
kell lennie, hogy a le nem bontand6 fehérjék degradacidja megel6zhetd legyen. A fehérjebontas szabalyozasanak
egyik alapvet0 stratégiaja a kompartmentalizacio, azaz a fehérjebontd tevékenység olyan helyekre torténd korlatozasa,
melyekre csak valamilyen lebontasi jellel rendelkezé fehérjék juthatnak be. Ilyen kompartment lehet egy membrannal
hatarolt sejtszervecske, mint példaul a lizoszoma, mely a lebontando fehérjéket specifikus titvonalakon importalja.
A feladatot végrehajto hidrolazok is mas fehérjéktol elvalasztva, transzport vezikulumok ttjan jutnak a lizoszémaba.

A prokariota sejtek, melyeknek sem membran hatarolt sejtszervecskéik, sem vezikularis transzportrendszeriik
nincs, a kompartmentalizacio eltéré formajat alakitottak ki, nevezetesen az 6n- vagy auto-kompartmentalizaciot.
Ez az alapelv jol miikddik tobb, egymastol fliggetlen proteaznal, amelyek mind hasonlo felépitéstiek, s melyekben
a fehérjebonto alegységek maguktol henger alaki komplexumma allnak 6ssze. Ez belsé iiregeket zar kdzre, melyek
tobb nanométer atmérdjiick, és az aktiv centrumot foglaljak magukba. Ezekbe a belsé kompartmentekbe szigoraan
csak fel nem gombolyodott polipeptidek keriilhetnek be, melyek at tudnak jutni a bejaratot 6rz6 keskeny lyukakon
vagy csatornakon. A célfehérjéknek tehat kapcsolatba kell 1épnie egy ,,gépezettel”, mely képes azokat megkdtni
¢és letekert formaban a proteolitikus magkomplexumba juttatni. Ez a kapcsolat lehet atmeneti vagy folytonos
természetli. Mivel a fehérjék fel- €s legombolyodasi mechanizmusa igen kozel all egymashoz, feltételezik, de nem
bizonyitott, hogy ezt a feladatot olyan ATPaz komplexumok végzik, melyek némileg hasonlitanak a chaperoninokra
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(ejtsd: saperonin; a hdsokk fehérjék egy csaladja, melyek tagjainak belsejében més fehérjék legombolyodasa
torténik) és ezért ,,reverz chaperonoknak” vagy ,,unfoldase-oknak” hivjak 6ket. Mivel a miikddésiikhoz ATP
hidrolizise sziikséges, a fehérje degradacio energiaigényes folyamatta valik, noha a polipeptidlanc hidrolizise maga
energia felszabadulassal jar6 (exoterm) folyamat.

Az auto-kompartmentalizaciés protedzok altaldnosan el6fordulnak mind a harom {6 ¢életformaban:
archebaktériumokban (Archea), prokaridtakban (Bacteria) és eukariotakban (Eukarya) (Pickart és Cohen, 2004).
Valo6jaban a sejtszervecskékkel, mint pl. a lizoszoma, ellentétben az auto-kompartmentalizaciéos molekularis
szerkezetek sokkal nagyobb rugalmassagot tesznek lehetdvé: a megfeleld lokalizacios jelekkel felszerelve a sejten
beliil kiilonféle helyeken alkalmazhatdk a citoplazmaban vagy a sejtmagban, ahol miikddésiikre éppen sziikség
van (3.9. dbra).

E. coli ClpP T. acidophilum 20S S. cerevisiae 20S

3.9. abra Az auto-kompartmentalizacios proteazok galériaja: az E.coli ATP-fiiggd kimotripszin-szeri aktivitassal
rendelkez6 proteazanak (ClpP - caseinolytic peptidase), T. acidophilum 20S proteaszomajanak és az élesztd 20S
proteaszomajanak feliilnézete és hosszmetszete. A sarga pottyok az proteolitikusan aktiv alegységeket jelolik. Az
elmetszett feliilet fekete. EK, el6kamra; KK, katalitikus kamra

Katalitikus alegységek

* B1 — post-glutamyl-peptidyl hydrolytic-like activity, kaszpaz-szerti aktivitas (Asp, Glu utan)
* P2 —tripszin-szerti aktivitas (Arg, Lys utan)

* B5 — kimotripszin-szeri aktivitas (Tyr, Phe utan)

« katalitikus nukleofil N-terminalis treonin

a B7, B3 és Po alegységek sorban az aktiv zsebeket képzik
* a4 szerepe ismeretlen

Bar térszerkezetét kezdetben egyediilallonak gondoltdk, a késdbbiekben kideriilt, hogy a proteaszoma egy 1j
fehérjecsalad, az igynevezett Ntn (N-terminalis nukleofil) hidrolazok alaptipusa. Az Ntn-hidrolazok kdzos vonasa
az ,egyetlen oldallanc” aktiv centrum, mely a proszekvencia autokatalitikus lehasitasaval valik szabadda. Nagy
meglepetés volt, amikor a Thermoplasma proteaszOma [ alegységének N-terminalis treoninjat katalitikus
nukleofilként is és elsddleges proton akceptorként is sikeriilt azonositani, mivel mindaddig a proteaszémat, mint
szokatlan fajta szerin proteazt tartottak szamon.

Hogyan képes a proteaszoma szinte barmilyen fehérjét rovid peptidekre bontani? Mint kordbbi elnevezése, a
multikatalitikus proteaz is mutatja, ez a komplexum tobbféle enzimaktivitassal is bir. Ezeket révid tn. fluorogén
peptid szubsztratokkal hataroztak meg, melyek hasitasakor ultraibolya fénnyel gerjeszthetd termék keletkezik. A
termék altal visszasugarzott fény nagy érzékenységgel detektalhato, igy nagyon kis mennyiségii termék is mar
mérhetd. Az eukaridta proteaszomaknak harom {6 peptidaz aktivitdsuk van: kimotripszin-szert aktivitas, mely
hidrofob; tripszin-szerli aktivitas, mely bazikus; és peptidil-glutamil peptid hidrolizal6é vagy kaszpdz-szeri aktivitas,
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mely savas oldallancu aminosavak utan hasit (3.10. abra). Emlds proteaszomakban két tovabbi specificitas jellemzo:
elagazo oldallancy, illetve kis, semleges aminosavak utani hasitas. A Thermoplasma és a Rhodococcus baktériumok
proteaszomainak csak kimotripszin-szer(i aktivitdsa van, megegyezden azzal a ténnyel, hogy ezekben csak egy
fajta aktiv centrum talalhat6 (Groll és Huber, 2004).

3.10. abra A 20S proteaszoma hosszmetszete és katalitikus alegységeinek aktiv centrumai. Az eredeti felszinek
vilagoskékkel, a metszéslap fehérrel jelolt. A sarga palcika modellek a kristalyositas soran jelen levd calpain
inhibitort, egyben a fél komplexum harom aktiv centrumat mutatjak. A hasitasi preferenciak: p1 alegység - kaszpaz-
szerl aktivitds, B2 alegység - tripszin-szerii aktivitas, B5 alegység - kimotripszin-szerii aktivitas. A kinagyitott
részleteken palcika modellként fel van tlintetve a nukleofil treonin oldallanc. A szubsztrat koto zseb felszinének
szinezése: kék - bazikus, piros - savas, fehér - hidrofob oldallancok.

Meglepd megfigyelés, hogy a szubsztratok meglehetdsen aspecifikus hasitasa ellenére a keletkez6 termékek igen
szlik mérettartomanyba esnek; atlagosan 7-9 aminosav hosszuak. Ez a tulajdonsag, amely altalanosan jellemz6 a
prokariota és eukariota proteaszomakra, arra a feltételezésre vezetett, hogy egy belsé ,,molekularis mérce” hatarozza
meg a termék hosszat. Az elképzelés szerint az egyszerre miikodé aktiv centrumok kozotti tavolsag adhat fizikai
alapot egy ilyen mércéhez. A Thermoplasma proteaszoma kristalyszerkezetében a szomszédos aktiv centrumok
kozott 2,8 nm-es tavolsag mutatkozik, ami kinyujtott konformacioban hepta- vagy oktapeptidnek felel meg, vagyis
ugy tekinthetd, hogy bizonyitékot szolgaltat a molekularis mérce elméletre. Masfeldl viszont a termékek hosszanak
legutobbi, még pontosabb analizise, bar az atlagos hosszban megegyezett, nagyobb méretbeli variaciot mutatott,
amit nehéz lenne pusztan geometriai alapon alld6 mércével magyarazni.

A fehérjebonté aktiv centrum miikodése

A 3.11. abran az ¢élesztd 20S proteaszoma P1-alegységének fehérjebontd aktiv centrumanak részletes szerkezete
latszik (Groll és Clausen, 2003).
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3.11. abra Az éleszto 20S proteaszoma fB1-alegységének fehérjebonto aktiv centruma

A polipeptidlanc gerince fehér hullamos vonalként van abrazolva, ebbdl nyulik ki az aktiv centrum oldallancainak
(Thrl, Aspl7, Lys33, Ser129, Asp166 és Ser169) palcika modellje. Az Aspl7-tel alkotott sOkotés miatt a Lys33
pozitiv toltési, igy elektrosztatikusan csékkenti a Thrl hidroxil-csoportjanak disszociacids allandojat (pKa). Az
aktiv centrumba nyul6 tovabbi oldallancok (Ser129, Aspl166 és Ser169) a Thrl térszerkezeti helyét hatarozzak
meg. A sarga gdmbbel jelolt vizmolekula pontosan ugy helyezkedik el, hogy a proteolizis idején protonokat tudjon
kozvetiteni a termindlis amino-csoport és a Thrl OH-csoportja kozott (sarga nyil).

Az a-alegységek altal miikodtetett kapumechanizmus

Hogyan keriilhetnek a lebontandé fehérjék a proteaszéma belsejébe? A Thermoplasma proteaszoma
kristalyszerkezetének megismerése feltarta egy csatorna létezését a henger kozepén, a hétfogast szimmetriatengely
mentén. Kozvetlen bizonyitékot arra nézve, hogy ez a csatorna a tényleges bejarat a proteaszémaba, az
elektronmikroszkopos vizsgalatok adtak. Lefényképeztek egy tovabbitas kdzben beszorult, arany kolloidszemcsével
jelolt inzulin B-lancot. A viszonylag nagy (kb. 2 nm-es) aranyszemcse megakadalyozta a molekulat, hogy a csatornan
at az el6kamraba cstsszon. Az élesztd proteaszomaban ezt a csatornat elzarjak az o alegységek N-terminalis
oldallancai, melyek a Thermoplasma proteaszomaban rendezetlenek. Masrészrdl viszont az élesztd proteaszoma
oldalan kis nyilasok vannak az o és B gytlirik kozti hataron. Elképzelhetd az is, hogy ezek az oldalablakok valok
a szubsztrat felvételére. Azonban nem tul valdszinii, hogy ennyire konzervativ struktirak gyokeresen eltérd utakat
hasznéljanak a transzlokaciora. Az oldalablakok amugyis meglehetdsen rossz helyen lennének a szubsztrat
felvételére, amikor a proteaszoma mag a szabalyozé komplexummal kapcsolodik. Sokkal valosziniibb tehat, hogy
az eukariota proteaszomak is a kozponti csatornat hasznaljak, mely kdzben konformacids valtozasokon megy
keresztiil. Mivel az oldalablakok nem latszanak alkalmasnak a szubsztrat belépésére, lehetséges, hogy inkabb a
lebontasi termékek kibocsatasaban van szerepiik.

Ha 6sszevetjiik a prokariota és eukariota 20S proteaszoma térszerkezeti abrait (3.9. abra, 3.12. abra), lathatjuk,
hogy mig az eukariotaknal az a-gyuiri mindig zart, a prokariotaknal mindig nyitott. Az eukaridta proteaszoma o-
alegységeinek N-terminalis végei hidrogén-hidakkal kapcsolodnak a szomszédos végekhez. Ezzel egy blendeszer
zarérendszert alakitanak ki. Ez a kapu mindaddig zarva van, mig a 20S proteaszoma nem kapcsolddik egy szabalyozo
részecskéhez (19S vagy 11S). A prokaridtaknal hianyzik ez a szabalyozott kapumechanizmus. Az eukariota
kapumechnizmus vizsgalatara az a3 alegység N-terminalisarol 9 aminosavat (GSRRYDSRT) kivagtak (a3AN).
Bar a tobbi alegység valtozatlan volt, a 20S proteaszéma a-gyiriije nyitott maradt (3.12. abra), mert az egymasra
tamaszkodd rendszer Osszeomlott. Az a-gylirli alegységeinek N-terminalis végeibdl kialakuld zarérendszer
fontossagat bizonyitja, hogy az a-alegységek N-terminalis végi szekvenciai evolicidsan meglepden konzervativak
(Groll és mtsai., 2003).
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élesztd vadtipus magrészecske
— B

3.12. dbra Az eukariota (éleszt6) és a prokaridta (A. fulgidus) 20S proteaszomak a-gyiriinek ésszehasonlitasa

A szabalyozé komplexum

A 19S komplexum
* 19S cap, PA700, 20 polipeptid
* alap + fedo (base + lid)

Mint ezt korabban lattuk, a 26S proteaszoma egy katalitikus magbol, a 20S proteaszomabol, és két 19S szabalyozo
részecskébdl (RP — regulatory particle, PA700) all. A 19S szabalyozé részecske tovabb oszthato az alap és a fedd
alkomplexumokra, melyek ATPaz aktivitast mutaté (RPT - regulatory particle triple-A) és nem mutaté (RPN -
regulatory particle non-ATPase) alegységekbdl épiilnek fel (3.13. abra).

RPN3, 5-9 fedd
1,12,15

> &
RPNI0O RPN1, 2,13
alap
@Pﬂé J

a-gydrl
al-7

19S szabalyozo
részecske

26S proteaszoma- 20S proteaszéma-
(magrészecske) |

19S szabalyozo
részecske

B-gydri

3.13. abra A 26S proteaszoma felépitése. A 19S szabalyozo részecskében vannak ATPaz aktivitast (RPT -
regulatory particle triple-A) és nem ATPaz (RPN - regulatory particle non-ATPase) alegységek. Az RPN10 alegység
sarga szinl, mert az alap és a fed6 hataran kapcsold szerepet tolt be.

Az utobbi években sokat haladt elére a 19S komplexum Osszetevdinek meghatarozasa. Jelenleg, a homologokat
nem szamitva, 15 kiilonb6z6 alegységet irtak le DNS bazissorrendjiik alapjan, és legalabb tovabbi harmat
azonositottak SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel. Hat alegység ATPaz aktivitast mutat és az AAA-ATPaz
csalad tagja (AAA = ATPases associated with a variety of cellular activities, egy sereg sejten beliili tevékenységhez
kapcsolodo ATPazok csaladja), melyben a proteaszoma ATPazok egy kiilonallo agat képeznek (RPT - regulatory
particle triple-A). A 19S ,,sapka” ATPazok kiilonleges ismertetdjegye, egy elére jelezhetd kétszeresen feltekeredett
szakasz az N-terminalis kozelében. Az ATPazok pontos szerepének meghatarozasa, amely minden valdszintiség
szerint a fehérje degradacio energiafiiggd 1épése lehet, még varat magara. Ebbe tartozhat a célfehérjék felismerése,
megkdtésiik és legombolyitasuk, tovabbitasuk a 20S magrészecske belso iiregeibe, és/vagy a csatorna nyitasa és
zarasa (Murata és mtsai., 2009).
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Az ubiquitin-proteaszéma rendszer

A magkomplexum a szabalyoz6 részecske megkdtésével 1étrehozza a proteaszoma holoenzimet, és igy aktivalodik
a fehérjebontasra. A szabalyozo részecske a magrészecske csatorndjanak a kiilsé végéhez kotddik, ami arra utal,
hogy a szabalyozo részecske inditja meg a szubsztrat bekeriilését a magba. A Thermoplasma acidophilum-ban a
magba vezetd csatorna csak 13 A atmérdjii, igy a tovabbitodas a szubsztrat elézetes legombolyitasat kivanja meg,
melyet valoszinlileg maga a szabalyozd részecske végez. Ezek az adatok a szabad multiubiquitin lancok
proteaszomahoz kotédésének vizsgalataval egyiitt az mutatjak, hogy az ubiquitinilalt fehérjék lebontasra valo
kivalasztasat a szabalyozo részecske végzi. Mig a szabad magrészecske képes kisebb peptidek hidrolizisére,
specifikus aktivitasa ezeken a szubsztratokon kisebb, mint a holoenzimé. Ez a megfigyelés arra utal, hogy az éleszté
magrészecskéjének csatornaja a szabad formaban zart allapotban van. Tehat a szabalyozo részecske egy masik
feladata lehet a mag szubsztrat csatornajanak nyitasa és zarasa.

A szabalyozo6 alegység szokatlanul 6sszetett ATPaz komplexum, nemcsak az ATPé4zainak sokfélesége miatt, hanem
mert benne az ATP4zok egy nagyobb, legalabb 12 nem-ATPazt tartalmazé részecskébe agyazddnak be. Kideriilt,
hogy a szabalyozo részecske két tovabbi komplexumra tagolodik. Az egyik a szabalyozé rész alapja (base), mely
mind a hat ATP4zt tartalmazza harom nem-ATPaz mellett. A tobbi szabalyozo alegység egy kiilonallé komplexumot
formal, melyet fedélnek (lid) neveznek és az alaptdl kifelé helyezkedik el. Az alap-komplexum egyediil is képes
aktivalni a magrészecskét peptidek és nem-ubiquitilalt fehérjék lebontasara, ami arra utal, hogy képes a magrészecske
kozponti csatornajanak nyitasara. Az alap és a fedél domének azonban egyiittesen sziikségesek az ubiquitin-fehérje

crer

fedé

alap

alap

fedd

3.14. abra Az éleszto 19S szabalyozo részecskéjének alegység-osszetétele. (Rpn - regulatory particle non-ATPase,
Rpt - regulatory particle triple-A).

Mig a 20S proteaszoma, az enzimatikusan aktiv magrészecske egy adott fajban mindig ugyanaz a komplexum, a
198 szabalyozo részecskék alegység Osszetétele szovetenként mas és mas lehet. SOt egyetlen sejten beliil is lehetnek
eltérd szabalyozé alegység-osszetételii proteaszomak. Atrendezédhet a szabalyozé alegységek osszetétele egy
adott szovetben vagy sejtben a kiilonboz6 fejlédési allapotokban is. Igy tehat ugyanaz a 20S multikatalitikus proteaz
mag a hozzakapcsolddo 19S szabalyozo részecske alegységeinek térben és idében valtozo dsszetételétol fliggden
mas és mas fehérjéket bonthat le.

19S ,,sapka” komplexumokat csak eukaridta sejtekben talaltak, ami arra utal, hogy az ATPéaz és nem-ATPaz
alegységek a proteaszoma-komplexumhoz az evolicié soran csak késébb adodtak hozza. Sok koziilik a
proteaszomanak az ubiquitin-rendszerhez vald kapcsolasahoz sziikséges (ubiquitin kotés vagy lehasitas), mely
utdbbi az ubiquitin kapcsolo enzimkészletén keresztiil specifikussagot kdlcsondz a proteaszomanak. Ennek ellenére
ez még nem azt jelenti, hogy a proteaszoma kizarélag az ubiquitin rendszerrel osszefiiggésben miikddne. A 19S
komplexum legtobb nem-ATPaz alegységének szerepe még mindig nem ismert. A génjeik elrontasaval 1étrejott
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mutansok nagy szama jol mutatja a proteaszoma részvételét egy sereg sejten beliili folyamatban, de kevés tampontot
nyujt biokémiai szerepiik feltarasahoz (Liu és Jacobson, 2013).

A 198 szabalyoz6 részecske dsszeszerelddésének menete még nagyrészt ismeretlen, de valdszinti, hogy az alap és
a fed egymastél fiiggetleniil szerelddnek ossze (Murata és mtsai., 2009). Elesztében a Yin6 és a 90-es hdsokk
fehérje (heat-shock protein 90 - Hsp90) vesz részt a fedd dsszeallitasaban, mely két kiillonb6z6 alcsoportbol alakul
(3.15. abra).

——

anS,!bé, 8,91 Hsp0,Yin6
fedé
(] em—

Rpnl0

2. % &
e /wsvszabéiyoze Rotd! TRpts
—_— 5 részecske sszehangold R’
gtgo ooo komplexum
/ provs / &
268 proteaszéma

00-

Rpnl, 2,13 20S proteaszéma

3.15. abra A 19S szabalyozo részecske dsszeszerelodésének modellje az élesztoben

Az Rpnl0-es (regulatory particle non-ATPase 10) alegység stabilizalja a kapcsolatot az alap és a fed6 kozott. Az
¢lesztdben az Ecm29 (extracellular matrix 29) fehérje feladata, hogy kipanyvazza a 20S magrészecskét az a
szabalyoz6 részecskéhez. Emlsokben az ugynevezett modulator komplexum segiti a szabalyozo részecske
hozzékapcsolodasat a 20S magrészecskéhez.

A 268 proteaszoma Osszeszerelése a 20S mag- és 19S szabalyozo részecskékbol csak a részecskék gatolt llapotaban
lehetséges. A P alegységek tulnytlé N-terminalis propeptidei kozvetleniil gatoljak a fél 20S magrészecskében levd
enzimatikus alegységek aktivitasat. Az a alegységek tilnyldo N-terminalisainak gatlo hatdsa akkor kertil el6térbe,
mikor a magrészecske két fele egyesiil és zart kamrat hoz 1étre. Az inaktiv magrészecske burkoltan aktiv formaba
keriil, melyben a  alegységek mar autolizissel aktivalodtak. Az utolsé 1épés a holoenzim kialakitasa, amellyel
egyiddben a kozponti csatorna is megnyilik (Kohler és mtsai., 2001) (3.16. abra).

szabalyozo
részecske

a-alegységek  a,-gydri

_inaktiv
fél magrészecske

osszeszerelt inaktiv  zart magrészecske
magrészecske zart -
magrészecske szabalyozo
részecske

265 proteaszoma

3.16. abra A 26S proteaszoma osszeszerelésének és aktivalodasanak osszekapcesolt folyamatai — az auto-
kompartmentalizacié. Az aktivitast akadalyozo tallogo alegységvégek pirossal kiemelve.

A 11S szabalyozé részecske

* 11Sa és 11SP, 28 kDa alegységekbdl all

* vy-interferon indukalja

* az immunoproteaszéma szabalyozo részecskéje

A 208 proteaszéménak van egy masik aktivatora is, melyet 11S vagy PA28 komplexumnak neveznek. Onmagéban
nincs enzimaktivitasa, de ha 20S proteaszomaval keriil 6ssze meggyorsitja annak peptidaz aktivitasat méghozza
ATP fiiggetlen modon (3.17. abra).
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3.17. abra Két 118 szabalyozo részecskével (piros) kapcsolodé 20S proteaszoma (kék)

Erdekes, hogy nincs hatéssal fehérjék illetve ubiquitinilalt fehérjék lebontaséra. Mivel a szabad peptidek rovid
életidejliek, ennek kdvetkeztében ritkan fordulnak el6 a sejtben eleinte nem volt vilagos, hogy mi a 118 részecske
feladata. Tovabbi érdekesség, hogy a komplexum csak magasabbrendii eukariotakban talalhatd meg, ami inkabb
specialis szerepére utal, mintsem alapvetd funkciot feltételez. A legvaldsziniibbnek az tlinik, hogy a proteaszéma
antigén feldolgozo feladataban vehet részt. Az egyik érv, ami ez utdbbi mellett sz6l, hogy a y-interferon nevi
citokin hatasara erdsen megné a 11S/PA28 szintézise. Mint ezt korabban lattuk, a y-interferon hasonloképpen
serkenti a 20S proteaszoma harom alternativ f-alegységének (B1i vagy LMP2, f2i vagy LMP7 és 5i vagy MECL-
1) a termelddését is. Ezek helyettesitik a kozonséges B-alegységeket az ugynevezett immunoproteaszomaban. Ez
a proteaszoma tipus darabolja fel az idegen fehérjéket az MHC 1 komplexumon torténd bemutatdsra az
immunrendszer antigén prezentalo sejtjeinek felszinén. Bar a 11S/PA28 szerepe igy mar megalapozottnak latszik,
tovabbra sem ismert a mechanizmus, mellyel a 20S proteaszoéma aktivitasat modulalja (Pickart és Cohen, 2004).

Ma mar bizonyitott, hogy a proteaszéménak jelentds szerepe van a sejtfelszini MHC I fehérjéken bemutatandé
immunokompetens peptidek eldallitasaban. Nyilvanvaldan a proteaszoma evolucidja megeldzte az immunrendszer
kialakuldsara. Cserébe a proteaszoma is valaszolt az immunrendszer specifikus peptid igényére azzal, hogy egyes
B-tipusu alegységeinek olyan variansai alakultak ki, melyek y-interferon indukcio6 hataséara helyettesithetik a 20S
magrészecskében allanddan jelenlevo megfeleldjiiket, ezzel lehet6veé téve a specificitas tovabbi modositasat.

Az ATP sokrétii szerepe a proteaszéma fehérjebontasaban

A szabalyozo6 részecske alap részében elhelyezkedo hat ATPaz alegység alapjan feltételezhetd, hogy a proteaszoma
mitkodése ATP igényes. Valoban a proteaszoma dsszeszerelddésétdl a szubsztrat hidrolizisig tobb 1épéshez is kell
ATP. Ezek a kovetkezok:

* a szabalyozo részecske 20S magrészecskéhez kapcsolasa
* aszubsztrat megkdtése

» a20S magrészecske kapu kinyitasa

* a szubsztrat kitekerése

* atranszlokacid elésegitése

Annak eldontésére, hogy ezek koziil melyik 1épéshez kell energia és melyekhez elég csak a nukleotid kdtés egy
egyszerusitett kisérleti rendszert allitottak fel. Az eukariota 20S proteaszomat a Methanococcus jannaschii-bol
szarmazo6 PAN (proteasome-activating nucleotidase) komplexummal hoztak &ssze, mely a 19S szabalyozo részecske
Osbakterialis homologja. Alegységeinek aminosav sorrendje 46%-ban hasonlé a 19S ATPazaihoz. A PAN kotodése
a 20S proteaszomahoz mar lehetové tette annak fehérjebonté mitkodését, de nem igényelte a szubsztraton a
multiubiquitinlanc jelenlétét. A csak nukleotid kotést igényld 1épések megtalalasahoz ATPyS-t, egy ATP analogot
hasznaltak. Térszerkezetében megegyezik az ATP-vel, de az ATPazok nem tudjak hidrolizalni, azaz az energiat
igényl6 lépések nem mennek végbe, ha ATP helyett ez van jelen (3.18. abra).
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3.18. abra Az ATPyS hasznos eszkoz az ATP igényes reakcidlépések leleplezésére

A kisérlet soran megallapitottak, hogy az ATP kotddése a PAN-hoz eldsegiti a 20S proteaszomahoz kapcsolodasat
¢és a 20S magrészecske kapu kinyitasat (3.19. abra). A szubsztratot megkdti a PAN ATP-t kotd formaja, ez az ATP
hidrolizisét stimulalja. A szubsztrat kihajtogatasa az egyediili 1épés, ami valoban az ATP hidrolizisat igényli. A
PAN ATP-t kot6 formaja eldsegiti a kihajtogatott fehérje tovabbjutasat. A 20S proteaszoma felépitése és az aktiv
centrumok nukleofil tamadédsa a szubsztraton valészintleg lelassitja a kijutast, igy a betoltés sebességének
szabalyozasa eredményezi a rovid peptidekre torténd lebontast (Smith és mtsai., 2005) (3.19. abra).

- komplexum

PAN formalas
° -20S kapunyltas
ATP ADP
ATP
—p
kotodés szubsz(rat kotodes
ATPYS fehérje ATPYS
(ATPYS) Roten (ATPYS)
- ATPaz
magrészecske aktivalodas

3.19. abra Az ATP-fiiggé lépések a fehérje degradacio soran. A 20S proteaszoma hosszmetszetének és a
hozzakapcsolddd PAN komplexumnak az abrajan lathatok a szubsztrat bontas egyes 1épései. Az a alegységek
kapuzard, tulnyuld N-terminalisai pirossal jeloltek.

Osszefoglalva az ATP két(’jdése 6nmagéban képes aktivélni a proteasz()ma mﬁkédésének kﬁlénbézc’i kulcslépéseit

V4

a 20S proteaszoma belsejébe. Az ATP tényleges h1drohzlse csak a szubsztrat kihajtogatasahoz sziikséges (Zhang
¢és mtsai., 2009).

Megtalaltak a 19S alegységek szerepét is a folyamatban, igy a 26S proteaszéma szubsztrat proteolizisének 1épései
a kovetkezok (3.20. abra):
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3.20. abra A 26S proteaszoma szubsztrat bontasanak lépései

1. A szabalyozo részecske alapjaban 1év6 Rpt5 (és valdszinlileg mas) ATPaz alegység felismeri a szubsztrathoz
kapcsolt multiubiquitin lancot.

2. Az alap egy vagy tobb ATPaz alegysége ,,fogast keres” a szubsztrat fehérjén. Erre alkalmas lehet egy lazabban
feltekert régio (piros), mely a szubsztrat tovabbitasanak kiindulopontjaul szolgalhat. A szubsztrat tovabbitasat
az alapon 1év0 lyukon keresztiil ATP hidrolizise hajtja és a szubsztrat letekeredésével, denaturalasaval jar.
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3. A szubsztrat atjut a 20S magrészecske tengelyében levé nyilason, melynek nyitasat az Rpt2, az alap ATPaz
alegysége szabalyozza.

4. A katalitikus alegységek hidrolizaljak a szubsztratot, rovid peptidek keletkeznek.

5. A peptidek a tengelynyilason at elhagyjak a katalitikus kamrat. Az ateresztoképesség maximalizalasara a porust
egy masik oldali szabalyozo egység nyithatja.

6. Az Rpnll, a fed6 nem ATPaz alegysége hidrolizalja a multiubiquitin lancot horgonyzé izopeptid kotést, a
szabadda valo lancot nem proteaszomalis DUB enzimek bontjak ubiquitin alegységekre (Pickart és Cohen,
2004).

Ellen6rz6 kérdések

1. Rajzoljon le egy 26S proteaszomat és jelolje meg a részeit!

2. Mi az auto-kompartmentalizacié?

3. Hogyan szerelddik 6ssze egy 26S proteaszoma?

4. Milyen szabalyozo részecskék kapcsolodhatnak egy 20S magrészecskéhez?

5. Milyen enzimaktivitdsai vannak a proteaszomanak, mint multikatalitikus proteaznak?
6. Milyen funkcidi vannak a szabalyozo részecske alegységeinek?

7. Mi az ATP szerepe a proteaszomalis fehérjebontasban?

8. Milyen lépései vannak a proteaszomalis fehérjebontasnak?
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4. Példak az ubiquitin-proteaszéma rendszer
feladataira

dER mindéségellenérzés

A fel nem tekeredett fehérjék az endoplazmatikus retikulum (ER) lumenében ER stresszt valtanak ki, melyet a sejt
azért indit, hogy uralja a helyzetet (Yoshida, 2007). Az emlds ER stresszvalasz négy folyamatbol tevédik ossze:
1. a fehérjeszintézis megszakitasa, 2. ER chaperonok expresszidja, 3. feler6s6dé ER tarsult lebontas (ERAD -
endoplasmic reticulum-associated degradation), 4. apoptozis (4.1. abra).

riboszoma lebontas citoplazma
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4.1. abra Az emlés ER stresszvalasz négy folyamatbdl tevédik dssze: 1. a transzlacid megszakitasa, 2. ER
chaperonok expresszioja, 3. felerdsodé ERAD, 4. apoptozis.

A négy folyamat koziil 1assuk most az endoplazmatikus retikulummal tarsult lebontas (ERAD) Iépéseit (4.2. abra).
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4.2. abra Az ER-hez kotott lebontas (ERAD) lépései

1. A fehérje felismerése. A hibasan hajtogatott fehérjéket, melyek citoplazmatikus, intramembran vagy ER lumenbeli
sériiléseket hordoznak citoplazmatikus és intraluminaris chaperonok és a hozzajuk kapcsolt faktorok, mint a
70 kDa-os hdésokk fehérje (Hsp70) csalad tagjai, kalnexin és kalretikulin, valamint a fehérje diszulfid izomeraz
csalad tagjai ismerik fel.

2. A fehérje célba juttatisa. Az endoplazmatikus retikulummal tarsult lebontds (ERAD) szubsztratjai a
retrotranszlokacios gépezetbe keriilnek (retrotranszlokon) és/vagy E3-as ligdzokhoz.
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3. A retrotranszlokacio kezdete. A szubsztrat kikeriilését a citoplazmaba részben a Cdc48 (cell-division cycle-48)
komplexum indithatja el. Mas résztvevok, mint molekularis chaperonok vagy a proteaszoma szintén sziikségesek
lehetnek ehhez a 1épéshez. A retrotranszlokaciohoz nélkiilozhetetlen még a diszulfid hidak redukcidja, illetve
a szénhidratlancok eltavolitasa a fehérjérdl. A Cdc48, egy AAA+ tipustt ATPaz, altal az ATP hidrolizisével
felszabaditott energia ugyancsak sziikséges a retrotranszlokaciohoz.

4. Ubiquitinildcio és tovabbi retrotranszlokdcio. Ahogy a fehérjék kijutnak a retrotranszlokonon keresztiil az ER-
bol E3-as ligdzok multiubiquitinilaljak éket. Ez kedvez a tovabbi transzlokacionak és citoplazmatikus ubiquitin-
kot komplexumok is segitik.

5. Proteaszomdaba keriilés és lebontas. Amit egy multiubiquitinilalt szubsztrat kikeriil a citoplazméba, a 26S
proteaszoéma 198 szabalyozd részecskéinek receptorai felismerik. A DUB enzimek eltavolitjak a multiubiquitin
lancot. A szubsztrat ezek utan befliz6dik a 20S magrészecske katalitikus kamrajaba és peptid fragmentumokra
bomlik. Az ubiquitin Gjrafelhasznalhatova valik egy (ijabb multiubiquitinilaciéhoz (Vembar és Brodsky, 2008).

Neurodegenerativ betegségek

A proteaszéma és az idegrendszer

A proteaszémak minden sejtben, igy az idegsejtekben is megtaldlhatéoak. A kozponti idegrendszerben a tobbi
szervektol eltérd alegység Osszetételll proteaszomak vannak. Eloszlasuk sem egyenletes, sejttipusonként valtozo.
Az agykérgi piramis sejtekben illetve a gerincvel6 mellsdszarvi motoneuronjaiban a proteaszomak 10-15%-a magi
¢és 85-90%-a citoplazmatikus lokalizacioju. A tobbi idegsejtben a proteaszomak foleg magi elhelyezkedéstick. A
kiilonbség okat egyelére nem ismerjik.

A neurodegenerativ betegségek

Az idegsejtek pusztuldsaval jard, ugynevezett neurodegenerativ betegségek oka és korképe nagyon kiilonbozo
lehet. Az egyik k6zos jellemzojiik: az idegsejtek citoplazmajaban kisebb-nagyobb ubiquitinilalt fehérje zarvanyok,
aggregatumok jelenléte. Ezek megjelenésének oka, hogy a betegség folyaman abnormalis vagy mérgez6 fehérjék
keletkeznek, ezek aggregalodnak és igy a fehérje bontd apparatus (a proteaszoma és az autolizoszomak) nem
képesek lebontani 6ket. A sokféle neurodegenerativ betegség koziil az ubiquitin-proteaszoma rendszer érintettségének
bemutatasara harom példat valasztottunk ki:

* Alzheimer-kor (AD)
* Parkinson-kor (PD)
* Huntington-kor (HD)

A mérgez6 fehérje aggregatumok képzédésének mechanizmusa
neurodegenerativ betegségekben

A betegséggel Osszefiiggd fehérje (pl. szinuklein vagy huntingtin) hibas térszerkezete, hajtogatodasa koztes
oligomereken keresztiil egyre nagyobb aggregatumok kialakulasahoz vezet (4.3. abra).
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4.3. abra A hibasan hajtogatott fehérjék sorsa és az ubiquitin-proteaszéma rendszerre gyakorolt hatasuk

A hibasan hajtogatott fehérjét az ubiquitin-proteaszoéma rendszer el tudja takaritani mieldtt tovabbi rendellenes
térszerkezeti valtozasok torténnének. Ha ez mégsem sikeriil, az elésegiti a néhany fehérjébol dsszealld koztes
alakok (oligomerek) vagy esetleg a nagyobb fehérje aggregatumok kialakuldsat, amik mar gatoljak a proteaszomat
és mérgezést okoznak. A forditott modellben az aggregatumok éppen a tulélést segithetik a mérgez6 oligomerek
elkiilonitésével és az autofagia vagy esetleg a proteaszéma szamara elérhet6vé tételével. A proteaszomak barmilyen
mechanizmus szerinti gatlasa csak a mérgezés fokozddasat idézi eld, mivel ilyenkor még az egyéb proteaszoma
szubsztratok is felhalmozodnak. Egy hibasan hajtogatott fehérje uj kolcsonhatasokba Iéphet és ha nem képez
Osszetapadt oligomereket vagy aggregatumokat, akkor funkcid vesztéses (domindns negativ) vagy funkci6 nyeréses
hatasok is 1étrejohetnek (Ross és Pickart, 2004).

A fehérjebont6 rendszerek valsaga a neurodegenerativ
betegségekben
El6fordulhat, hogy egyes kulcsfontossagu idegrendszeri fehérjék térszerkezet megvaltozik. A legtobb oldhato,

hibas fehérje az ubiquitin-proteaszéma rendszerben (UPR) vagy a chaperon-medialt autofagiaval (CMA) bomlik
le az egészséges idegsejtben vagy a betegség korai fazisaban (4.4. dbra).

normalis allapot /
korai fazis

kisegit6 fazis késéi vagy

valsag fazis

oligomerek
és aggre-
gatumok

lizoszéma

autofagoszémak és
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4.4. abra A fehérjebonto6 rendszerek (az ubiquitin-proteaszéma rendszer és az autofagia) fokozatos valsaga
a neurodegeneracié soran (fent a pirossal bekarikazott autolizoszomakban elakadt a fehérje emésztés). Roviditések:
UPR, ubiquitin-proteaszéma rendszer; CMA, chaperon medialt autofagia.

Ezek a fehérjék azonban nem idealis szubsztratjai a proteaszomaknak, ezért a citoplazmaban halmozodnak fel.
Néhany megvaltozott térszerkezetli fehérje idovel mérgezd hatast gyakorol erre a két lebontd rendszerre, ami
gatolja a mikodésiiket. Ezen tilmenden, ha a hibas fehérjék dsszetett struktarakba rendezédnek (oligomerek vagy
fibrillumok) akkor mar nem tudnak lebomlani ezekben a rendszerekben. A bazalis autofagia alacsonyan tudja
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tartani ezeknek a hibasan hajtogatott fehérjéknek a szintjét. Ezt kdvetden a kisegitd fazisban a makroautofagia
indukalodik, igy lehetové valik a nagyobb fehérje aggregatumok lebontasa (4.4. és 4.5. abra).
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4.5. abra A hibas, rosszul hajtogatott idegrendszeri fehérjék lebontasanak lehetoségei

A betegségtol fiiggben a kisegité fazis ideje valtozhat. A legtobb esetben ezt a késdi vagy vdlsag fazis koveti,
amikor az idegsejt tulélése veszélybe keriil. Ebben a kés6i fazisban az UPR és CMA tovabb blokkolodik, a
makroautofagia aktivitasa csokken, emiatt a mérgez6 fehérje képzédmények felszaporodnak, és mindezek a sejt
mitkodésére negativ hatast gyakorolnak. A nagyméretii fehérje aggregatumok sokszor kevésbé mérgezdek, mert
zarvanyokként elkiiloniilnek, és nem zavarjak a sejt egyéb miikddéseit (4.4. abra). Bar nem ismerjiik a pontos okait
a fehérjebonto rendszerek 6sszeomlasanak, a megnovekedett oxidativ stressz és az 6regedés gyakran kivaltja ezt
a korképet (Klionsky, 2006; Martinez-Vicente és Cuervo, 2007).

Példak egyes neurodegenerativ betegségek patomechanizmusara

Alzheimer-kor kialakulasa hibas ubiquitin miatt

Az Alzheimer-kor (AD - Alzheimer’s disease) progressziv, neurodegenerativ betegség. Az iddskori elbutulas
(demencia) leggyakoribb oka, ami a szellemi képességek stlyos romlasaval jar egyiitt, olyan mértékig, ami a
normalis napi életvitelt, onellatast is lehetetlenné teszi. Velejaroja a sulyos feledékenység, a gyakran latott, kozel
allo emberek nevének elfelejtése, illetve a mindennapi hasznalati targyak megnevezésének képtelensége.

Az oOregedd és Alzheimer-koros agyban a poliubiquitin gén hibas leolvasasa egy ,,+1 frameshift” fehérje
kialakulasahoz vezet, mely 75 aminosavat tartalmaz az ubiquitin szekvenciabol hozzakdtve egy 20 aminosavas
értelmetlen szekvencidhoz (ubiquitinﬂ). A deubiquitinilald enzimek nem tudjak eltavolitani az értelmetlen
szekvenciat a 75 aminosavas ubiquitinrél, mivel az ubiquitin ehhez sziikséges 76-os glicinje hianyzik (4.6. abra).
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4.6. abra Az ubiquitin+1 kialakulasa és hatiasa Alzheimer-kérban

Az ubiquitin és ubiquitin+l ubiquitinilalasa horgony nélkiili multiubiquitin lancokat eredményez, amelyek gatoljak
a proteaszomalis fehérjebontast. A C-terminalis (proximalis) végilikon ubiquitint tartalmazo lancokat az izopeptidaz-
T deubiquitinilald enzim gyorsan szétdarabolja. A végiikon ubiquitinﬂ-et tartalmazo lancok azonban rossz
szubsztratjai az izopeptidaz-T-nek és csak lassan szerelédnek szét. A proximalis végiikon ubiquitin”- gyel végz6do
multiubiquitin ldncok gatoljak az ubiquitin-fiiggd fehérjebontast, ami neuropatologias kovetkezményekhez vezet
(Layfield és mtsai., 2001).

Genetikai mutacidk és a Parkinson-kor patogenezise

A Parkinson-kor (PD — Parkinson’s disease) a substantia nigra pars compacta (SNc) dopaminerg neuronjainak
fokozddo pusztulasaval, a striatum (STR) dopamin szintjének csokkenésével, és mozgasi nehézségekkel (lelassult
mozgas (bradykinesia), merevség, és remegés) jellemezhetd betegség.

A parkin fehérje az ubiquitin-proteaszoma rendszerben, mint E3 ubiquitin ligdz mikodik (... abra). A parkin
egylittmtkodik az Ubal ubiquitin aktivald (E1) enzimmel és az UbcH7 vagy UbcHS8 ubiquitin konjugalo (E2)
enzimekkel a CDCrel-1, az aSp22 vagy mas néven a-synuclein interacting protein (az a-szinuklein egy szokatlan
22 kDa-os O-glikozilalt forméja), és a szinfilin-1 célfehérjék ubiquitinilalasaban (4.7. abra).

nem glikozilalt
a-szinuklein
aktivalo enzim  konjugalé enzim ligaz szubsztrat
(u) (uo) LD - .
*’ @ - aggregatumok
UbcH7 parkin CDCrel-1 \ (Lewy-testek)
7 UbcHs aSp22

ATP ADP infili
¢l e’
Uba1 @. -
- @& @@ty .

ngs parkin Pael-R méregtelenités

4.7. abra A parkin E3-as enzimként miikodik az ubiquitin-proteaszoma rendszerben. Roviditések: CDCrel-
1, cell division control-related protein 1; Ub,, multiubiquitin lanc; Pael-R, parkin-associated endothelin-receptor-
like receptor.

A parkin elsének azonositott szubsztratja, a CDCrel-1 (cell division control-related protein 1), mas néven septin
5 (Sept5) elsdsorban az agyban kifejez6do fehérje, mely foleg a gatld neuronok preszinaptikus axon terminalisaban
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talalhato. A szintaxin 1A fehérje SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor)
doménjéhez ko6tddik, ezért membranokhoz, szinaptikus vezikulumokhoz kapcsolodik. Gatolja az exocitdzist, mert
a vezikulum célba juttatas és fuzio folyamatait szabalyozza. A parkin E3 ubiquitin ligaz kozvetlen szubsztratja, a
Parkinson-kor autoszomalis recessziv forméjanak egyik kivalté molekuldja.

A szinfilin-1 parkin altali ubiquitinilacidja nem glikozilalt a-szinuklein jelenlétében ubiquitinilalt citoplazmatikus
Lewy-test-szerli aggregdtumok kialakulasahoz vezet. Az aSp22 is felszaporodik a Parkinson-koéros betegek agyaban
oroklott parkin mutaciok kovetkeztében. Egyeldre nem ismert, hogy a aSp22 is Lewy-testekben rakddna le.

A parkin részt vesz az endoplazmatikus retikulumhoz kotott fehérjebontasban (ERAD) és az Ubc6 és Ubc7 ER
kapcsolt E2-es enzimek segitségével mérgez0d, hibasan hajtogatott fehérjéket bont le, mint a G-protein kapcsolt
receptor a Pael-R (parkin-associated endothelin-receptor-like receptor) (4.7. abra). A Pael-R elsésorban
oligodendrocitakban fejezédik ki, de egyes elkiiloniilt neuron alpopulaciokban is. A Pael-R hibasan hajtogatott és

crer

crer

kialakulasat. A CHIP, a HSP70 ko-chaperonja, fokozhatja a Pacl-R parkin kozvetitette ubiquitinilaciojat. A Pael-
R felhalmozodik az agyban autoszomalis recessziv mutacid okozta Parkinson-kor esetén (AR-PD) és a Pael-R
overexpresszié indukalta sejtpusztulas kikiiszobolhet6 parkinnal (Chung és mtsai., 2001).

Sokféle genetikai lokusz all kapcsolatban a Parkinson-kor 6rokletes, csaladi formainak patogenezisével.

* PARK-1 - a-szinuklein, Ala 53 — Thr, Ala 30 — Pro, Glu 46 — Lys (dominans)

PARK-2 - Parkin E3 (autoszomalis recessziv)
* Szubsztratjai:
* CDCerel-1 (cell division control-related protein 1), septin 5 GTPéz, szinaptikus vezikula dopamin felszabadulas

* Pacl-R (parkin-associated endothelin-receptor-like receptor), G-protein kapcsolt transzmembran receptor,
hajtogatasi zavar

PARK-5 - UCH-L1, ubiquitin C-terminalis hidrolaz, Ile 93 — Met (dominans)

PARK-7- DJ-1, redox chaperon (autoszomalis recessziv)

Az o-szinuklein gén két misszenz mutacidja egy ritka, dominans forma kialakulasaért felel. Parkinson-koérhoz
vezethet egy dominans mutacio az ubiquitin C-terminalis hidrolaz L1 (UCH-L1) génjében. Ezek mellett a parkin
gén mutacidinak egész sora felelGs az autoszomalis recessziv juvenilis parkinsonizmus (AR-JP) kialakulasaért.
AR-JP-hez kapcsolodo parkin mutansok nem tudjak ubiquitinilalni és lebontani a parkin célfehérjéit, ami arra utal,
hogy a fiatalkori Parkinson-kort (AR-JP) lebontatlan fehérjék felhalmozodasa okozza, melyek végiil megmérgezik
a dopaminerg neuronokat. Erdekes modon a parkin meg is tudja védeni a neuronokat a kiilonboz6 tamadasoktol,
ami a parkin kdzponti szerepét mutatja a dopaminerg neuronok bels6 rendjének fenntartasaban. Legutobb a DJ-1
gén és a Nurr-1 (nuclear receptor and transcription factor) kodoldé NR4A2 gén mutacidirdl deriilt ki, hogy
Osszefiiggésben allnak a csaladi Parkinson-korral. A DJ-1 vagy PARK7 a C56 peptidazok csaladjaba tartozik és
az androgén receptor-fliggd transzkripcid pozitiv szabalyozodja. Redox-chaperonként is miikddhet, az oxidativ
stressz érzeékeldjeként megvédi a neuronokat az oxidativ stressztdl és a sejthalaltol.

A 4.8. abran nyomon kovethetd, hogy a fenti mutaciok illetve a keletkez6 hibas térszerkezett, funkcid vesztett
fehérjék hatasara hogyan pusztulnak el a neuronok.
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4.8. abra A mutans, hibasan hajtogatott fehérjék sejtpusztulast okoznak Parkinson-kérban

A mutans a-szinuklein és DJ-1 hibasan tekeredik fel, ezért tulterheli az ubiquitin-proteaszoma rendszert és a
lizoszomalis lebont6 rendszert (4.8. dbra, kék nyilak). Mas mutans fehérjék, mint a parkin és az UCH-L1, elvesztik
normalis funkcidjukat, az E3 ligaz aktivitast. Mivel mindkét fehérje az ubiquitin-proteaszéma rendszerhez tartozik,
a mutacid hatasara sériil az a képességiik, hogy felismerjenek és lebontsanak hibasan hajtogatott fehérjéket (4.8.
abra, piros nyilak). A DJ-1 mutacidja elrontja feltételezett chaperon aktivitasat, megakadalyozza a hibasan hajtogatott
fehérjék ujra hajtogatasat, és a sériilt fehérjék degradaciora iranyitasat (4.8. abra, piros nyilak). A kiilonb6z6 fenti
valtozasok mind nem kivant fehérjék felhalmozdodasdhoz vezetnek, melyek nem mindenben ismert mechanizmus
szerint (4.8. abra, szaggatott nyilak), neurodegeneraciohoz vezethetnek. A hibas mitochondriumok és a dopamin
metabolizmus miatt keletkez6 oxidativ stressz poszttranszlacios modifikaciok utjan ugyancsak eldsegitheti a hibas
fehérje hajtogatddast, kiilondsen az a-szinuklein és a parkin esetén. Az oxidativ stressz a Parkinson-kérban
szarmazhat a DJ-1 csokkent reaktiv oxigén gyokhatastalanit6 képességébol, mig a mitochondrialis mikddészavar,
legalabbis részben a DJ-1 és a PINK1 csokkent aktivitasabol és hibas elhelyezkedésébdl. A mitochondrialis
miikddészavar, oxidativ stressz €s hibas fehérje kezelés ezért mind Osszefiiggésben allnak egymassal ebben a
feltételezett patologias modellben (Vila és Przedborski, 2004).

A Huntington-kér molekularis patogenezisének modellje

A Huntington-kér (HD — Huntington’ disease) egy gyors lefolyast, neurodegenerativ betegség. Jellemz6 tiinetei,
hogy a beteg akaratlan mozgasokat, agresszivitast, ingerlékenységet, érzelmi kitdréseket, a kognitiv képességek
romlasat és szellemi leépiilést tapasztal.

Tekintstik at, hogy ebben a betegségben milyen fehérjék hibaja aggregacioja okozza a proteaszoma rendszer
valsagat és végiil az idegsejtek pusztulasat. A Hsp70 és Hsp40 molekuléris chaperonok eldsegitik az jonnan
szintetizalt huntingtin (htt) fehérjének a nativ szerkezetre hajtogatodasat (4.9. abra).
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4.9. abra A Huntington-kér molekularis patogenezisének modellje
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Az ubiquitin-proteaszéma rendszer

A vad tipust htt els6édlegesen a citoplazmaban fordul el6 és a klatrin-medialta endocitozisban, a vezikularis
transzportban, a sejtvazhoz torténé horgonyzasban, a neuronalis transzportban vagy a posztszinaptikus jelatvitelben
jatszik szerepet. A htt bekertiilhet a sejtmagba is és ott a transzkripcidszabalyozasban lehet feladata. A htt fehérje
mutacioja Huntington-korban konformacids valtozasokat indukal és ez valdszinlileg a fehérje rendellenes
hajtogatddasahoz vezet, ami, ha nem javitjak ki a chaperonok, a hibas térszerkezetii htt felhalmozodasat okozza a
citoplazmaban. A htt-t kiilondsen hajlamossa teszi az aggregacidja az N-terminalis poliglutamin szakasza. Ezzel
parhuzamosan a mutans htt proteolitikus bomlast szenvedhet, ami N-terminalis fragmentumokat eredményez. Ezek
a poliglutamin szekvencidjuk miatt f-rétegeket formalnak. Végiil a mérgezd hatast a teljes hosszusagi mutéans htt
vagy a hasitott N-terminalis poliglutamin fragmentumok fejthetik ki. Ez utobbiak oldhaté monomereket, oligomereket
vagy nagy oldhatatlan aggregatumokat formalnak.

A citoplazmaban a mutans htt formak hatastalanithatjdk az ubiquitin—proteaszoma rendszert (UPR), ami egyre
tobb hibasan hajtogatott fehérje felhalmozodasat eredményezi. Ezek a toxikus fehérjék a normalis vezikulum
transzportot és a klatrin-medialta endocitozist is tonkretehetik. A mutans htt jelenléte pro-apoptotikus fehérjéket
is aktivalhat kozvetleniil vagy kozvetve mitochondrialis kdrosodas utjan, ami még nagyobb sejtes mérgezéshez és
mas lebontd folyamatokhoz vezet. Az onvédelmi erdfeszitései kozepette, a sejt a mérgezé fehérjedarabokat
ubiquitinilalt citoplazmatikus magkoriili aggregatumokba gytijti. Ezen til a mutans htt bekertilhet a sejtmagba és
ott magi inkluzidkat hozhat 1étre, melyek a transzkripciot félbeszakithatjdk és a magi UPR-t akadalyozhatjak
(Landles és Bates, 2004).

Autofagia szabalyozas

Mint a neurodegenerativ betegségek példajan is lattuk a két f6 sejten beliili fehérjebonto rendszer, az ubiquitin-
proteaszéma rendszer és az autofigia, egymast kiegészitd vagy akar egymast helyettesitd folyamatok. Ennek
alapjan szoros Osszekottetésben kell lenniiik, hogy a fehérjebontas zavartalanul miikédjon. Az egyik kapcsold
molekula a két folyamat kozott a p62 fehérje, mas néven sequestosome-1, melyet eredetileg az atipusos protein
kinaz-C kolcsonhato partnereként izolaltak. A p62 egy multidomén fehérje, mely részt vesz az NF-kB transzkripcios
faktor aktivalasaban. A p62 fehérje felismeri a mérgez6 szemetet a sejtben, amit aztdn az autofagia eltakarit. Az
autofagia hianya a p62 felszaporodasahoz vezet, ami nem jo a sejteknek és stressz valaszt indit, ami betegséghez
vezethet. A p62 részt vesz az autofagia szabalyozasaban, az apoptozis kiils6 Gitvonalanak miikodéséhez is kdthetd,
s6t kulcsfaktor a tumor képzGdésben is. A p62 a sejthalal és tilélés fontos dontéshozatali pontjain helyezkedik el
(Moscat és Diaz-Meco, 2009).

A p62 domén szerkezete

A p62 fehérjének 6t funkcionalis doménje van (4.10. abra):
* Phox és Bemlp domén (PB1),

o ZZ-tipust cink ujj domén,

* TRAF6-k6té domén (TB - TRAF6-binding domain),

* LC3 kolcsonhato régid (LIR - LC3-interacting region), és

* ubiquitin-k&été domén (UBA - ubiquitin-associated domain).

TRAF6 UIb
PB1 @ fé\ @ ' UBA h
/| !
NBR1 apkc LC3

4.10. abra A p62 fehérje szerkezeti doménjei és kolcsonhaté partnerei

A p62 PBI doménje egy fehérje-fehérje interakcids modul, mely mas jelatviteli molekuldkban is megtalalhato,
mint az atipusos protein kindz-C (aPKC) és a Par-6 sejt polarités fehérje. Az aPKC-k és a p62 a PB1 doménjeiken
keresztiil egymashoz kapcsolodnak és ez a kotés az NF-kB transzkripcios faktor aktivalasat eredményezi. Emellett

89

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Az ubiquitin-proteaszéma rendszer

a p62 PB1 doménje lehetdvé teszi az oligomerizacigjat is, ami nélkiilozhetetlen a sejtbeli feladatainak ellatasahoz
(Moscat és mtsai., 2007).

A p62 kis foltokban vagy nagyobb aggregatumokban taldlhato a citoplazmaban, ezek a PB1 doménjiikdn keresztiil
Osszetapadt p62 oligomerekbdl és p62-aPKC komplexumokbol, valamint multiubiquitinilalt fehérjékbdl dllhatnak.
A citoplazmatikus foltok jelszervezddési pontok, ahol a p62 a 7B doménjén keresztiil kdlcsonhatasba 1ép a TRAF6-
tal és az UBA doménjével kaszpaz-8-cal (Jin és mtsai., 2009). A TRAF6 (tumour-necrosis factor (TNF)-receptor
associated factor 6) egy 63-as lizin (K63) E3 ubiquitin ligdz. A p62 kapcsolodasa a TRAF6-tal eldsegiti az
oligomerizaciojat, majd az aktivalodasat, ami a TRAF6 K63 tipust multiubiquitinilalédaséhoz és végiil az NF-kB
aktivalasahoz vezet.

Az autofagia és a p62 kozotti kapcesolatot alatamasztja az a tény, hogy a p62 a LIR (LC3-interacting region)
doménjén keresztiil az Atg8/LC3 autofagia szabalyozd molekulahoz kot valamint az a megfigyelés, hogy a p62
felszaporodik autofagia hianyos egerekben (Komatsu és mtsai., 2007). A p62 PB1 partnerével, az NBR1-gyel
(neighbor of BRCA1 gene 1) egyiitt szabalyozza a multiubiquitinilalt, hibasan hajtogatott és aggregalodott fehérjék
és mikodésképtelen sejtorganellumok csomagolasat és célba juttatasukat az autofag struktirakba emlés sejtekben
és muslicaban (Kirkin és mtsai., 2009; Nezis és mtsai., 2008).

A hibasan hajtogatott fehérjék lebontasanak modellje

Az ubiquitin fliggetlen fehérje lebontés a 20S proteaszomakban vagy a chaperon-medialt autofagia (CMA) utjan
zajlik (4.11. abra). Az ubiquitin-fiiggd protein degradacié az ubiquitin-proteaszéma rendszeren (UPR) keresztiil
vagy autofagiaval torténhet. Az UPR-be irdnyitott ubiquitinilalt fehérjéket kdzvetleniil a 26S proteaszéma 19S
szabalyozo6 részecskéje ismeri fel vagy az UbL-UBA csalad fehérjéi, mint példaul a Rad23 vagy az ubiquilin 1,
viszik a proteaszomahoz 6ket (4.11. abra).
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medialt ko-chape- %
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4.11. abra A hibasan hajtogatott fehérjék lebontasanak modellje

Emellett atmenetileg p62 testekben gy{ilhetnek Gssze a hibasan hajtogatott fehérjék, ami az autofag lebontasukkal
végzddik. Az ubiquitin-kotd autofagia receptor fehérjék, a p62 és a NBR1 sziikségesek mind az autofag struktarak
kialakulasdhoz (az LC3/GABARAP csalad fehérjéivel kdzvetleniil kapcsolddnak az autofagoszomak formalasakor),
mind a lebomlasukhoz. A BAG1 és BAG3 ko-chaperonok egymashoz viszonyitott aranyatol fiigg, hogy a hibasan
hajtogatott fehérjék autofagiaval bomlanak-e le. Magas BAG3 : BAGI arany az autofagiat stimulalja és p62 testek
kialakulasat indukalja. A proteaszéma karosodasa aggreszomak kialakulasahoz vezet. Az aggreszomak kialakuldsahoz
a fehérje aggregatumok mikrotubulusokon torténd szallitasara van sziikség, melyet a HDAC6 ubiquitin-k&to tubulin
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deacetilaz kozvetit. A p97/VCP, egy chaperon és AAA+ ATPaz tulajdonsagu fehérje kapcsolatba 1ép a HDAC6-
tal és a szabalyozo szerepet jatszik a folyamatban (Lamark és Johansen, 2010).

Ubiquitinilalt fehérjék utja az autofagoszémakba
Lassuk most pontosan hogyan is keriilhetnek az ubiquitinilalt fehérjék az autofagoszomakba. A p62 mellett az

NBRI1 (neighbor of BRCA1 gene 1) fehérjét is azonositottak, mint az Atg8 fehérje csaladdal kolesonhato, LC3-
és ubiquitin-koto fehérjét (4.12. abra).

oPKC TRAF6 LC3 uB

p62/SQSTM1

NBR1

4.12. abra A p62 és az NBR1 fehérjék domén szerkezetének vazlatos 6sszehasonlitasa. Az abran lathatod
roviditések: PB1: Phox és Bemlp domén; ZZ: cink ujj domén; TB: TRAF6-k6té6 domén; CC: coiled-coil domén;
LIR: LC3-interaktiv régio; UBA: ubiquitin-koté domén.

sty

abra). A p62-hoz hasonléan az NBR1 is felhalmozodik és aggregalodik, ha az autofagia gatolt és a patologikus
zarvanyok részét képezi (Ding, 2010).

o ™
fagofor / g 9 9
autofagoszoma
LC3 B = LC3
w
LC3 E3
= —
R a

aggregatumok

4.13. abra A p62 és a NBR1 autofagia receptorok, melyek kapcsolatba 1épnek egyrészt az UBA doménjiikkel
az ubiquitin-pozitiv fehérje aggregatumokkal, masrészt a LIR régiojuk segitségével a formalodo autofagoszomak
membranjan az LC3-mal és az ubiquitinilalt célfehérjéket az autofagoszomakba iranyitjak, igy elinditjak autofag
lebontasat.

A fehérje aggregatumok ubiquitinilalasanak jele kivaltja az NBRI vagy p62 adapter fehérjék kotodését, melyek
az LC3-hoz (light chain 3; az A7g8 (autophagy protein 8) emlés homoldogja) is hozzakotnek. Ez utobbi a formalodo
autofagoszoma kettés membranjaban 1évé lipidekhez kapcsolodik (4.14. abra).

91

http:// www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

Az ubiquitin-proteaszéma rendszer

fehérje aggregatum

lizoszomalis

LC3-PE hidrolaz
kojugatum formalodo autofagoszéma

fuzid lizoszémaval,
HDACEG segitségével

formaloédé autolizoszéma

4.14. abra Ubiquitinilalt fehérjék utja az autolizoszomakba. Roviditések: LC3, light chain 3, az Atg8 emlds
homologja; PE, foszfatidil-etanolamin; HDAC6, hiszton deacetilaz 6.

Mindez lehetévé teszi, hogy az aggregatum bekeriiljon a képz6dd autofagoszoémaba, ami aztan lizoszémaval olvad
0ssze, hogy a belsé membran hatarolta vezikulum a benne levd tartalommal hidrolitikus enzimek altal lebontasra
keriiljon (Tyedmers és mtsai., 2010).

Az Nrf2 aktivitasanak szabalyozasa az autofagia receptor p62 altal

Normalis koriilmények kdzott a bazalis autofagia folyamatosan eltakaritja a citoplazmabol a p62-t és a hozzakot6do
szallitmanyt, a mérgez6 aggregalodo fehérjéket. Az Nrf2 (nuclear factor (erythroid derived 2)-like 2) fehérje, egy
stressz valasz transzkripcios faktor, a Cul3—Rbx 1 ubiquitin ligaz komplexum és a Keap1 (Kelch-like ECH-associated
protein 1) adapter segitségével ubiquitinilalodik és a proteaszoma altal bomlik le (4.15. abra).
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4.15. abra Az Nrf2 (nuclear factor-like 2) transzkripcids faktor lebontisa normalis koriilmények kozott

Autofagia hidnyaban, a p62 fehérje és a hozzakapcsolodo aggregatumok felhalmozddnak a citoplazmaban (4.16.
abra). A felesleges p62 a Keapl-hez kotddik, megszakitva az Nrf2 ubiquitinilacidjat és ebbdl kdvetkezden a
lebontasat. Ez a citoplazmatikus Nrf2 szint emelkedését okozza, lehetévé téve, hogy az Nrf2 belépjen a sejtmagba,
ott a Maf transzkripcios faktorral heterodimerizaljon és aktivaljak a génatirast az antioxidans valaszelemet (ARE
- antioxidant response element) tartalmazo prométerekrdl. A megnétt Nrf2 aktivitas a f6 okozoja a majbetegségeknek,
melyeket hianyos autofagia mellett figyeltek meg (Rusten és Stenmark, 2010).
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4.16. abra Az Nrf2 fehérje aktivitasanak szabalyozasa p62 altal

Nézziik meg most az Nrf2 transzkripcios faktort aktivald rendszert egy kicsit mas oldalrdl megvilagitva. Hianyos
autofagia kovetkeztében a p62 szelektiv turnovere korlatozott, ami sulyos majkarosodast okoz, melyet p62 pozitiv
zarvanyok képzddése és a méregtelenité enzimek aktivalodasa kisér. Ez a fenotipus nagyon hasonlit a human
majbetegségek, mint az alkoholos majbetegség (alkoholos szteatohepatdzis, alcoholic hepatitis) és a hepatocellularis
még nem ismertek. Az Nrf2 transzkripcios faktort, melynek a célgénjei antioxidans fehérjéket és méregtelenitd
enzimeket kddolnak, a p62 szabalyozza. A p62 a Keap1 (az Nrf2-t felismer6 ubiquitin ligaz egyik alegysége) Nrf2
kotéhelyéhez kapcsolodik. fgy tehat, a p62 taltermelése vagy az autofagia defektusa miatt felszaporodé p62
molekulak versenyre kelnek az Nrf2-vel a Keap1-hez valo kapcsolddasért (4.17. abra).

lebomlas a 26S proteaszémaban b
HS SH § a4 HS SH
(e
H SH H
SH .

moivum p62 szabalyozas

gatolt autofagia vagy (€
megnévelt p62 szint

oLG
mmmmmmm

autofagia indukcio

szabalyozas |3

citoplazma

N
b
2
I
k3
Klasszikus, >
®
b1
3

sejtmag

citoprotektiv gének
atirasa

4.17. abra Az Nrf2-Keap1 utvonal vazlatos abraja. A klasszikus, oxidativ stressz altal szabalyozott Gitvonal az
abra baloldalan van feltiintetve. A p62 részvételével torténd szabalyozas a jobb oldalon lathatd. Az Nrf2 csuklo
¢s retesz mechanizmusa in vivo is mikodik.

Ez az Nrf2 stabilizadlodasat és az Nrf2 célgénjei transzkripcidjanak aktivalodasat eredményezi. Mindez arra utal,
hogy a p62 felhalmozddasaval 6sszefiiggd patologiai folyamat az Nrf2 hiperaktivitdsat okozza és felvazolja a
szelektiv autofagia nem vart szerepét a védekezd enzimek génjeinek transzkripci6 szabalyozasaban (Komatsu és
mtsai., 2010).

Ellenorzo kérdések

1. Mik az endoplazmatikus retikulummal tarsult lebontas (ERAD) 1épései?
2. Milyen mutaciok és hogyan okozzak a Parkinson-kor kialakulasat?
3. Hogyan vesz részt a parkin E3 enzim az ER-hoz kapcsolt fehérje degradacioban?

4. Milyen szerkezeti doménjei és kdlcsonhatd partnerei vannak a p62 fehérjének?
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5. Hogyan szabalyozza az ubiquitin-proteaszoma rendszer az Nrf2-Keap1 utvonalat?
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5. Az ubiquitin-proteaszéma rendszer szerepe
az apoptoézis szabalyozasaban

Az apopt6zis a programozott sejthalal egy fajtaja, melynek soran azért pusztulnak el a sejtek, hogy megakadalyozzak
a tllzott sejtosztodast, vagy csokkentsék a DNS karosodas hatasat. A természetes sejtpusztulas nagyon fontos
szerepet jatszik a normalis €letfolyamatokban is, mint a magzati fejlodés és a szoveti allandosag. Az apoptozis
szabalyozasaban bekovetkezo hibak sok betegség kialakulasahoz jarulnak hozza, mint a rak, autoimmun betegségek
¢és neurodegeneracio. Masrészrol viszont az apoptozist iranyito fehérjék uj gyogyszerkutatasi célpontokat jelentenek
¢és a rak kezelésének 1j lehetéségeihez vezethetnek.

Az ubiquitin-proteaszéma rendszer a f6 lizoszoman kiviili lebontd t, mely részt vesz a sejten beliili fehérjebontasban.
A 268 proteaszéma egy multienzim komplex, mely a rosszul hajtogatott illetve felesleges fehérjéket bontja le.
Megforditva, a proteaszomalis lebontd utvonal gatldsa a nemkivanatos fehérjék felhalmozdodéasahoz és sejthalalhoz
vezet. Mivel a raksejtek sokkal gyorsabban osztodnak, mint a normal sejtek a fehérje atirasi és lebontési sebességiik
is gyorsabb. Szamos specifikus proteaszéma szubsztrat elengedhetetleniil sziikséges a sejtciklus megallitdsahoz
illetve az apoptdzishoz. Ezen szubsztratok lebontasanak meghiusitasa proteaszomalis gatlas révén 1j és egyediilallo
megkozelitése a daganatos betegségek kezelésének. Egy peptid borsav vegyiilet, a bortezomib szelektiv és reverzibilis
proteaszéma gatloészer (5.1. abra). Az amerikai FDA (Food and Drug Administration) és az Eurdpai
Gyogyszerértékelé Ugyndkség (EMEA - European Agency for the Evaluation of Medicinal Products) is engedélyezte
hasznalatat a frissen diagnosztizalt, mas citosztatikumra nem reagal6 csontveldrak (mieloma muliplex) kezelésében
(Velcade).

5.1. abra A bortezomib (Velcade) térkitolté modellje

A kovetkez6kben roviden tekintsiik at az apoptdzis azon folyamatait, melyek szabalyozasaban az ubiquitin-
proteaszoma rendszer fontos szerepet jatszik.

Apoptozis

Az apoptozis evoluciosan konzervalt folyamat a sejt onmegsemmisitésére, mely sokféle sejten beliili és kiviili
hatéassal beindithatd. Amint a folyamat elindul, egy konzervalt kaszkad rendszer viszi tovabb ¢és erdsiti a jelet
fehérje-fehérje kolesonhatasok utjan. Végiil cisztein proteazok egy kiilonleges csoportja, melyeket kaszpdzoknak
hivunk (5.2. abra), aktivalodik és sejten beliili célfehérjék sz¢les spektrumat hasitja, igymint DNS javit6 enzimeket,
lamint és Mdm2-t (a p53 stabilitasanak szabalyozoja), és ez végiil a sejt pusztulasahoz vezet.
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5.2. abra Apoptotikus kaszpazok az emlésékben, muslicakban és fonalférgekben. Az iniciator kaszpazokat
lila, az effektor kaszpazokat vords szin jeldli. A kaszpaz molekulat jelz6 savok és a funkcionalis részek csikjai
méretaranyosan vannak feltiintetve. Roviditések: DED, death-effector domain; CARD, caspase-recruitment domain.

A CED-3 (cell-death abnormality-3) az egyetlen kaszpaz a fonalféregben (Caenorhabditis elegans), igy mind az
iniciator, mind az effektor kaszpazok szerepét betdlti (5.2. és 5.4. abra). Az els6, lancon beliili, aktivalo hasités
helyét az abran fekete nyilak jelolik (a nagy, p20, és a kis, p10, alegység kozott). A p20 és pl0-es alegységek
egylitt egy kaszpaz monomert alkotnak. Az egyéb hasitasokat sziirke nyilak mutatjak. Ez utobbiak a kaszpaz
aktivitast modositjak és a kaszpazok apoptozis gatld (inhibitor of apoptosis - [AP) fehérjék valamint mas fehérjék
altali szabalyozasat befolyasoljak. Mas proenzimektdl eltérden egy kaszpaz N-terminalis prodoménjének eltavolitasa
nem sziikséges az aktivitasdhoz. Az iniciator kaszpazok prodoménjei kivétel nélkiil azonos fajta kdlcsonhatd
domének, mint példaul a kaszpaz verbuvalé domén (CARD - caspase-recruitment domain) és a sejthalal végrehajtod
domén (DED - death-effector domain). Az dbran ugyancsak meg van jelolve a katalitikus arkot alkotd négy, felszini
hurok (L1-L4). A katalitikus cisztein oldallancot piros vonal jelzi az L2-es hurok elején (Riedl és Shi, 2004) (5.2.
abra).

Sejtek, melyeket kiils6 vagy bels6 ingerek programozott 6ngyilkossagra serkentenek, apoptdzissal pusztulnak el.
A folyamatot szamos Osszetett fehérje szabalyozza, melyeket két f6 utvonalon kiilonféle hatasok aktivalnak.

Sejthalal receptor utvonal (klilsd)

A kiils6 utvonalat egy sejtfelszini halal receptor inditja be (5.3. abra). Ez a jelzés nagyon fontos szerepet tolt be a
transzformalt illetve virusfert6zott sejtek immunrendszer altali leleplezésében ¢€s a sajat fehérjék ellen reaktiv
limfocitak eltavolitaisdban. Ennek kdvetkeztében a rendszer hibdja sok esetben rosszindulat daganatot vagy
autoimmunbetegséget okoz.
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5.3. abra Kaszpaz aktivalasi utvonalak az apoptozis folyaman. Az abran lathato roviditések: APAF1, apoptotic
protease activating factor; BAD, BCL-2 antagonist of cell death; BAK, BCL-2-antagonist/killer-1; BAX, BCL-2-
associated X protein; BID, BH3-interacting domain death agonist; BIK, BCL-2-interacting killer; BIM, BCL-2
interacting mediator of cell death; BMF, BCL-2 modifying factor; HRK, harakiri (mas néven death protein-5);
NOXA, Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 (a noxa latinul karosodast jelent); PUMA, p53
upregulated modulator of apoptosis.

A kaszpaz aktivalas a kiils6 Gitvonalon sejten kiviili halal ligandumok (FasL vagy TNFa - tumour necrosis factor-
o) kotddését igényli a transzmembran halal receptorokhoz (5.3. abra). Ha a halal receptorok kapcsolatba 1épnek a
nekik megfeleld ligandummal, megindul a kapcsold fehérjék (példaul a FADD - Fas-associated death domain
protein) verbuvalasa. Ezek szamos kaszpaz-8 molekulat vonzanak és kotnek meg, eldsegitve ezzel a kaszpaz-8
Onaktivalasat. Az aktiv kaszpaz-8 aztan hasitja s aktivalja a kaszpaz-3-at és 7-ct és a folyamat a szubsztrat fehérjék
bontasahoz, végiil sejthalalhoz vezet (Taylor és mtsai., 2008).

Mitochondrialis utvonal (belsd)

A bels6 atvonal akkor aktivalodik, ha a mitochondriumokbol kiszabadul a citokrom-c fehérje (5.3. abra). Mindkét
ut egy végso kozos szakasz felé tart, melyben egymast aktivalo kaszpaz enzimek lebontanak minden eléjiik keriild
szabalyozé vagy szerkezeti fehérjét. Ez aztan a sejt pusztulasahoz vezet.

A bels6 utvonalon Osszetett hatasok, melyek sejt stresszt vagy karosodast valtanak ki, jellemzden a csak BH3
doménnel rendelkez6 fehérje csaladot aktivaljak (Taylor és mtsai., 2008). A csak BH3 doménnel rendelkez6 fehérje
csalad tagjai utvonal specifikus érzékel6ként reagalnak a kiilonbozd hatasokra és aztan eltéré modon szabalyozodnak.
Aktivalodasuk egy bizonyos hatar felett tilnd az anti-apoptotikus Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) csalad tagjainak
gatld hatdsan és eldsegiti a Bak—Bax oligomerek 6sszeszerelddését a mitochondriumok kiilsé membranjaban. Ezek
az oligomerek teszik lehet6vé a membranok kozotti térbol a fehérjék, mint példaul a citokrom-c, kijutasat a
citoplazmaba. A kijutott citokrom-c elinditja az apoptoszomak dsszeszerelédését. Az apoptoszoma az apoptotikus
proteaz aktivalo faktor-1 (APAF1) 7 molekulajat és ugyanannyi kaszpaz-9 homodimert tartalmaz. Ebben az aktiv
kaszpaz-9 elinditja a kaszpaz aktivalasi kaszkadot (5.3. abra).

Néhany esetben eldfordul, hogy a kiilsd sejthalal jelzések athallatszanak a belsé utvonalra a csak BH3 doménnel
rendelkezd fehérje csaladba tartozo BID (BH3-interacting domain death agonist) fehérje kaszpaz-8 altali hasitasa
miatt. A hasitott BID (tBID - truncated BID) eldsegiti a mitochondrialis citokrém-c kijutasat és az apoptoszoma
0sszeszerelodését (5.3. abra).
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Konzervalt apoptotikus utvonalak

A kaszpaz-9 az emlésokben és a Dronc a muslicaban (Drosophila melanogaster) iniciator kaszpazok, mig a kaszpaz-
3 és 7 az emldsdkben és a Drice a muslicaban az effektor kaszpazok osztalyaba tartozik (Riedl és Shi, 2004). A
CED-3 a fonalféregben (Caenorhabditis elegans) iniciator és effektor kaszpazként is miikddik. Az apoptozis gatld
(IAP - inhibitor of apoptosis) fehérjék a kaszpazok negativ szabalyozasaval elnyomjak az apoptdzis folyamatat.
Emellett az IAP antagonistak, a SMAC (second mitochondria-derived activator of caspases)/DIABLO (direct IAP-
binding protein with low pl) az emldsokben ¢és az RHG fehérjék (Reaper, Hid, Grim és Sickle) a muslicaban az
IAP fehérjék kozvetitette kaszpaz gatlast fliggesztik fel (5.4. abra).
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apoptotikus stimulus

l Reaper 1
e | [Aoar
J_ Sickle l
__C_Ef:! | ==
B
‘
|
b
apoptozis ; 1
: e jten beliil
2@ g sejten belili célpontok Ssgéﬁ)nons)ﬁ |
apoptozis apoptozis

£ &

5.4. abra Konzervalt apoptotikus titvonalak. A kaszpazok és a kaszpaz regulatorok funkcionalis homologjai a
kiilénboz6 csoportokban azonos szinnel vannak jeldlve. Roviditések: APAF1, apoptotic-protease-activating factor-
1; Cyt c, citokrom-c.

Ubiquitinilalédé célpontok az apoptézis utvonalan

Az 5.5. dbra mutatja, hogy az apoptdzis mindkét utvonalan el6fordulnak olyan szabalyozoé fehérjék, melyeket az
ubiquitin-proteaszéma rendszer bont le (Lee és Peter, 2003).
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5.5. abra Ubiquitinilalédo célpontok az apoptézis utvonalin
A p53 fehérje

+ rovid fél-¢letidejli fehérje, kis mennyiségben van jelen a sejtmagban
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* sejtet éro stressz hatasara stabilizalodik
+ DNS karosodas (vegyi vagy sugar)
* hypoxia
+ onkogén aktivalodas
* sejtvalasz
« sejtciklus leallas
* DNS javitas
« differencialddas, oregedés, apoptozis
» emberi tumorok 50%-ban a p53 mutans

A p53 tumor szupresszor az egyik legismertebb pro-apoptotikus fehérje, ami a transzkripcid szintjén hat. A p53
elfogadottan a genom 6rzdje, amely a sejtosztodas megallitasaval vagy apoptozis beinditasaval megakadalyozza
a mutacié tovabbadasat és ennek kovetkeztében a rak kialakulasat (karcinogenezist). Alladéan alacsony
koncentracioban van a sejtben, mert folyamatosan ubiquitinilalodik és a proteaszoma lebontja. Belso stressz hatasra,
mint példaul vegyszer vagy sugarzas okozta DNS karosodés, oxigén hiany, onkogén aktivalodas, a p53
ubiquitinilalasa gatlodik, ami a felszaporodasahoz vezet. Ez indukalja a sejtosztodas leallitasat és az apoptozist.
Az emberi tumoroknak koriilbeliil felében a p53 gén mutacidkat hordoz vagy a rendszer hibas és a p53 lebontasat
segiti.

A p53 egyarant indukalja a kiils6 és a belsé apoptotikus utvonalakon haté fehérjék kifejezddését és specifikusan
blokkolja sejthalal gatlé gének atirddasat (5.6. abra).
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5.6. abra A p53 és az apoptézis. Az abran lathato roviditések: Bcel-2, B-cell lymphoma 2; APAF1, Apoptotic
protease-activating-factor 1; Bax, Bcl-2 associated X protein; NOXA, Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced
protein 1; DRS, death receptor 5; Pidd, p53 protein induced, with death domain; Mdm2, Murine double minute 2.

Leirtak mar a p53 a transzkripcio szabalyozasatdl eltérd, tovabbi feladatait is. Ilyen példaul a sejthalal receptorok,
mint a Fas/CD95 (cluster of differentiation 95) Golgi-apparatusbodl a sejtfelszinre torténd athelyezédésének
indukalasa vagy a mitochondriumokkal valé kdzvetlen asszocidcid. A p53 legfontosabb regulatora az Mdm?2
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(Murine double minute 2), melynek atirddasa viszont maga is a pS3 szabalyozasa alatt all. Az Mdm?2 a p53-hoz
két, ubiquitinilalja és a magbol kijuttatva proteaszomalis lebontasra irdnyitja (Jesenberger és Jentsch, 2002).

Az Mdm2 fehérje

Az Mdm?2 fehérje szerkezetében tobb jellegzetes domént is elkiilonithetiink (5.7. abra). A p53 kété doménjét
(17-125 aminosav) atéri a SWIB domén (26—108 aminosav), mely a SWI/SNF fehérje csalad konzervalt régidja.
A savas régio egy aszparaginsavban és glutaminsavban gazdag szakasz. A RanBP2-tipusui és RING-finger domének
cink-ionokat fognak kdzre. A gankyrin a RING-finger domén mellett N-terminalis iranyban kot az Mdm?2-hoz
(411-438 aminosav) (Dawson és mtsai., 2006).

NES
(191-205) RanBP2-finger

RING-finger
(439-480)

p53 kots domén (17-125)
SWIB domén

(210-244)

savas régio

(181-185) gankyrin k6t domén
(411-438)

5.7. abra Az Mdm?2 ubiquitin ligdz funkcionalis doménjei. Roviditések: NES, nuclear export signal; NLS,
nuclear localization signal.

Az ARF fehérje

Az ARF fehérje felfedezése sszekapcsolodik a p16INK4a1 felfedezésével, s6t innen ered. A p16INK4a egy 16 kDa
tomegli human fehérje, mely megkdti €s gatolja a CDK4-et (INK4 - inhibitor of CDK4). A p16 eredeti klénozasa
utan kiilonos jelenségre figyeltek fel: a p16 lokusz nagyon magas mutécios frekvenciat mutatott egyrészt tumorbol
szarmaz6 immortalizalt sejt vonalakban, masrészt kiilonb6zd elsddleges tumorokban. Ma mar vilagos, hogy a

lokusz gyakori megvaltozasa a kiilonds genetikai szerkezetébdl fakad, mely egy masik, rejtett gént is kodol (5.8.
abra).

Exon 18 ﬁxon 111 | Exon 2 | | Exon 3 |
ATG ATG p16INKaa *
~22 kb
pl4ARF [

5.8. abra A p16™%* (INK4 - inhibitor of CDK4, fekete) és az p14*RF (alternative reading frame, piros)
fehérjéket kodolo lokusz exonjai. A csillag a stop kodon jele.

Ez a gén az ARF (alternative reading frame), melynek transzkripcidja egy kiilon promoterrél indul egy kiilonallo
elsé exonnal (exon 1B), ami a p16 exon l1a-hoz képest felfelé helyezkedik el. Bar az exon 2 és 3 teriiletén atfed a
pl6 és az ARF kodold szekvencidja az exon 1P altal kodolt részletnek megvan a sajat transzlacio inditd6 AUG
kodonja. Ezaltal egy teljesen fliggetlen fehérje keletkezik egy alternativ leolvasasi keret szerint, emberben 14kDa
molekulatomegi, 132 aminosavbol allo (p14ARF), egérben 19kDa molekulatomegti, 169 aminosavbol allo (p19ARF)
fehérje (Zhang és Xiong, 2001).

Mint ahogy varhato, egy olyan fehérje mell¢, amelynek az a feladata, hogy a ,,genom védelmezdjét” elpusztitsa,
sokféle biztonsagi mechanizmus van beépitve, hogy ne tudjon elszabadulni (5.9. abra).
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5.9. abra Az Mdm2 miikodését szabalyoz6 partnermolekulak

1. Az Mdm?2 bels6é RING-finger-fiiggd ubiquitin ligaz (E3) aktivitasa van, igy ubiquitinilalni tudja a p53-at, sot
sajat magat is.

2. A p53 foszforilacioja blokkolja az Mdm2-vel valo interakciot.

3. Egy Mdm2-hoz ko6t6 fehérje, az ARF (5.8. dbra) a RING-finger doménje felett kapcsoldodik hozza és egy addig
rejtett, a sejtmagvacskaba iranyito jelet fed fel az Mdm2 RING-finger doménjével egy vonalban (5.7. abra). Ez
elkiiloniti az Mdm2-t a p53-t6l, megakadalyozva a p53 Mdm?2 kozvetitett lebontasat.

4. Ehhez hasonléan az Mdm?2 gatolhato egy rokon RING-finger fehérjével, az MdmX-szel torténé dimerizacioval
(Marine és Jochemsen, 2005).

5. Mindazonaltal, arra is van bizonyiték, hogy a SUMO-1 pozitivan szabalyozza az Mdm2-t. A SUMO-1 ubiquitin-
szerii fehérje ugyanahhoz a lizin oldallanchoz tud kapcsolodni az Mdm2-n, amihez az ubiquitin. Igy kotédése
megnoveli a p5S3 ubiquitinilaciojat, mikdzben lecsokkenti az Mdm?2 6n-ubiquitinilalasat.

Az Mdm2 a RING-finger tipust E3-as enzimek szubsztrat specificitasat is jol mutatja. A p53 csalad egy masik
tagjaa p73 is kotddik az Mdm?2-hdz, de ez az interakcio stabilizalja, és nem degradalodasra készteti. Ha kisérletileg
az Mdm?2 RING-finger doménjét egy eltéré RING-finger doménnel helyettesitjiik, akkor ez visszaallitja a hibrid
molekula 6n-ubiquitinilalodasat és a proteaszomaba célzottsagat, de nem ubiquitinilalja a p53-at és nem iranyitja
lebontasra (Weissman, 2001).

A p53 Mdm2 altal torténd szabalyozasanak modelljei

Mdm2-fiiggé p53 export. Az elsé modell szerint az Mdm?2 hozzakét a pS3-hoz a sejtmagban és kiviszi a p53-at a
citoplazmaba (5.10. abra). Ez a modell arra a megfigyelésre épiil, hogy az Mdm?2 egy belsé magi export szignal
(NES) segitségével keriil ki a magbol a citoplazmaba. Ennek mutacidja megsziinteti az Mdm2 nukledris exportjat
és ap53 lebonto képességét is. Megerdsiti ezt a modellt, hogy az Mdm2 magi lokalizacios jelének (NLS) mutacioja
kizarja a magba jutasbol és ugyancsak megakadalyozza a p53 degradalasaban. Kiilonb6z6 sejtvonalak LMB-vel
torténd kezelése megndvelte a p53 fél-életidejét és egyensulyi mennyiségét. Az LMB kovalens kotést alakit ki a
CRMI1 (exportin 1) egyik konzervativ cisztein oldallancéval, ami a fehérjék magi export jelének evolucidsan
konzervalt receptora és ezaltal megsziinteti a CRM1-NES kotodést. Az LBM kezelés meggatolta az E6-E6AP
kozvetitette p53 lebontast a human papillomavirus fertézott sejtvonalakban, megmutatva, hogy a p53 kikeriilése
a magbdl sziikséges barmelyik ubiquitin ligdz utjan térténd lebontashoz, de a folyamat nem teljesen Mdm2-fiiggd
(Zhang és Xiong, 2001).
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5.10. abra A p53 Mdm?2 kozvetitett lebontisi modelljei normalis sejtmiikodés esetén. SM, sejtmag; C,
citoplazma.

Mdm_? fiiggetlen, onallo p53 export. A masodik modell szerint a p53 maga is tartalmaz egy miikodoképes magi
export jelet (NES), ami lehetévé teszi szamara a magbol vald kijutast (5.10. abra). A magba injektalas utan a
fluoreszcensen jelolt p53 egy energiafiiggd utvonalon perceken beliil kikeriilt a magbol, az NLS-sel jeldlt human
szérum albumin azonban nem. A human p53-ban azonositottak egy leucin gazdag NES-t, mely a 339-352 aminosavak
kozott huzodik. Ennek mutacioja megakadalyozta a pS3 exportjat a magbol. A p53 NES szekvenciajat fuzionaltattak
egy egyébként magban lokalizald BSA fehérjéhez (p53 339-352-BSA), ami a fehérje citoplazmatikus
felhalmozodasat eredményezte LMB szenzitiv médon. Az Mdm?2 fliggetlen p53 magi export modellt tdmasztja
ald az a megfigyelés is, hogy egy p53-GFP fuzids fehérje egyarant el6fordult a magban és a citoplazméban miutan
kifejeztették a pS3 2/2-MDM2 2/2 kettdsen hianyos MEF sejtekben, mig a p53 NES szignalban tértént mutaciok
a p53-GFP kizardlag magi elhelyezkedését eredményezték. Mivel a NES szigndl a p53 tetramerizacios doménjében
talalhato, feltételezték, hogy a p53 szabalyozott tetramerizacidja eltakarja a NES szignalt és ezzel biztositja a p53
visszatartasat DNS kot formajaban a magban.

Ubiquitinilacio-fiiggd p53 export. A harmadik modell szerint az Mdm?2 ubiquitinilalja a p53-at a sejtmagban és a
P53 multiubiquin lanca segiti a magi exportot €s az ezt kovetd citoplazmatikus degradaciot (5.10. abra). Ez a modell
olyan megfigyelések alapjan késziilt, melyek szerint az Mdm?2 és a p53-GFP fuzios fehérje egyiittes kifejeztetése
a fuzios fehérje citoplazmatikus felhalmozodasaval, s6t magi kizarodasaval jart. A pS3-GFP Mdm?2 okozta kizarédasa

crer

crer

LMB kezeléssel az ubiquitinilalt p53 felhalmozodasat eredményezte a magi frakcioban. Ezenkiviil a p53 C-
terminalisan levd NES-ben okozott mutaciok meggatoltak a pS3 magi exportjat, de az ubiquitinilaciot nem. Mindez
azt mutatja, hogy a p53 ubiquitinilacidja a magban zajlik még a citoplazmaba vald export el6tt (Zhang és Xiong,
2001).

Az ARF p53 stabilizalasaban betéltitt szerepének harom modellje. Fiiggetleniil attol, hogy a magi p53 az Mdm?2
segitségével, vagy magatol, esetleg az Mdm?2 kdzvetitette ubiquitinilacio Gtjan keriil ki a sejtmagbdl a citoplazmaba,
a p53 magi exportjanak blokkolasa vagy az Mdm2-p53 komplexum szétszedése a p53 stabilizacidjat okozza. Az

s

megakadalyozasaval. Jelenleg harom modell probalja a p5S3 Mdm?2 kozvetitette magi export ARF altali gatlasanak
molekularis mechanizmusat megmagyarazni:

a. az Mdm?2 elkiilonitése a sejtmagvacskaba;
b. ARF-Mdm2-p53 harmas komplexum kialakitasa a nukleoplazmaban,;
c. az Mdm?2 ubiquitin ligaz aktivitasanak gatlasa a sejtmagban.

Mindegyik modellnek van kisérletes alapja, de egyik sem tudja megnyugtatéan integralni az dsszes megfigyelést.
A modelleket az 5.11. abran vetjiik 6ssze.

az Mdm2 elkulonitése ARF-Mdm2-p53 a p53 sejtmagi
a sejtmagvacskaba harmas komplexum ubiquitinilalasanak gatlasa
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5.11. 4bra Az ARF kozvetitett Mdm2 gatlas és p53 aktivacié harom modellje onkogén hatas esetén. SM,
sejtmag; C, citoplazma; sm, sejtmagvacska.

Az Mdm?2 elkiilonitése a sejtmagvacskaba. Az elsé modell szerint az ARF az Mdm2-t a nukleoplazmabol a
magvacskaba viszi, felszabaditva a p53-at az Mdm?2 gatlasa aldl és ezzel lehetdvé téve felszaporodasat a sejtmagban
(5.11. abra). Ez a modell két megfigyelésen alapszik: az Mdm?2 fehérje molekuladk egy része, nem az 9sszes, a
nukleodluszokban talalhatdé Mdm2-t és egér ARF-et kifejez6 plazmidokkal transzfektalt HeLa sejtekben, egér ARF-
et kodolo plazmiddal mikroinjektalt egér embrionalis fibroblaszt (MEF) sejtekben, és dreged6 MEF sejtekben,
melyekben mind az Mdm2, mind az ARF szint megemelkedik. A masik adatsor szerint az egér ARF mutans (ARF
D26-37) nem tud a magvacskaba keriilni, ugyan megtartja az Mdm?2 koto aktivitasat, mégsem tudja az Mdm2-t a
magvacskaba vinni, igy a p53 stabilizalo képessége is csokken.

ARF-Mdm2-p53 harmas komplexum. A masodik modell az mutatja, hogy az ARF athelyez6dik az Mdm?2 hatdsara
a sejtmagvacskabol a nukleoplazmaba, €s itt egy haromtagiu komplexumot alakit ki az Mdm2-vel és a p53-mal,
ezzel megakadalyozva mind az Mdm2, mind a p53 magi exportjat (5.11. abra). Ha csak az ARF ¢és a p53 fejezddik
ki egyiitt, az Mdm2 hidnyaban sem az ARF sejtmagvacskaba kertilése, sem a p53 eloszlasa a nukleoplazma teriiletén
nem valtozik, egybevagoan azzal a megfigyeléssel, hogy az ARF az Mdm?2 gétlasaval 1ép kolcsonhatasba a p53-
mal. Az Mdm?2 kifejeztetése HeLa sejtekben, melyek nagy mennyiségben termelték az ARF-et a p53 miikddésének
szlinetelése miatt, az ARF atrendezddését eredményezte az egész nukleoplazmaban. Ha mindharom fehérjét
egyszerre kifejeztették, az ARF, az Mdm?2, és a p53 kiilonallo magi testekbe keriilt a nukleoplazmaban. Az ARF
exon 1f altal kédolt Mdm?2 koté domén kivagodasa vagy a magba vagy sejtmagvacskaba iranyito jelek mutacioja
a p53 stabilizalo aktivitasat. Ezek a tények Osszekapcsoljak a harmas komplexum illetve magi testek formalasat
¢és az ARF kozvetitett p53 stabilizaciot. Az E2F1, az ARF gén aktivatoranak expresszidja normalis vagy Mdm?2
gén amplifikalt sejtekben az ARF felhalmozddasat okozta a nukleoplazméban. A Saos-2 sejtekben azonban, melyek
p53 hianyosak és rendkiviil alacsony az Mdm2 szintjiik, kizarolag a sejtmagvacskaban lokalizalt az ARF. Mindez
élettani bizonyitékot szolgaltat arra, hogy az Mdm2 képes megvaltoztatni az ARF lokalizaciojat és képes magi
testek kialakulasat kivaltani ARF és p53 jelenlétében.

A p53 sejtmagi ubiquitinilaldsanak gatlasa. A harmadik modell szerint az Mdm?2 a p53-at a sejtmagban ubiquitinilalja
és ez a jel eldsegiti, s6t sziikséges a pS3 magi exportjahoz és az ezt kovetd citoplazmatikus lebontashoz. Mivel az
ARF-fel vald kapcsolddas gatolja az Mdm?2 ubiquitin ligaz aktivitasat, az ARF megakadalyozhatja a p53 magbol
torténd kijutasat a pS3 Mdm2 kozvetitette magi ubiquitinilalasanak gatlasaval (5.11. abra). Ez a modell azokra a
kisérletekre épiil, melyek az Mdm?2 és a p53-GFP egyiittes kifejez6dését mutatjak, nem pedig egyediil a p53-GFP-
jét, és ez a p53-GFP citoplazmatikus felhalmozodasat eredményezi vagy egyes sejtekben a magbol vald kizarasat.
Ezt a megfigyelést az Mdm?2 kozvetitett pS3 magi export bizonyitékanak tekintették. A pS3-GFP athelyez6dését
megsziintette az Mdm2 RING-finger doménjének egy mutacioja (HDM2 C464A), mely inaktivalta az ubiquitin
ligaz aktivitasat, illetve az ubiquitin aktivalé enzim (E1) egy hdmérséklet-szenzitiv muticioja. Osszhangban ezzel
a modellel, a magi export gatlasa LMB kezeléssel jelentds mennyiségii ubiquitinilalt p53 felhalmozddéasahoz
vezetett a magfrakcioban a citoplazma frakcidhoz viszonyitva, ami arra utal, hogy az ubiquitinilaci6é a magban, a
citoplazmaba atkeriilés el6tt torténhet (Zhang és Xiong, 2001).

A p53 a gyodgyitasban

Az a megfigyelés, hogy a p53 a legtdbb rakbetegségben hibas, nem miikddik, igen alkalmas célpontta teszi 1]
gyogymodok kidolgozasahoz. Mivel a p53 indukalhatja a tumorsejtek pusztulasat, a legintenzivebben kutatott
lehetéség, hogy olyan kis molekulat talaljanak, mely egyes rak fajtakban 0jra aktivalja a p53-at. Olyan rakok esetén,
ahol megmarad a vad tipust p53, de olyan valtoztatasok torténtek, melyek megakadalyozzak a p53 aktivalodasat,
jO par az Mdm2-t célba vevd vegyiiletet leirtak. Ezek k6z¢é tartozik a Nutlin-3, amelyik blokkolja a p53 és az Mdm?2
kapcsolodasat, és a HLI98 amelyik kdzvetleniil blokkolja az Mdm?2 ubiquitin ligdz aktivitasat. Ezek a vegyiiletek
természetesen a normalis és a tumor sejtekben egyarant aktivaljak a p53-at, de az a megfigyelés, hogy a rakos
sejtek sokkal érzékenyebbek az apoptdzis stimulalasara, mint az egészséges sejtek, megcsillantja a reményt, hogy
ezek a vegyiiletek elég szelektiven pusztitjak a sejteket ahhoz, hogy hasznalhato rakellenes szerek valjanak beldliik.

Azok a rakbetegségek, melyekben mutans a p53, mas megkozelitést igényelnek. Mar leirtak olyan vegyiileteket,
melyek segitenek egyes ilyen mutans fehérjéknek annyira Gjrahajtogatddni, hogy legalabb a normalis funkcidik
egy részét visszanyerjék. A legtobb esetben csak a tumorsejtek fejezik ki a mutans fehérjét, igy valdszind, hogy a
gyogyszermolekulak erésen szelektivek lesznek, és alacsony toxicitast fejtenek ki a normalis szovetekre. Erre az
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esetre egy masik érdekes megkdzelités, hogy azt probaljak szelektiven kihasznalni , hogy tumorsejtekben nincs
p53 és olyan vegyiileteket talalni, melyek p53 hianyaban pusztitjak el a sejtet (Ggynevezett szintetikus letalitas).
Bar a p53 aktivalasa is jo Otlet, egyre nagyobb az érdeklddés a p53 gatlasa irant. A nyilvanvalo célja ennek a
megkdzelitésnek, hogy megvédjék a normalis sejteket a kemoterapia mellékhatasaitél. Altalanosabban az inhibitorok
a p53 mas karos hatasait is kikiiszobolik.

A p53 ttvonalon tovabbi gydgyszercélzasi hely is adodik, a legalkalmasabb a p53 6 ubiquitin ligdza, az Mdm?2
(5.12. abra).

apoptozis

gén |
kifejez6dés

proteaszoma gatlas )

5.12. abra A p53 aktivalasa a proteaszoma gatlasaval a rakgyogyitasban

Az Mdm?2 kifejez6dését a p53 maga serkenti, ezzel egy negativ visszacsatolasu szabalyozoé kort alakit ki. Ebbdl
logikusan kovetkezik, hogy az Mdm2-p53 kdlcsonhatés illetve a pS3 ubiquitinilacidjanak gatlasa a p53 tumor
elnyom¢ aktivitdsdnak erdsdodéséhez vezet. Az Mdm2 gatlasa nemcsak a hibatlan, vad tipust p53-at hordozo
tumorok esetén lehet kedvez6 hatasu, hanem az Mdm2 mas rakellenes fehérjéket bontd szerepét is megakadalyozza.
Ehhez hasonléan alkalmazhatunk proteaszéma gatldszereket az olyan raktipusok ellen is, melyek tiil sok Mdm?2-
t fejeznek ki és ezaltal inaktivaljak a p53-at (Adams, 2004).

Most még nehéz lenne megmondani a pontos okat annak, hogy egyes sejtek miért érzékenyek a proteaszoma
gatlasra és masok miért nem. Egy lehetséges magyarazat szerint sok tumor gyors osztodasi iiteme fliggévé teszi
ezeket a sejteket a proteaszomatol, mely eltavolitja a megnovekedett szamu sériilt vagy rosszul hajtogatott fehérjét.
Egy masik, még elegansabb, mechanizmus az lehet, hogy a proteaszoma aktivitasanak gatlasa megfordithatja vagy
athidalhatja a mutans sejtciklus vagy apoptotikus ellendérzé pontokat, melyek a rakos fenotipus kialakulasaban
vagy fenntartasaban szerepet jatszanak. Ezért van tehat sziikség a komplex ubiquitinilacids rendszer minél jobb
megismerésére, mert 0j rakgydgyitasi eljarasokhoz vezethet, melyek felcsillantjak a reményt jobb és tokéletesebb
gyogyitasi eredmények elérésére a rosszindulatu és mas daganatos betegségek kezelésére.
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Az IAP fehérjecsalad

Minthogy a kaszpazok altal kozvetitett fehérjebontas irreverzibilis, pontosan szabalyozni kell mennyiségiiket és
aktivitasukat. Az els6 ellenérzépont a kaszpaz Gtvonalon a proenzim aktivalas, a masodik ezzel egyenrangtian
fontos, a kész, aktiv kaszpdz kozvetlen gatlasa. Emlsokben és rovarokban ezeket a szabalyozo6 folyamatokat az
IAP (inhibitor of apoptosis protein) fehérjecsalad iranyitja, mely a kaszpazok okozta veszély ellen az utolsé védelmi
vonal. Az apoptozis gatld fehérjék, mint azt neviik is mutatja, védelmet nyujtanak a sejteknek az Snpusztitas ellen
(5.13. abra).

virus
oplAP ' [[ERIERIERNG] 258

rovar

DIAP1 "[EBRI [oRy [RNg 438
DIAP2 '[TBRT _[BRl BRI [[Ng 498

emlés
BIRC4,XIAP  '[TER] _[BRI _[ERl  [ANg 4%
BIRC2,ciAP1 '[[ERI_ BRI BRIl [RNg|°™
cAP2 '[[BRI [ER[_[ERl_ [RNg)®'e
BIRC7,MUIAP [ [BR] _ [RING |28
Apollon, BRUCE'| CBR] UBC

4845

5.13. abra Az IAP fehérjecsalad tagjai kiilonb6z6 fajokban. Roviditések: OplAP, Orgyia pseudotsugata nuclear
polyhedrosis virus IAP; BIR - baculovirus IAP repeat; DIAP, Drosophila melanogaster IAP; BIRC, BIR-domain-
containing protein; XIAP, X-chromosome -linked IAP; cIAP, cellular IAP; MLIAP, melanoma IAP; BRUCE,
BIR-repeat-containing ubiquitin-conjugating enzyme

Az T1AP fehérjéket eredetileg bakulovirusban azonositottak, ugyanis képesek a fert6zott gazdasejt védekezd
apoptozisat elnyomni és ezzel a virusnak tobb id6t biztositanak a replikaciora. A bakulovirus IAP homologjait
azoOta megtalaltak eukariota szervezetekben is, pl. hasado élesztében (Schizosaccharomyces pombe) siité élesztoben
(Saccharomyces cerevisiae), ecetmuslicaban (Drosophila melanogaster), emldsokben, egérben és emberben,
valamint utobb mar névényekben is. Az IAP csalad tagjai pro-apoptotikus fehérjék inaktivalasaval és lebontasaval
gatoljak az apoptozist. Az apoptozis szabalyozo molekulak egyetlen olyan ismert csoportjat alkotjak, melynek van
E3 ligaz aktivitasa is. Tagsagi kovetelmények ennél a csaladnal: egy vagy tobb jellegzetes bakuloviralis ismétlédo
motivum (BIR - baculovirus IAP repeat) megléte és az apoptézis leallitasanak képessége.

A Bcl-2 csalad fehérjéivel ellentétben, melyek csak a mitochondridlis apoptozist gatoljak, az IAP-k a kiils6 és
belsd utvonalat is képesek blokkolni (5.3. abra). A BIR motivumra azért van sziikség, mert ezaltal képesek olyan
molekulakhoz kotédni (pl. Smac/DIABLO fehérjecsalad), melyek miikodésiiket szabalyozzak, illetve igy tudnak
kaszpazokhoz kapcsolddni és reverzibilisen gatolni 6ket. Mindezek mellett sok IAP molekulanak van egy
karboxiterminalis motivuma, a RING-finger domén, ami ubiquitin ligazként (E3) mitkkodik vagy egy ubiquitin
konjugalo (UBC) motivum, mely az ubiquitin atadasaban vesz részt (5.13. abra). A BIR kdzvetitett szabalyozas és
inaktivalas és a RING kozvetitett fehérjebontas kombinacidja kdzponti szereppel bir az IAP csalad pro- és anti-
apoptotikus dontéshozatalaban (Jesenberger és Jentsch, 2002).

Az TAP-k C-terminalis részlete funkciondlisan kapcsolddik az ubiquitin-proteaszoma rendszer kozvetitette
fehérjebontashoz, mert itt egy RING-finger domént tartalmaznak. Apoptotikus stimulus hatasara egyes IAP-k auto-
ubiquitinilalédnak a RING-finger doménjiik segitségével és a proteaszoma lebontja 6ket. Az XIAP az aktivalt
kaszpéz-3 ubiquitin ligdzaként mtikddhet, ubiquitinilalhatja és eldsegitheti a proteaszomalis lebontasat. Ha szabalyozo
molekulak kapcsolodnak az IAP-k N-terminalis végéhez, megakadalyozzak a kaszpazokhoz torténd kotddést és
el6segitik az auto-ubiquitinildlasukat és lebomlasukat.

Egy egyszeri modellen nézziik meg most, hogy hogyan 1ép kdlcsonhatasba az emlés XIAP (X-chromosome-linked
1AP) az aktivalt kaszpaz-3-mal és kaszpaz-9-cel. Az IAP fehérjék antagonista molekulai, melyek egy IAP kétéhelyet
(IBM - IAP-binding motif) tartalmaznak, gatoljak a kaszpazok és az IAP kozotti kapcesolatot, azzal, hogy az IAP
BIR doménjén levo résbe kotédnek (5.14. abra).
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XIAP
BIR1 BIR2 BIR3 RING-finger domén

5.14. abra A XIAP (X-chromosome-linked IAP) apoptozis gatlé fehérje kaszpaz és antagonista kotése. A
csillag az aktivalt kaszpaz-3-at és kaszpaz-9-et jelzi. Roviditések: IBM, IAP-binding motif; BIR, baculoviral IAP
repeat.

Az IAP antagonistak kozvetlenill is versengenek: a kaszpaz-9 IBM részéhez torténd kapcsolodassal
megakadalyozzak, hogy az IAP gatolja a kaszpaz-9-et. Egy kdzelmultban tortént megfigyelés szerint a BIR2 domén
arkaba kapcsolodo IAP antagonistak kozvetleniil is versenghetnek az aktivalt kaszpaz-3 és -7 kotéséért (Vaux és
Silke, 2005).

Az IAP fehérjék sokrétii szerepe
Emlésokben az X kromoszomahoz kotott apoptozis gatlo fehérje (XIAP), a clAP1, és a cIAP2 kdzvetleniil tudnak

kotddni az aktiv kaszpazokhoz €s gatoljak aktivitasukat (5.15. abra). Ezen til kdlcsonhatasba 1éphetnek a prokaszpaz-
9-cel és megakadalyozhatjak apoptotikus jelek hatasara torténd aktivalodasat (Jesenberger és Jentsch, 2002).

—Al It I ]
prokaszpaz-9 l

ClAP1
clAP2

—_
XIAP 42-
= prokaszpéz-3, 7
—
kaszpaz-9

CIAP1
clAP2
kaszpaz-3, 7

CIAP1
ClAP2
XIAP

5.15. abra Az IAP fehérjék képesek gatolni akar az inicidtor, akar az effektor kaszpazok aktivalodasat vagy
aktivitasat és ezzel a sejt tulélését segitik eld. (IAP, inhibitor of apoptosis protein; cIAP, cellular [AP; XIAP, X-
chromosome -linked IAP)

A XIAP és cIAP2 RING-finger fehérjékrdl kimutattak, hogy el6segitik az aktivalodott effektor kaszpazok
ubiquitinilalasat (5.16. abra). A XIAP E3 aktivitasa a kaszpaz-3-at és 7-et degradaciora iranyitja, ezzel is erdsitve
az apoptozis gatlo hatasat. A XIAP ubiquitin ligaz aktivitdsdhoz hasonléan a BIR ismétl6dé szekvenciat hordozo
ubiquitin konjugalé enzim (BRUCE - BIR-repeat-containing ubiquitin-conjugating enzyme) is képes ubiquitin
lancot juttatni a kaszpazokra (Jesenberger és Jentsch, 2002).

—
e kaszpaz 3,7
y
—
©

BRUCE )

DD
[

5.16. abra Ha az IAP fehérjék az ubiquitin ligiz (RING-finger) vagy ubiquitin konjugalé (E2) enzim
aktivitasuk révén ubiquitinilaljak a kaszpazokat, azokat a proteaszoma lebontja, és a sejt tulél. (IAP, inhibitor
of apoptosis protein; cIAP, cellular IAP; XIAP, X-chromosome -linked IAP)

A fenti folyamatok gerinctelenekben is hasonldan jatszoédnak le. Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) 1AP
fehérjéje, a DIAPI hozza tud kotni a még nem aktivalt DRONC-hoz illetve megkoti és gatolja a DARK éaltal mar
aktivalt DRONC-ot (5.17. abra).
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DRONC*
DRICE/
Decay/DCP1 DIAP1

processzalt DRICE"/
Decay*/DCP1*

sejthalal

5.17. abra A DIAP gatlé hatisai az apoptézis folyamtira és az antagonistak Drosophilaban. A csillag a
kaszpaz aktivalt formajat jeldli.

Az ecetmuslica IAP antagonistai (HID, Grim, Reaper ¢s Jafrac2) kiilonb6zo mértékben képesek az IAP fehérjék
¢és a kaszpazok kozti kapcsolddast megakadalyozni. A Grim és a Reaper a DIAP1 mindkét bacolovirus IAP ismétl6do
doménjéhez (BIR1 és BIR2) kdtve a DRONC/DCP1/DRICE ¢és a DIAP1 kozti interakciot gatolja. A HID és a
Jafrac2 a DIAP1 BIR2 doménjéhez kotve akadalyozza a DIAP1-et a DRONC megkdtésében és inaktivalasaban.
A DIAP1 RING-finger doménjéhez nagyon sokféle E2-es enzim hozza tud kapcsoldodni (Vaux és Silke, 2005).

Emlo6s T sejtekben apoptotikus stimulus hatasara a XIAP és cIAP1 ubiquitin ligazok (E3) 6nmagukat ubiquitinilaljak,
majd a proteaszéma lebontja 6ket (5.18. abra). Az IAP-k degradacidja sziikséges a T sejtek pusztulasahoz
(Jesenberger és Jentsch, 2002).

@93\
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5.18. abra Apoptotikus stimulus hatisira a XIAP és cIAP1 ubiquitin ligazok (E3) vagy a BRUCE (E2)
onmagukat ubiquitinilaljak, majd a proteaszéma lebontja éket, igy a kaszpazokat nem gatoljak, a sejthalal
bekovetkezik (IAP, inhibitor of apoptosis protein; cIAP, cellular IAP; XIAP, X-chromosome -linked IAP)

Az emlc’is T sejtekhez hasonlc')an Drosophildban a Reaper és a HID (és valosziniileg a Grim is) képesek a DIAP1
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5.19. abra A DIAP kélcsonhaté partnerei Drosophilaban
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A Morgue, egy ubiquitin konjugéald enzim valtozat (UEV - ubiquitin E2 variant), szintén kolcsonhatasba 1ép a
DIAPI1-gyel, bar egyeldre a kapcsolodas funkcidja nem ismert. Mas esetben a HID, Grim vagy Reaper szintén
ubiquitinilalédhatnak a DIAP1 &ltal és proteaszomalis lebontéasra keriilhetnek. Az aktualis koriilmények alapjan
dol el, hogy a két ellentétes hatasti ubiquitinilalé folyamat koziil melyik fog végbemenni (Vaux és Silke, 2005).

A Bcl-2 fehérjecsalad

A Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) csaladnak apoptozis elésegitd, pro-apoptotikus és gatld, anti-apoptotikus tagjai is
vannak ¢és a mitochondriumok épségének ellendrzésén keresztiil elsédleges a szerepiik a programozott sejthalal
szabalyozasaban (5.20. abra).

pro-apoptotikus fehérjék anti-apoptotikus fehérjék
csakBH3  Bid [erel
doménnel Bad | EEE)
fenerjek  Bim  [IeHe VT

multidomeén Bax  [eralBriosHelvl]  ElBH4EElBHeRBHRlBHRITM] Bol-2
fehérjék Bak [raEHiEr ™ EErdEmereREH e ML Bcl-X|

5.20. abra A Bcl-2 csalad fehérjéi. Az abran lathato roviditések: Bel-2, B-cell lymphoma-2; Bid, BH3-interacting
domain death agonist; Bad, Bcl-2 antagonist of cell death; Bim, Bcl-2 interacting mediator of cell death; TM,
transzmembran domén; Bax, Bcl-2-associated X protein; Bak, Bel-2-antagonist/killer-1; Bel-X; , B-cell lymphoma-
extra large.

Itt a tagok a Bel-2 homoldgia (BH) domén szekvencia és szerkezeti hasonlosaga alapjan keriiltek a csaladba. A C-
terminalis transzmembran régié horgonyozza ezeket a fehérjéket a mitochondriumok kiilsé6 membranjaba vagy az
endoplazmatikus retikulumba. A pro-apoptotikus fehérjék a membranban poérusokka allnak ossze, a kialakuld
Iyukakon keresztiil citokrom-c és Ca®" szabadul fel. Ezzel ellentétben az anti-apoptotikus tagok a membranban
Osszekapcesolodnak a pro-apoptotikus fehérjékkel és igy megvédik a mitochondriumok integritasat az eldbbi
karosodasok meggatlasaval. A pro-apoptotikus csaladtagok (mint a Bid vagy a Bax) proteaszomalis lebontasa
megmentheti a sejtet az ongyilkossagtol (Fennell és mtsai., 2008; Jesenberger és Jentsch, 2002; Youle és Strasser,
2008).

Az ubiquitin-proteaszéma rendszer részvétele a jelatviteli
folyamatokban

Az NF-kB jelatviteli utvonal szabalyozasa
* Transzkripcids faktor (dimer)
+ NF-«kB1 (p50) vagy NF-kB2 (p52), és c-Rel, RelA (p65), RelB
* ]-xB - az NF-kB inhibitora
+ elfedi a magi lokalizacios jelet
* ha foszforilalodik, ubiquitinilalodik - lebomlik
» Ub-proteaszoma rendszer részvétele
* NF-kB processzalas (p100 — p50, p105 — p52)
+ IKK - [-kB kinaz aktivalas
+ [-xB lebontas

Az NF-kB (nuclear factor k enhancer binding protein) klasszikus formaja egy p50 és p65 egységekbdl allo
heterodimer (5.21. abra).
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5.21. abra Az NF-kB aktivitas szabalyozasa

A p50 prekurzor alakjat, a p105 fehérjét az ubiquitin-proteaszéma rendszer alakitja az érett formaba. A p50 a p65-
tel egyiitt dimerként van jelen a citoplazmaban és 6sszekapcsolddik az NF-«B inhibitordval, az IxkBa-val. Az NF-
kB-hez kotve, az IxBa elfedi annak magi lokalizacios jelét €s ezzel megakadalyozza a bejutdsat a sejtmagba. A
sejtet éro kiilonféle jelek hatasara, az IkBa gyorsan foszforilalodik az IkB kinaz (IKK) komplexum altal. Az IKK
maga is nem proteolitikus multiubiquitinildcié hatasara aktivalodik. Az aktivalashoz Lys63-on at felépiild
multiubiquitin lancokra van sziikség. Ezt egy RING-finger fehérje, a TRAF6 (tumour-necrosis factor (TNF)-
receptor associated factor 6) és egy vele egylittmiikodé ubiquitin konjugald enzimkomplexum, a heterodimer
Ubcl3/Uevl (mas néven TRIKA-1 - TRAF6-regulated IKK activator 1) szintetizalja. Ennek a szokatlan
modifikacionak a célpontja maga a TRAF6. Az aktivalt IKK altali foszforilacio utdn az IkBa foszforilalt részei
adjak az RSIkB/B-TrCP ubiquitin ligdz szamara felismerhet6 helyeket és az IkBa gyorsan ubiquitinilalodik majd

crrr

¢és mas folyamatokkal kapcsolatos gének széles spektrumanak atirasat iranyitja (Jesenberger és Jentsch, 2002).

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a rak kialakulasaban a NF-«xB rendszer fontos szerepet jatszik. Ha felszabadul
specifikus inhibitora, az IkB gatlasa alol, bekeriil a sejtmagba, a DNS-hez kot és a ndvekedéssel, differencialodassal
kapcsolatos valamint apoptozist gatld gének (Bcl-2, IAP) atirasat szabalyozza (5.22. abra).
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5.22. abra Rakterapia proteaszoma gatlassal az NF-kB titvonalon

Mindezeken tul elosegiti az onkogenezist és egyes rosszindulati daganatsejtekben folyamatosan aktiv. A folyamatos
aktivalodas megtorténik kemoterdpids gyogyszerek, sugarzas, citokinek vagy oxidansok hatasara is. Ezzel
Osszhangban, az NF-kB gatlasa a kritikus szabalyozasi pont indukalhaté kemorezisztencia esetén és ugy tlinik,
megnoveli a malignus sejtek érzékenységét a kemoterapids szerek illetve a besugarzas irant. Az NF-«kB inaktivalasa
az [kB foszforilacidjanak gatlasa itjan nem tudja teljesen megakadalyoznia a sejtosztodast, ami azt mutatja, hogy
a proteaszoéma inhibitorok nem csak az NF-kB blokkolasan keresztiil hatnak, hanem maés jelatviteli utvonalakat is
célba vesznek. Mindezek mellett, a proteaszoma gatlas megakadalyozza az ubiquitinilalt IxB lebontasat is (Adams,
2004).

A stresszre, mint a neoplasia vagy a kemoterapia, adott valasz soran az IkB inhibitor foszforilalodik és lebomlik
a proteaszoma altal. Ezt kovetoen az NF-kB bejut a magba és kiilonféle tulélést eldsegitd Gitvonalakat hoz miikodésbe.
A proteaszoma gatlas megakadalyozza az NF-kB aktivalodasat és megnoveli a sejt érzékenységét a kemoterapia
citotoxikus hatasaira (5.22 abra).

Az NF-kB utvonal hibas szabalyozasa dsszekapcsolddik egyes rosszindulati daganatokkal, ide tartozik az akut
limfoblasztikus leukémia és a mieloma multiplex. Az NF-«B jelatviteli ut allando aktivalasa a drogrezisztencia
egyik formaja, amit sok szolid tumor és hematoldgiai daganat hasznal. Példaul az NF-«xB aktivalodasanak gatlasa
az N-acetyl-L-leucinyl-L-leucinyl-L-norleucinal proteaszoéma inhibitorral jelentdsen megnoveli az érzékenységet
a kiilonbozo sejthalal indukalo ligandumok irant (DILs - death-inducing ligands, példaul a TNF-a vagy a doxorubicin)
érzékeny vagy DIL rezisztens limfoid sejtvonalakban.

A Wnt—B-catenin—TCF/LEF jelatviteli utvonal

* a Wnt egy szekretalt jelatvivé molekula

* a Frizzled receptor-csalad megkdti

» ennek hatasara a Dishevelled aktivalodik

« inaktivalja a glikogén szintaz kinazt (GSK-3p, zw3), az APC-axin-GSK-3f komplexum tagjat

* astabil B-catenin (Arm) belép a magba és leszoritja a groucho-t a TCF-r6l
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* beindul a génaktivalodas, génatiras
* a Whnt jelatviteli utvonalnak alapvetd szerepe van a fejlédés és a differencialodas szabalyozasaban
+ arendszer hibgja illetve egyes célgének kifejez6dés tumorképzddéshez vezethet

A Wnt jel hidnyaban a [} catenin szint a citoplazmaban és a sejtmagban alacsony lesz, mert a CK1 (casein kinase
1) és a GSK3p (glycogen synthase kinase 3f3) szerin/treonin kinazok folyamatosan foszforilaljak. A hiperfoszforilalt
B catenint a BTRCP (B transducin-repeat-containing protein) megkoéti €s ubiquitinilalja majd a proteaszoma lebontja
(5.23. abra, bal oldal). A B catenin lebontasra elokészité komplexum a kovetkez6 fehérjékbdl all: CK1 és GSK3p,
valamint az AXIN1 (axis inhibition protein 1) és az APC (adenomatous polyposis coli) horgonyfehérjék. A magban
a TCF (T-cell factor) molekulakat ko-represszorok, mint a GRG/TLE (Groucho/transducin-like enhancer) kotik
meg ¢és ezzel megakadalyozzak a Wnt célgének atirodasat. A represszor komplexum tovabbi tagjai a CTbP (C-
terminal binding protein) és a HDAC (histone deacetylase) fehérjék. A magban a B catenin TCF-hez k&todését az
ICAT (cell autonomous inhibitor of B catenin and TCF) fehérje akadalyozza meg. A sejtfelszini Frizzled receptor
komplexum, mely a Frizzled és az LRP5 (LDL receptor-related protein 5) vagy LRP6 fehérjékbol épiil fel, aktivan
gatlodhat a receptor-kotott oldhatd inhibitorok altal, mint amilyen a DKK1 (Dickkopf homologue 1) (Staal és
mtsai., 2008).
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5.23. abra A Whnt jelatviteli utvonal inaktiv (bal oldal) és Wnt kot6tt, aktiv (jobb oldal) forméaja (DVL, mammalian
homologue of Drosophila Dishevelled; PP2A, protein phosphatase 2A).

Ha a lipiddel médositott Wnt fehérje a receptor komplexumhoz k6t bekapcsol a jelatviteli utvonal (5.23. abra, jobb
oldal). A CK1 és GSK3p kinazok foszforilaljak a receptor LRP fehérjéjét és az AXINI a plazma membranhoz
verbuvalodik. A B catenin 1 lebontasra el6készité komplexum kinazai inaktivalodnak és a [ catenin tovabb kertil
a sejtmagba, hogy a TCF-fel aktiv transzkripcios faktor komplexumot hozzon 1étre. Ez aztan célgének egész soranak
atirddasahoz vezet. A magban a 3 catenin a TCF és LEF faktorokhoz kapcsolddik és kofaktorokat vonz oda, mint
a LGS (legless, mas néven bCL9) és a Pygopus (PYGO), CBP/p300, brahma és MED12, hogy elinditsa a génatirast
(5.23. abra).

Ellenorzo kérdések

1. irjon példakat sokszorosan foszforilalt, majd multiubiquitilalt fehérjékre!

2. Milyen molekuldk és milyen modon szabalyozzak az Mdm2-t?

3. Hogyan bomlik le és hogyan stabilizalodik a p53?

4. Mik az apoptdzis gatlo fehérjecsalad (IAP) jellemz6i?

5. Milyen mdd(ok)on képesek az apoptozis gatld fehérjecsalad (IAP) tagjai az apoptdzis megakadalyozasara?
6. Milyen mdd(ok)on vesz részt a proteaszoma az NF-kB jelatviteli utvonal szabalyozasaban?

7. Mi a sorsa/funkcioja a B cateninnek a Wnt szignal hianyaban illetve jelenlétében?
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6. A lizoszomak

A lizoszémak feladatai

A lizoszomak sejtbioldgiai szerepe az extracellularis térbol felvett anyagok, valamint az intracellularis térben 1év0,
de a sejt szamara mar nem sziikséges molekulak és sejtalkotok lebontasa. Ezek a kovetkezd kategoriakba sorolhatok:

* heterofagiaval felvett anyagok lebontasa
+ a taplalékként szolgaldé molekuldk feldolgozasa
* mas pusztul6 sejtek maradvanyainak emésztése
+ idegen anyagok eltavolitasa, védekezés korokozok ellen
+ autofagiaval elkiilonitett anyagok lebontasa
* asejt sajat komponenseinek lebontasa, allando kicserélése, megujitasa

*+ asejt atépitése (esetleg lebomlasa) a ndvekedés, a fejlodés, a differenciacio soran

A lizoszédmak felépitése

* alizoszomak egyszeres membrannal koriilolelt vezikulumok (6.1. abra)
* alizoszOmak feladatait a benniik talalhato, savas pH-n miikddd, hidrolitikus enzimek sokasaga latja el

* a belsejiikben uralkodé savas (pH 5) kémhatast egy ATP fliggd protonpumpa, a vakuolaris ATPaz (V-ATPaz)
tartja fenn (6.2. dbra)

* a lizoszoma membranja védi a sejtet az dnemésztéstdl (az esetleg kikeriild lizoszomalis enzimek aktivitasa
semleges pH-n toredéke a savas pH-n mutatott aktivitasnak)

A

6.1. abra Lizoszomak emlds limfocitaban. A nyilak a lizoszomakra mutatnak. A kett6s nyil a sejtk6zpontot jeldli.
Méretvonal: 1um (Laszl6 Lajos felvétele)
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6.2. abra A lizoszéma ATP fiiggo protonpumpaija, a vakuolaris ATPaz (V-ATPaz)

A lizoszomak 0,05-1,5 pm atmérdji, egyszeres lipidmembrannal koriilvett vezikulumok. Morfologiai megjelenésiik
rendkiviil valtozatos. A lizoszomakban tobb mint 40 nem specifikus, savas hidrolazt azonositottak. Ezekr6l kideriilt,
hogy képesek valamennyi fontosabb szerves vegyiiletcsoportot (szénhidratok, lipidek, fehérjék, nukleinsavak)
tart. A keletkezd végtermékek atjutnak az autolizoszoma membranjan és jra felhasznalhato épitokovekként
jelennek meg a citoplazmaban (6.3. 4bra).
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6.3. abra A lizoszoma enzimei és az altaluk lebontott anyagok

A savas hidrolazok kozos jellemzdje, hogy hidrolitikus reakciokat katalizalnak és csak savas (pH=5) kornyezetben
mitkodnek megfelelden. Ezt az alacsony intravezikularis pH-t a lizoszomak membranjaban levé vakuolaris ATPaz
biztositja, mely az elektrokémiai potencialgradienssel szemben protonokat juttat a lumenbe az ATP hidrolizisének
energiajat felhasznalva (Nishi és Forgac, 2002). A savas kozeg azért is fontos, mert hozzajarul a bekeriilt fehérjék
egyrészt mert a lizoszOma membranja meggatolja az enzimek kijutasat, masrészt a citoplazmaba esetleg kikeriild
enzimek a kozel semleges pH-n (pH=7,2) gyakorlatilag nem aktivak. Maguk a lizoszomalis fehérjék védettek a
savas pH és az enzimek hatasaival szemben nagymértéki glikozilaciojuknak kdszonhetéen, a lizoszomalis membran
pedig specialis lipideket is tartalmaz.
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A lizoszédmak felfedezése, a lizoszéma-koncepcioé
felallitasa

A majbol készitett vizes mitokondrium frakcid nem specifikus foszfataz aktivitasnak csak toredéke mérhetd vissza
a 0,25 M szukrozt tartalmazo frakcidban. Viszont hipotonias sokkal, detergensekkel, fagyasztassal-olvasztassal,
foszfolipid emésztéssel az enzimatikus aktivitas el6hivhato, azaz a frakcionalas soran csak latens marad, de nem
szlinik meg. Ebbdl az kdvetkezik, hogy az enzimek a cukrot is tartalmazo frakcionalasi eljaras soran valamilyen,
membrannal hatarolt részecskékben vannak. Ha ezeknek a membranjait elroncsoljak, felszabadul az addig nem
mérhet6 enzimaktivitas.

A frakcioban ezutan szamos enzimet azonositottak (katepszin D, B-gliikkuronidaz, ribonukledz, dezoxiribonukledz).
A mitokondrium frakciotol sejtfrakcionalasi eljarasokkal megtisztitottak egy olyan viszonylag nagy tisztasagu
frakciot, amely nagyrészt csak vezikulumokat és a latens aktivitdsu enzimeket tartalmazta. Az ezeket a savas
hidrolazokat tartalmazo, membrannal hatarolt vezikulumokat nevezték el lizoszomanak.

A lizoszomak 1955-ben tortént felfedezéséért Christian de Duve belga biokémikus és sejtbiologus, Albert Claude-
dal és George E. Palade-val megosztva, 1974-ben megkapta az orvosi Nobel-dijat. A k6zds indoklas szerint ,,a sejt
szerkezeti és miikodési szervezddését érintd felfedezéseikért” kaptak a legnagyobb tudomanyos elismerést.

A lizoszomak morfolégiai azonositasa

A lizoszomak ultrastrukturalis és enzimcitokémiai azonositasa Alex Novikoff és munkatarsai nevéhez fliz6dik, akik
1952-56 kozott végezték ilyen iranyu kisérleteiket. Fénymikroszkopban legkdnnyebben a savas kémhatasukon
alapul¢ vitalis festéssel mutathatjuk ki a lizoszémak jelenlétét a sejtekben. Ilyen festékek a neutralvoros (6.4. abra),
az akridinoranzs (6.5. abra), vagy a Lysotracker-Red (6.6. dbra). Ez utobbiak megfeleld hullamhossza ultraibolya
fénnyel gerjesztve fluoreszcens mikroszkopban vizsgalhatok.

6.4. abra Neutralvorossel megfestett rovar zsirtest preparatum. A nyilak a lizoszémakra mutatnak. A kép
kozepén egy Malpighi-edény htizodik. Méretvonal: 20um (Dr. Sass Miklds felvétele)
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6.5. abra Akridinoranzs festett rovar zsirtest preparatum fluoreszcens fénymikroszkopos képe. A nyilak a
lizoszomakra mutatnak. A minden sejtben lathatd nagyobb z6ld folt a sejtmagvacska, ami magas RNS tartalma
miatt savas és ugyancsak megfestddik. Méretvonal: 20um (Varga Agnes felvétele)

6.6. abra LysoTracker Red-del festett rovar zsirtest preparatum fluoreszcens fénymikroszkopos képe. A
sejtmagok kékszinben tliinnek elé a DAPI festés miatt. A nyilak a lizoszomakra mutatnak. Méretvonal: 20pum (Low
Péter felvétele)

Jol hasznalhatok az egyszer(i festésnél kicsit Gsszetettebb enzimhisztokémiai reakciok is, pl.: Gomori-féle savas
foszfataz, nem specifikus észteraz, arilszulfataz kimutatas. Ilyenkor a mesterséges szubsztratrol lehasitott PO,
csoport a hozzaadott 6lomsokkal csapadékot képez. Ez aztan fekete szinben latszik a fénymikroszkdpban, de a
nehézfém elektrondenz volta miatt az elektronmikroszkopban is jol detektalhato (6.7. és 6.8. abra).

6.7. abra Savas foszfataz elektronmikroszképos szintii enzimcitokémiai kimutatisa emlés limfocitaban. A
nyilak a primer lizoszomakra mutatnak, melyekben a savas foszfataz enzimaktivitas elektrondenz csapadékot
hozott 1étre. Méretvonal: 1 pm (Laszl6 Lajos felvétele)
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6.8. dabra Savas foszfatiaz elektronmikroszkopos szintii enzimcitokémiai kimutatisa emlés
hasnyalmirigysejtben. A nyilak a szekunder lizoszomakra mutatnak. Méretvonal: 2 pm (Laszl6 Lajos felvétele)

A primer lizoszomdak azok, amelyek még nem vettek részt emésztési folyamatokban, nem tartalmaznak emésztend6
anyagokat. Elektronmikroszkopos felvételen homogén belsd szerkezetii, szabalyos gomb alaku sejtszervecskék
(6.9. abra).

6.9. abra Primer lizoszémak (nyilak) emlés majsejtben. Méretvonal: 1 pm (Kovacs Attila Lajos felvétele)

A szekunder lizoszomdk azok az organellumok, amelyek egyiitt tartalmazzak a savas hidrolazokat és a lebontand6
anyagokat. Alakjuk rendkiviil valtozatos, egységes morfoldgidjukat nem lehet megadni. belsejiikben gyakran
felismerhetdk nagyobb sejtalkotok is. Ezeket az organellumokat nevezik az autofagia kutatasban autolizoszémanak
(6.10. abra).

6.10. abra Szekunder lizoszomak (nyilhegyek kozott) emlés majsejtben. Méretvonal: 1 um (Kovacs Attila
Lajos felvétele)

A tercier lizoszoma, vagy residualis test az a sejtszervecske, amelyben minden emészthetd anyag lebomlott mar
¢és csak emészthetetlen maradékot tartalmaz. Ezek felhalmozodhatnak a kiilonféle sejtekben (ilyen példaul az
Oregségi pigmentnek is nevezett lipofuszcin), vagy exocitozissal kiiiriilhetnek beléle.

A lizoszomalis enzimek utja a lizoszémaba

Az allati sejt tobb sejtkompartmentuma is a membran egységeik felhasznalasaval illetve megosztasaval (ijul meg.
Az endocit6zis soran példaul a sejtmembran egy részlete flizodik le, hogy vezikulumot képezzen, ami majd a
sejtben egy masik sejtszervecskével egyesiil. Aktiv 0jratermelés nélkiil a plazmamembran mérete folyamatosan
csokkenne. A lizoszomak részt vesznek ebben a dinamikus membran kicserélddési rendszerben, és fokozatos
éréssel a megfeleld hidrolazokat szallito, Golgi eredetii vezikulumok késdi endoszomakkal vald fuzioja soran
keletkeznek.

A lizoszomalis fehérjék termelddése a lizoszomak fenntartasanak egy modjat valoszinisitik. A lizoszomalis fehérjék
génjei a sejtmagban irddnak at. Az mRNS datiratok kijutnak a magbol a citoplazmaba, ahol a durvafelszinii
endoplazmatikus retikulum (dER) felszinén 1év6 riboszémakon forditddnak at fehérjére. A frissen szintetizalt
polipeptidek a dER lumenébe jutnak, ahol poszttranszlaciéos mddositdsokon esnek at. A dER-bdl vezikularis
transzporttal a Golgi-komplexumba keriilnek. A cisz-Golgi-halézatban lizoszoéma specifikus jelet kapnak: egy
kétlépéses enzimatikus reakcid soran a lizoszomalis fehérjék manndz oldallancai foszforilalédnak, igy mann6z-6-
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foszfat keletkezik a peptideken (6.11. abra). Ez a jel teszi lehetévé, hogy a transz-Golgi-halézatban (TGN)
hozzakotoédjenek a manndz-6-foszfat receptorokhoz, ami elengedhetetlen a lizoszomalis rendszerbe jutd
vezikulumokba csomagolddasukhoz. A Golgi-membran-lizoszomalis enzim-manno6z-6-foszfat-receptor komplexet
egy klatrinburok veszi koriil majd, mint egy vezikulum, lefiiz6dik a TGN-r6l. Ez a definicié szerinti primer
lizoszoma.

korai endoszéma kés6i endoszéma,

lizoszéma

manndz-6-foszfat
receptor

hidrolaz
transz- enzim
il o
o

Golgi-halézat

mannéz-6-foszfat

@ N-kapcsolt cukrok

dER

6.11. abra A savas hidrolazok szelektiv transzportja a lizoszomaba. Az egyes kompartmentek pH csokkenésének
mértékét az egyre mélyiild zold szin jelzi.

A Golgi-apparatust elhagyva a lizoszomalis enzimekkel t5ltott vezikulum késdi endoszomakkal egyesiil, ami
Viszonylag savas sejtszervecske hozzévetélegesen 5,5 pH értékkel Ez asavas kézeg okozzaa lizoszomélis enzimek

enzim aktivva valik. A manno6z-6-foszfat receptor a membranhoz kotve marad és reciklizal a TGN-be (6.11. abra).

Az enzimek tovabbi vezikulumokba csomagolddnak a végleges lizoszomakba szallitodasukhoz. A primer
lizoszomabdl igy vezikularis transzport révén létrejon a szekunder, mar emésztd lizoszoma. A folyamat soran
természetesen elvesziti a klatrin burkat. A késdi endoszomak maguk is érett lizoszomava valnak, mint azt az
endoszomalis membrandsszetevok lizoszomakbol az endoszomakba torténd visszaszallitasa is bizonyitja (von
Figura, 1991).

Erdemes megemliteni, hogy bizonyos enzimek nem ezen az uton jutnak el a lizoszoméba (manndz-6-foszfat
independens ttvonalak) (Saftig és Klumperman, 2009). A folyamatos szekrécids titon keresztiil bizonyos lizoszomalis
fehérjék a Golgi-apparatusbol kilépve a sejtfelszinre keriilnek, majd innen endocitédzissal Gjra felveszi ket a sejt.
Korai és kés6i endoszomakon keresztiil végiil eljutnak a lizoszomakba (6.12. abra).

_ sejtmembran

Iatnn

0000

késai

endoszéma
folyamatos

szekrécios
utvonal
Golgi-
apparatus
korai
endoszoma

lizoszéma

Golgl apparatusbol szarmazd
burkolt vezikulak

specifikus utvonala

lizoszomalis
fehérjék

6.12. abra A frissen szintetizalt lizoszomalis fehérjék kétféle uton juthatnak el a lizoszomaba. A kék nyilak
mutatjak a folyamatos szekrécids utat, melyen keresztiil bizonyos lizoszomalis fehérjék a Golgi-apparatusbol
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kilépve a sejtfelszinre keriilnek és innen endocitozissal Ujra felveszi ket a sejt. Korai és kés6i endoszomakon
keresztiil végiil eljutnak a lizoszomakba. A z6ld nyilak a Golgi-apparatusbol szarmazo burkolt vezikulumok utjan
torténd célbajuttatast mutatjak. A Golgi-vezikulumok itt a korai vagy a kés6i endoszomalis kompartmenttel
fuzionalnak és igy jutnak el a fehérjék a lizoszomakba. Az egyes kompartmentek pH csokkenésének mértékét az
egyre mélyiil6 zold szin jelzi.

A lebontandé anyagok utja a lizoszémakba

A lizoszomakba egyrészt az extracellularis térbdl felvett anyagok juthatnak. Ebben az esetben a fagocitozissal,
pinocitozissal vagy a receptor medidalt endocitozissal 1étrejott vezikulum fuzional egy primer vagy szekunder
lizoszémaval, majd tartalma megemésztédik a lizoszoma belsejében. A fagocitdzis soran keletkezé endoszomat

ey

nevezziik (6.13. abra).

FAGOCITOZIS

RECEPTOR-MEDIALT
ENDOCITOZIS

&
% o PINOCITOZIS | "

baktérium\

S

korai
endoszéma

- O

fagoszéma |

izolalé
membran

) késoi

\ autofagoszéma

6.13. abra A lebontandé anyagok utja a lizoszomakba

A lizoszémakban masrészt a sejt mar elhasznalodott alkotorészei bontédhatnak le. Ezt hivjuk makroautofagianak,
ilyenkor a lebontandé citoplazma részletet egy kettés membran veszi koriil és az igy formalodo autofagoszoma
olvad 6ssze primer lizoszémakkal. A keletkez6 autolizoszomaban bomlanak le a megtjitasra szant vagy felesleges
anyagok (6.13. abra). A citoplazmatikus anyagok mikroautofagia vagy a chaperon-medialt autofagia (CMA) révén
is bejuthatnak a lizoszoma belsejébe. Ezekre a folyamatokra kés6bb tériink ki (1asd autofagia fejezetek).

A lebontandé anyagok utja a lizoszémakba - az
endoszomalis utvonal

Az endoszomak membran ,,buborékok”, melyek akkor keletkeznek, mikor a sejt lefliz egy membran vezikulumot,
hogy valamit felvegyen a kiilsé kdrnyezetébdl (Mellman, 1996). Korai endoszomanak nevezziik a vezikulumot
kozvetleniil a lefliz6dése utan. A korai endoszomak csak enyhén savasak, igy nincs benniik lebontas. Ahogy a
korai endoszoma mélyebbre vandorol a sejtben, egyre savasabba valik és kés6i endoszomava alakul, ami végiil
lizoszomat képez. Ez pedig teljesen lebontja azt, ami benne van (Cuervo és Dice, 1998).
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Az endoszomak valogatasi kdrnyezetet biztositanak a felvett anyagok szamara, miel6tt a lebonté lizoszomakba
keriilnek. Az LDL-t példaul a sejt a sejtfelszini LDL receptorokon megkotve veszi fel. Ahogy a korai endoszomaba
jut, az LDL levalik a receptorrdl és a receptor visszakeriil a sejtfelszinre. Az LDL az endoszomaban marad és a
lizoszoémakhoz szallitodik tovabbi feldolgozasra. Az LDL a korai endoszomaban uralkod6 enyhén savas kozeg
miatt disszocial a receptorrol, ezt a vakuolaris membran proton pumpa V-ATPaz hozza létre (6.14. abra).

receptor

korai
endoszéma

kés6i endoszéma

lizoszéma

6.14. abra A sejt endoszomalis-lizoszomalis kompartmentuma. Egy sejtfelszinr6l receptor medialt endocitdzissal
felvett fehérje (piros potty, példaul az LDL) utja a lizoszomaba. Az egyes kompartmentek pH csokkenésének
mértékét az egyre mélyiild zold szin jelzi.

Mas esetben, az EGF és az EGF receptor pH rezisztens kapcsolatban van, ami fennmarad, amig a lebontasat végz6
lizoszomaba nem keriil. A manndz-6-foszfat receptor is hasonlé mddon szallit ligandumokat (melyek ez esetben
lizoszomalis enzimek) a Golgi-késziilékbdl a lizoszomakba.

Az endoszomak harom alkompartmentumra bonthatok: korai endoszomdak, késéi endoszomak é€s reciklizalo
endoszomak. A megkiilonboztetés egyrészt azon alapszik, hogy az endocitozissal bekeriilt anyag milyen hamar éri
el az adott alkompartmentumot, masrészt marker fehérjék, mint példaul a RAB fehérjék, alapjan torténik (Stenmark,
2009). A morfologiajuk is kiilonb6z6. Amint az endocitotikus vezikulumok levetik klatrin burkukat, részévé valnak
a korai endoszémak rendszerének. A korai endoszomak késdi endoszomakka érnek, miel6tt a lizoszémakkal
egyesiilnének (Henne és mtsai., 2011).

A korai endoszomak kiillonb6zo modon érhetnek késéi endoszomakka. A folyamat soran egyre savasabbakka
valnak a V-ATPaz mukodése kovetkeztében. A korai endoszomék dinamikus tubularis halozatot képeznek
(vezikulumok 1 pm atmérdig, melyek dsszekottetésben allhatnak kb. 50 nm atmér6ji csdvecskék révén). Markereik
tobbek kozott a RABS és RABA4, a transzferrin és receptora valamint az EEA1 (6.15. abra). Sok visszaforgatott
molekulat a korai endoszomak tubularis részében uralkodd savas kémhatas tavolit el. Ezek a tubulusok eltlinnek
a reciklizalo utvonalak irdnyéba, ennek kdvetkeztében a késé endoszomaknak nincsenek tubularis részei.
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6.15. abra Az endocitézis utvonala allati sejtekben. Az endocitozissal felvett molekulak a sejt felszinrdl korai
endoszomdakba kertilnek. Ezek késdi endoszomakka (multivezikularis testekké) érnek: a pH-juk csdkken, a reciklizalo
molekulak kikeriilnek beldliik, iiregiikben ujabb vezikulumok formaldédnak, a RABS helyettesitédik RAB7-tel.
Mindezek alkalmassa teszik Oket a lizoszomakkal torténd Osszeolvadasra. A fazid soran keletkezé hibrid
kompartmentumbdl lizoszoéma is Gjra alakulhat. Fehérjék szallitodnak a Golgi-komplexumbdl az endoszomakba
és visszafelé is. A transzferrin és receptora a plazma membran ¢s a korai endoszomak kozott reciklizal. A transzferrin
az 4ltala széllitott Fe*" iont az endoszoma savas kozegében adja le. Az EGF (epidermal growth factor) receptorok
az EGF kot6désétol aktivalodnak és inaktivalasuk a lizoszomaban lebontassal torténik. Az EGF kotodése elésegiti
az EGF receptor ubiquitinilalodasat és ez a lizoszomakba iranyitja 6ket. A mannoz-6-foszfat receptorok a Golgi-
komplexum és az endoszomak kozott recirkulalnak, az altaluk szallitott fehérjéket ezek a receptorok is az alacsony
pH miatt engedik el.

A késdi endoszomak féként gombszeriiek, nincsenek tubulusaik, és sok szorosan elhelyezked6 vezikulum lehet az
iiregiikben. Markereik a RAB7, RABY, és a manndz-6-foszfat receptor (6.15. abra). Méretben is megndvekednek
mas korai endoszémakkal nagyobb vezikulumokka torténé homotipikus fuzio kovetkeztében. A molekulak kisebb
vezikulumokba is keriilhetnek, melyek a nagyobbak kiilsé membranjarél fizédnek le az endoszoma {iiregébe
luminalis vezikulumokat képezve. Ez multivezikularis megjelenést kolesonoz a késoi endoszomaknak, ezért ezeket
multivezikularis testeknek (MVB) is nevezik. A reciklizald6 molekulak eltavolitasa (pl. transzferrin receptor,
manndz-6-foszfat receptor) folytatodik ebben a szakaszban, valosziniileg az endoszomakbol lefiizod6 vezikulumok
altal. Végiil az endoszomak elvesztik a RABS5 és megkapjak a RAB7 markeriiket és igy alkalmassa valnak a
lizoszémakkal valo fuziora.

srer

kompartmentum kozti &tmeneti tulajdonsagokkal. A lizoszémak példaul sokkal denzebbek, mint a kesm endoszomak,
mig a hibridek denzitdsa koztes értéket mutat. A lizoszémak kialakulasuk kdzben a rajuk jellemzd, magasabb
denzitastra kondenzalédnak. Miel6tt ez megtorténik tovabbi késdi endoszomak kapcsoldodhatnak a hibrid
kompartmentumhoz.

Egyes anyagok kozvetleniil a korai endoszomakbol keriilnek vissza a plazma membranba, de a f6 szallitasi utvonal
a reciklizalo endoszomdakon keresztiil vezet. A reciklizald endoszomak féleg a mikrotubulus organizator kézpont
(MTOC) kozelében csoportosulnak és f6leg haldzatos tubulusokat tartalmaznak. Markeriik a RAB 11. Specializalt
sejtekben, mint a polarizalt sejtek és makrofagok, tovabbi altipusok is azonosithatok (6.14. abra).

Fagoszomak, pinocitotikus vezikulumok és autofagoszomak az endoszémakhoz hasonlé moédon érnek, és az érésiik
soran dsszeolvadnak az endoszomakkal (Fader és Colombo, 2009). Némely sejten beliili korokozo visszaveti ezt
a folyamatot, példaul megakadalyozza a RAB7 felvételét (Korner és mtsai., 2006). A késéi endoszomakat (MVB-
ket) egyes esetekben endocitotikus szallité vezikulumoknak is nevezik. Amikor egy endoszoma lefiizddik, fontos
membran receptorokat is magaval visz, amelyeket gyakran kar lenne lebontani. A bezarult receptor reciklizalo
endoszomak Utjan visszatérhet a sejtfelszini membranba ahova eredetileg tartozik, igy elkeriilve a kés6i
endoszomaban vagy lizoszomaban torténd lebontast (6.15. abra).
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Lizoszédma-szerii sejtorganellumok

Szamos specialis, csak adott sejttipusra jellemz6 lizoszoma-szerii sejtorganellumot (LRO - lysosome related
organelle) ismeriink, amelyek igen fontos élettani szerepet latnak el. K6zos jellemz6jiik, hogy a lizoszomakhoz
hasonlo utvonalon jonnek létre. Az ilyen organellumokra a legfontosabb példak a melanocitakban talalhato
melanoszomak, a citotoxikus T-sejtek €és természetes 6l0sejtek litikus granulumai, a spermiumokban talalhato
akroszomak, és a vérlemezkék denz granulumai. Ezek a specialis sejtszervecskék alapvetd funkciokat latnak el
veédekezésben, a megtermékenyitésben vagy a véralvadas soran (Saftig és Klumperman, 2009). Emlitésre érdemes,
hogy az ecetmuslica szem pigmentjei is a lizoszoma-szer(i organellumok koz¢é tartoznak, és a kiilonféle muslica
szemszint megvaltoztatd mutaciok tanulmanyozasa révén izolaltak olyan géneket, amelyek ezen organellumok
biogeneziséhez sziikségesek. Erre egy jol ismert példa az élesztd Vps18 gén Drosophila homologja, melyet a
génmutacio okozta szem fenotipus alapjan deep orange névre kereszteltek (Lloyd €s mtsai., 1998).

Lizoszomalis tarolasi betegségek

Nagyon sok olyan betegség van, melyeknek valamilyen lizoszomalis rendellenesség all a hatterében. A tiinetek
azért alakulnak ki, mert a lizoszomalis fehérjéket kodold génekben mutaciok torténtek és a 1étrejott vagy oroklott
genetikai hiba miatt nem alakul ki, vagy hibas egy, vagy tobb, vagy az dsszes lizoszomalis enzim illetve membran
fehérje. Ennek kovetkeztében az enzimek altal lebontandé anyagok felhalmozddnak a tercier lizoszomakban és
zarvanyokat (inclusio) hoznak 1étre a sejtekben (pl. makrofagokban, neuronokban). Emiatt lizoszomalistaroldsi
betegségeknek (lysosomal storage disease - LSD) nevezték el ket (Neufeld, 1991, Parkinson-Lawrence és mtsai.,
2010). Ezek legtobbszor mar fiatalkorban haldlos kimenetelii, jelenleg gyogyithatatlan betegségek (Parenti €s
mtsai., 2013). Recessziv modon 6roklddnek, és rendszerint autoszomalis 6roklésmenet jellemz6 rajuk, igy noket,
férfiakat egyarant érintenek.

Bar egyes lipidozisok és mukopoliszacharid6zisok (MPS) voltak az els6ként leirt lizoszomalis tarolasi betegségek,
a lizoszomak létezésének és hibas miikodésiiknek elképzelése a Pompe-kor vizsgalatabol szarmazik (6.1. tablazat).
természetesen a lipidozisok és mukopoliszacharidozisok felfedezése volt a kivaltd oka. Az enzim miikddési hibakrol
€s a lizoszomalis tarolasi betegségekben elérhetd kereszt-javitasokrol egyre boviild ismeretek alapvetéen fontosak
voltak az endocitotikus folyamatok megértéséhez és az ezt kdvetd enzimhelyettesitési terapiak (ERT) kifejlesztéséhez
(6.2. tablazat).

Ev Felfedezés A felfedezés hatasa
1881 | Tay-Sachs kor a lipidozisok felfedezése elinditotta a lipid bioldgiai
1882 | Gaucher-kor kutatdsokat

1898 | Anderson-Fabry angiokeratoma
1914 |Niemann-Pick kor

1910 |Hurler-szindroma az els6 mukopoliszacharidozisok felfedezése a

1917 |Hunter-szindréma glilkézaminogliikdnok bioldgidjanak elinduldsat
jelentette

1932 |Pompe-kor ez a felfedezés elGsegitette a lizoszomak
felfedezését

1952  |a mukopoliszacharidozis alapjelenségének leirasa|a gliikozaminogliikdnok lebontasanak vizsgalata

elkezdoédik
1955 |alizoszoma felfedezése
1963  |Pompe-kort ismerik fel el6szor, mint lizoszomalis
tarolési betegséget (LSD)
1964 |a mukopoliszacharidozisok kereszt-javitasa az enzimhelyettesitd kezelések kezdete (ERT)
1967 |I-sejtes betegség a lizoszomalis célba juttatas is szerepet jatszhat a

betegségek kialakulasaban
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6.1. tablazat A tarolasi betegségek felfedezésének idébeli sorrendje és a sejtbiologiara kifejtett hatasuk

A Pompe-kor esetében egy lizoszomalis hidrolaz hibaja nem teszi lehetévé a vezikulumba autofagocitozissal felvett
glikogén lebontasat (6.16. abra). A mukopoliszacharidézisoknal (MPS) kiilonbz6 hibak fordulnak el6 a glikozidaz
vagy szulfatdz enzimekben, és ez gatolja a gliikozaminogliikanok lebontasat a lizoszomakban. A lipidézisok
(szfingolipiddzisok) kiilonbozd hidrolazok hibajabol alakulnak ki, ezek gatoljak meg a lipidek lizoszomalis
katabolizmusat. Az I-sejtes betegség a Golgi-apparatus egyik enzimét érinti, megakadalyozva ezzel a lizoszomalis
hidrolazok lizoszomaba juttatasat, igy ezek az enzimek szekretalodnak. Mivel az endoszéma-lizoszoma rendszerben

nagyon sok a keresztkapcsolat, a fenti elsdédleges hibak tovabbi lizoszomalis funkciok masodlagos kiesését
okozhatjak.

lipid tutaj
_—
\ - )
endoszéma
X
fagoszéma =

szekrécios visszaforgatd
vezikulum A & endoszéma

|| lizoszoma
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Pol| 47
<y -

)) Golgi

__dER

6.16. abra A lizoszomalis tarolasi betegségek altal befolyasolt sejttani folyamatok egyszeriisitett vazlata.
MPS - mukopoliszacharidézis

A tarolasi betegségek gyakorisaga valtozd, egyes elszigetelt populaciokat jobban érint, atlagosan 1:7-8.000 sziiletésre.
A betegek varhato életkora igen alacsony. Jelenleg 49 ilyen betegség ismert (Platt és mtsai., 2012). A kérképek
biztos diagnozisa csak az enzimdefektusok kimutatasa utan allithato fel. A célzott terapiak tarhaza sajnos ma még
elég sziikos. A legtobb tarolasi betegség kezelése egyeldre csak tiineti terapidra szoritkozik, nincs lehetdség maganak
a kivalto tényezonek a kiiktatasara, noha igéretes kutatasok vannak folyamatban. Vannak mar olyan korformak,
ahol enzimpotlassal szép eredményeket értek el (6.2. tablazat). A koran elvégzett csontvel6/Ossejt atiiltetéssel is
vannak mar probalkozasok, de ezek megitélése nem egységes. Amig nincs biztonsagos és egyértelmiien hatékony
kezelés, addig csak az életmindség javitasa lehet a cél, melyhez elengedhetetlen a fertézések kivédése illetve
kezelése, a csont deformitasok lehetdség szerinti korrigalasa, a merev iziiletek lazitasa fizioterapia segitségével.

Betegség Hibas enzim ERT status

Anderson-Fabry angiokeratoma

a-galaktozidaz A

gyogyaszati forgalomban (agalsidase)

Gaucher-kor, I tipus

B-gliikkocerebrozidaz

gyogyaszati forgalomban
(alglucerase, imiglucerase,

velaglucerase)
MPS I tipus a-L-iduronidaz kisérleti kiprobalas alatt
MPS 11 tipus iduronsav-2-szulfataz gyogyaszati forgalomban
(idursulfase)
MPS VI tipus N-acetilgalakt6zamin-4-szulfataz | gydgyaszati forgalomban (galsulfase)
Pompe-kor a-glikozidaz gyogyaszati forgalomban (myozyme)
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6.2. tablazat Enzimhelyettesitési lehetoségek (ERT - enzyme replacement therapy) egyes lizoszomalis tarolasi
betegségek esetében

Az egyik lehetséges lizoszomalis enzimpo6tlas a ,kereszt-javitas” technikaja, melyet a kdvetkezokben roviden
osszefoglalunk. A frissen szintetizalt lizoszomalis enzimek az endoplazmatikus retikulumban gliikozilalodnak
(6.17. abra, z6ld korok) a normalis és genetikailag modositott sejtekben egyarant.

lizoszéma

J% ~

‘ mannoz-6-
‘/i? @f—* 7 foszfa/t riceptor
’,
Golgi ‘/4, o

genetikailag
modositott sejt

lizoszéma @

lizoszéma

6.17. abra Lizoszomalis enzimszallitas és az enzimhianyos sejtek ,,kereszt-javitasa” (vo. 6.12. abra)

Ezt kdvetden a Golgi apparatusban az enzimek atesnek a mann6z-6-foszfat modifikacion (6.17. abra, piros korok)
és itt a manndz-6-foszfat receptorhoz (M6PR) kotnek. Tobbségiik (6.17. abra, vastag nyilak) ezutan eljut a
lizoszomakba. A lizoszomalis enzimek kisebb részét (6.17. bra, vékony nyilak) szekretalja a sejt. Az extracellularis
foszforilalt enzim a plazmamembranhoz kotott M6PR-hoz, a nem foszforildlt enzim pedig az ugyancsak
membrankdtott manndz receptorhoz (ManR) kapesolodik. Mindkét receptor kdzremiikddik az endocitdzisban és
végiil a kiviilr6l jovo enzim lizoszomaba juttatasaban. Ez a folyamat genetikailag modositott vagy enzimhianyos
sejtekben is végbemegy. Fontos megjegyezni, hogy az M6PR minden sejtben kifejezddik, mig a ManR csak a
retikuloendotélialis rendszer sejtjeiben (rezidens szoveti makrofagok) (Sands és Davidson, 2006).

Az alabbiakban a lebontasi zavarok természete szerint csoportositva dsszefoglaljuk a legfontosabbakat.

Szfingolipid lebontasi zavarok

A 6.18. abran tajékoztatasképpen bemutatjuk a szfingolipidek lebontasi utvonalait. Az egyes lépéseket katalizald
enzimek mellett pirossal lathatok az enzim aktivitasanak hidnyaban kialakuld szfingolipid lebontasi zavarok
elnevezései.
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6.18. abra A szfingolipidek lebontasi utvonalai. Az egyes enzimek mellett pirossal lathatok az enzim aktivitas
hianyaban kialakuld betegségek elnevezései.

Tay-Sachs kor (B-hex6zaminidaz, a-alegység hianya)

A 15-6s kromoszoman a HEXA gén mutacioi okozzak (sok ilyen van). Az enzim aktivitasanak kiesése kovetkeztében
a gangliozidok nagymértékben felhalmozddnak a neuronokban és azok id6 el6tti pusztulasat okozzak. A retina
ganglionsejtjeinek kiterjedt pusztuldsa vaksaghoz vezet és a retinan egy jellegzetes voros folt jelenik meg, aminek
fontos szerepe van a diagndzisban. A legrosszabb, infantilis tipusu lefolyast valtozat esetén gyermekekben mar a
6. honaptol kezdve mutatkoznak az elsé tiinetek (mentalis és motoros alulfejlettség, vaksag, majd siiketség,
izomatréfia, majd bénulasok) és a betegek 4 éves koruk el6tt meghalnak. A betegség késobb is kialakulhat (juvenilis
és felnéttkorban is). Gyakorisaga altalaban 1:300 sziiletésre, de egyes elszigetelt populacidokban joval magasabb.
A Kelet-Eurdpabdl szarmazo amerikai zsido kézosségekben minden 27-30. ember hordozdja a betegségnek. A
francia-kanadaiak kozott 1:50 az arany, nagyon hasonld ehhez a Cajun indianok (Louisiana) kozott a hibas HEXA
gének eléfordulasi gyakorisaga.

Sandhoff-kér (masnéven Sandhoff-Jatzkewitz betegség, a B-hexézaminidaz, f3-
alegység hianya)

Az érintett betegekben nem keletkezik mitkodo B-hex6zaminidaz a HEXB génben tortént mutacié miatt. A klinikai
tiinetek nem kiilonboztetheték meg a Tay-Sachs-korétdl. A mutacio elszigetelt populaciokban, az Argentina északi
részén honos kreol népességben, a kanadai Saskatchewanban ¢él6 métis indidnok kozott és a ciprusi keresztény
maronitak kozott gyakori.

Anderson-Fabry angiokeratoma

Az a-galaktozidaz A (a-GALA gén) mutacidja okozza. Ez a gén az X kromoszoman talalhatd, igy a betegség ritka
kivételként nemhez kototten 6roklédik, azaz férfiakat érint, a ndk csak heterozigotaként hordozzak a mutans allélt.
Az enzim aktivitas hianya a glikolipidek felhalmozodasat okozza, elsdsorban a vérerek falaban. Tiinetei: gyakori,
erds fajdalomérzés, egyre stlyosbodd proteinuria, magas vérnyomas, cardiomyopathia (szivizomgyengeség),
angiokeratoma (a bérben levo kapillarisok sériilése, mely szamos apro voros foltot és fokozott szarusodast okoz),
anhydrosis (a beteg nem képes izzadni), cornea verticillata (a szaruhartya kétoldali, 6rvényszeri, fehéres keskeny
savokban torténd megvastagodasa, 6.19. abra), az agyvérzésre vald hajlam megemelkedése. A beteg varhatd
¢életkora 30-40 év. A betegség gyakorisaga 1:40.000 — 120.000 sziiletésre.
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6.19. abra Cornea verticillata, a szaruhartya kétoldali, orvényszerii, fehéres keskeny savokban torténd
megvastagodasa Anderson-Fabry angiokeratomaban szenvedd betegnél

Gaucher-kor

A savas B-gliikozidaz (EC 3.2.1.45, lizoszomalis glitkocerebrozidaz) mutacidja okozza, mely az 1-es kromoszoma
g21 régiodjaban talalhat6. A mutacid kovetkeztében a gliikocerebrozid felhalmozodik a sejtekben, els6sorban a
fehérvérsejtekben. Ezekben a sejtekben a felvett anyagok lipid komponensei nem tudnak lebomlani, granulumok,
vagy fibrillumok forméajaban felhalmozodnak és a sejt Gaucher-sejt allapotba kertil. A sejt ilyenkor szinte olyan,
mint egy 0sszegylrt papirlap. Tiinetei: duzzadt has, megnagyobbodott maj, 1ép és nyirokcsomok, csontsériilések,
Osszendvések az iziiletekben, a bor barnas elszinezddése, vérszegénység, alacsony trombocyta szam, sarga inhartya
(sclera). A hordozok aranyaban ez a leggyakoribb lizoszomalis tarolasi betegség, a hordozok ardnya az USA-ban
1:100, de a betegek aranya 1:450 sziiletésenként.

Niemann-Pick koér

A savas szfingomielindz (szfingomielin foszfodiészteraz 1, SMPD1) enzim hidnya miatt kialakulo orokletes, a
tarolasi korképek csoportjaba tartozo betegség. Lényege, hogy a szfingomielin illetve a koleszterin felszaporodnak
a sejtek lizoszomaiban, nem képesek lebomlani a szfingomielinaz enzim hianya, vagy csokkent miikodése
kovetkeztében. A szfingomielin f6leg a makrofag-monocyta sejtvonal (pl. a 1ép hisztiocitaiban) lizoszomaiban
szaporodik fel. Ezek a sejtek feldagadnak, akar 90 um atmérdjliek lesznek, és citoplazmajuk ,,habos” megjelenésii
lesz (6.20. abra). Harom altipusa ismeretes. Az A és B tipus egyarant a lizoszomalis szfingomielindz enzim hianyara
vezethetd vissza. A hibas SMPD1 gén a 11-es kromoszoman talalhato. Az A tipus csecsemdkori kialakulasu, erésen
érinti az idegrendszert, nagyon rossz a prognozisa, a betegek 18 honapos koruk el6tt meghalnak. A B tipus késdbb
alakul ki, a belsé szervek megnagyobbodasaval jar, de nem érinti a kdzponti idegrendszert, és a betegek fiatal
felnétt korukig élnek. A C tipus a leggyakoribb altipus a sejtek kozotti koleszterin transzport hibaja okozza, mely
a 18-as kromoszoman talalhato NPC-1 gén hibajahoz kothetd. Gyakorisaga 1:250.000 sziiletésre.

6.20. abra A 200-szoros nagyitasu kép Niemann-Pick-korban szenvedé beteg lépének hisztiocitait mutatja,
melyek citoplazmajat teljesen kitdltik a lebontatlan szfingomielinnel és mas lipidekkel telt lizoszomak (hematoxilin-
eozin festés).
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Krabbe-kor (galaktozilceramid lipidézis)

Halalos kimeneteli, recessziven 6roklédd, autoszomalis betegség, amelyben gatolt a kozponti idegrendszerben és
a kornyékiben is az axonokat borité mielinhiively kialakulasa. A galaktocerebrozidaz enzimet kodolé GALC
génben bekdvetkezé mutaciok okozzak. Ennek kovetkeztében az idegsejtek axonjait burkoldé mielinhiively nem
tud kialakulni, ami sulyos motoros zavarokat okoz elsé kozelitésben. A galaktozilceramid felhalmozodas tn.
6. honapban jelentkeznek. Laz, végtagi merevség, taplalkozasi zavarok, hanyas, lasst mozgasi és mentalis fejlodés,
gyengiil6 latas, késleltetett ivari érés jellemzi Sket. A legtobb beteg 2 éves kora elétt meghal. Altaldban 1:100.000
sziiletésre ardnyban fordul el6. Az izraeli arab kdzosségben 1:6.000 az eléfordulasa, Skandindvidban pedig 1:50.000.

Betegség Hidnyzo fehérje Felhalmozd6dé termék
Tay-Sachs-kor B-hexézaminidaz, a-alegység GM, gangliozid
Sandhoft-kor B-hex6zaminidaz, B-alegység GM, gangliozid, oligoszacharidok
Anderson-Fabry angiokeratoma a-galaktozidaz A glikolipidek
Gaucher-kor gliikocerebrozidaz gliikocerebrozid
Niemann-Pick-kor szfingomielinaz szfingomielin
Krabbe-kor galaktozilceramidaz Gal-ceramid, Gal-szfingozin

6.3. tablazat A szfingolipid lebontasi zavarokkal dsszefiiggo tarolasi betegségek osszefoglalo tablazata
Gliikoprotein lebontasi zavarok

Aszpartilglikézaminuria (AGU)

A betegséget az N-aszpartil-B-gliikozaminidaz (EC 3.5.1.26) enzimaktivitasanak hianya okozza (6.21. abra). Tiinetei

mar 2-4 éves korban jelentkeznek: pszichomotoros retardacio, torz arcvonasok, gyakori 1égzdszervi fertézések,
hasi sérvek és vazrendszeri rendellenességek. Gyakorisaga Finnorszagban viszonylag magas, 1:17.000 sziiletésre.

OH

HoN,, o

6.21. abra Az N-aszpartil-B-gliik6zamin szerkezeti képlete
a-mannozidézis

Az a-D-mannozidaz (EC 3.2.1.24) enzimaktivitasanak hianya okozza. A diagnozist a fehérvérsejtek a-D-mannozidaz
enzimaktivitdas mérésével allitjak fel. Tinetei: szellemi elmaradas, jellegzetes arcvonasok, vazrendszeri
rendellenességek, csontritkulas (osteopenia), mozgas koordinacios nehézségek (ataxia), izomgyengeség (myopathia),
fokozott érzékenység a fertdzésekre, maj €s 1ép megnagyobbodas (hepatosplenomegalia), hallaskarosodas, szemlencse
homalyosodas (cataracta). Gyakorisaga 1:500.000 - 1.000.000 sziiletésre.
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Betegség Hianyz6 fehérje Felhalmoz6do termék
Aszpartilglikozaminuria aszpartilglilkozaminidaz N-ko6tott oligoszacharidok
a-Mannoziddzis o-mannozidaz a-mannozidok

6.4. tablazat A gliikoprotein lebontasi zavarokkal osszefiiggo tarolasi betegségek dsszefoglalo tablazata

Glukézaminoglikan (GAG) lebontasi zavarok,
mukopoliszacharidézisok

Az egyes korképekben kiilonboz6 lizoszomalis enzimek miikodése hianyzik, de abban mind megegyeznek, hogy
a mukopoliszacharidok lebontasa karosodik, ami miatt koros bomlastermékek halmozodnak fel a sejtekben, ez
vezet a tlinetekhez. Mivel a mukopoliszacharidok a kdtoszovet alkotdi, kdtoszovet pedig gyakorlatilag test szerte,
minden szerviinkben megtalalhato, ezért az egyes betegségekben is azt latjuk, hogy szamos szervrendszer karosodik.
A karosodas fokozatos, a beteg gyerekek allapota az évek soran folyamatosan, és sajnos célzott kezelés hianyaban
megallithatatlanul romlik. Van néhéany olyan tiinet, ami mindegyik korképre igaz. A 1ép és a maj megnagyobbodasa
altalaban jelentkezik, de e mellett a sziv és az erek érintettsége, valamint a csontelvaltozasok is megfigyelhetdek
minden megjelenési formaban, bar az érintettség mértéke kiilonbozo.

Hurler-szindroma (l-es tipusi mukopoliszacharidézis, MPS |)

Az MPS egyes tipusa a Hurler szindromanak nevezett betegség, melyet az a-L-iduronidaz enzim (EC 3.2.1.76)
aktivitasanak hianya kovetkeztében kialakuld gliikkozaminoglikdn (GAG) felhalmozodas okoz. Az enzimet az
IDUA gén kddolja, mely a human 4-es kromoszoman talalhato €s 52 mutacidja ismert. A betegség tiinetei: ndvekedés
nagymértékben elmarad a normalist6l (torpeség), nagy fej, rovid torzs, arc deformitas (a gyermek arca széles, az
orrgyok lapos, az als6 allkapocs kicsi (micrognathia)), megnagyobbodott nyelv maj, 1ép és sziv megnagyobbodas,
szivbillentyi rendellenesség, iziileti merevség, besziikiilt mozgas, gerinc deformitas, szellemi elmaradas (mentalis
retardacid), sulyos hallaskarosodas, lataszavar (homalyos cornea, degeneralodo retina). Gyakorisaga 1:100.000
sziiletésre.

Hunter-szindréma (ll-es tipusi mukopoliszacharidézis, MPS Il)

A Hunter szindréma, ami a mukopoliszachariddzis kettes tipusa, nem csak tiineteiben, hanem az 6rokl6dés modjaban
is kiilonbozik a tobbi MPS-t6l. Az iduronsav-2-szulfatdz (I2S) enzim hianya kovetkeztében alakul ki és
gliikézaminoglikan (GAG) felhalmozddassal jar. Az enzim génje az X kromoszoman talalhato, igy a betegség
ritka kivételként nemhez kototten recessziven oroklddik. Tiinetei mar az els6 év utan jelentkeznek: A beteg gyerekek
jellemzden kisnovéstiek, 120-140 cm-es magassagnal ritkan nének tovabb. Itt is jellemzok a durva arcvonasok,
nagy fej, elére ugré homlok, lapos orrnyereg, vastag szemoldok, nagyon dus haj és test szerte dus szérzet. Ha a
betegség enyhébb lefolyasu, akkor a gyerek ép intellektust, ha viszont a stlyosabb formaval allunk szemben, akkor
gyakran a beszéd megtanulasa is lehetetlen.

Gyakori a 1éguti fert6z¢s, natha és mandulagyulladas, és gyakran latunk 1égzési nehézséget is, aminek oka a mellkas
koros alakja, valamint a megnagyobbodott maj és 1ép, ami a rekeszizmot felfelé nyomja, igy megakadalyozva a
tiidé normalis mozgasat. Gyakoriak a sérvek illetve elérehaladottabb betegségben a szivproblémak is (megvastagodott
szivbillentyiik, gyengiild sziv teljesitmény). Sok gyermek szenved gyakori kozépfiilgyulladastol, de nem ritka az
enyhe hallaskarosodas sem. A szaruhartya homaly viszont, ami a legtobb MPS-ben jelen van, itt nem feltétlentil
jelentkezik.

Az iziileti merevség valamint a gerincferdiilés itt is gyakran megfigyelhetd, és a kéz alakja is jellegzetes: az ujjak
vaskosak és rovidek, a kézfej széles, a végso ujjpercek befelé gorbiilnek vagy karomszeriiek. Ez a jellegzetes
kézforma bizonyos mozdulatokat megnehezit, nehézkes pl. a ruha begombolasa vagy kisebb targyak megfogasa.
A labfejeken a kézhez hasonld deformitasok lathatok. Ugyanakkor a kéz és a 1ab gyakran hideg, sot a stilyosabb
korformakban a teljes test hdszabalyozasa zavart szenved.

Az életkilatasok valtozdak és természetesen a betegség sulyossagatol fiiggenek. Egyes Hunter-szindromas betegek
elérik a felndtt kort, iskolaba jarnak, meghazasodnak, dolgozni is képesek. Sulyosabb korforma esetén viszont a
halal sajnos 15 éves kor koriil bekovetkezik. Gyakorisaga 1:130.000 sziiletésre.
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Maroteaux—Lamy-szindroma (VI-os tipusi mukopoliszacharidézis, MPS VI)

A korképet az N-acetilgalaktozamin-4-szulfatdz / arilszulfataz B enzim (EC 3.1.6.12) hianya kdvetkeztében
kialakul6 glilkézaminoglikan (GAG) felhalmozodas okozza. Az enzim a szulfat észter hasitasat katalizalja a
glilkézaminoglikdnok, kondroitin-4-szulfat és dermatan szulfat lancvégi N-acetilgalaktozamin-4-szulfat egységein.

A betegségben szenveddkre az alacsony novés valamint a csont deformitasok jellemzdek elsdsorban. A mentalis
fejlodés jellemzden ép, vagy csak a betegség késébbi szakaszaban valik érintetté. Latas és hallaszavar, valamint
a sziv érintettsége megfigyelhetd. A csonteltérések kifejezettek. A szindroma sulyosabb formajaban a csont
deformitasok miatt gyakran keriil sor ortopéd sebészeti beavatkozasra.

A rosszabb prognozisu forméaban az arc deformitas is igen szembetiing és a gyerekek gyakran nem érik meg a
pubertas kort Jellemzden 10. életéviik betoltése el6tt meghalnak. A halal oka leggyakrabban a sziv karosodasabol
fakado szivelégtelenség. A Maroteaux-Lamy szindroma masik tipusa kedvezébb prognézist. A beteg megjelenése
a fentiekhez hasonlo, de szembetiinébb az alacsony termet valamint a homalyos cornea.

A betegség oki kezelésében jo eredményeket értek el enzimhelyettesitd terapiaval (ERT). A galsulfase a korképet
okoz6 humén enzim sejttenyészetben, rekombinans DNS technikaval el6allitott formaja, mely intravénas injekcioban
vagy infuziéban adhato a betegeknek €s jelent6sen csokkenti a tiineteket. A galsulfase egy 56 kDa molekulatdmegii
gliikoprotein. A rekombinans fehérje 495 aminosavbdl all és 6 aszparagin-kotésii glikozilalasi helyet tartalmaz,
melybdl 4 bis-mannose-6-phosphate gyokdt hordoz a sejtes felismerés érdekében (Hopwood és mtsai., 2006).

Betegség Hianyzo fehérje Felhalmozd6dé termék
Hurler-szindroma (MPS T) o-L-iduronidaz dermatan szulfat, heparan szulfat
Hunter-szindroma (MPS 1I) L-iduronsav szulfataz dermatén szulfat, heparan szulfat
Maroteaux-Lamy-szindroma (MPS | GalNAc 4-szulfataz / arilszulfataz B dermatan szulfat

VI)

6.5. tablazat A gliik6zaminoglikan lebontasi zavarokkal 6sszefiiggo tarolasi betegségek osszefoglalé tablazata
Egyéb egyetlen enzim hianyabol szarmazé zavarok

Pompe-kor, glycogen storage disease type Il

A Pompe-kor esetén ismerték fel eldszor, hogy a lizoszomak mitkodési zavara all a hatterében, azaz tarolasi betegség
(LSD). A betegség oka, hogy a lizoszomalis savas a-gliikozidaz (EC 3.2.1.20, savas maltaz) enzim hianya miatt
glikogén felhalmozddas torténik a lizoszémakban. Az enzim génje a 17-es kromoszéma hosszabbik karjan
helyezkedik el és 197 mutacidja ismert. Gyakorisaga 1:140.000 sziiletésre. A betegség tlinetei koran, mar a sziiletés
utani 4-8. honapban jelentkeznek és foként az izmokat érintik: izomgyengeség a lab-, torzs- és karizmokban
(myopathia), szivizom vastagodas és miikddés zavar, 1égz6izom elégtelenség. Kezelése enzimhelyettesitd terapiaval
mar lehetséges. A betegnek intravéndsan a human savas a-gliikozidaz rekombinans formajat, a myozyme nevii
enzimkészitményt adjak.

Wolman-kér

A Wolman-koér, mas néven csaladi xanthomatosis vagy Cholesteryl Ester Storage Disease (CESD) kialakulasaért
a savas lipaz (lysosomal acid lipase, LAL) hianya a felelés. Az enzim génje a 10-es kromoszoman talalhato, de
nem ismerik a pontos helyét. A betegség elnevezése a xanthos [EavBog — gorogiil sarga] szobol ered, mert sarga,
koleszterin gazdag anyag rakodasa észlelhetd az inakban illetve mas teriileteken. Tiinetei: magas koleszterin szint,
magas triglicerid szint (lipidemia type II), magas transzaminaz szint, nagyon alacsony HDL szint, megndvekedett
nyirokcsomok és 1ép, majnagyobbodas (hepatomegalia), zsirmaj, mindezek gyakran vezetnek fibrosishoz,
cirrhosishoz, végiil a beteg halalat okozva. Gyakorisaga 1:40.000 sziiletésre.

Canavan-kor

A Canavan-kort az aszpartoacilaz vagy aminoacildz 2 enzim aktivitasanak hianya okozza. A hibas enzim a 17-es
kromoszoman talalhatdé ASPA génben tortént mutacio miatt képzédik. A betegség a leukodisztrofidk, az agyi
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fehérallomanyt érintd, betegségek kozé tartozik. Jellemzo ra az axonok mielinhiivelyének degeneracioja, mely
neuron pusztulashoz vezet. A tiinetek kora csecsemOkorban jelentkeznek és gyorsan sulyosbodnak: szellemi
visszamaradottsag, korabban megszerzett motoros képességek elvesztése, evési nehézségek, rendellenes izomtonus
(tal laza vagy tal merev), bénulas, rossz fejtartas, megalocephalia, vaksag.

Betegség Hianyzé fehérje Felhalmoz6dé termék

Pompe-kor, a-1,4-glukozidaz glikogén

Glycogen storage disease 11

Wolman-kor, savas lipaz (LAL) koleszterin észterek,
csaladi xanthomatosis trigliceridek
Canavan-kor aszpartoacilaz N-acetilaszparaginsav

aminoacilaz 2

6.6. tablazat Az egy enzim hianyabol ad6doé lebontasi zavarokkal osszefiiggo tarolasi betegségek dsszefoglalo
tablazata

Lizoszéma biogenezis hibak

I-sejtes betegség, mukolipidézis Il (ML 1)

Ennél a korképnél a Golgi-késziilék hibas foszfotranszferaza minden oldhato lizoszomalis hidrolitikus enzim hibas
szortingjat eredményezi (6.22. abra).

UDP-N-acetigiakgzamin-
foszfotranszfersz

6.22. abra A mannoz foszforilacio

Az enzimek igy szekrécios Gtvonalra jutnak és kikeriilnek a sejtb6l. Ennek kovetkeztében a lizoszomalis hidrolazok
hianyoznak a lizoszomakbodl és a lizoszémakban a lebontandd anyagok zarvanyként felszaporodnak. A zarvanyokat
tartalmazo sejtet inclusion cell-nek hivjak, innen ered az I-sejtes betegség elnevezes. Egyelore ez is gydgyithatatlan
betegség.

Hermansky—Pudlak szindroma

Hermansky—Pudlak szindroma (HPS) egy ritka autoszomalis recessziv betegség, melynek tiinetei okulokutan
albinizmus (csokkent melanin pigmentacido a bdrben, a szérzetben és a szemben egyszerre), vérzékenység
(vérlemezke hiany miatt), és ceroid-lipofuszcin (sarga, autofluoreszcens, amorf lipoprotein) felhalmozddas a
sejtekben (kiilondsen a tiidében és a vesében). Az albinizmus masodlagosan 1atasi zavarokat is okozhat, mint
példaul fényérzékenység (photophobia), kancsalsag (strabismus), vagy akaratlan szemmozgasok (nystagmus).
Ritka esetekben enyhe lefolyast, altalaban azonban rossz prognézisu betegség. A betegség lefolyésa a tiido,
bélrendszer, vese vagy a sziv sulyos miikddési zavaraihoz vezethet. A f6 komplikacié a leggyakrabban a tiidé
fibrozis, mely jellemzéen 40-50 éves korban alakul ki.

A HPS okozoja emberben legalabb 9 gén mutacioja lehet: HPS1, AP3B1 (HPS2), HPS3, HPS4, HPS5, HPS6,
DTNBPI (dysbindin, HPS7), BLOCIS3 (Biogenesis of lysosome-related organelles complex 1 subunit 3, HPSS),
és BLOCI1S6 (pallidin, PLDN). Ezek és még hét masik gén ortologjaiban tortént mutaciok hasonlo rendellenességeket
okoznak egérben. A rokon gének mutacidi Drosophila melanogaster-ben a szem pigment granulumok és
Caenorhabditis elegans-ban a bélcsd granulumok hibas kialakulasat okozzak (6.23. 4bra).
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6.23. abra A Hermansky—Pudlak szindréma (HPS) hatterében all6 fehérjekomplexumok ismert alegységei.
Az alegységek neve mellett fel vannak tiintetve az emberi HPS izoformak (h) illetve azok az egér (m), muslica (d)
vagy C. elegans (c) torzsek, melyekben ezek az alegységek mutacio kdvetkeztében hibasak vagy hianyoznak.

A fentiek koziil majdnem mindegyik gén altalanosan kifejez6d6 fehérjekomplexumok alegységeit kodoljak, melyek
a lizoszoma-szert sejtorganellumok (LRO), mint a vérlemezkék denz granulumai (y-granulum) és a melanoszomak,
képz6désében vesznek részt. Egyes komplexumok ismert fehérje valogatd 1épésekben vesz részt. Példaul a Rab
geranilgeranil transzferaz I (RabGGTaz II) a Rab-GTPazok prenilaciojat katalizalja, ez a modositas a Rab-fehérjék
membranhoz kotédéséhez sziikséges. Hasonloan, az AP-3 a lizoszomalis fehérjevalogatas és a homotipikus
fehérjevalogatas (HOPS - homotypic protein sorting) komplexumaiban vesz részt, szabalyozza a SNARE-ekkel
(soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor (NSF) attachment protein receptors) torténd kdlcsonhatast, mely
sziikséges a homotipikus vakudlum fizidhoz élesztdben és az endoszoma dinamikahoz emlésokben. A BLOC-1
(biogenesis of lysosome-related organelle complex-1), BLOC-2 és BLOC-3 komplexumok alegységeinek, az
el6zéekkel ellentétben, nem ismerjiik a jellemz6 szerkezeti motivumait vagy hozzajuk hasonlé ismert funkcioja
fehérjéket. Az AP-3 komplexummal egyiitt a BLOC-1 is sziikséges a membranfehérje szallitmanyok a perikarionban
Osszeszerel6dd vezikulumokba torténd célbajuttatadsdhoz, ezek aztan az axonba illetve az idegvégzddésekbe
szallitodnak tovabb. A BLOC-1 komplexum a SNARE fehérjékkel egyiitt az axon novekedésben is részt vesz.

A Hermansky—Pudlak szindréma gyakorisaga vilagviszonylatban of 1:500.000 és 1:1.000.000 sziiletésre kozotti.
A HPS-1 gyakorisaga észak-nyugat Puerto Rico -ban igen magas, 1:1.800 sziiletésre, ezért a klinikai kutatasok
nagy részét itt végzik. A HPS-1 gyakori el6forduldsat irtdk még le egy kis elkiiloniilt svéjci faluban.

Betegség Hianyzo fehérje Felhalmozd6dé termék
I-sejtes betegség, mukolipidozis 11 GlcNAc-1-foszfotranszferaz lebontand6 anyagok a lizoszomakban
(GlcNAcPTase)

Hermansky—Pudlak szindroma a lizoszéma-szeri sejtorganellumok lipofuszcin,
biogenezisének komplexuma-1 .
(dysbindin, pallidin) nem képzédik LRO

6.7. tablazat A lizoszéma biogenezis hibakbél ad6dé lebontasi zavarokkal 6sszefiiggd tarolasi betegségek
osszefoglalé tablazata

Lizoszomalis membran hibak

Danon-kér, Glycogen storage disease type Ilb (GSD llb)

A betegség okozoja a LAMP2 fehérje génjében tortént mutacio, aminek kdvetkeztében a beteg szervezete nem
termel LAMP2-t. Szinte ugyanazokkal a tiinetekkel jar, mint a Pompe-kor. Meglepd, hogy fitikban sokkal stlyosabb
tiineteket okoz, mint lanyokban. Tiinetei a kdvetkezok: izomgyengeség, a gyerek nem tud jarni, szivizom
rendellenességek (cardiomyopathia), féleg izompusztulas, tanulasi és egyéb mentalis zavarok, latasi zavarok a
pigmenthartya hibai miatt.
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Cisztinozis

A cystinosin (CTNS) gén hibaja okozza, mely hét transzmembran doménnel rendelkezd lizoszomalis cisztein
transzport fehérjét koddol. Ennek hidnya a sejteken beliili cisztin kristalyok felhalmozddasahoz vezet (6.24. bra).
Tiinetei megegyeznek a Fanconi-szindromaval: magas aminosav és szénhidrat tartalmu vizelet, nagy mennyiségii
vizeletképzés, a vér alacsony K* és PO, tartalma.

OH
NH,

W
.

OH

6.24. abra A cisztin szerkezeti képlete

A cisztin6zist altalaban a cysteamine nevii gyogyszerrel kezelik, mely lecsdkkenti a sejten beliili cisztin szintet.
A cysteamine a lizoszomakban halmozodik fel, reagél a cisztinnel €s cisztein €s cisztein-cysteamine komplex
keletkezik, melyek mar el tudjak hagyni a lizoszémat. Gyakorisaga 1:100.000 — 200.000 sziiletésre.

Betegség Hianyzo fehérje Felhalmoz6dé termék
Danon-kor, Glycogen storage disease LAMP2 autofagoszomak
IIb (GSD 1)

Cystinosis cystinosin (cisztein transzporter) cisztin

6.8. tablazat A lizoszomalis membran hibakbol adédo lebontasi zavarokkal 6sszefiiggo tarolasi betegségek
osszefoglalé tablazata

Lizoszomotrop agensek

A lizoszomotrop agens kifejezést DeDuve és munkatarsai vezették be 1974-ben olyan anyagok megjelolésére,
melyeket szelektiven a lizoszomak vesznek fel. Ez a meghatarozas nem szol a lizoszomotrop anyag kémiai
természetérdl és a felvétel mechanizmusarol. A lizoszomotrop agensek bazikus csoporttal is rendelkezd lipofil
illetve amfifil vegyiiletek. Majdnem mindegyik lizoszomotrdp agens a gyenge bazisok kozé tartozik és inkabb a
sejthartya permeabilitasa miatt, nem pedig endocitozissal jutnak a sejtbe. Tehat a lizoszomotrop anyagok specifikus
felvétele a lizoszomakba a kompartmentum savas pH-janak készonhetd. Ha bekeriilnek a lizoszoma savas kdzegébe,
a vegyiilet protonalodik és csapdaba esik. Ilyen ioncsapda mechanizmussal keriil a lizoszoméakba a klorokvin, a
primakvin, a kinin, a DAMP (N-(3-[(2,4-dinitrophenyl)-amino]-propyl)-N-(3-aminopropyl-
methylamine)dihydrochloride), és az NH4Cl. A vegyiiletek a lizoszomakba jutva blokkoljak azok miikddését, mert
felemelik az intralizoszomalis pH-t.

A klorokvin (chloroquine, 6.25 és 6.26. abra) kinolin nitrogénjének pKa-ja 8,5, ami azt jelenti, hogy fiziologias
pH-n 10%-a deprotonalt allapotban van. Ez hozzavetdlegesen 0,2%-ra csokken a lizoszomalis pH=4,6 kornyezetben.
Mivel a deprotonalt forma jobban atjut a sejtmembranon, mint a protonalt, a molekula csapdaba keriil a
lizoszomakban. A klorokvin malaria ellenes hatasa is lizoszomotrop jellege miatt van. A vegyiilet felszaporodik
a parazita savas emésztdvakuolumaban és meggatolja az emésztést. Sajnos a malaria fertdzott afrikai teriileteken
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olyan nagy mennyiségben hasznaltak a mult szazadban, hogy mara mar széles korben elterjedtek a malaria klorokvin
rezisztens torzsei, igy a gyogyszer hatastalan. A klorokvin lizoszomotrop sajatsaga teszi lehetévé, hogy in vitro

kis

Cl

érletekben autofagia gatlasara hasznaljak.

MNQ

X

Z
N

6.25. abra A klorokvin szerkezeti képlete

6.26. abra A klorokvin térkitolté modellje

E

8.

Ir

llenorzo kérdések

. Mi a lizoszomak feladata?

. Milyen koriilmények sziikségesek a lizoszomalis enzimek miikodéséhez és mi allitja ezt el6?
. Hogyan jutnak el a lizoszomalis hidrolazok a lizoszomakba?

. Hogyan kertilnek a lebontandd anyagok a lizoszomakba?

. Milyen lizoszomalis tarolasi betegség tipusokat ismer?

. Milyen szfingolipid lebontasi zavarokat ismer?

. Melyik a leggyakoribb lizoszomalis tarolasi betegség ¢s mi okozza a tiineteit?

Mondjon példédkat nem autosomalis mutdcié miatt kialakulé LSD-kre?
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7. Az autofag gének felfedezése és miukodeése

Az autofagia f6 utvonalai

A manapsag legelterjedtebb definicio alapjan autofagidnak azt a folyamatot nevezziik, amely soran a sejt sajat
anyagai, azaz a sejtben megtalalhato fehérjék és organellumok a lizoszémaba keriilnek, majd ott degradalodnak.
Harom f0 tipusat szokas elkiiloniteni annak alapjan, hogy a lebontand6 anyagok hogyan jutnak a lizoszomaba.

Az els6 utvonalon bizonyos fehérjék egy molekuldris transzportrendszer révén a citoszolbdl kozvetleniil a lizoszéma
membranon atjutva annak belsejébe keriilnek. A KFERQ aminosavszekvenciat hordozo6, nem megfeleld térszerkezetii
fehérjék szelektiv felismerését a Hsc70 citoszolikus chaperone (dajkafehérje) biztositja. Ezt kdvetden a fehérjék
a lizoszoéma membranban elhelyezked6 LAMP-2A (lysosome-associated membrane protein 2A) molekulak altal
képzett csatornan keresztiil jutnak be a litikus organellum belsejébe, ahol a lizoszomalis Hsc70 ,,fogadja” ezeket,
majd pedig lebontédnak a savas hidroldzok kézremiikddésével. Ennek az Gtvonalnak a neve chaperone-medialta
autofagia (CMA, 7.1. abra).

||zoszom3 Chaperone-medialt
autofagia

lizoszémalis
Hsc70 chaperone
LAMP-2A

citoszolikus
Hsc70 chaperone

fehérje

7.1. abra A chaperone-medialta autofigia folyamata. A KFERQ szekvencat hordozo fehérjéket felismeri a
citoszolikus Hsc70 chaperone. A lizoszoma membranban elhelyezkedé LAMP-2A molekulak altal alkotott csatornan
bejut a letekert fehérje az organellum belsejébe, ahol a lizoszémalis Hsc70 chaperone fogadja, majd a lizoszomalis
hidrolazok lebontjak.
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A folyamat szelektivitasat feltehetéen egyéb, még nem teljesen ismert tényezdk is befolyasoljak, mivel a citoszolikus
fehérjék harmada hordoz KFERQ szekvenciat. Ez az itvonal csak egyedi fehérjéket képes a lizoszomaba szallitani,
méghozza meglehetésen limitalt mennyiségben.

A masodik utvonal, a mikroautofagia soran a lizoszoma membranja befelé tirdodve felveszi a citoplazma egy
részét, majd a bekeriilt vezikula membranja a szallitmannyal egyiitt a lizoszomaban lebomlik (7.2. bra).

lizoszéma Q? Mikroautofagia
N
)

lizoszomalis
hidrolaz

7.2. abra A mikroautofagia folyamata. A citoplazma részletek a membran betiirédésével jutnak be a lizoszomaba,
ahol a lizoszomalis hidrolazok lebontjak.

A folyamat ranézésre hasonlonak tlinhet az endocit6zishoz, ezért fontos kiemelni hogy a topoldgiaja forditott, azaz
ilyenkor nem a citoplazméba, hanem a kiilvilagnak tekinthetd lizoszoma lumenébe keriil az anyag, és jelenlegi
tudasunk szerint az endocitozisban szerepld fehérjék ehhez nem sziikségesek (7.3. abra).

7.3. abra A mikroautofagia morfolégiaja. A képen egy sotét, elektrondenz, heterogén beltartalmu autolizoszéma
latszik, amelyben még felismerheté néhany lebomlofélben levé mitokondrium. Vegyiik észre a rengeteg apro,
vilagosabb vezikulat a lizoszoma belsejében, melyek a hatarolo membran betlirédésével (mikroautofagia) kertilnek
be a lumenbe. Juhdsz Gabor felvétele.

A mikroautofagia molekularis mechanizmusa még kevéssé ismert, annyit tudunk jelenleg hogy részben atfed a
legfobb utvonaléval (lasd késébb). A szallitott anyag mennyisége mar joval nagyobb mint a CMA-nal, ezen az
Giton akar teljes organellumok, példaul peroxiszomak is bejuthatnak lizoszomaba. Elesztd sejtekben még a sejtmag
egyes részei is a vakuolaris lebontasra keriilhetnek mikroautofagia révén (7.4. abra).

7.4. abra A sejtmag egyes részeinek mikroautofag lebontasa. Az a-c abrakon a sejtmag (N) egyes részeit az itt
sotéten jelolodd vakuolum (V) mikroautofagia révén felveszi. Forras: Mol. Biol. Cell 2003: 14 (1), 129-141.
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A legjelentdsebb és legjobban ismert a harmadik Gtvonal, a makroautofagia (7.5. abra).

késdi endoszéma

autofagoszﬁma\ (multivezikularis test)

fagofér

QO
OO
o
w08 _
izoszéma
membran
forrdss O amfiszéma

Makroautofagia

lizoszémalis
hidrolaz

7.5. abra A makroautofigia folyamata. A citoplazma egy részletét egy novekvo kettés membran, a fagofor veszi
koriil. Zarbédasaval 1étrejon az autofagoszoma. A kiils6 membranja késéi endoszomaval fizional, igy kialakul az
amfiszoma. Végiil lizoszomaval olvad 0ssze, az igy kialakulo autolizoszOmaban a savas hidrolazok lebontjak a
bels6 membrant a szekvesztralt anyagokkal egyiitt.

Ennek soran egy maig sem teljesen tisztazott eredetii fagofor (mas néven izolalé membran) ciszterna jon létre a
citoplazmaban, amely egyre ndvekedve és meghajolva korbeveszi annak egy részét (7.6. abra).

7.6. abra A fagofor morfologiaja. A fagofor (mas néven izolalé membran) jellegzetes, ultravékony metszetben
gyakran félhold alaku (a valosagban persze térbeli, példaul csésze alakil) membranciszterna. Gyakran a két membran
kozott jellegzetes, iires tér figyelhetd meg a rutinszeriien alkalmazott mintaelokészités kovetkeztében. Vegyiik
észre, hogy kozvetleniil a fagofor mellett jobbra és balra is egy-egy durva felszind, riboszomakat hordozo
endoplazmas retikulum ciszterna lathat6. Ez az elhelyezkedés sok sejttipusban igen gyakori. Kovacs Attila felvétele.

A fagofor zarodasakor jon létre a kettds membrannal hatarolt autofagoszoma, melynek tartalma gyakorlatilag
megegyezik a koérnyezd citoplazmaval, de mar szeparalasra keriilt attol (7.7. abra).
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7.7. abra Az autofagoszéma morfolégidja. Az autofagoszoma (AP, autophagosoma) jellegzetes, kettés membrannal
hatarolt vezikula. A fagoférhoz hasonldan ezen a képen is megfigyelhetd a kiilso és belsé membran kozotti, tiresnek
tlind rés. Az autofagoszoma belsejében talalhato, elkeritett citoplazmarészlet morfologiaja teljes mértékben
megegyezik a kdrnyezd citoplazmaval, mivel lebontas ebben a sejtorganellumban még nem torténik. Juhasz Gabor
felvétele.

e

A kovetkezd 1épésben az autofagoszoma kiils6 membranja késéi endoszomaval fuzional, az igy keletkezd hibrid
organellumot nevezziik amfiszoémanak (7.8. abra).

7.8. abra Az amfiszoma morfologiaja. Ebben a felszinén mikrovillusok toémkelegét hordozo muslica bélhamsejtben
megfigyelhetiink tipikus multivezikularis testeket (MVB, multivesicular body), amik kés6i endoszomanak felelnek
meg. A kép jobb felsé sarkaban lathato egy potencialis amfiszoma (A), mivel belsejében MVB-re jellemz6 kis
vezikulakat és egy autofagoszoma bels6 membannal hatarolt beltartalmat is felfedezhetjiik. Juhasz Gabor felvétele.

A folyamat végén az autofagoszoma tartalma a lizoszomaba keriil szintén vezikulaftizio révén, majd ott lebomlik
(7.9. abra).

7.9. abra Az autolizoszoma morfologidja. A képen lathatd sotét, elektrondenz autolizoszoma (AL) belsejében
még felismerhetd tobb, a degradacios folyamat kezdetén tartd mitokondrium, és egyéb membrannal hatarolt
organellumok maradvanyai. Juhasz Gabor felvétele.

Fontos kiemelni, hogy a degradacié végtermékei ujrahasznositddnak: példaul a keletkez6 aminosavakat a lizoszéma
membranban talalhatd, specifikus transzporterek juttatjak vissza a citoplazméba. A makroautofagia altal szallitott
anyag mennyisége messze meghaladja az elsd két utvonalét, igy érthetd hogy a témaval kapcsolatos kutatasok
altalaban ezzel foglalkoznak. Bevett gyakorlat, hogy az egyszeriiség kedvéért autofagia alatt a makroautofagiat
értik a szakirodalomban, igy ebben a konyvben is ezt a nevezéktant alkalmazzuk.

Az autofag (Atg) gének azonositasa élesztében

Az autofagia molekuldris mechanizmusa, az abban szereplé gének és géntermékek mibenléte egészen az 1990-es
évek kozepéig-végéig ismeretlen maradt. Ebbdl is adodott hogy eddig az iddszakig szinte csak leird jellegili kutatasok
folytak, azaz megfigyelték hogy milyen koriilmények vagy hormonalis ingerek valtanak ki autofag valaszt kiilonféle
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¢lélények sejtjeiben, de a folyamat fiziologias vagy patologias jelentdségét csak korlatozottan lehetett vizsgalni.
Ekkorra mar leirtak ugyan olyan hatéanyagokat, amelyekkel az autofag lebontast serkenteni (pl. rapamicin) vagy
gatolni (pl. 3-metiladenin vagy klorokvin) lehetett, azonban ezen drogok egyéb intracellularis folyamatokat is
befolyasolnak, igy szelektivitasuk kérdéses.

Az igazi attorést, sok mas kutatasi teriilethez hasonloan, az éleszt genetikai vizsgalatok érték el. Az autofagiat
Saccharomyces cerevisiae-ben 1992-ben irtak le (Takeshige és mtsai, 1992). Vakuoélaris proteinaz A és B vagy
karboxipeptidaz Y (CPY) hidnyos mutans élesztd sejteket tanulmanyoztak, melyek nem képesek a normalis
lebontasra. Azt tapasztaltak, hogy ha a vegetativ koriilmények kozott tartott, minden igényt kielégitden taplalt
mutdns sejteket nitrogénhidnyos, tdplalékszegény médiumba teszik at (tehat ¢hezésre kényszeritik), akkor a
fénymikroszkoppal tiresnek 1atszé vakudlumban (ami valdjaban egy oridsi lizoszéma) apré szemcsék jelennek
meg (7.10. abra).

p 8]

7.10. abra Klesztosejtek DIC optikaval késziilt fénymikroszkopos képe. A (b) panelen lathat6, vakuoléris
proteazokat gatldo PMSF jelenlétében éheztetett élesztd sejt vakudlumaban rengeteg aprd rogocske, autofag test
figyelhetd meg. Az (a) panel autofag gén mutans éleszto sejtjeiben autofagoszomak, igy autofag testek sem jonnek
létre éhezés hatdsara. Forras: Mol. Biol. Cell 2005: 16 (5), 2544-2553

Elektromikroszkdppal vizsgalva ezeket a sejteket kideriilt, hogy a vakudlum belsejében 1évé szemcsék citoplazma
részeket tartalmazo szimpla membrannal hatarolt vezikulak, melyeket autofag testeknek nevezték el (7.11. abra).

pep4-

7.11. abra Eheztetett élesztosejtek elektronmikroszképos képe. A felsé sorban lathaté, éheztett pep4 (vakuoléris
hidrolaz) mutans éleszt6 sejtekben a nagyméretii vakuolum belsejében membrannal hatarolt citoplazma részletek,
autofag testek talalhatoak. Ha az Atgl gén is hianyzik, akkor az autofagoszémak és autofag testek képzddése gatolt,
iresnek latszik a vakudlum az als6 sorban talalhato képeken. Forras: Mol. Biol. Cell 2008: 19(2), 668-681

Ezek a citoplazmaban keletkeznek mint kettés membrannal burkolt autofagoszomak, majd a kiilsé membranjuk a
vakudlum membrannal fizional, és a belsé membrannal hatarolt apro, fél-egy mikrométer atmérdjii vezikulak a
naluk egy nagysagrenddel nagyobb vakudlum belsejébe jutva megfeleld, differencialis interferencia kontraszt
(DIC) képalkotasra képes fénymikroszkopban lathatok. Ennek persze feltétele hogy az autofag testek ne bomoljanak
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le szinte azonnal, amit megfeleld vakuolaris proteaz gatloszer kezeléssel (ilyen példaul a proteinaz B-t gatlo PMSF,
fenil-metil-szulfonil fluorid) vagy a fent emlitett lebont6 enzimek muténsait vizsgalva lehet elérni. Megjegyzendd
hogy ilyen autofag testek az allati sejtekben is keletkeznek, azonban mivel az éleszté és novényi sejtekre jellemzo
egy nagy vakuolum helyett rengeteg kisebb méretli lizoszomat hordoznak, igy azokat gyakorlatilag csak
elektronmikroszkoppal lehet kimutatni (7.12. abra).

8. 3p
e Ay

7.12. abra Autofag test morfologiaja allati sejtekben. A képen lathato sotét autolizoszoma bal oldali részében
kitlinen felismerhetd egy autofag test (AB, autophagic body). A kozvetleniil a kémiai rdgzitést megelézden
megtdrtént autofagoszéma-lizoszoéma fiizio soran az autofagoszoma belsé membrannal korbevett beltartalma még
degradacio jeleit nem mutatja, morfologiaja hasonld a kdrnyez6 citoplazmaéhoz. Juhasz Gabor felvétele.

Ekkor valt lehet6vé, hogy mutagenezis révén autofagiahoz sziikséges géneket izolaljanak. Az autofagiat élesztében
leird Yoshinori Ohsumi japan kutatocsoportja 1993-ban publikaltak az els6 nagyléptéki genetikai szlirés (screen)
eredményeit (Tsukada és Ohsumi, 1993). Proteinaz A deficiens (pep4) genetikai hattérben olyan torzseket kerestek
amelyek ¢heztetés hatasara nem halmoztak fel autofag testeket. Ezzel a mddszerrel azonban csak egy mutanst
(APG1) sikeriilt talalni. Ennek vizsgélata soran kidertilt, hogy ebben a mutansban nitrogén-éheztetés koriilményei
kozott nem fokozodott az endogén fehérjelebontas, és taléloképessége a vad tipusténal 1ényegesen rosszabb volt:
néhany napi ¢hezés hatasara a vad tipusu sejtekkel ellentétben az APG1 mutans sejtek tobbsége elpusztult. Ezt az
¢életképesség csokkentést felhasznalva egy ujabb kisérlet soran 100 000 kémiai mutagenezissel 1étrehozott torzsbol
izolaltak 75 APG mutanst. Ezekrol kideritették, hogy 15 komplementécids csoporthoz tartoznak, azaz 15 gént
reprezentalnak. A 15 muténs térzs (APG1-15) mindegyike a kdvetkezd k6zo6s fenotipikus tulajdonsagokat mutatta.

1. Nitrogén, szén és aminosav ¢heztetés koriilményei kozott nem halmozott fel autofag testeket, és életképességét
viszonylag gyorsan elvesztette.

2. Nem tortént meg benne az endogén proteolizis éheztetés altali erételjes fokozddasa.
3. Egyik homozigéta APG mutans sem volt képes normalis sporaképzésre.

Egy masik, német kutatdcsoport altal alkalmazott szelekciods rendszerben els¢ markerként egy, a vad tipusu
¢lesztdsejtekben éheztetés koriilményei kozott lebomlo citoszolikus enzimnek (zsirsav szintetaznak) a vakuo6laban
val6 felhalmoz6dasat detektaltak immunologiai modszerrel. Azokat a torzseket amelyekben az autofagiat stimulald
(€hezési) koriilmények kozt nem tapasztaltak nagy mértékii zsirsav szintetaz szintcsdkkenést, tehat feltehetéen
hianyzott az autofag lebont6 aktivitas, PMSF gatlas mellett megvizsgaltak arra nézve, hogy képesek-e autofag
testeket felhalmozni. Ezen modszerek felhasznalasaval izolaltdk az AUT1-9 mutansokat (Thumm és mtsai, 1994).

Az élesztében folyo vizsgalatok harmadik vonulata egy szokatlan és teljesen Uj folyamat felfedezéséhez vezetett.
Daniel J. Klionsky amerikai munkacsoportjanak vizsgalatai kideritették, hogy egy rezidens vakuoélaris enzim, az
aminopeptidaz [ (API), amely a szintézisének befejezésekor a citoszdlba jut, egy Uj és sajatos Giton keriil a végleges
miilkddési helyét jelenté vakudlumba (Harding és mtsai, 1995). Ez lényegesen kiilonbozik a hagyomanyos
ugynevezett ALP (alkaline phosphatase) utvonaltol (7.13. abra).
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7.13. abra Az ALP (alkaline phosphatase) utvonal. A durva felszinli endoplazmatikus retikulumbol (RER) a
Golgi-késziiléken és Golgi vezikulum tuton keriil az enzim a vakudlumba. Kéarpati Manuéla abraja.

Ennek sordn az ALP enzim a klasszikus RER — Golgi - Golgi-vezikula utat jarja be, végiil fuzi6 révén a vakudlumba
kertil. Egy masik jol jellemzett transzport rendszer az RER - Golgi- Golgi-vezikula — endoszéma - vakuélum utat
haszndlja. Ezt egy tipikus képvisel6jérdl (carboxypetidase Y) CPY utvonalnak hivjak (7.14. 4bra).
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7.14. abra A CPY (carboxypetidase Y) utvonal. A durva endoplazmatikus retikulumbol (RER) a Golgi-késziiléken
keresztiil 1étrej6vé vezikulum szallitja az enzimeket, amely elébb endoszémaval, majd ezt kvetéen a vakudlummal
fazional. Karpati Manuéla abraja.

Az API-t szallito mechanizmus tjdonsagat az adta, hogy ez az enzim kikeriili a fenti Gitvonalakat és a citoplazmabol
kozvetleniil a vakudlumba kertil. Eppen amiatt ezt a vadonatij mechanizmust Cvt (cytoplasm to vacuole targeting)
utvonalnak nevezték el. Miutan genetikai screen-ekben CVT mutansokat izolaltak, varatlan modon kideriilt, hogy

a Cvt Ut genetikailag, mechanizmusat és elektronmikroszkopos megjelenését tekintve is hasonldosagokat mutat az
autofagiaval (7.15. abra).
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7.15. abra A Cvt (cytoplasm to vacuole targeting) titvonal. Az enzim a citoplazmabdl egyenesen a vakudélumba
keriil egy kettés membran boritast Cvt vezikulumban. Karpati Manuéla abraja.

Példaul a Cvt mechanizmus elektronmikroszkopban vizsgalva is hasonlit az autofdgidhoz. Mindkett6 esetében
kettés membran altal végrehajtott szekvesztracid révén, a citoplazma egy része (autofagia) vagy a vakuolumba
szallitand6 enzimek (Cvt Gt) elhatarolodnak a citoplazma tobbi részétdl. Az igy 1étrejott Cvt vezikula kisebb méretii
(&tmérdje kb. 150 nm), és ami kiilonosen érdekes, szelekiv médon csak a szallitandé enzimeket valamint a
csomagolasukhoz sziikséges fehérjéket veszi fel. Az autofagoszoéma nagyobb méretii, élesztében atmérdje kb. 300-
900 nm. Benne a feltételezések szerint tobbé-kevésbé valogatas nélkiil szekvesztralt citoplazma részletek vannak.
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A Cvtvezikula vagy az autofagoszoma kiilsé membranja azutan a vakuélum membranjaval valo fizio révén juttatja
a bels6 membrannal eleinte még tovabbra is beburkolt tartalmat, a Cvt vagy autofag testet a vakudlum belsejébe.
Erdekes modon normalis tipanyagellatottsag esetén a bioszintetikus Cvt Gtvonal aktiv, mig éhezés hataséra az
élesztosejtek képesek atkapcsolni az autofag utvonalra (7.16. abra).

Vegetativ novekedés: Cvt
Oligomerizacié

a—»@ﬂ

Szekvesztracio \

Ehezés: makroautofagia

. Autofagoszéma
Citoplazma

Vakuélum

7.16. abra A Cvt (cytoplasm to vacuole targeting) és autofag utvonalak. Az API (aminopeptidaz 1) enzim jol
taplalt ¢élesztosejtekben a citoplazmabol egy kettés membran boritasi Cvt vezikulum kozvetitésével keriil a
vakudlumba. Ehezés esetén viszont a Cvt itvonal gatlodik, helyette autofag tton jut a vakudlumba ez a hidrolaz.
Forras: Mol. Biol. Cell 2000: 11 (3), 969-982.

Fontos, hogy a Cvt uton szallitott enzimek ilyenkor autofagia révén jutnak el a vaku6lumba, azaz egy Cvt-specifikus
mutacié okozta API transzport hiba ,, megmenekithetd” ¢heztetéssel. Megjegyzendd, hogy a Cvt-hez hasonlo
utvonalat még semmilyen egyéb éleszt6fajban vagy magasabb rendi sejtben nem talaltak.

Az ¢leszt6 autofag mutansainak felfedezése kétfelé is utat nyitott. Az egyik uton felderithetd az autofagia molekularis
mechanizmusa és szabalyozasa élesztben és magasabb rendiieckben. A masik Gton reverz genetikai moédszerekre
alapozva meg lehetett célozni az autofagia mas modellszervezetekben, koztiik allatokban és tenyésztett egér vagy
emberi sejteken torténd vizsgalatat.

A gyorsabb eldrehaladas az autofagia molekularis hatterének megértésében természetesen az élesztd sejteken
valosult meg. Az APG, AUT ¢és CVT mutansok szama tovabb boviilt, valamint egyéb mutagenezis screenekbol
(mint pl. az igen sokféle vezikulatranszport utvonalben szerepld vakuolaris protein sorting, VPS mutansok) is
szamos autofagidhoz sziikséges gént izolaltak. Kideriilt, hogy a kiilonféle ¢élesztd screenekben azonositott
APG/AUT/CVT stb. mutansok részben allélikusak egymassal, tehat ugyanazt a gént érintik. A parhuzamos
elnevezések egyre nehézkesebbé tették a folyamatok attekintését. A helyzet az 0j évezred elejére megérett a
tisztazasra, aminek az eredményeképpen az élesztoben azonositott autofag gének 1j nevezéktanat vezették be
(Klionsky és mtsai, 2003). Az 0j név az “autophagy-related” kifejezésbol az ATG génekre, illetve az Atg fehérjékre
vonatkozik élesztében, de gyakran magasabb rendiiekben is hasonl6 elnevezéssel talalkozunk.

Az Atg fehérjék miikodése

Az eddigi kutatasi eredmények alapjan elmondhato, hogy az Atg fehérjéket funkcidjuk szerint tobb evoliicidsan
konzervalt csoportba oszthatjuk (Mizushima és mtsai, 2011). Ezek tobbsége legalabbis atmenetileg megtalalhato
a leendo és képz6do fagofor teriiletén, melyet PAS-nak neveznek (pre-autophagosomal structure vagy phagophore
assembly site). Mivel szerepiik hasonlo a kiilonféle ¢l6lényekben, igy csak az élesztd komplexeket ismertetjik
részletesebben, és utalunk az emlds homologok elnevezésére ahol azok eltérnek az éleszté nomenklatiratol. Egy
fontos kiilonbség példaul az, hogy a magasabb rendiiek sejtjeiben egyszerre tobb fagofor is ki tud alakulni, viszont
¢lesztdben csak egy, a vakudlum kozelében elhelyezkedd PAS mutathato ki. Az Atg fehérjék miikodését az autofagia
soran a gerinctelenekrél szolo fejezet 18. abraja illusztralja.

Az autofag indukci6 soran el6szor az Atgl kinaz komplex aktivalodik, melyet az Atgl szerin-treonin kinaz (emlésok
homologjai az ULK1 és 2) mellett az Atgl3 és az Atgl7 alkot, egyéb fehérjék mellett. Az Atgl7 élesztében
autofagia-specifikus, a Cvt utvonalban az Atgl1 funkcional ezen komplex alegységeként. Emlitésre érdemes hogy
ambar az ¢élesztd Atgl7 homologjait nem taldljuk meg allati sejtekben, egy hasonld szerepti fehérje, a FIP200
viszont megtalalhat6 az Atgl/ULK komplexben. Az Atgl kinazra jellemz6 hogy autofoszforilaciora képes, tovabba
allati sejtekben az Atgl3-at foszforildlja. Egyéb szubsztratjai még kevéssé ismertek.

A fagofor kialakulasdhoz szintén kulcsfontossagi az Atg9. Ez az egyetlen integrans membranfehérje (6
transzmembran domént tartalmaz) az Atg géntermékek kozott, igy csak vezikulak formajaban szallitbdhat. Az
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Atg9 az eddigi eredmények alapjan a Golgi késziilék és az endoszomak teriiletén lelhetd fel, ami arra utal, hogy a
fagofor membrankomponenseinek egy része ezen sejtalkotokbol szarmazhat.

Az autofag fehérjék harmadik csoportjat egy autofagia-specifikus lipid kindz komplex alkotja. Ennek katalitikus
alegysége a Vps34, amely egy foszfatidil-inozitol 3-kinaz (PI3K, és a III. osztalyba tartozik, lasd kés6bb). Miikddése
soran ezt a membranalkoto lipidet képes az inozitol cukorgytirti 3. szénatomjdhoz kapcsolddé hidroxilcsoportjan
foszforilalni, ezaltal foszfatidil-inozitol 3-foszfatta (PI3P) alakitani. A komplex tovabbi alegységei koz¢é tartozik
a szerin-treonin kindz Vps15, az Atg6 (emlds homologja a Beclin-1), valamint az Atgl4. Ez utdbbi szerepe az,
hogy autofagia-specifikussa tegye a komplex miikodését. A PI3P ugyanis nem csak a fagoforok és autofagoszomak,
hanem az endoszémak membanjaban is jelen van, dontden a Vps34 aktivitasanak kdszonhetden. Az endocitotikus
utvonalban szerepld lipid kindz komplexben azonban az Atgl4 alegység helyett a Vps38 (emlésokben UVRAG)
talalhato meg.

A negyedik csoportot az Atgl8 (emldsokben WIPI1-4) és Atg2 fehérjék komplexe alkotja. Az Atgl8 PI3P koté
motivummal rendelkezik, igy a lipid kindz komplex effektora. Mindkét fehérje kot az Atg9-hez is, igy feltételezhetden
annak aktivitasat, elhelyezkedését befolyasolja. Emlitésre érdemes hogy emldsokben leirtak egy masik PI3P
effektort is, melyet DFCP1-nek neveznek, mivel két specifikus lipidkdté domént hordoz (double FYVE domain
containing protein 1). A DFCP1 nem minden él61ényben fordul eld, és ahol megtalalhatd azokban a sejtekben a
hianya nem gatolja az autofagiat. Vizsgalata azonban kideritette, hogy bizonyos tenyésztett sejtvonalakban a
DFCP1 az endoplazmas retikulum egy specialis szubdoménjében helyezkedik el, ott ahol az autofagoszémak
keletkeznek. Ez a teriilet az autofagoszoma keletkezésének bizonyos fazisaban omega alak( gorbiiletet mutat,
ennek alapjan omegaszoémanak nevezték el. Ezen kisérletek felvetették annak a lehet6ségét, hogy a fagofor
képzédéséhez az ER membran is hozzajarulhat. Az hogy a kapcsolat mennyire direkt, azaz hogy van-e kozvetlen
membrandsszekottetés vagy vezikularis transzport zajlik-¢ az ER és a fagofor kozott, még nincs megnyugtatéoan
bizonyitva.

Végezetiil két ubiquitin-szer( protein konjugacios rendszer is sziikséges az autofagoszomak 1étrjottéhez. Az Atg8
¢és az Atgl?2 térszerkezete nagyon hasonlo az ubiquitinéhez, bar az aminosavsorrend szintjén ez nem nyilvanvalo.
Mindkét fehérje aktivalasat az Atg7, egy El-szerli enzim végzi. Ezutan az Atg8-at az Atg3, az Atgl2-t pedig az
Atgl0 szallitja (E2). Az Atgl2 kovalensen kapcsolodik az Atg5 fehérjéhez, majd az Atgl6-tal egyiitt egy nagy
fehérjekomplexet alkotnak. Ez az Atg5-12-16 komplex a képz6d6 fagofoér membranokat kétve interakcioba 1ép az
(Romanov és mtsai, 2012). A folyamat végeredményeképpen egy membrankotott Atg8 molekula jon létre, amely
mind a fagofor, mind pedig az autofagoszoma felszinén megtalalhaté. Fontos, hogy az Atg8 és homologjai (ezek
egyike eml6sokben az LC3, microtubule accociated protein light chain 3) még az E1 enzimhez val6 kapcsolodas
elott limitalt proteolizisen esnek at: az Atg4 cisztein protedz lehasitja a C-terminushoz kozeli glicint kovetd
aminosavakat, ami a konjugacios lépésekhez sziikséges. Hoérzékeny Atg4 mutans élesztdsejtek vizsgalata deritette
ki hogy az Atg4 az autofagia egy kés6bbi 1épésében is szerepel: az autofagoszoma kiils6 membranjahoz kapcsolt
Atg8-at szabaditja fel. Ez éleszt6ben sziikséges ahhoz, hogy az autofagoszéma a vakudélummal fizionalni tudjon.
Az autofagoszoma bels6 membranjan talalhatd Atg8 a vakudlumba/lizoszomakba jut, és ott lebomlik. Ezaltal az
Atg8 és homologjai az autofagia soran szelektiven lebomlanak, és allando6 utanpotlasra van sziikség (transzkripcio
és transzlacio révén) a maximalis degradacios kapacitas eléréséhez.

A fenti, stabilnak tekinthetd komplexeken és rendszereken kiviil még rengeteg, az Atg fehérjekomplexek kozotti
kolcsonhatas jatszhat dontd szerepet az autofag indukciod soran, melyek felderitése jelenleg is folyamatban van.

Ellenorzo kérdések

1. Milyen utvonalakon juthatnak a lebontand6 anyagok a citoplazmabdl a lizoszomaba?
2. Hogyan fedezték fel az autofagiahoz sziikséges géneket?

3. Az Atg fehérjék milyen f6 funkcionalis csoportokba sorolhatok?
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8. Az autofagia mechanizmusa, jelentosége és
TOR kinaz-dependens szabalyozasa gerinctelen
modellallatokban

Talajlaké fonalférgek (példa: Caenorhabditis elegans)

A Caenorhabditis elegans egy viszonylag egyszerl felépitésii, kb. 1 mm hosszu, talajlaké faj. Az 1960-as években
alkalmaztak elGszor az egyedfejlddés és az idegrendszer genetikajanak vizsgalatara. Eldnyei hogy az attetszd
testében elhelyezkedd egyedi sejteket megfeleld fénymikroszkdpos technikakkal lathatd fényben is tanulmanyozni
lehet, és laboratdriumi koriilmények kdzott a kdzonséges Eschericia coli baktériumtelepeket hordozo Petri csészékben
egyszertien tenyészthetd. A peték kikelése utan 4 larvastddium (L1-L4) kozbeiktatdsdval fejlédnek ki a
szaporodoképes adultok, mintegy két nap leforgasa alatt. Egy specidlis, a normdlis koriilmények kdzott nem
jellemzd larvaallapot (dauer stadium) révén az allatok a tartos tadpanyaghidny vagy egyéb hatranyos koriilmények
kozepette is hosszu ideig tulélnek (8.1. abra).
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8.1. abra A Caenorhabditis elegans életciklusa.

A Caenorhabditis elegans életciklusa egy folyamatabra, melyben az egyes fejlodési stadiumok egy kér mentén
helyezkednek el. Legfeliil, 12 6ranal, az adult allatbdl indul ki a embrionalis fejlodés 1épéseit abrazold 6 ovalis
kor. Utana kezdédnek az egyes larvastadiumok, egy kiilon elagazasban dbrazolva a Dauer larvastadiumot.
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A C. elegans embrionalis fejlddése 14 ora alatt zajlik le. A peték kikelése utan 4 larvastadium (L1-L4)
kozbeiktatasaval fejlddnek ki a szaporodoképes adultok, mintegy két nap leforgasa alatt. A tartos tapanyaghiany
vagy egyéb hatranyos koriilmények kozepette egy specialis, a normalis koriilmények kdzott nem jellemz6 larvaallapot
(dauer stadium) révén hosszu ideig tulélhetnek, majd megfeleld tapanyagellatottsag esetében adultokka is
fejlodhetnek. Forras: www.wormatlas.org

Autofagia az élethossz szabalyozasaban

A fonalférget eldszeretettel hasznaljak az ecetmuslicaval egyiitt élethossz vizsgalatokra, azaz hogy a kiilonféle
genetikai hatterek vagy kornyezeti hatdsok hogyan befolyasoljék azt, hogy ezek az allatok meddig élnek. Ezekbdl
az eredményekbdl természetesen nem josolhatd meg az emberek varhato élettartama, hiszen azt rengeteg olyan
kornyezeti, 1¢élektani és szocialis hatas befolyasolja amit nem lehet ilyen egyszerti gerinctelen modellek esetén
figyelembe venni. Valésziniileg leszlirhetéek azonban olyan altalanos fizioldgiai tényezdk és sejtbiologiai
folyamatok, melyek szerepet jatszhatnak a human élethossz meghatarozasaban.

Férgek esetén ismert hogy az inzulin receptorat kodold gén (DAF-2, dauer formation abnormal 2) funkcidvesztése
nagymértékben megnoveli a mutans allatok élethosszat. A feltételezések szerint ez annak kdszonhetd, hogy
lecsokken a sejtnovekedés és anyagesere intenzitasa. Beth Levine munkacsoportja mutatta ki azt elséként, hogy
az inzulin jelatvitel csokkenése az élethosszt autofagiaban szerepld génektdl fliggé moédon ndveli meg, majd arra
is fény deriilt, hogy az autofagia gének funkciovesztése a vad tipust férgek élethosszat is leroviditi (Melendez és
mtsai, 2003). A késObbi vizsgalatok alapjan az autofag gének a lecsokkent taplakozasi rata, TOR aktivitas (lasd
késébb) vagy mitokondrialis miikodés altal kivaltott élethosszt megndveld hatashoz is nélkiilozhetetlennek
bizonyultak férgekben. Ugy tiinik tehat, hogy akar minden, az élethosszt megndveld behatds részben az autofagia
révén fejtheti ki hatasat (To6th és mtsai, 2008).

Az autofagia szerepe a csiravonal specifikacié soran

A fonalférgek korai embrionalis fejlédése szigortian szabalyozott, az osztddasok soran keletkez6 sejtek pozicidja
¢és késobbi sorsuk is determinalt. A leendd ivarsejteket 1étrehozo csiravonal sejtjeire jellemz6 az RNS-ben gazdag
P granulumok citoplazmas jelenléte, melyek feltételezhetden a csirasejtekre jellemzd génexpresszids mintazat
kialakitasaban vesznek részt (8.2. abra).

8.2. abra P-granulumok jelenléte kétsejtes embrioban és a csirasejtekben (A) 2 sejtes fonalféreg embrio
posterior sejtjében P-granulumok jelenléte lathato. (B) Hermafrodita adultokban a csirasejtekben vannak jelen a
P-granulunok. A nyilfejek a P-granulumokat jeldlik mindkét abran. Forras: Development 2008, 135(5): 983-993.

Hong Zhang kutatdcsoportja egy nagyléptékli genetikai screen soran olyan géneket keresett, amelyek a P
granulumoknak az utddsejtekben valo egyenlétlen eloszlasat szabalyozzak fejlédd féreg embridkban. Normalis
esetben ilyen granulumok csak a csirasejtek dseiben talalhatok (Tian és mtsai, 2010). Zhang iranyitasaval az autofag
gének szamos mutansat izolaltak, amelyekben a csirasejtek mellett a leendd testi sejtek is P granulumokat
tartalmaztak (8.3. abra).
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8.3. abra P-granulumok elhelyezkedése C. elegans egyedfejlodése soran A vad tipusu fonalférgekben a P-
granulumok csak a csirasejtekben és az azokat létrehoz6 embrionalis sejtekben vannak jelen. Az autofag mutansokban
a testi sejtekben is kimutathat6 a P-granulumok jelenléte. Forras: F1000 Biol Rep. 2009: 29, 1:49.

Ebbdl azt a kovetkeztetést lehetett levonni, hogy a P granulumok eloszlasat az autofagia is szabalyozza a testi
sejtekben talalhat6 struktirak szelektiv lebontasa révén. Ez az ektopikus P granulum (EPG) screen a mar élesztd
vizsgélatok alapjan ismert autofag gének homoldgjai mellett tobb, allati sejtekre specifikus, autofagiahoz sziikséges
gént is azonositott. Ilyen példaul az emlds VMP1 (més néven TMEM49). Ez a dontden az endoplazmas retikulumban
elhelyezkedd fehérje még nem ismert modon sziikséges a megfelelé méretli fagofor kialakuldsdhoz és zarédasahoz.

Rovarok (példa: Drosophila melanogaster)

A gerinctelencken folyd kisérletek masik kedvelt alanya a Drosophila melanogaster, amely laboratdriumi
koriilmények kozott iivegfiolakban kénnyen tenyészthetd. Bar egyedfejlodése lassabb mint a fonalféregé (az imagok
kikelése mintegy 10 nappal a peterakast kovetden varhato), testfelépitésének bonyolultsagat, szerveit és élettanat
tekintve joval kozelebb all az eml6s6khoz, mint a férgek. Nagy elénye az igen szofisztikalt genetikai eszkozkészlet,
amellyel példaul genetikai mozaik allatok hozhatok 1étre. Ennek soran kiilonb6z6 genotipusu sejtek egyazon
allatban vagy szovetben vizsgalhatok, tehat bizonyos mutaciét homozigéta formaban hordozd vagy éppen egy
adott fehérjét tultermeld sejteket kontroll sejtek vesznek koriil. A mozaik analizis nem csak az egyébként a szervezet
szintjén letalitast okozo mutaciok vizsgalatat teszi lehet6vé, hanem az egyazon szoveten beliil elhelyezkedd,
egymassal szomszédos kontroll és genetikailag manipulalt sejtek 6sszehasonlitasa a biologiai rendszerekre egyébként
igen jellemz0 variabilitast is nagyrészt kikiiszoboli.

A muslica teljes atalakulassal fejlédd rovar, amely a metamorfozis soran larvabol kifejlett adultta alakul (8.4. abra).
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8.4. abra A Drosophila melanogaster életciklusa Az ecetmuslica teljes atalakuldssal fejlodoé rovar, amely a
metamorfozis soran larvabol kifejlett adultta alakul. A megtermékenyiilést kdvetden a pete burkan beliil zajlik le
koriilbeliil egy nap alatt az embriogenezis. A kikelést kdvetden 3 larvastadiumot kiilonithetiink el (L1, L2, L3).
Az harmadik larvastadiumot két részre oszthatjuk: taplalkozoé (F, feeding) és vandorl6 (W, wandering) szakaszra.
A L3W larvak szaraz helyet keresve vandorolnak, majd ezt kdveti a puparium (elébab) kialakulasa. A metamorfozis
folyamata soran a larvabdl 4 nap alatt kifejlett imago alakul ki.

A petékbdl kikeld larvak szélsdségesen alkalmazkodtak a rothadd gyiimolesben vagy hasonlé taplalékban torténd
minél gyorsabb novekedéshez. A larvat alkotd szovetek nagy része poliploidizalodik, igy a citokinéziseket
megsporolva hatalmasra nd. Példaul a majunkhoz és zsirszovetiinkhdz hasonlé zsirtest a larvalis fejlédés 4 napja
alatt (L1-L3 stadiumok) tdmegét mintegy 200-szorosara ndveli. Ezek a szervek a rengeteg raktarozott biomassza
révén megfelelo raktart biztositanak a diploid sejtek részére ¢hezés vagy metamorfozis soran. Ilyen koriilmények
kozepette a zsirtesthez hasonlo poliploid szovetekben dobbenetes mértékii autofag indukcio figyelheté meg, amely
a hemolimfaba jutva biztositja az imagdt kialakitd diploid szovetek taplalasat kiils tapanyag hidnyaban is. A
nagymérvi €heztetési vagy fejlodési autofag valasz €s a mozaik analizis kombinacidja egyiittesen a muslicat kivalo
modellallatta teszik az autofagia sejtszintli vizsgalatara. Emellett a féreg modellhez hasonldan az autofagia fizioldgias
jelentdsége is tanulmanyozhato.

Az autofagia hormonalis szabalyozasa

A muslica és a hasonld rovarok vedlésének és metamorfozisanak szabalyozasa sokoldalian és részletesen
tanulmanyozott folyamat (Riddiford, 1993). A vedlési hormon (ekdizon) egy szteranvazas molekula (8.5. abra),
szintje az egyes larvastadiumok végén megemelkedik.

O

8.5. abra A vedlési hormon aktiv formajanak (20-hidroxi-ekdizon) szerkezete. Forras: Wikipedia.

Amennyiben a juvenilis hormon szintje magas, akkor ez az ekdizon csucs a kovetkezd larvastadiumba vezetd
vedlést fogja kivaltani. Az utols6 (muslicaknal a harmadik) larvastadium soran azonban a juvenilis hormon szintje
lecsokken, és ilyenkor a magas ekdizon szint a metamorfozis megkezdését okozza. Els6 1épésben egy enyhe
ekdizonszint emelkedés valtja ki az addig taplalkozo allatok viselkedésének megvaltozasat: vandorolni kezdenek.
A vandorlas célja hogy megfelel6en szaraz helyet talaljon maganak az allat a babozdodashoz, és igy megkdnnyitse
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mar a bebabozodas elétt lepkefélék larvaiban (Sass és Kovacs, 1975). Drosophilaesetén ez nagyjabol 108 déraval
a peterakast kovetden, a 3. larvastadium vége felé torténik meg (Rusten és mtsai, 2004). Egy kdvetkezd,
nagysagrenddel magasabb ekdizonszint emelkedés hatasara 120 oranal kovetkezik be a puparium formalodas,
mely az el6bab (prepupa) stadium kezdete. 12 6ra mulva egy Gjabb ekdizon csucs valtja ki a tulajdonképpeni
vedlésnek tekinthetd valtozast, és innentdl beszéliink a tulajdonképpeni baballapotrol (pupa).

A vandorlas kezdetén a poliploid szévetekben megfigyelhetd autofig indukcié mar korabban is kivalthat6 éhezéssel.
Ezt a laborban a kb. 80-90 6ras larvak 20%-os cukoroldatba helyezésével a legkonnyebb kisérletesen vizsgalni,
ugyanis ebben a tomény oldatban a larvak nem siillyednek el, igy sem a megfulladés, sem pedig a szétmészas nem
okoz problémat. Megjegyzendd, hogy az allati szervezetek igen jelentds pufferkapacitassal birnak a tapanyagokra
nézve, igy a vérben vagy hemolimfaban keringé aminosavak mennyisége ilyen koriilmények kdzepette sem csokken
drasztikusan. Az ¢élesztdsejtekkel ellentétben az autofag indukcié dontéen hormonalis valtozasok révén zajlik.
Mind az éhezés, mind pedig a vandorlast kivaltd ekdizon csucs eredménye az lesz, hogy a zsirtest sejtekben
inaktivalodik az inzulin receptor (InR) szabdlyozta sejtndvekedési utvonal, mivel az agy pars intercerebralis
részében taldlhatd neuroszekrécios sejtek kevesebb inzulin-szerti ndvekedési faktort (IGF, insulin-like growth
factor) szekretalnak. Kovessiik végig hogy hogyan miikddik ez a jelatviteli tt!

Az inzulin/PI3BK/AKT és TOR jelatviteli utak szerepe

Az InR areceptor tirozin kinazok csaladjaba sorolhato, amikor aktiv akkor foszforilalja az inzulin receptor szubsztrat
(IRS) fehérjét. Az IRS ennek hatasara koti és aktivalja az I. osztalyba tartozo PI3K lipid kinazt. Fontos megjegyezni
hogy ez kiilonbozik a II1. osztalyba tartozo Vps34-t6l, amely a leg6sibbnek tekinthetd, mar élesztében is jelen van.
Az aktivalodott I. osztalyt PI3K szubsztratja is mas, ez ugyanis a plazmamembranban talalhato foszfatidil-inozitol
4,5-bisz-foszfatot alakitja foszfatidil-inozitol 3,4,5-trisz-foszfatta (PIP3). A PIP3 foszfolipidhez specifikusan k6td
doménnel rendelkez6 fehérjek (ilyen az un. PH domén) lesznek ennek a masodlagos hirvivé anyagnak az effektorai.
Elsésorban a PDK1 (foszfolipid-dependens kinaz), amely az AKT szerin-treonin kinazt fogja aktivalni. Az AKT
PDKI1 altali foszforilacio mellett szintén hordoz PH domént, tehat ugyanazt a foszfolipidet fogja kotni a
plazmambranban. Az aktiv AKT serkenti a sejtnovekedést és gatolja az apoptdzist, tovabba a TOR jelatvitel
aktivitasat is novelni tudja (8.6. abra).

PI3K
PI(4,5)P, PI(3,4,5)P,
PTEN
/ P-Akt PDK1 Akt
TSC1/TSC2
migracio
¢ proliferacio tulélés
mTOR

hiperproliferacié
hipertréfia

8.6. abra Az Akt kinaz szabalyozasa és hatasai. A foszfatidil inozitol 3 kinaz (PI3K) a plazmamembranban
talalhato foszfatidil-inozitol 4,5-bisz-foszfatot (PIP2) alakitja foszfatidil-inozitol 3,4,5-trisz-foszfatta (PIP3). A
folyamat reverzibilis, a PTEN (phosphatase és tensin homolog) a PIP3 PIP2-v¢ val6 visszaalakulasat katalizalja.
A PDK1 (foszfolipid-dependens kindz) foszforilalja és igy serkenti az Akt-ot, aktivalasahoz viszont PIP3 kotés is
sziikséges. Az aktiv Akt serkenti a proliferaciot, talélést és migraciot (zo1d nyilak), és gatolja a TSC1/2 komplexet
(piros nyil). Ennek hatasara az mTOR aktivitasa is nd, ami szintén serkenti a sejtndvekedést és a hipertrofiat. Pircs
Karolina abraja.

A TOR elnevezése a target of rapamycin roviditése. A rapamycin (mas néven sirolimus) egy makrolid tipusu
hatéanyag, melyet gombacllenes és immunszuppresszans (példaul szervatiiltetésnél a kilokédést megakadalyozo)
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kezelésekre, Gijabban pedig rakellenes szerként hasznalnak. Eredetileg egy Husvét-szigetekrdl (Rapa Nui, innen
ered a rapamycin név) szarmazo6 talajmintaban fedezték fel, a Streptomyces hygroscopius baktériumfaj termeli a
vele kompeticioban all6 gombak térnyerésének megakadalyozasara. A sejtekbe jutva a rapamicin az FKBP12
(FK506-binding protein of 12 kDa) alkot komplexet, és egyiitt a TOR kinazhoz koétddve inaktivaljak azt. A TOR
szerin-treonin kinaz az egyik legjelent6sebb jelatviteli csomopont az eukaridta sejtekben, ugyanis a sejt
energiaszintjét, az aminosavak mennyiségét és tobbsejtiiekben a kiilonféle ndvekedési faktorok jeleit integralja
(8.7. 4bra).

aminosavak

dikéz. egyéb novekedés: novekedés
. g .
5 S fakeorok faktorok
tipanyagok
rapamycin
stressz / ] 3
'L TOR
59 Raptor g Ructor
\
autofagia
s¢ytosnodas transzknpeio
fehéneszinténs setosztodas.
ctoszkeleton,
metaboli zmus,
seytek wildése
Torc1 Torc2

8.7. abra A TORC1 és TORC2 komplexek felépitése, szabalyozédasa és hatasaik A novekedési faktorok,
gliikoz, aminosavak és egyéb tapanyagok serkentik a TORCI komplex miikddését. A rapamycin és kiilonb6z6
stresszhatasok viszont gatoljak a TORCl1-et. Az aktiv TORC1 gatolja az autofagiat, serkenti a sejtosztodast, a
fehérjeszintézist €s bizonyos gének transzkripciojat. A TORC2 miikddését foleg novekedési faktorok befolyasoljak,
¢és legfoképpen a citoszkeletonra hat. A TORC1 és a TORC2 komplexek kozotti kiillonbséget a Raptor vagy Rictor
alegység jelenléte hatarozza meg. Nagy Péter abraja.

Elesztdben két homolég gén (TOR1 és TOR2) létezik, de a TOR2 funkcidja eltér, citoszkeletalis valtozasokat
szabalyoz. Magasabbrendiiekben ugyan csak egy TOR gén talalhato, viszont itt is két fehérjekomplexet képez:
mTORC1 (mammalian or mechanistic TOR complex 1) és mTORC2, az éleszt6h6z hasonlod funkcidkkal.
Megjegyzendd hogy rapamicinre csak az mTORCI érzékeny. A {6 kiilonbség az komplexek osszetételében az,
hogy az mTORCI1 egyik alegysége, a raptor (rapamycin-sensitive companion of TOR) helyett az mTORC2 esetén
a rictor (rapamycin-insensitive companion of TOR) fehérjét talaljuk. A TOR-t tobb kis GTPaz fehérje is aktivalja,
ezek egyike a Rheb. A fent emlitett AKT a TOR aktivitdsat ugy képes serkenti, hogy a TSC1-TSC2 (tuberous
sclerosis 1, 2) komplexet foszforilalva gatolja annak Rheb-re kifejtett GTPaz aktivator miikodését, tehat a Rheb
igy tobb ideig lesz aktiv, mieldtt GTP-t hidrolizalna.

A TOR {6 kimenetei kozé tartozik a transzlaciod serkentése és az autofagia gatlasa. A TOR szubsztratja példaul az
serkenti a transzlaciot. Egy masik TOR szubsztrat a 4EBP (elF-4E binding protein), ami a 4E jelii transzlacios
iniciacios faktort kotve gatolja a fehérjeszintézist. A 4EBP TOR altal torténd foszforilacioja megakadalyozza az
elF-4E-hez torténd kotését, azaz kikapesolja az iniciacid gatlast. A TOR itt nevesitett harmadik szubszratja pedig
az Atgl kinaz, amelyet inaktival. Az ¢hezés, vagy magasabb rendiieknél a ndvekedési faktorok megvonasa a
fentiekkel ellentétes folymatokhoz vezet, tehat transzlacid gatlast és autofag indukciot okoz (8.8. abra).

mTORC1 —
il MTOR |

(caplory " enssi

(86K
S6K
O
Fehérje-
szintézis, Riboszéma
metabolizmus  biogenezis Transzkripcié  Autofagia
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8.8. dbra Az aktiv emlés mTORCI1 altal szabalyozott legfontosabb folyamatok. Az mTORCI1 5 alegységbdl
épil fel: az mTOR-bAl, a Raptorbol, a Deptorbol, a PRAS40-bél és az mLST8-bol. Az mTORCI serkenti a
riboszomak biogenezisét €s bizonyos gének transzkripciojat. Az S6 kinazt aktivalva és és a 4E-BP-t gatolva serkenti
a fehérjeszintézist és metabolizmust. Az mTORC1 tobbek kozott az Atgl foszforilacioja révén gatolja az autofagiat.
Csikos Gyorgy abraja.

Emlitésre érdemes, hogy a legujabb eredmények alapjan az mTORCI a lizoszomakhoz kétodve aktiv, amihez egy
mésik, Rag tipusi GTPaz altali aktivacié is sziikséges. Ehezés soran a TOR inaktivalasra keriil és igy indukalodik
az autofagia. Ennek eredményeképpen az autolizoszomalis lebontds révén rengeteg hasznos alapanyag fog
ujrahasznosulni. Ezek viszont képesek a TOR-t reaktivalni, vagyis igy egy negativ visszacsatolassal szabalyozodhat
le az autofag indukcio. Feltételezik, hogy a TOR aktivitasat valamiképpen a lizoszomakban talalhato, illetve onnan
kijuté aminosavak mennyisége befolyasolja (8.9. abra).

AUTOFAGOSZOMAK

LIZOSZOMA

8.9. abra Feltételezések szerint a lizoszomakban talalhaté aminosavak mennyisége szabalyozza a mTORC1
aktivitasat. Az mTORCI gatlasa révén autofagia indukalodik, melynek soran az autofagoszomak szallitjak a
citoplazmas fehérjéket €s organellumokat a lizoszomakba. A vakuolaris (v-) ATP4az komplex biztositja a fehérjék
aminosavakra torténé bontasahoz sziikséges savas pH-t a lizoszomalis proteazok szamara. A lebontas soran
keletkezé aminosavak aktivaljak az v-ATPazhoz k6tédé mTORC1-et, amely negativ visszacsatolasi hurok révén
a tovabbi autofagoszomak keletkezését gatolja. Forras: Autophagy 2012; 8(12): 1875-6.

Az inzulin/PI3K/AKT és TOR jelatviteli rendszerek autofagiaban jatszott szerepét Thomas Neufeld kutatocsoportja
els6k kozott igazolta Drosophila mozaik analizis révén (ezt illusztraljak a 8.10-8.11-8.12-8.13. abrak).

8.10. abra Az Akt csendesitésének hatasa az autofagiara. Jol taplalt Drosophila larvak zsirtestsejtjeiben a zold
(GFP pozitiv) Akt géncsendesitett klonsejtekben megndvekszik az mCherry-Atg8a pozitiv autofag strukturak
mennyisége a szomszédos kontroll sejtekhez képest, ami megndvekedett autofag aktivitasra utal. Jol 1athatd, hogy
a szomszédos kontroll sejtekhez képest jelentés mértékben lecsdkkent az Akt géncsendesitett klonsejtek mérete
is. Piros: mCherry-Atg8a, zold: GFP, kék: sejtmag. Nagy Péter abraja.

8.11. abra A TOR géncsendesités hatasa az autofagiara. Jol taplalt Drosophila larvak zsirtestsejtjeiben a zold
(GFP pozitiv) TOR géncsendesitett klonsejtekben megndvekszik az mCherry-Atg8a pozitiv autofag strukturak
mennyisége a szomszédos kontroll sejtekhez képest, ami autofag indukciora utal. Vegyiik észre hogy a kontroll
sejtekhez képest jelentds mértékben lecsokken a TOR géncsendesitett klonsejtek mérete is. Piros: mCherry-Atg8a,
z0ld: GFP, kék: sejtmag. Nagy Péter abraja.
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8.12. dbra A PI3K tiltermeltetésének hatisa az autofagiara. Eheztetett Drosophila larvak zsirtestsejtjeiben a
z6ld (GFP pozitiv), PI3K-t tultermeld klonsejtekben szinte teljes mértékben gatolt az mCherry-Atg8a pozitiv
autofag struktirdk mennyisége a szomszédos kontroll sejtekhez képest, ami az autofag valasz hianyara utal. Jol
lathato, hogy a kornyez6 kontroll sejtekhez képest megnd a PI3K-t overexpresszald klonsejtek mérete is. Piros:
mCherry-Atg8a, zold: GFP, kék: sejtmag. Nagy Péter abraja.

8.13. 4bra A Rheb tiiltermeltetésének hatisa az autofagiira. Eheztetett Drosophila larvak zsirtestsejtjeiben a
z6ld (GFP pozitiv), Rheb-et tultermeld klonsejtekben nem lathatdak mCherry-Atg8a pozitiv struktarak a szomszédos
kontroll sejtekkel szemben, ami gatolt autofag valaszra utal. A kontroll sejtekhez képest ebben az esetben is megnd
a Rheb-et overexpresszalo klonsejtek mérete. Piros: mCherry-Atg8a, zold: GFP, kék: sejtmag. Nagy Péter abraja.

Ezek a folyamatok az allati sejtekben evoluciésan konzervalt utvonalak (Scott és mtsai, 2004), emiatt kertiltek
ebben a fejezetben részletes leirdsra.

Az autofagoszéma kialakulasa és érésének élettani jelentéosége

Az autofagia normalis élethosszt és kiilonféle sejtkarositdé anyagok (mint példaul az oxidacios stressz) elleni
hatékony védekezést befolyasolo szerepét Drosophila kisérletek is alatamasztjak. Az Atg7 mutans imagok fele
példaul 30 napos korukra elpusztul, mig a kontroll allatoknal ez 42 napnak adddik (Juhasz és mtsai, 2007). Az
oxidativ agensekkel (parakvat vagy hidrogén-peroxid) torténd kezelésre is érzékenyebbek ezek a mutansok,
feltételezhet6en azért mert az ezen szerek altal nagy mértékben karosodott fehérjék hatékony lebontasahoz az
autofagia is hozzajarul. Kiilondsen szembeotld hogy az Atg7 mutans muslicak nem képesek normalisan mozogni:
repiilési vagy maszasi képességiik koruk eldrehaladtaval dramaian lecsokken. Agyukban 30 napos korukra igen
kiterjedt sejtpusztulas figyelheté meg, és mind biokémiai, mind ultrastruktiralis vizsgalatokkal kimutathaté az
ubiquitinilalt fehérjeaggregatumok felhalmozodasa (8.14-8.15-8.16. abra).

1 2 3 4 M
3 napos adult ~ dreg adult“‘
[
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e v e Twd

8.14. abra Az ubiquitinilalt fehérjék felhalmozodnak az Atg7 mutansok agyaban A western blot az ubiquitinilalt
nagy molekulasulyu fehérjék felhalmozodasat mutatja. Mar a 3 napos imagok esetében is lathatoé a kontrollhoz
viszonyitva az ubiquitinilalt fehérjék szintjének megndvekedése az Atg7 mutansokban (1. és 2. oszlop) és ez az
eltérés még szembetlindbb a 30 napos, oreg adultok esetében (3. és 4. oszlop). Az M (marker) alatti oszlopban
szerepld szamok jelzik a molekulasulyokat kiloDaltonban kifejezve. A mintakhoz hasznalt futtatasi kontroll a
tubulin volt. Juhasz Gabor abraja.
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8.15. 4dbra Vad tipusi muslicak idegrendszerének ultrastruktiraja. A képen neuronok lathatok, melyek
jellegzetesen nagy sejtmagvai koriil talalhatd perikaryon régié mutatja be a normalis, 30 napos imagok agyara
jellemz6 morfologiat. Juhdsz Gabor felvétele.

8.16. abra 30 napos Atg7 mutans muslicak idegrendszerének ultrastrukturaja. A képen lathat6 neuronok
citoplazmajaban szamos fehérjeaggregdtum lathatod (egy résziik nyilakkal van jeldlve). Ilyenk koros inkluzios
testeket kontroll allatok agydban nem talalunk. Juhész Gabor felvétele.

Mivel hasonl6 fenotipusokat talaltak idegsejtspecifikus Atg7 vagy AtgS deléciot hordozo génkiiitott egereknél is,
ezen vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy az ubiquitin-proteaszoma rendszer mellett az autofagia is sziikséges
ezen lebontasra szant fehérjék hatékony eliminalasdhoz. Az utobbi évek kutatdsai soran kideriilt hogy ebben a
folyamatban specifikus, ubiquitint és Atg8 homologokat egyarant kotni képes autofag receptor fehérjék szerepelnek
(1asd késdbb a szelektiv autofagiarol szolo résznél).

A legujabb attorést az autofagoszomak érése kapcsan Drosophila és human sejttenyészeti adatok szolgaltattak
(Itakura és mtsai, 2012; Takats és mtsai, 2013). Mivel a vezikulafuziok tobbségét SNARE (SNAP [Soluble NSF
Attachment Protein] Receptor) fehérjék alkotta komplexek medialjak, ezért feltételezhetd volt hogy az
(Qa, b, c¢) és egy R SNARE alkot komplexet (a Q és R a mar sszeallt komplexben meghatarozott helyet elfoglald
glutamin és arginin aminosavoldallacokra utal). Az ¢lesztd sejtek esetén leirt, az autofagoszoma ¢€s a vakudlum
az autofagoszomak elsdsorban eldszor késéi endoszomakkal és nem feltétleniil kozvetlenil lizoszomakkal
egyesiilnek. Kideriilt hogy mind human, mind pedig muslica sejtek esetén a Qa SNARE Syntaxin 17 keriil a mar
kialakult autofagoszoma kiilsé membranjaba, egyelére még nem ismert moédon. A Syntaxin 17 koti a SNAP29
(Drosophila-ban ubisnap) fehérjét, ami két SNARE domént (Qbc) hordoz, viszont a legtobb SNARE-rel ellentétben
nincs transzmembran doménje. Ezek egyiittesen fogjak a késéi endoszomak és lizoszomak membranjaban
elhelyezked6 VAMP fehérjékkel (VAMP7 Drosophila ¢s VAMPS human sejtek esetén, R SNARE) kialakitani a
fuziot medialo SNARE komplexet. A Syntaxin 17 mutans imagok a kikelést kdvetéen néhany napon beliil
elpusztulnak, és tobbek kdzott idegsejtjeikben is autofagoszomak nagymérvii felhalmozddasat és az autolizoszomak
hianyat tapasztaltak (8.17. abra).
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8.17. abra Autofagoszomak felhalmozédasa Syntaxin 17 mutans, 2 napos imagéok idegrendszerében. A képen
lathatd neuronok citoplazmajanak nagy részét kettds membrannal hatarolt autofagoszomak toltik meg, mivel kés6i
endoszomakkal és lizoszomakkal fuzionalni nem képesek a Syntaxin 17 hianyéaban. Juhasz Gabor felvétele.

Mivel maszasi és repiilési képességeik is jelentdsen elmaradtak a kontroll allatokétol, ezek az adatok dsszeségében
arra utalnak, hogy nem csak az autofagia korai 1épései, hanem a mar szekvesztralt citoplazmarészlet autofag
lebontasa is esszencialis.

Az autofag fehérjekomplexek miikodése allati sejtekben

A gerinctelen és emlds sejtekre is jellemzd, az autofagia molekularis mechanizmusat dsszefoglalo 8.18. abra a
Drosophila Atg fehérjék példajan mutatja be mikodésiiket az autofagia egyes morfologiai 1épései soran.

s ﬁ“a ¢ kﬂvél; i FAGOFOR ERES ES
al 5
& dy prin AUTOFAGOSZOMA KIALAKULAS
¢ lampl % H*pumpa FAGOFOR Ubiquitin-szer(i konjugdcids rendszerek
KIALAKULAS Atg3, 5,7, 8a, 10, 12, 16
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8.18. abra Az autofagia mechanizmusa Novekedési faktorok jelenlétében, példaul az inzulin-receptor kozvetitett
moddon aktivalodik az Aktl, amely gatolja a TSC1/2 komplexet. Ebben az esetben a TOR kinaz aktitidsa megnd,
és gétolja az autofagia inicidciojaban kozponti szerepet jatszo Atgl kinaz komplexet. Ehezés esetén a TOR gatlodik,
ezaltal aktivalodik az autofagia folyamata. Az Atgl-kinaz komplex (Atgl, Atgl3, Atgl01, FIP200) aktivalodasa
mellett az Atg9 membran transzport fehérje szallit vezikuldkat a 1étrejovo pre-autofag struktirakhoz. A fagofor
(izolalé6 membran) kialakulasahoz sziikséges a Vps34 lipid kinaz komplex (Atg6, Atgl4, Vpsl5, Vps34) mitkodése.
A fagofor érése és novekedése soran korbeveszi a citoplazma egyes elemeit. Széleinek h6zidja révén bezarul, és
igy létrehoz egy kettés membrannal hatarolt vezikulat. Ezt autofagoszémanak nevezziik, melynek membranjaban
az Atg8a mellett esetleg még jelen van az Atgl8a és az Atg9 is. Az éréshez és az autofagoszéma kialakuldsdhoz
sziikséges a PI3P effektor Atg18a Atg2 és az ubiquitin szerﬁ konjugéci(')s rendszerek (Atg3 Ath Atg7 Atg8a,
szukseges a HOPS komplex Jelenlete ¢és megfeleld6 SNARE fehérjék (Syx17, SNAP29, VAMP7) miikddése. A
lizoszéma membranjaban talalhato, er6sen glikozilalt LAMP fehérjék a membrant védik a savas hidrolazoktol. A
lizoszémalis protonpumpa (v-ATP4az), melyet a Vha fehérjék épitenek fel, alakitja ki a lumenre jellemzd savas
pH-t. Az autolizoszomaban miikddo lebontd enzimek (savas hidrolazok) hatasara a bekebelezett anyag épitékoveire
bomlik. Nagy Péter abraja.
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Ellenorzo kérdések

1. Milyen hatésa van az ¢élethosszra az autofag gének funkciovesztésének férgekben és muslicakban?
2. Mik azok a P granulumok, és miért csak a fejlodoé C. elegans embridk csirasejtjeiben vannak jelen?

3. Milyen hormonok és hogyan szabalyozzak az autofagiat a teljes atalakulassal fejlédé rovarok metamorfozisa
soran?

4. Milyen tton és hogyan hatnak az inzulin-szerti névekedési faktorok (IGF) az autofagiara és a sejtnovekedésre?

5. Milyen molekularis mechanizmus biztositja az autofagoszomak autolizoszomava alakulasat?
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9. Az autofagia kutatas soran jelenleg
leggyakrabban alkalmazott médszerek éleszto,
gerinctelen és emlos rendszerekben

Az Atg fehérjék hierarchiaja

Az Atg géntermékek miikodését taglalo fejezetben leirtak alapjan elmondhato, hogy ezek a fehérjék funkcionalis
csoportokba rendezhetdk, és egymasutanisaguk nagyjabol meghatarozhato. Persze nem fejthetdek linedris sorba,

153

render

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Autofagia

hiszen egy egymassal bonyolult kapcsolatokkal rendelkez6 halozatként miikddnek, nem pedig tgy mint példaul a
glikolizis soran az egymast kovetd enzimek. Az eddig idézett publikaciokban az Atg gének hierarchiajat dontden
lokalizacios vizsgalatokkal probaltak meghatarozni (Suzuki és mtsai, 2007; Itakura és Mizushima, 2010). Az Atg
fehérjék tobbsége legalabbis atmenetileg megtalalhatd a képzodo fagofor teriiletén, igy a fluoreszcens riporter
fehérjek (ilyen példaul az adott fehérjéhez géntechnologiai modszerekkel fizionalt GFP [green fluorescent protein]
vagy mCherry), vagy immunofluoreszcens festések alapjan az endogén fehérje specifikus, a fluoreszcens
mikroszkopban pottydket alkotod elhelyezkedése vizsgalhato, és az egyéb megfeleld PAS markerekkel torténd
kolokalizacidja meghatarozhatd. Ilyen marker élesztében a pro-API aggregatum. Magasabb rendekben a p62 és
mas szelektiv autofag szallitmanyok (angolul cargo) hasznalhatok az Atg fehérjéket is hordozo PAS azonositasara.
Amennyiben az altalunk vizsgalt gén hidnyaban ez a specifikus lokalizacio eltiinik, akkor feltehetd, hogy a (riporter)
fehérje megfeleld célbajutasahoz az adott gén miikodése sziikséges. Fontos kiemelni, hogy ez a modszer is egyfajta
episztazis analizisnek tekinthetd, bar sok szempontbdl kiilonbozik a klasszikus, kettds mutansokra épitd genetikai
vizsgalatoktol.

Az eddigi élesztd és emlds sejttenyészeti vizsgélatok alapjan ugy tlinik, hogy az Atgl kindz komplex aktivalodik
elészor (legalabbis éhezés esetén), és ezt kovetik a lipid kindz komplex és effektorai. EmlGs sejttenyészeti sejtekben
ezek a fehérjék eldszeretettel lokalizdlnak a korabban mar targyalt omegaszomakhoz. Az Atg8-nak a képz6do
fagoforon valé megjelenése viszonylag késdi esemény, amihez az Atg2 ¢s VMP1 gének kivételével minden eddig
ismert kdzponti autofag gén miikodése sziikséges. Kozponti autofag gén alatt az egyszerliség kedvéért azokat a
géneket értjiik, melyek hianyaban a megfeleld stimulus altal indukalt autofagoszoma képzddés gatolt, és az adott
géntermék a fagofor keletkezésében kozvetlen szerepet jatszik (tehat kiesése nem egy fels6bb szabalyozasi titvonal,
mondjuk a ndvekedési jelatvitel aktivalasa révén fejti ki autofagia-gatlo hatasat).

A kovetkez6 fejezetekben attekintjiik az autofagia kutatdsaban jelenleg leggyakrabban hasznalt mddszereket,
melyek alkalmazhatoak az €leszt6tdl az emberi sejtekig.

Fluoreszcens és konfokalis mikroszkoépia

Az el6z6 bekezdésben emlitett lokalizacios vizsgalatokhoz sziikséges a megfeleld endogén fehérjét felismerd
ellenanyag (melyet fluoreszcensen jelolt masodlagos ellenanyag segitségével tesziink lathatova), vagy specifikus
riporter fehérje kifejeztetése az adott sejtben vagy él6lényben. Az elsé megkozelités elénye hogy jobban
reprezentalhatja a valos viszonyokat, bar a immunjeldléshez sziikséges fixalas okozhat miiterméket. Az utobbi
megkdzelités hatranya, hogy rendszerint overepresszalt fizios fehérjéken alapul, ami gyakran nem reprezentalja
megfelelden az endogén fehérje kifejezdési szintjét és lokalizacidjat. Nagy elonye viszont, hogy lehetdveé teszi
mikroszkopos videok készitését, ami betekintést enged a folyamat dinamikajaba.

Az autofagia vizsgalatok sordn messze a leggyakrabban hasznalt marker fehérje az Atg8 és homoldgjai. Emldsokben
tobb géncsalad is ide tartozik, koziilik az LC3 nevezetii fehérjét érdemes kiemelni. Ezeket a riportereket vagy
immunjeldléseket az esetek dontd tobbségében arra hasznaljak, hogy a mikroszkopban lathato, adott teriiletre es6
vagy sejtenkénti atlagos pottyszamot meghatarozzak (9.1. és-9.2. abra).

taplalkozo!

9.1. abra Endogén Atg8 immunofluoreszcens jelolése. Jol taplalt L3 stadiumt larvak zsirtestsejtjeiben a Syntaxin
17 géncsendesités (mely csak a pottyszerii eloszlast mutaté GFP-t expresszalo sejtekben torténik meg) az endogén
Atg8-pozitiv autofagoszomak felhalmozodasahoz vezet. Ez a jobb oldali panelen még szembetiindbb, ez ugyanis
csak az Atg8 immunfestés képét mutatja. A kdrnyezd kontroll sejtekben ilyen Atg8 jeldlést nem latunk. Piros:
anti-Atg8, zold: GFP, kék: sejtmag. Takats Szabolcs felvétele.
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9.2. abra GFP-fuziés LC3 riporter vizsgalata. A GFP-LC3-at kifejezd tenyésztett emlos sejtekben 2 oras €hezés

hatasara drasztikusan megn6 a GFP-pozitiv autofagoszomak szama a kontroll, jol taplalt sejtekhez (0 ora) viszonyitva.
Forras: Mol. Biol. Cell 2004; 15 (3), 1101-1111.

Mivel az Atg8/LC3 fehérje dontden az autofagoszomakat jeloli, ezzel a modszerrel az autofagoszéma szamot lehet
megbecsiilni(Kabeya és mtsai, 2000). Talan az egyik legfontosabb ezzel kapcsolatos kutatas soran Noboru Mizushima
vezetésével 1étrehoztak egy GFP-LC3 riportert kifejezo transzgénikus egértdrzset (Mizushima és mtsai, 2004).
Ennek vizsgalataval leirtak, hogy alapszinten a csecsemdmirigy és a szemlencse sejtjeire viszonylag sok GFP-LC3
potty jellemz0d, és ezek szama 24 ords éhezés hatasara nem valtozik. Ezzel ellentétben a maj, szivizom vagy
musculus gastrocnemius éhezés soran igen erbteljes GFP-LC3 pottyszam novekedést, tehat autofag indukciot
mutat.

Az Atg8/LC3 mellett egyéb Atg fehérje vagy szelektiv szallitmany lokalizacigjat is lehet tanulmanyozni a fenti
jelolési modszerrel. Leggyakrabban az egyes komplexekbdl az Atgl/ULK fehérjét, Atgl4-et, Atg9-ct, Atgl8-at,
és az Atgl6 vagy Atg5S fehérjéket vizsgaljak (ez utobbi kettdt fagofor markernek is tekintik, mivel az autofagoszoma
létrejottekor disszocialnak). Fontos azonban megemliteni, hogy ezen Atg fehérjék lokalizaciojat leginkabb az
autofagia kdzponti mechanizmusat célzé kutatasoknal vizsgaljak.

A modszerek kovetkezo csoportja olyan vegyiiletek alkalmazasan alapul, amelyek a membranokon atdiffundalva
a lizoszomak belsejébe keriilnek, ahol a savas kémhatas kdvetkeztében protonalddnak (un. lizoszomotrop agensek).
Az igy fellépd pozitiv toltés megakadalyozza kijutasukat, tehat a lizoszomak belsejében felhalmozodnak. Ezekre
avitalis, ¢l0 sejteken alkalmazott festésekre egy példa a Lysotracker Red, amely egy pirosan fluoreszkald vegyiilet.
A Drosophila zsirtest vizsgalata soran eldszeretettel alkalmazzak (Scott és mtsai, 2004), mivel valamilyen okbol
kifolyolag a jol taplalt allatok sejtjeiben levd lizoszomakat nem jeldli, csak az éhezés hatasara képzddod
autolizoszomakat festi (9.3. és 9.4. abra). Ennek oka lehet példaul az, hogy a lizoszomak ilyenkor aktivalodnak,
és pH-juk éhezés hatasara lecsokken.

9.3. abra Jol taplalt Drosophila larva zsirteste, Lysotracker Red festéssel. A jol taplalt allatok sejtjeiben levo
lizoszémakat nem jeldli a pirosan fluoreszkald festék, csak homogén hatteret latunk. Karpati Manuéla felvétele.
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9.4. dbra Eheztetett Drosophila larva zsirteste, Lysotracker Red festéssel. Az ¢heztetés hatasara megjelend
autolizoszomakat jeloli a pirosan fluoreszkald festék. Karpati Manuéla felvétele.

Transzmisszids elektronmikroszkoépia

Minden kétséget kizaroan ez a legrégebben, mar az autofagia kutatas kezdeteitol alkalmazott metodus, de még ma
isigen nagy jelent6ségii. Felbontasa révén ezzel a technikaval kdzvetleniil vizsgalhato a fagofor, az autofagoszéma
és az autolizoszoma ultrastrukturaja, a hatarolo membranok felépitése stb (9.5-9.7. abra).

9.5. abra A fagofor elektronmikroszkéopos morfologiaja. A képen lathato, résszer(i iirege alapjan kdnnyen
felismerhet6 fagofor mar majdnem teljesen korbezarult. Kovacs Attila felvétele.

9.6. Abra Autofagoszomak elektronmikroszkopos morfolégiaja. Syntaxin 17 mutans muslica larvék epidermisz
sejtjeiben igen nagy szamu, kettés membrannal hatarolt autofagoszoma (egy résziiket nyilhegy jeldli) halmozodik
fel. A kép jobb oldali részén a kutikula igen jellegzetes szerkezete latszik. Juhasz Gabor felvétele.

9.7. abra Autolizoszomak elektronmikroszképos morfolégiaja. A vad tipusi muslicalarvak zsirtest sejtjeiben
¢hezés hatasara rengeteg heterogén beltartalmt autolizoszoma (nyilak) képzédik. Az erds elektron denzitas a
degradacio kovetkezménye. A nyilhegyek autofagoszémakra mutatnak. Forras: Autophagy 2012: 8(7), 1124-35.
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Fontos azonban hogy nem csak a bonyolult mintaelokészités és a mikroszkop kezelése, hanem a latott struktarak
felismerése, megfeleld interpretalasa is igen nagy gyakorlatot igényel. Az altalanosan alkalmazott kémiai,
glutaraldehiddel torténd rogzitést kdveto viztelenités és bedgyazas egy igen jellegzetes miiterméket okoz: a fagofor
membranok, valamint az autofagoszoma kiils6 és belsé membranjai gyakran elvalnak egymastol a bioldgiai minta
eltéré mértékii zsugorodasa miatt (Eskelinen és mtsai, 2011). A jelenség egyik oka az lehet, hogy ezek a membranok
gyakorlatilag nem tartalmaznak transzmembran fehérjéket, és a glutaraldehid els6sorban a fehérjék kozott 1étesit
kovalens keresztkotéseket a rogzités soran, igy a lipidekben gazdag sejtalkotok kevésbé jol 6rzédnek meg. Ez az
iresnek tlind tér viszont igen megkodnnyiti az ilyen korai autofag strukturak felismerését (Kovacs és mtsai, 2000).

Természetesen lehetséges ultrastrukturalis szinten is immunjeldlést alkalmazni. Ennek soran a masodlagos ellenanyag
nem fluoreszcensen jelolt, hanem apré (5-20 nanométer atmérdjii) aranyszemcséhez van kapcsolva. Az
elektronmikroszkopos felvételeken ilyenkor az aranyszemcsék az ellenanyag altal felismert fehérje (példaul az
LC3 vagy a p62) helyét reprezentaljak (9.8. abra).

9.8. abra Elektronmikroszkopos immunjelolés. A képen az Atg7 mutidns muslica imagok agyaban felhalmozodo
fehérje aggregatum (nyillal jelolve) lathatd, amit az endogén p62-re specifikus ellenanyagot jel516 aranyszemcsék
is vilagosan azonositanak. M, mitokondrium. Juhasz Gabor felvétele.

Western blot

Ezzel a biokémiai médszerrel vizsgalhato poliakrilamid gélelektroforézist kovetéen a fehérjemintakban (altalaban
sejtekbdl késziilt lizatumokban) az adott ellenanyag altal jelolt fehérje jelenléte és expresszios szintje. Az esetek
donté tobbségében megint az Atg8/L.C3 fehérjét alkalmazzak, koszonhetdéen annak, hogy autofag indukcié soran
rendszerint megnd a lipidalt, aktiv, feltehetéen autofagoszéma-asszocialt Atg8/L.C3 szintje (9.9. abra).
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9.9. abra Anti-Atg8 Western blot Drosophila larvakbol késziilt fehérjemintan. Az Atg8 lipidacidjanak hatasara
megno a fehérje elektroforetikus mobilitasa, és jol 1atszik, hogyaz éheztetéssel indukalt autofagia soran megemelkedik
a lipidalt Atg8-1I tubulinhoz viszonyitott szintje. Varga Agnes felvétele.

Tubulin

Mivel a lipidacié6 megnoveli a fehérje elektroforetikus mobilitasat, igy ez a metodus alkalmas ezen valtozas
kimutatasara.
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A modszer szintén alkalmas egyéb poszttranszlaciés modositasok kimutatasara is. Példaul az Atg fehérjek
foszforilacios allapota valtozik az autofag indukcid soran, és ez az adott fehérje elektroforetikus mobilitasat
csokkenti (9.10. abra).
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9.10. abra Foszforilacio hatasa a fehérjék elektroforetikus mobilitasara. Ehezés (St, azaz starvation) hatésara
csokken a TOR szubsztratjainak, azaz az ULK1, 4E-BP1 és S6K fehérjék foszforilacios szintje. Vegyiik észre,
hogy az ULK1 és 4E-BP1 fehérjék elektroforetikus mobilitasa csdkken, mig az S6K esetén csak a foszforilalt
formara specifikus (S6K-P) ellenanyag alapjan szembet(ing a valtozas. Jol latszik, hogy az autofag indukcid soran
a lipidalt LC3-II mennyisége megnd. Forras: Mol. Biol. Cell 2009: 20 (7) 1981-1991.

Ez persze nem egy igazan specifikus valtozas, hiszen egy fehérje igen sok, akar tobb tucat aminosav oldallancan
is képes foszforilalodni és defoszforilalodni, és ezen események ereddje hatarozza meg a gélben torténd migraciod
sebességét. Idedlis esetben hasznalhatoak olyan specifikus ellenanyagok, amelyek az adott fehérje megfeleld
szakaszat csak megfeleld foszforilacios allapot esetén ismerik fel. Mivel azonban az Atg fehérjék szabalyozasanak
ilyen szintli biokémiai jellemzése még gyerekcipdben jar, ezért jelenleg ilyen vizsgalatokra még nem nagyon van
lehetdség.

Az Atg8/LC3 mellett a masik leggyakrabban alkamazott teszt azon alapul, hogy bizonyos specifikus autofag
szubsztratok, vagy masik kifejezéssel élve szallitmanyok mennyisége az autofag lebontéssal forditottan aranyos.
Erre a legjobb példa a szelektiv autofagiardl szold fejezetben részletesen targyaldsra keriild p62. Tehat a p62
mennyisége autofagia indukcidjakor elvileg csokken, mig az autofdgia gatlasa drasztikusan megemeli a mennyiségét
(9.11. éabra). Megjegyzendd, hogy ezek a fehérjék tobbféle funkcidt is ellatnak, és expresszidjuk gyakran
transzkripcidsan is szabalyozddik, igy nem feltétleniil csak az autofag lebontastol fiigg az adott fehérje mennyisége.

2 hetes imago fej

wt 7- 8a-

anti-

B LA |62

(100 kDa)
| B~ T =T ey
tubulin

9.11. 4bra Anti-p62 western blot Drosophila fejekbdél késziilt fehérje mintikon. A p62 felhalmozodik az Atg7
(7-) és Atg8a (8a-) mutans imagok fejében a kontrollhoz (wt, azaz wild type) viszonyitva. Forras: PLoS One.
2012;7(8):e44214.
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Genetikai analizis

Az 1990-es évek kozepétdl induld modszer mara mar klasszikus megkozelitési modnak szamit. A genetikai analizisre
korabban mar emlitett példakban az Atg gének hianyat vizsgaltak. Ha példaul ilyenkor lecsdkkent a vizsgalt férgek
vagy muslicak élethossza, akkor ebbdl nagy valosziniiséggel (de nem teljes biztonsaggal) arra lehet kdvetkeztetni,
hogy a valtozas az autofagia gatlasa miatt kdvetkezett be. Tulajdonképpen ebben rejlik az élesztében felfedezett
autofag gének egyik f0 jelentdsége, hiszen igy nem csak leiro jellegli, az autofagia szintjét dokumental6 kutatasokat
lehetett végezni, hanem lehetdvé valt ok-okozati viszonyok felderitését célzo, azaz mechanisztikus kisérletek
kivitelezése is. Fontos kiemelni azonban azt, hogy ez a modszer egyrészt indirekt, masrészt pedig feltételezi hogy
az adott Atg gén valoban csak az autofagidban szerepel. Ez sajnos nem mindig mondhato el, vagy el6fordulhat az
is, hogy egy adott gén szerepét egyéb folyamatokban azért nem irtak le, mert egyszeriien még senki sem vizsgalta.

Gatloszerek alkalmazasa

Mar az 1960-as évektdl alkalmaznak olyan kismolekulaju, a plazmamembranon atdiffundalni képes szereket,
amelyek az autofag struktirak megjelenését és a lebontas mértékét jellemzden befolyasoljak. Mara mar klasszikus
autofagia indukald szer a kordbban emlitett rapamicin (9.12. 4dbra), amely a TOR gatlasa révén fejti ki hatasat.
Hatranya viszont hogy nem specifikus az autofagiara, hiszen egyéb hatdsok mellett altalanos transzlaci6 gatlast is
okoz. A leggyakrabban alkalmazott autofagiat gatld szerek kozé tartozik a 3-metiladenin (9.13. dbra), amely a
foszfolipid kindzok specifikus inhibitora, igy feltételezhetden a Vps34 gatlasa révén hat az autofagiara. Emellett
tobb olyan szer is ismert, amely a lizoszomara fejti ki hatasat. Az élesztd esetén alkalmazott PMSF (9.14. abra),
vagy emlos sejtekben a leupeptin (9.15. abra) gatolja bizonyos kritikus hidrolazok aktivitadsat, ami az autofag
fehérjebontas csokkenéséhez vezet. A klorokvin (9.16. dbra) a Lysotracker Red-hez hasonléan felhalmozodik a
lizoszomakban, és egész egyszertien neutralizalja, azaz a savas pH-t semleges felé tolja el. A vakuolaris H ATPazok
gatloszerei (ilyen példaul a bafilomycin A 9.17. abra) a savas pH-t I€trehozd és fenntart6 proton pumpa gatlasaval
éri el ugyanezt a hatast. A pH emelkedése ilyenkor a lizoszomaban talalhat6 savas hidrolazok aktivitasat jelentésen
lecsokkenti.

9.12. Abra A rapamicin térszerkezete.

NH
o
tN | H>

CHsq

9.13. abra A 3-metiladenin térszerkezete.
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9.14. abra A PMSF (phenylmethanesulfonylfluoride) térszerkezete.

i H o7
)kN N\:)kN/\/\/N\[]/NHZ
LI }/H NH

9.15. abra A leupeptin térszerkezete.

MNQ

X

>
Cl N

9.16. abra A klorokvin térszerkezete.

H3CO

CHs CHy CHy

CH CHj

9.17. abra A bafilomycin A,térszerkezete.

Ezen drogkezelések hatranya lehet az, hogy hatasuk nem specifikus az autofagiara nézve. Példaul a lizoszomalis
emésztés gatlasa csokkenti a TOR kindz aktivitdsat a korabban mar targyalt Rag GTPazokon keresztiil, azaz nem
csak az autofag lebontast gatolja hanem ezzel egyidejlileg az autofagoszoma keletkezés mértékét is megnovelheti
(9.18. abra).
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9.18. abra A lizoszémalis lebontas gatlisa a TOR komplexen keresztiil befolyasolhatja az autofag indukciot.
Alapesetben (A panel) az autofagia révén a lizszomaban keletkezé aminosavak reaktivaljak a TOR komplexet,
ami az autofagiat gatolja, igy a folyamat idével lecseng. A lizoszomalis emésztés gatlasa (B panel) a TOR
inaktivalasa révén kihathat az autofagoszomak keletkezésére, és a reaktivaciot megakadalyozza. Forras: Autophagy
2012; 8(12): 1875-6.

Autofag fluxus vizsgalata

Az egyik legfontosabb kérdés az autofagia vizsgalata soran az, hogy egy adott kezelés vagy genetikai manipulacio
milyen hatassal van az autofag lebontasra. A fent felsorolt modszerek tobbsége csak egy pillanatfelvételt szolgaltat
a vizsgalt folyamatrol, és ezek alapjan nem mindig egyértelmi a kdvetkeztetés. Ha példaul egy adott kisérletben
minden jel arra mutat hogy megndtt az autofagoszomak szama, akkor ezt okozhatja korai indukcid (tobb
autofagoszoma keletkezés) vagy késobbi gatlas (ugyanannyi autofagoszoma keletkezik mint a kontroll sejtekben,
de azok példaul nem fuzionalnak lizoszomakkal, ezért felhalmozodnak). Ezért mindig elegedhetetlen az autofag
fluxus (azaz hogy mennyi anyag ,,folyik keresztiil” az autofag utvonalon) vizsgalata. A folyamatot tehat lehetdség
szerint teljes egészében kell vizsgalnunk, tehat a bemenet (autofagoszoma keletkezés) és a kimenet (autolizoszomalis
lebontas) mértékét és aranyat is meg kell hataroznunk.

Az egyik leggyakrabban alkalmazott technika a mikroszkdpban lathato Atg8/LC3 pottydk szamanak, vagy western
blot alapjéan a lipidalt forma mennyiségének meghatarozasa lizoszomalis lebontést gatlo szer (mint a fent emlitett
bafilomicin vagy klorokvin, vagy az E64 és pepsztatin kombinacioja) nélkiil és annak jelenlétében. Ezek a gatloszerek
az autofag lebontast megakadalyozzak, igy megnovelik mind az Atg8/LC3 pottyok szamat, mind pedig a lipidalt
fehérjemennyiséget (9.19-9.21. abrak).

kontroll

mCherry-Atg8a

9.19. abra mCherry-Atg8a riportert expresszalé muslica larvak zsirteste. Jol taplalt allatokban az
autofagoszomakat és autolizoszomakat jel616 mCherry-Atg8a riporter nagyon kevés pottydt mutat. Pircs Karolina
felvétele.

9.20. abra mCherry-Atg8a riportert expresszalé, klorokvin kezelt muslica larvak zsirteste. J61 taplalt allatok
tobb napig tartd klorokvin kezelése rengeteg mCherry-Atg8a pozitiv autofag struktira felhalmozodasahoz vezet.
Pircs Karolina felvétele.

EHEZES + +
E64d/PepA +
LC3 14
LC311 | -
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9.21. dbra Lizoszomalis gatloszer kezelés hatisa a lipidalt LC3 szintjére. Human sejttenyészeti kisérletekben
az ¢hezés megnoveli a lipidalt LC3 II mennyiségét. Mivel az LC3 az autofagia soran lebomlik, a lizoszémalis
enzimeket gatlo E64d/pepsztatin A kezelés hatasara felhalmozddik. Forras: Mol. Biol. Cell 2012; 23 (5): 896-909

Amennyiben a vizsgalt sejtben mar eleve gatolt volt a lizoszémalis lebontas, akkor viszont ezeknek a kezeléseknek
elvileg nincs hatasuk. Sajnos azt egyeldre kevesen veszik figyelembe, hogy a TOR aktivitasat csokkentheti a
lizoszomalis lebontas gatlasa, emiatt maga a fluxus meghatarozasat célzé drogkezelés nem csak a lebontast, hanem
az autofagoszoma keletkezést is befolyasolhatja (Juhasz, 2012).

Egy mésik megkozelités azon alapul, hogy a lizoszoéma az autofdgia soran szelektiven bekeriild fehérjéket lebontja.
Ilyen protein példaul az Atg8/LC3, és az ehhez erdsen kot specifikus szallitmany, a p62 is. Ez a GFP-vel vagy
mCherry-vel fuzionalt riporterekre is igaz, viszont ezek a fluoreszcens fehérjerészek a lizoszomaban kompakt
térszerkezetiik miatt joval lassabban bomlanak le. Tehat western blot segitségével kovethetd, hogy mennyi GFP-
LC3 vagy GFP-p62 bomlik le, mivel ez a lizoszoémalis proteolizis kovetkeztében keletkezd, a lebomlott LC3 vagy
p62 nélkiili szabad GFP mennyiségével aranyos (9.22. abra).

kontroll

0 4 w
p62 GFP
[
1. 2: - A
-
—
szabad
GFP
e’ |(27 kDa)
PRRp——
tubulin

9.22. abra A GFP-faziés p62 riporteren alapulé konverzios esszé. Autofagia indukcidjakor a p62-GFP molekula
p62 része gyorsan lebomlik, mig a lizoszomalis degradacionak jobban ellenallé szabad GFP megjelenik a western
blot kisérletekben. Ezen a képen az éheztetett (4) és vandorlo (W) allatokban lathato szabad GFP a taplalkozo (0)
allatokban nem mutathat6 ki. Forras: PLoS One. 2012; 7(8): e44214.

Ezt a technikat konverzios esszének nevezik, mivel a fuzids fehérje a lizoszomalis emésztés kdvetkeztében szabad
GFP-vé vagy mCherry-vé alakul. Az Atg8/LC3 és a p62 fuzids riporterei mikroszkopos szinten is felhasznalhatoak
fluxus vizsgalatokra. Ehhez dupla, GFP és mCherry cimkét egyarant hordozé riportereket hasznalnak. Ezek a
fuzios fehérjék a lizoszomaba jutnak, ahol azonban a GFP fluoreszcenciaja a savas pH hatésara kialszik, az mCherry-
vel ellentétben. Tehat példaul az mCherry-GFP-Atg8 riportert hasznalva az autofagoszomak sargak (egyszerre
z6ldek és pirosak), mig az autolizoszémak inkabb pirosak (csak mCherry-pozitivak) lesznek (9.23. ébra).

autofagoszéma

9.23. abra Az mCherry-GFP-Atg8a riporter felhasznilasa autofag fluxus vizsgalatara. Az mCherry-GFP-
Atg8a riportert expresszaldo muslica larvak zsirtestében rovid idejii éhezés soran foként apro, sarga (mCherry és
GFP pozitiv) autofagoszomak lathatok (bal oldali panel). Hosszu ideig tartdo ¢hezés esetén viszont a piros, csak
mCherry fluoreszcenciat mutato autolizoszomak jelenléte jellemzd (jobb oldali panel). Nagy Péter felvételei.

Osszegzésiil elmondhat6, hogy vizsgalataink soran célszerii minél tobbféle kisérleti megkozelitéssel vizsgalodni,
hogy a kiilonféle kisérletekben nyert adatok alapjan minél megbizhatobb kovetkeztetéseket tudjunk levonni az

162

http:// www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Autofagia

autofagiara nézve. Ezért is késziilt el nemrégiben egy, az autofagiaval foglalkozo kutatok nagy részének részvételével
megfogalmazott 0j ajanlas, amely a fenti modszerek targyalasa mellett egyéb metodikakat is részletesen leir
(Klionsky és mtsai, 2012).

Ellenorzo kérdések

—

. Az Atg fehérjkomplexek koziil melyek szerepelnek a fagofor kialakulas kezdeti, és melyek akésdbbi 1épéseiben?
2. Fluoreszcens mikroszkoppal hogyan vizsgalhaté az autofagia?

3. Milyen jellegzetes morfologiat mutatnak a kiilonféle autofag strukturak az elektronmikroszkopos felvételeken?
4. Milyen biokémiai modszerrel és hogyan vizsgalhat6 az autofagia?

5. Mi az egyik legerdsebb (bar indirekt) bizonyiték arra, hogy az autofagia egy adott folyamatban szerepel?

6. Miért sziikséges, és hogyan vizsgalhat6 az autofag fluxus?
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10. Az autofagia élettani és patologias szerepe
emlosokben

Az éhezés tulélése

Mar a legelso ismert élesztd autofag mutans vizsgalata kapcsan kideriilt, hogy a tapanyaghianyos idészak talélésének
biztositasa az autofagia valosziniileg legdsibb funkcioja(10.1. abra).

@ (o) enezes 0JO
@@ autofagia?t ®®

(O©) anezes
@@? autofaga

ATG"

10.1. dbra Ehezé éleszté sejtek. Ehezés hatésara az éleszté sejtekben indukéalodik az autofigia, ami segiti a
tulélésiiket. ATG mutans sejtek gyakorlatilag nem képesek autofiag lebontast végezni, igy ¢hezés hatasara
elpusztulnak. Varga Agnes abraja.

Ez természetesen nem csak az egysejtiiekre, hanem a novényekre és az allatokra is igaz. Erdemes tudni, hogy a
normalis egyedfejlédés soran vannak olyan idészakok amikor az allat nem taplalkozik. Erre kitind példa a
fonalférgek dauer larvaja, vagy az ecetmuslica metamorfézisa. Még az emlésok esetén is megfigyelhetoek ilyen,
fejlodéstanilag beprogramozott ,,éhezési” idoszakok. A sziiletés soran megszinik az addig az anyai szervezetb6l
a koldokzsindron keresztiil taipanyagokat szallitd 6sszekottetés, és még ha a sziiletést kovetéen rogton el is kezd
szopni az ujsziilott, akkor is tobb ora telik el mire a bélrendszer és a maj feldolgozza az elfogyasztott anyatejet.
Az egerek embrionalis fejlodése Atg5 hianyaban is végbemegy, azonban a (csaszarmetszéssel) tiirténd sziiletést
kovetéen 12 oran beliil elpusztulnak(10.2. abra).

szlletés
——
L <3

autofagiat

szlletés $
—_— c_

au 1a

ATG

10.2. abra A sziiletés utani elsé éhezési idoszak. Minden emlds 1jsziilott, igy az egerek is a sziiletés utani
idészakban tapanyaghianyos allapotnak vannak kitéve. A placentalis taplalas és az anyatej feldolgozasa kozotti
iddszakban a tulélést az autofagia segiti. ATG mutans egerek a sziiletés utan nem sokkal elpusztulnak. Varga Agnes
abraja.

Mesterséges taplalas esetén tulélik ezt a kritikus korai id6szakot, de két nappal késobb egyelére ismeretlen okbol
elpusztulnak (Kuma és mtsai, 2004). Nem ez a legkorabbi éhezési stressz viszont az emldsok életében. A petesejt
megtermékenyitését kovetden a létrejové zigdta ugyanis a sajat tapanyagraktiraira van utalva egészen a
beagyazodasig, s6t bizonyos mértékig azt kdvetden is, hiszen a méhlepény csak ezutan alakul ki és biztosit
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utanpotlast. Ezzel 6sszhangban a korai embriogenezisre jellemz6 igen gyors osztodasok soran az embrid mérete
nem novekszik, hanem a zigotaéval megegyez6 marad, tehat egyre tobb de egyre kisebb sejt épiti fel. A zigotaban
nagymérvii autofag indukci6 figyelheté meg, ami mar a megtermékenyités hatasara kezdetét veszi (Tsukamoto és
mtsai, 2008) (10.3. abra).

d\/
megtermékenyités
—— .
autofagiat morula
d\/
megtermékenyités
——

autofégia fejlédési hibak

ATG™

10.3. abra Autofagia a megtermékenyités soran. A megtermékenyitéstol a beagyazodasig az eml6sok zigotaja
sajat anyagait hasznalja fel, részben autofagia révén. Az autofag géntermékek hidnya a korai embrionalis fejlédés
soran osztddasi rendellenességekhez vezet. Varga Agnes abraja.

Ebben az idészakban nehézkes funkcidvesztéses vizsgalatokat végezni az anyai géntermékek (mRNS és fehérje)
jelenléte miatt. Maternalis és zigotikus Atg5 null mutans egér embriok vizsgalatakor azt tapasztaltak, hogy az
autofagia hianya a szedercsira allapot soran osztodasi rendellenességeket és késést okoz. A Noboru Mizushima
laborjaban végzett fenti kisérletek bizonyitottak az autofagia szerepét a korai embriogenezisre jellemzo6 és a
perinatalis éhezési periddusban.

A megfelel6 egyensuly (homeosztazis/homeodinamika)
fenntartasa az eukari6ta sejtekben és él6lényekben

Minden €16 rendszer képes fenntartani belsé folyamatainak egyensulyat, melyre gyakran a gorég eredetii
homeosztazis kifejezést hasznaljak. Sajnos ez, bar széles korben elterjedt, de mégsem teljesen jo elnevezés, hiszen
a sejt vagy ¢él6lény nem statikus rendszer: a sejteket alkotd6 makromolekulak nagy része, a sejtorganellumok, sot
az ¢él6lényt alkotod legtobb sejttipus is folyamatosan cserélddik. Ezért talan helyesebb homeodinamikardl beszélni,
mert ez a kifejezés jobban megragadja az élet soran fejlédo, érd, a kiilsé behatasokra megfeleléen reagald, majd
megoregedo sejtek és szervezetek miikodését.

A sejtek €s a szervezet szintjén is érvényes az a megallapitas, hogy normalis koriilmények kozott az anabolikus
(felépitd) és katabolikus (lebontd) folyamatok nagyjabdl egyensulyban vannak egymassal. Az eloregedd,
funkcioképtelen vagy feleslegessé valo sejtorganellumok lebontasa mellett az autofagia a fehérjék turnover-ében,
allando cserélédésében is kulcsszerepet jatszik. Hosszu id6 ota tartja magat az a hipotézis, hogy az ubiquitin-
proteaszoma rendszer elsdsorban a rovid féléletidejli, mig az autofag-lizoszoémalis utvonal a hosszu féléletidejii
fehérjék lebontasaban jatszik szerepet. Az autofagia ilyetén szerepérdl kialakult korabbi nézeteket alatdmasztottak
az Atg génekre szovetspecifikus knock-out (génkiiitott) egerek vizsgalataval sziiletett eredmények. Az Atg5 vagy
Atg7 neuronspecifikus delécidja ubiquitinilalt fehérjeaggregatumok felhalmozédasahoz vezet (Hara és mtsai, 2006;
Komatsu és mtsai, 2006). Ennek hatasara progressziv neurodegeneracio, az idegsejtek apoptotikus pusztulasa, és
az egerek mozgasi rendellenességei jelennek meg. Ezek, és az ecetmuslicakban tett, korabban emlitett hasonld
megfigyelések bizonyitottak minden kétséget kizaréan azt, hogy az autofagia alapszintti miitkodése soran (amelyre
gyakran a bazalis autofagia kifejezést hasznaljak) kulcsszerepet jatszik a megfeleld protein turnover fenntartasdban
(10.4. abra).
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10.4. abra Protein turnover. Az ubiquitinilalt fehérjék lebontasaért az ubiquitin-proteaszoéma rendszer felelds,
mig a nagyobb méretli ubiqitinilalt fehérjeaggregatumok autofagia tjan degradalddnak. Varga Agnes abraja.

Ennek hianyaban kiilonosen az idegsejtekhez hasonldan hosszu életidejii, terminalisan differencialodott sejtek
karosodast szenvednek.

Autofagia és oregedés

A gerincteleneken végzett genetikai vizsgalatokhoz hasonldéan emldsdk esetén is feltételezik, hogy az autofagia
megfeleld szintje késlelteti az dregedés folyamatat. Ez igen nagy jelentségu lehet, hiszen a sok embert érintd
problémak (rak vagy neurodegeneracios betegségek) is jellemzden ids korban alakulnak ki (Vellai és mtsai, 2009).
Patkany kisérletek alapjan ismert hogy az autofagia szintje, a lebont6 kapacitas egyre csokken az élet soran. Az
autofagiat indukalé kalorikus restrikcid, azaz csokkent mértéki taplalkozas (a korlatozas nélkiili evéssel jaro
kalériabevitel 60%-a) megndveli az élethosszt mind gerinctelen, mind pedig ragesalé modellekben. Fontos, hogy
ezekben a kisérletekben az allatok joval tovabb egészségesek is maradtak. Ezt human epidemiologiai adatok is
alatamasztjak: a nem éhezd, de szerényen taplalkozo és sok egészégesnek tartott ndvényi taplalékot fogyasztod
embercsoportok (mint példaul az Okinawa szigetén €16 japanok) kiilondsen hosszu varhato élettartammal
rendelkeznek (10.5. abra).

10.5. abra A hosszu élet egyik titka? A szerény, egészségesnek tartott névényi taplalékban gazdag diéta lehet a
hosszu €s egészséges €let egyik kulcsa, mint azt a képen lathatd 102 éves, aktiv életet €16 Okinawa szigetén €16
holgy példédja mutatja.

Beth Levine kutatocsoportjanak egyik legajabb, a napilapok hasabjaira is felkeriilt eredményei alapjan a testmozgas
(a vizsgalt egerek esetében a mokuskerékben futas) autofagiat indukal (He és mtsai, 2012). Azt tapasztaltak, hogy
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a testedzés hatasara a Bcl-2 fehérje 3 aminosav oldallancan foszforilalodik, és ez a kdlcsonhatas destabilizalja a
Bcl-2 Beclin-1-gyel (az Atg6 emls homologjaval) alkotott komplexét. igy a Beclin-1 felszabadul a Bel-2 gatlas
alol, ami hozzajarul a testedzés soran megndvekvd autofagidhoz. Létrehoztak egy mutans egértorzset ennek a
vizsgalatara olyan genetikai modositassal (knock-in), hogy az endogén Bcl2 fehérje normalisan az edzés hatasara
foszforilaciédd 3 aminosavét alaninra cserélték. igy az egerek minden vizsgilt tekintetben (példéul éhezéssel
indukalt autofagia) vad tipusra jellemzd fenotipust mutattak, de testedzés soran kevesebb autofagoszoéma keletkezett
a vaz- és szivizomszovetben. Ezek az egerek cukorbetegségre €s elhizasra hajlamosak, és a rendszeres testedzés
nem javitja allapotukat. Természetesen tlzas lenne minden életmodbeli valtozas dregedésre vagy egészségre
gyakorolt jotékony hatasat az autofagiara visszavezetni, de az talan mar bizton allithaté hogy a folyamat jelentds
szerepet jatszik az életiinkben (10.6. dbra).

10.6. abra A hosszu élet masik titka? A rendszeres futds (vagy mas hasznos testmozgas) igen jotékony hatasu a
kiilonféle betegségek kialakulasa ellen, mint példaul az elhizas, cukorbetegség vagy magas vérnyomas. Ezt a képen
lathat6 hosszutavfuto testalkata kivaloan illusztralja.

Az autofagia és a sejthalal

Pusztulo sejtekben gyakran megfigyelték a kiilonféle autofag vezikulak felhalmozodasat, ennek hatasara alkottak
meg a II. tipusu, autofag sejthalal kifejezést, igy kiilonboztetve meg ezeket a klasszikus apoptotikus morfologiat
mutato sejtpusztulastol (10.7., 10.8. abra).

10.7. abra Apoptotikus sejthalal. A képen egy muslica larva agyaanak elektron mikroszkopos felvétele lathato.
A proapoptotikus Hid gén tiltermelése a neuronok jo részében sejthalalt indukal. A kép kdzepén talalhaté pusztuld
sejtek sotét citoplazmajuk és zsugorodott morfoldgidjuk alapjan egyértelmiien felismerhetéek. Juhasz Gébor
felvétele.
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10.8. abra Autofagiaval kisért sejthalal. A larvalis muslica zsirtestben a metamorfozist megelézden rendkiviil
sok, erésen elektrondenz, a képen s6tétnek tiind autolizoszoma megjelenése lathato. A sejtek csak tobb nap mulva
pusztulnak el azonban, és nem feltétleniil az autofagia ilyen magas szintje a sejthalal kivalté oka. Juhasz Gabor
felvétele.

Altalaban igaz az a megallapitas, hogy az egyedileg pusztulé sejtekre inkabb jellemzé az apoptotikus morfologia,
mig a teljes szovetek visszafejlédése (regresszidja) soran igen nagymérvii autofagia indukcio torténik. A kezdeti
megfigyelések természetesen leiro jellegiiek voltak, hiszen csak az autofagia kdzponti mechanizmusaban szerepld
gének felfedezését kovetden valt lehetdvé annak tesztelése, hogy az autofagia milyen szerepet jatszik a folyamat
soran. Sokak meglepetésére az esetek dontd tobbségében azt talaltak, hogy az autofagia genetikai (esetleg
farmakologiai) gatlasa nem akadalyozza meg, s6t gyakran éppen hogy serkenti a sejtek pusztulasat (10.9. abra).
Altalaban ugyanis az autofagia a sejtek talélését szolgalja, és elképzelheté hogy ez a halal elétti indukci6 is egy
talélési kisérlet a sejt részérdl. Vannak persze kivételek, ilyen lehet példaul a muslica larvalis szovetek (bél,
nyalmirigy) metamorfozis soran torténé hisztolizise (Ryoo és Baehrecke, 2010). Ennek egyik magyarazata lehet
talan az hogy ezek a szdvetek egyszeriien til tomegesek, és nincs elég fagocita kapacitas pusztulasuk esetén a
keletkezd sejttormelék eltakaritasara, igy ,,eléemésztik” magukat. Felvetették annak a lehet&ségét is, hogy a pusztuld
sejtekben indukalodo autofagia a sejtfragmentek eltakaritasat segitheti eld. A kisérletek soran azt talaltak, hogy az
apoptozis autofagia hianyos sejtekben is lezajlott, azonban a megfeleld, makrofagok odacsalogatasat kivalto jeleket
a sejtek nem képesek produkalni (Qu és mtsai, 2007). Ezekre gyakran ,,eat me” és ,,come get me” szignalként
utalnak a szakirodalomban. Hipotézisiik szerint ezen pusztul6 sejtekben az autofagia energiatermeld szerepe miatt
sériilnek a sejtpusztulas ezen végso 1épései.

Muslicakban az Atgl kinaz tultermeltetése nem csak autofagiat, hanem id6vel a kaszpazok aktivalodasa altal kisért
sejthalalt is indukdl (Scott és mtsai, 2007). Osszeségében elmondhaté, hogy az autofig aktivitasnak van egy idealis
koriili szintje, hiszen a kisérleti adatok tobbsége alapjan a til sok €s a tlil kevés autofagia is megnoveli a sejtpusztulas
valészintiségét (10.9. abra).

optimalis
autofagia

apoptotikus
sejthalal

autofagia mériéke

10.9. abra Az autofagia és az apoptézis. Az autofagia optimalis szintje sziikséges a tuléléshez. Tl kevés és tal
sok autofagia egyarant apoptotikus sejthalalhoz vezethet. Varga Agnes abraja.

Adaptivimmunvalasz és gyulladas

Jol ismert, hogy az MHC 1. molekuldkon toérténd antigén prezentacid soran az immunproteaszoma hozza 1étre a
megfeleld, altalaban 8-11 aminosavas peptideket. Ezzel szemben a professzionalis antigén prezentdl6 sejteken
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(ilyenek példaul a makrofagok és dendritikus sejtek) talalhatd MHC II. molekulakon prezentalt 18-22 aminosavas
peptidek nem csak a késdi endoszomakban torténd limitalt proteolizis révén, hanem autofag uton (feltehetden
amfiszomakban) is keletkezhetnek (10.10. abra).

endoplazmas  Golgi = invarians lanc
retikulum » epitop
MHCII = - @
\ CD4" T-sejt

29 -
-

CD4 koraceptor

intracellularis

antigén ’multivezikula‘rls test

fagofér autofagoszoma

10.10. abra Az antigén prezentaci6 MHCII utvonala. A sejt altal bekebelezett vagy sajat fehérjék késoi
endoszomakban (multivezikularis testekben) kapcsolédnak a szekrécios utvonalon érkezé6 MHCII molekulakhoz,
limitalt proteolizist kovetden. Ezek az antigénként szolgald oligopeptidek nem csak a sejt altal felvett potencialis
patogének fehérjéinek endoszomalis Gton térténd degradacioja révén, hanem a sejtben talalhatd fehérjék autofag
lebontasa soran is keletkezhetnek. Nagy Péter abraja.

Ennek a folyamatnak igen fontos szerepet tulajdonitanak a sejteket megfert6z6 patogének elleni adaptiv immunvalasz
soran.

A fertdzéseket és szolid tumorokat gyakran kisérd gyulladasi reakciok fontos szerepet toltenek be a szervezet
védekezésében, bar a tulzott gyulladasi reakcid igen karos kovetkezményekkel jarhat. A folyamatban szerepld
hormonok, azaz gyulladasos citokinek egy része (példaul az interleukin-1 béta) nem-konvencialis szekrécids titon
jut ki a sejtekbdl (10.11. abra).

KONVENCIONALIS NEM KONVENCIONALIS
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10.11. abra Konvencionalis és nem konvencionalis szekrécids utvonalak. A szekréciora szant fehérjék tobbsége
a klasszikus, durva felszini endoplazmas retikulum — Golgi késziilék utvonalon jutnak ki a sejtb6l. A nem
konvencialis titon szekretalddo fehérjék szabad riboszomakon szintetizalodnak, igy a kijutas problémajat mashogyan
oldjak meg. Ezen nem konvencialis utak egyike az autofagoszomak szekrécidja. Nagy Péter abraja.

Ez azt jelenti, hogy nem az endoplazmas retikulumban szintetizalodik, hanem szabad riboszoémakon, igy
természetesen nem tud a Golgi-késziiléken keresztiil tavozni. Néhany éve fedezték fel, hogy az autofag gének
fehérje, és nem ismert hogy miért keriil szekréciora éhezés soran, viszont kimutathatd volt hogy szelektiven bekertil
olyan, specialis autofagoszomak belsejébe, amelyek lizoszomalis lebontas helyett kijuttatjak a sejtbél. Emlos
sejttenyészeti vizsgalatok késobb ramutattak, hogy az autofag géntermékek szintén sziikségesek az interleukin-1
az egyetlen nem-konvencialis szekrécios utvonal, de mivel sok olyan fehérje ismert ami az ER-Golgi rendszert6l
fuggetleniil jut ki sejtekbdl, valosziniileg az elkdvetkezendd években az autofag szekrécio révén kikeriil6 fehérjék
szama is noni fog.
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Az autofagia szerepe az egyéb betegségekben

Rengeteg tovabbi patologias allapot soran vizsgaltak és jelenleg is vizsgaljak az autofagia szerepét. Néhany példat
kiragadva az izomgyengeséggel és akar teljes bénulassal jaré vakuolaris miopatiakra jellemzd, hogy a kiilonféle
autofag vezikulak nagy mértékben felhalmozodnak az izomsejtekben, ami nyilvanvaléan a nem megfelel6 lebontas
miatt allhat eld. A Pompe és Danon betegségekre, tovabba az dregedés soran is jellemz0 szivizom gyengeség egyik
okakeént tartjak szamon a csokkent mértéki autofag lebontast. Ugyanakkor a sziv korosan oxigénhianyos allapotat
kovetd (ischemia-reperfiizid) hatalmas autofag indukcio mar karos is lehet. Vannak adatok az autofagia szerepérdl
tobbek kozott az elhizas, a cukorbetegség kialakulasa, a Crohn tipusu gyulladasos bélbetegség, a T-sejtek érése és
vérképzés soran is, de ezek tovabbi részletes targyalasa tulmutatna a jelen tankdnyv céljain. Az autofagia szerepét
a rak, néhany neurodegeneracios betegség és a patogének sejten beliili lebontasa soran a késébbi fejezetekben
elemezziik.

Ellenorzo kérdések

1. Mi az autofagia feltételezett legdsibb feladata?

2. Mire utalnak a homeosztazis/homeodinamika kifejezések, é¢s hogyan kapcsolddik ehhez az autofagia?
3. Elemezze a csokkent kaloriabevitel, testedzés és autofagia jelentéségét az dregedés soran!

4. Létezik-e autofag sejthalal?

5. Milyen szerepet jatszhat az autofagia az immunrendszer miikddése soran?
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11. Szelektiv autofag lebontas

Chaperone-medialt autofagia

A korabban mar targyalt CMA utvonalon a KFERQ aminosavszakaszt hordozo fehérjék keriilhetnek a lizoszomaba.
Ez a motivum a citoszolikus fehérjék harmadaban megtalalhatd, igy feltételezhetéen egyéb, még nem ismert
tulajdonsagok is befolyasoljak az Gitvonal szelektivitasat. A folyamat jelentdségére még igen kevés adat van, nagyon
sok ezzel kapcsolatos biokémiai vizsgalatot sejtlizatumokon végeztek (Wong és Cuervo, 2010). A feltételezések
szerint tobb, human betegségekben szerepld fehérje is képes ezen az utvonalon lebomlani, mint példaul a synuclein
fehérjék. Egy 0j tanulmany azt sugallta, hogy a Parkinson betegségben szerepet jatszé mutans synuclein a
lizoszomalis receptorként mitk6dé LAMP-2A csatornakhoz kotédik ugyan, de a lumenbe nem tud transzlokalodni
(11.1. abra). A csatornak eldugitasa miatt pedig egyéb fehérjék CMA utvonalon térténé bejutasa is gatlodhat.

Normal synuclein

]
LAMP-2A

Mutans synuclein

LAMP-2A

11.1. Abra A mutans synuclein gatolhatja a CMA fttvonalat. In vitro vizsgalatok azt suggaljak, hogy mig a
normalis synuclein fehérje képes a chaperone-medialta autofagia Gtjan lebomlani, addig a Parkinson-kor esetén
elé6fordulé mutans valtozat a LAMP-2A receptorhoz kétve gatolhatja a CMA-fiiggd lebontasi ttvonal miikddését.

Mikroautofagia

A mikroautofagia vizsgalatat eldszeretettel, végzik az egysejtll Pichia pastoris-ban, amely egy metilotrof élesztofaj.
Ezzel 6sszhangban metanol tartalmu taptalajon tenyésztve rengeteg peroxiszoma keletkezik a sejtekben. Ha a
taptalajt etanol-tartalmura cserélik, akkor a feleslegessé valo peroxiszomak egy kivételével szelektiv makroautofagia
(makropexofagia) révén lebomlanak. Ebben dontden a kanonikus makroautofagiahoz is sziikséges gének szerepelnek.
Viszont glukéz-tartalmu taptalaj hatasara a peroxiszomak szelektiv mikroautofagiaval (mikropexofagiaval) jutnak
a vakuoélumba (11.2. abra).

ETANOL
MIKROAUTOFAGIA
’ GLUKOZ

SEJTMAG

METANOL MAKROAUTOFAGIA

PEROXISZOMAK

VAKUOLUM

11.2. abra A pexofagia utvonalai. A metanol-tartalmu taptalajon tartott Pichia éleszt6 sejtek rengeteg peroxiszémat
tartalmaznak. Etanol hatasara az immaron feleslegessé valo peroxiszomak makroautofagia (makropexofagia), mig
cukros taptalajon mikroautofagia (mikropexofagia) révén bomlanak le. Varga Agnes abraja.

171

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Autofagia

A kiilonbség oka még nem ismert, de ez lehetdséget ad az indukalhato szelektiv peroxiszoma autofagia vizsgalatara
(11.3. abra).

11.3. Abra Pexofagia elektronmikroszképpal vizsgalva. A metanol tartalmu taptalajon felszaporodo peroxiszomak
(bal oldali kép) a taptalaj lecserélése kdvetkeztében feleslegessé valnak, igy (mikro- vagy makro-) autofagia révén
bekeriilnek a vakudlumba (V, jobb oldali kép). Pichia pastoris esetén a jellegzetes, az elektron mikroszkopos képen
szinte fekete fehérjekristaly jelenléte teszi konnyen felismerhetdvé a peroxiszomakat (P). Forras: Mol. Biol. Cell
2005; 16 (2), 446-457.

A mikropexofagiaban eredetileg leirt PAZ és GSA gének egy része a késébbiekben allélikusnak bizonyult a kozponti
Atg génekkel, de a folyamat molekularis eseményeinek megértésétél még messze allunk (Sakai és mtsai, 1998).

(Makro)autofagia

Ubiquitinilalt fehérjék lebontasa

Mint azt mar korabban emlitettiik, az autofagia f6 utvonala igen fontos szerepet jatszik az ubiquitinilalt fehérjék
lebontasaban. Ezt megfeleld szelektiv autofag receptor fehérjék biztositjak. A plazmamembranban elhelyezkedd
receptoroktol eltérden itt a receptor kifejezés csak arra vonatkozik, hogy ezek a molekulak képesek kétféle fehérjét
Osszekapesolni. Koziilik az egyik maga az ubiquitin, természetesen itt a (poli-) ubiquitinilalt fehérjékre kell
gondolni. A masik pedig az Atg8/LC3 csaladba tartozo, ubiquitin-szer( fehérjék. Ezen fehérjék interakcidinak az
eredménye az lesz, hogy az ubiquitinilalt fehérjék (a szallitmany) a képz6d6, Atg8-cal boritott fagoforhoz kétddnek
areceptoron keresztiil, majd egyiittesen a 1étrejott autofagoszoma belsejébe keriilnek (Lamark és Johansen, 2010).
A legtobbet vizsgalt Atg8-cal szelektiven kdlcsonhatasba 1ép6 fehérje a p62 (mas néven SQSTM-1, sequestosome-
1). A p62 az ubiquitinilalt fehérjéket UBA (ubiquitin-associated) doménje révén képes kotni, az Atg8/LC3-hoz
pedig egy rovid peptidszakasz, az AIM/LIR motivum (Atg8 interacting motif/LC3 interacting region) révén kot
(11.4. abra).

human p62 LIR 335 DDD THIS342
Drosophila p62 LIR 451 DPE BQLIMD 458

11.4. abra A LIR motivum. A képen a human és muslica p62 fehérjék LC3-mal, illetve Atg8-cal interakcioba
1ép6 régidjat (LIR) alkotd aminosavak sorrendje van feltiintetve. Forras: Int J Cell Biol. 2012; 146767.

Ez egy koriilbelill 8 aminosavas, altalaban rendezetlen fehérjerégioban elhelyezkedd szakasz. Az elsé harom
aminosav kozott gyakran vannak savas oldallancuak, a negyedik (0. pozicionak tekintett) mindig egy aromas
(triptofan, tirozin vagy fenilalanin), utana két savas vagy apolaros, végiil pedig a 3. pozicidban egy apolaros
oldallancu (leucin, izoleucin vagy valin) aminosav helyezkedik el (11.5. abra).

[DE] [DE] [DEST] [WFY] [DELIV] [X] [ILV]

11.5. abra A LIR régié konszenzus szekvencidja. A bizonyitottan Atg8/L.C3 molekulakat interakcioba 1&pd
fehérjék kotdszekvenciait dsszehasonlitva lehetséges konszenzus szekvenciat meghatarozni, ami az dbran van
feltiintetve. Fontos, hogy a 0. poziciéban levo aromas aminosav (W, F, vagy Y) és a 3. pozicioban elhelyezkedd
apolaros oldallanct aminosav (I, L vagy V) jatszik dont6 szerepet a kolcsonhatas soran, igy a tobbi aminosav a
konszenzustol természetesen eltérhet, mint az a 4. dbran bemutatott p62 példak esetén is lathato.

A legkritikusabb a 0. és 3. pozicid, mert ezek az aminosavak az Atg8/LC3 fehérje felszinén talalhato mélyedésekbe
kotnek (W és L hely, mert ide dokkolnak a triptofan- és a leucin-szerti oldallancok) (11.6. abra).
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11.6. abra Az Atg8/LC3 csaladba tartozo fehérjék térszerkezete. Az abra a jellegzetes, ubiquitin-foldnak
nevezett térszerkezetli Atg8/LC3 fehérjék felszinén taldlhatdé W és L helyeket mutatja be. Ezekhez kotnek a

--------

oldallancok. Nagy Péter abraja.

Az UBA és AIM/LIR mellett a p62-ben szintén megtalalhaté PB1 domén is elengedhetetlen a megfeleld funkciohoz,
ugyanis ez biztositja azt hogy a p62 masik p62 fehérjével, vagy egyéb PB1 domént hordozoé molekulakkal
aggregalodni tudjon. gy jon létre az a szelektiv receptorokat és ubiquitinilalt fehérjéket egyarant tartalmazo
aggregatum, ami koré tud néni a képz6d6 fagofor (11.7. abra).

1 [(PB1 440

11.7. abra A p62 fehérje doménszerkezete. A diagram a p62 autofigia szempontjabdl 1ényeges doménjeinek
elhelyezkedését mutatja be: a PB1 aggregaciot, a LIR motivum LC3 kotést, az UBA domén pedig az ubiqutinilalt
fehérjék kotését biztositja.

Mint azt mar korabban lattuk, autofagia hianyaban ezen aggregatumok szama és mérete is drasztikusan megné a
sejtekben. A p62 nem az egyetlen ilyen tipusu receptorfehérje. Kozvetlen kotdpartnere az NBR1 (neighbor of
BRCAL), ami szintén rendelkezik PB1, LIR és UBA doménekkel, bar ez a PB1 doménjara jellemz6 sajatossagok
miatt onmagaval nem tud aggregatumot képezni (11.8. abra).

1 PB1 966

11.8. abra Az NBR1 fehérje doménszerkezete. A diagram az NBR1 autofagia szempontjabol Iényeges doménjeinek
elhelyezkedését mutatja be: a PB1 aggregaciot, a LIR motivum LC3 kotést, az UBA domén pedig az ubiqutinilalt
fehérjék kotését biztositja.

Létezhetnek egyéb, még kelloképpen nem ismert jelek is, amelyek a koros fehérjeaggregatumok szelektiv autofag
lebontasat teszik lehetévé. A neurodegeneracios betegségek egy csoportjara jellemzd, hogy mutans, példaul
poliglutamin expanziot hordozoé fehérjék aggregatumai halmozodnak fel a sejtekben, mint az a Huntington-kor
esetén is megfigyelhetd. Mutans huntingtin fehérjét kifejezd tenyésztett sejtek vagy egér modellek esetén leirtak,
hogy az autofagia megfeleld hatdéanyagokkal (példaul rapamicin) torténd fokozasa csokkenti a koros aggregatumok
szintjét és a patologias folyamatok ellen hat (Ravikumar és mtsai, 2004).

Mitofagia

Mitofagia soran a képz4do6 fagofor szelektiven, egy adott mitokondriumot kérbenéve hozza 1étre az autofagoszomat
(11.9. abra).
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11.9. abra Mitofagia. A mitokondrium szelektiv lebontasa (mitofagia) soran a képz6do6 fagofor (f) a mitokondrium
felszinéhez asszocialva jon létre és novi korbe a degradacidra szant organellumot, igy a kérnyezd citoplazma
gyakorlatilag nem keriil bele az autofagoszémaba. Kovacs Attila felvétele.

A mitofagia jelensége igen jellemz6 a korai a retikulocita érés soran, hiszen ilyenkor az 6sszes mitokondrium
eliminalodik, az érett vorovértestben mar nincsenek jelen. Ebben a folyamatban szintén egy LIR motivummal
rendelkezd fehérje, a Nix jatszik fontos szerepet (Novak és mtsai, 2010). Erdekes modon a Nix génkiiitétt egerek
retikulocitaiban a mitokondriumok kdrbeveszik az autofagoszomakat ahelyett hogy bekertilnének.

Mar évtizedekkel ezel6tt leirtak, hogy a megtermékenyitést kdvetéen a spermiumokbdl szarmazé mitokondriumok
ubiquitinilalédnak. Jol ismert hogy a mitokondriumok maternalisan 6roklédnek. Sokaig nem volt vilagos, hogy
az apai mitokondriumok hogyan eliminaldédnak a zigdtdbol. A legujabb eredmények alapjan a spermiumokbol
szarmaz0, ubiquitinilalt mitokondriumok részben szelektiv autofagia révén bomlanak le (Sato és Sato, 2013). Még
nem ismert hogy milyen mechanizmus biztositja azt, hogy csak az apai mitokondrium ubiquitinilalodjon.
Elképzelhetd, hogy a spermiumokra jellemzd, igen intenziv mozgashoz sziikséges rengeteg energia igen rovid id6
alatt torténd eldallitdsa olyan mértékben karositja ezeket az organellumokat, hogy ez a kéarosodas lesz a jel a
szelektiv lebomlasra.

A mitofagia jelentdségét és molekularis mechanizmusat legjobban a Parkinson-korral kapcsolatos vizsgélatok
alapjan ismerjiik (Youle és van der Bliek, 2012). A mitokondriumok egy nagyon dinamikus hal6zatot alkotnak,
amelyre folyamatos fliziok és fissziok jellemzdek. Az 6rokletes Parkinson-kort kivaltd recessziv mutaciok vizsgalata
deritett fényt arra, hogy a PINK1 szerin-treonin kinaz és a Parkin ubiquitin ligdz kiesése a substantia nigra pars
compacta részében talalhaté dopaminerg idegsejtjeinek pusztulasahoz vezethet. A kés6bbi molekularis adatok
alapjan korvonalazodik ezen fehérjék mitofagiaban betoltott szerepe. Leirtak, hogy a mitokondriumok karosodasa
(példaul az elektron transzport lanc szétkapcsolasa, melyet megfelel drogkezeléssel mesterségesen is el6 lehet
idézni) miatt valamilyen Gton-modon a normalisan igen gyorsan lebomlo, folyamatosan cserél6dé PINK1 fehérje
stabilizalodik az adott organellum felszinén. Ezt kdveti a Parkin citosz6lbdl a mitokondrium felszinére torténd
transzlokalodasa, melynek eredményeképpen tobb mitokondrialis kiilsé membran fehérje is ubiquitinilalodni fog.
Ezek k6z¢ tartoznak a mitofuzin fehérjék, amelyek hianyaban a karosodott mitokondrium mar nem képes fuziora,
izolalodik, majd feltehetéen az ubiquitin cimkéknek kdszonhetden szelektiven lebomlik (11.10. abra).
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ROS

@ @@

autofagoszéma autolizoszéma

11.10. abra A mitofagia molekularis mechanizmusa. A sériilt mitokondriumokon még teljes egészében nem
ismert mechanizmus révén stabilizalodik a PINK1 kinaz. Ennek hatasara a Parkin a citoszolbdl a mitokondrium

.....

feltehetden a p62 és hasonlo szelektiv autofag receptorok kozvetitésével, az adott mitokondrium lebontasra kertil.
Forras: Biochem. J. 2012, 441: 523-540.

A folyamat elromlasa (PINK 1 vagy Parkin funkcidévesztés esetén) a karosodott mitokondriumok felhalmozodasahoz
vezet, ami hozzéjarulhat a Parkinson korra jellemz6 neurodegeneracios tiinetek kialakulasédhoz.

Xenofagia

A gorog xeno, azaz idegen szobol szarmazo kifejezés arra utal, hogy az allati sejtek képesek a bejutd patogéneket
(baktériumok, virusok) szelektiv autofagia révén lebontani. (11.11. abra)

/-\ Kijuté patogén
Fagoszéma
@ o @ 7 yhivitingeio
s Baktérium vs
w o @
NDPEZIpSZl
w2 JOPTN
NOP52 1,‘

Xenofagia

11.11. dbra A xenofagia folyamata. A citoplazmaba keriil6 patogén baktériumok felszinén elhelyezked6 fehérjék
tobbféle, itt nem részletezett mechanizmus révén ubiquitinilalodnak, valamint tovabbi, specifikus autofag degradaciot
kivalto jelek is megjeldlhetik ezeket. Ezen molekularis 1épések hatasara a specifikus autofag receptorok (mint
példaul az NDP52, p62 és az optineurin) a baktérium és az LC3 kotése révén medialjak a patogén autofag lebontasat.
Forras: Front. Immunol. 2013; 4:97.

Szigoru értelemben véve persze ezek nem sajat fehérjék vagy organellumok, de mivel bekeriiltek a citoszoélba igy
értelmezhetjiik ezt az Gtvonalat az autofagia egyik valtozataként. A legujabb kutatasok ramutattak, hogy az
endocitotikus vezikulumokbdl a citoplazmaba kijutd patogén baktériumok (példaul a Salmonella) felszine
ubiquitinilalodik. Ezt a p62 mellett egyéb szelektiv receptorok is felismerik, ilyenek az optineurin és az NDP52,
melyek szintén rendelkeznek LIR motivummal és ubiqutin is kdthetnek, azonban PB1 doménjiik nincs (11.12.
abra).

NDP52 1 LIR 446
OPTN 1 LIR] 577
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11.12. Abra Az NDP52 és OPTN fehérjék szerkezete. A diagramok az NDP52 ¢és Optineurin szelektiv xenofagia
receptorok autofagia szempontjabol 1ényeges, LC3-at k6td (LIR) és ubiquitinnel kélcsdonhaté (UBAN) régidinak
elhelyezkedését mutatja be.

Ezen molekularis 1épések eredményeképpen a baktérium a lizoszoémaba jutva lebomlik (Randow és mtsai, 2013).
Vegyiik észre, hogy ez a mechanizmus sok hasonldsdgot mutat a mitofagiaval. Ez valdsziniileg nem véletlen,
hiszen a mitokondriumok egy 6si szimbionta baktérium leszarmazottainak tekinthetok.

Egy igen érdekes megfigyelés az, hogy a lizoszomak kiilonosen hatékonyan képesek elpusztitani és lebontani
ezeket a mikroorganizmusokat. Proteomikai vizsgalatok soran szamos olyan rovid peptidet izolaltak lizoszomakbdl,
amelyeknek igen erételjes antimikrobialis hatdsa van. Kideriilt hogy ezek a peptidek az autofagia révén a lizoszémaba
jutd citoszolikus fehérjékbol szarmaznak. Mivel a lizoszémaban jonnek 1étre részleges emésztés révén, ezeket neo-
antimikrobidlis peptideknek is nevezik. Ilyen példdul a Fau vagy mas néven rpS30, amely a riboszéma kis
alegységének 30. szamu fehérjéje (11.13. abra).

O-2 @

autofagoszoma baktériumot tartalmazé
O autofagoszéma

lizoszéoma

11.13. abra A neoantimikrobialis peptidek keletkezése. A citoszolikus fehérjék egy része, mint példaul a Fau
(rpS30), autofagia révén a lizoszomaba keriilve antimikrobialis peptidekre (AMP) bomlik le. Az ilyen peptideket
tartalmazo lizoszomék rendkiviil hatékonyan képesek a bekeriil baktériumokat elpusztitani. Varga Agnes abraja.

Ellenorzo kérdések

1. Hogyan indukalhato kisérletesen a peroxiszomak lebomlasa?
2. Milyen autofag receptorokat ismer, és milyen kritikus fehérjemotivumok jellemzdek ezekre?
3. Milyen élettani és patologids szerepe lehet a mitofagidnak?

4. Hogyan tudnak autofagia révén védekezni a sejtek a bejutd patogének ellen?
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12. Az autofagia szerepe a sejtnovekedés és a
rak kialakulasa soran

Az autofagia és a sejtnovekedés rendszerint forditott
aranyban allnak

Mint az mar korabban részletes kifejtésre keriilt, a novekedési jelatviteli utak (mint példaul az AKT/PI3K és TOR
rendszerek) a sejtnovekedést és ebbol kifolydlag a sejtosztddast is serkentik, és az autofagiat gatoljak. Ez biztositja,
hogy a sejt igényeinek megfelelden koordinalddjék az anabolikus és katabolikus folyamatok egyenstlya (12.1.
abra).

AUTOFAGIA SEJTNOVEKEDES

12.1. abra A lebonté és felépito folyamatok egyensilya. A novekedési jelatviteli utak serkentik a sejtnovekedést
¢és gatoljak az autofagiat. A két folyamat egyensulyban van egymassal.

Egy intenziven ndvekvo és 0szt6do sejtnek rendszerint nincs akkora sziiksége az autofag lebont6 utvonalra, mint
egy nyugvo, akar terminalisan differencialodott sejtnek. A sejtnovekedés egyik f6 regulatora, a TOR kinaz az
Atgl-et (ULK1/2-t) kozvetleniil foszforilalja és gatolja. Az Atgl/ULK kinazok aktivalodasa viszont képes a TOR-
t foszforilalva gatolni, tehat igy felerésiteni az autofag indukcio és sejtndvekedés gatlasanak mértékét (12.2. abra).

TOR ATG1/ULK

A—/

SEJTNOVEKEDES AUTOFAGIA

12.2. abra A lebont6 és felépitd folyamatokat szabalyozé jelatviteli események. A TOR kinaz serkenti a
sejtnovekedést és az ATG1/ULK foszforilalasan keresztiil gatolja az autofagiat. Az aktiv ATG1/ULK kinaz viszont
képes a TOR-t foszforilalva gatolni azt, igy felerdsiti az autofag indukciot és a sejtnovekedés gatlast .

Természetesen emellett rengeteg egyéb, pozitiv és negativ visszacsatolasi 1épés vesz részt ezen folyamatok
finomszabalyozasaban (Alers és mtsai, 2012).

Az Atg gének szerepe a tumor szuppressziéoban

Az élesztd Atg6 homologjarol, a Beclin-1 génrdl kideriilt, hogy haploinszufficiens tumor szuppresszor. Ez azt
jelenti, hogy a gén egyik alléljének elveszése megnoveli a rak kialakulasanak valdsziniiségét. Ez nem feltétleniil
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az autofag aktivitas csokkenése miatt van, hiszen ne feledjiik hogy ez a fehérje tobbek kozott az endocitdzisban is
szerepel. A késobbi vizsgalatok viszont kideritették, hogy az Atg7 gén majspecifikus delécidja joindulati tumorok
kialakul4sat eredményezi (Takamura és mtsai, 2011). Erdemes kiemelni, hogy a kdzponti autofag gének elveszése
nem feltétlentll jar egyiitt az autofag lebontas teljes hianyaval. Mind éleszté, mind Drosophila, mind pedig human
adatok arra utalnak, hogy az Atg mutans €ldlényekben az autofag aktivitas drasztikusan lecsdkken a vad tipus 10-
25 szazalékara, de ez a szam nem nulla! Ezzel egyiitt az Atg7 hianya természetesen egyiitt jar a szelektiv autofag
receptor p62 (ami egyben szubsztrat, azaz szallitmany is) felhalmozodasaval. Az Atg7 p62 kettds mutans hepatocitak
azonban nem voltak képesek tumorokat képezni, vagyis a p62 valamiképpen sziikséges az autofagia hianyaban
meginduld tumorigenezishez. A p62 fehérjérdl érdemes tudni, hogy rengeteg folyamatban szerepel a szelektiv
autofagia mellett. Ilyenek a csontképzddés, a zsirszovet megfeleld kialakulasa, valamint az antioxidans valasz. Ez
utobbit targyaljuk részletesebben!

A p62/Keap1/Nrf2 utvonal

A p62 fehérjében az LC3 kotdhely (LIR) mellett talalhatd egy masik peptidszakasz, amelyet KIR-nek neveznek
(Keapl interacting region). Ebbol mar kitalalhato, hogy a p62 ennek révén képes kotni a Keapl (Kelch-like ECH-
associated protein 1) fehérjét. No de mi az a Keap1, és mi a szerepe?

A Keapl gyakorlatilag egy intracellularis oxidécios stressz szenzor. Két Keapl molekula kozvetitésével képes a
Cullin 3 fehérje (ami egy ubiquitin ligaz) az Nrf2-h6z (Nuclear factor erythroid-derived 2-like 2) kotni. A Keapl
a citoplazmaban tartja és a Cullin 3 segitségével ubiqutinilalja az Nrf2-t, igy annak féléletideje normal koriilmények
kozepette igen rovid (kb. 20 perc) a folyamatos proteaszomalis degradacionak kdszonhetden. Oxidacios vagy
elektrofil stressz hatasara, azaz amikor példaul a reaktiv oxigéngyokok koncentracioja megnd, a Keapl megfeleld
cisztein oldallancai révén ezt érzékeli, és a folyamat eredményeképpen disszocial az Nrf2-t6l. Az Nrf2 ennek
hatasara egyrészt stabilizalodik, szintje megnd, masrészt szabadon képes bejutni a sejtmagba, ahol a megfeleld
célgének transzkripcidjat aktivalja. Az Nrf2 célgénjeire jellemzd, hogy tigynevezett ARE (antioxidant response
element) szekvenciakat hordoznak a promoteriikben. Ezek a gének jellemzden antioxidans funkciokat ellato
enzimeket (mint példaul a glutation S-transzferaz) kodolnak, és igy csokkentik a Keapl altal érzékelt stressz hatasat
(12.3. abra).

normal korulmények

S
/l
Nif2 N2

l f Nrf2 degradécié
oxid4ciés stressz

antioxidans valasz

N2

Nrf2 aktivacio ARE

sejtmag

12.3. abra A Keapl/Nrf2 rendszer. Alapesetben a Keapl koti az Nrf2 transzkripcios faktort, ennek
eredményeképpen a Cullin 3 ubiquitin ligaz kdzremiikodésével az Nrf2 proteaszomalis uton lebomlik. Elektrofil
vagy oxidacios stressz hatasara a Keapl disszocial az Nrf2-t6l, ami igy stabilizalodik és a sejtmagba jutva
célgénjeinek atirddasat serkenti. Az igy szintetizal6dé antioxidans enzimek szerepe az oxidacios stressz csokkentése.

A sejttenyészeti és egér vizsgalatok kideritették, hogy az autofagia gatlasakor felhalmoz6do p62 képes a Keapl-
et kotni, igy megsziintetve a Keap1-Nrf2 kodlesonhatast (Inami és mtsai, 2011). Ezt a p62-ben megtalalhaté KIR
motivum (Keap1 interacting region) teszi lehetévé, ami megsziinteti a Keap1-Nrf2 interakciot (12.4. abra).

178

http:// www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Autofagia

human p62 KIR 344 KEVDPSTEBIQSL 356
Drosophila p62 KIR 484 VRDFGQIGELRQ 496

V4

lathato. Pirossal a kritikus, kdzponti szekvenciarészlet van kiemelve. Forras: Int J Cell Biol. 2012; 146767.

A kotés eredménye pedig a megnovekedd antioxidans sejtvalasz, ami még nem ismert moédon serkenti a
tumorigenezist. Vannak arra vonatkozo adatok, hogy autofagia hianyaban nem csak koros fehérjeaggregatumok,
hanem karosodott sejtorganellumok is felhalmozodnak. Amennyiben ez a jelenség a mitokondriumokra is érvényes,
akkor gondolhatunk arra, hogy a hibas mitokondrium reaktiv oxigén gyokoket hoz 1étre és ezzel ,,szennyezi” az
intracellularis teret. Ez kiilondsen igaz lehet a szétkapcsolt elektron transzport lanccal rendelkezé mitokondriumokra.
Ne feledjiik, hogy ezek a vegyiiletek képesek karositani nem csak a fehérjéket, hanem a sejtmagba diffundalva a
DNS-t is. Emiatt megné a mutacios rata, ami kdzismerten melegagya a rak kialakulasanak (12.5. abra).

. ANTIOXIDANS
500 PB2 e NIf2 ey A
JeP VALASZ

AUTOFAGIA|

@ —p O* =P DNS MUTACIO

12.5. dbra Az autofagia és a mutacios rata lehetséges kapcsolata. Autofagia gatlasakor megnd a hibas, nem
megfeleléen miikodo organellumok, igy a mitkondriumok szama is. A feltételezések szerint ezek a mitokondriumok
sok reaktiv oxigén gyokot termelnek, ami mutagén hatasu. Ezt a hatast csokkentheti az autofagia hibdja miatt
felhalmozodo p62, ami az Nrf2 jelatvitelt serkentve antioxidans valaszhoz vezet.

Metabolikus stressz

Az elégtelen mennyiségii taplalék alapvetden befolyasolja a sejtek miikddését, és mint lattuk, autofagiat indukal.
Az autofagia révén a sejtek képesek atvészelni ezt a kedvezétlen idszakot, mivel a nélkiilozhetd anyagok lebontasa
€s ujrahasznositasa révén eldallitott alapanyagok mind a fehérjeszintézis, mind pedig a mitokondrialis energiatermeld
folyamatok igényeit képesek ellatni. Kedvezétlen koriilmények a mar kialakultszolid tumorokban is megfigyelhetdk,
hiszen gyakran jellemzd rajuk az elégtelen keringés miatt 1étrejové oxigén- €s tapanyaghianyos allapot, kiilondsen
a tumor bels6 részein. A hosszas éhezés apoptdzishoz vezet, ami az autofigia hianyaban sokkal hamarabb
megtorténik. Sejttenyészeti kisérletek azonban azt mutatjak, hogy nem minden sejt pusztul el ilyen metabolikus
stressz hatasara. Bizonyos sejtek kiilonbozé okokbol csokkent mértékli autofag valaszt produkalnak ugyan, de
mégis talélnek. A feltételezések szerint ezekben a sejtekben megnd a karosodott sejtorganellumok szdma és az
oxidacios stressz mértéke, felhalmozodik a p62, antioxidans valasz indukalodik, és megnd a mutacios rata. Bizonyos
rak kialakulast modellezd kisérletek (példaul egerek alacsony dozist karcinogénnel vald kezelése) alapjan
elmondhat6, hogy a tumorigenezis kezdetén is megfigyelhetd az autofagia szintjének csdkkenése (de nem teljes
hianya!). A fenti folyamatok hatasara létrejovo raksejtek azonban, talan meglepé modon, de az eredeti szovethez
képest megndvekedett autofag aktivitast mutatnak (12.6. abra).

‘ NORMAL MALIGNUS RAKSEJT

TUMOR
INICIACIO

AUTOFAGIA
SZINT

TUMOR PROGRESSZIO

12.6. abra Az autofag aktivitas valtozasa a tumor progresszio soran. A feltételezések szerint az autofag aktivitas
csokkenése a rak kialakulasanak kezdeti 1épéseihez hozzajarulhat, azonban a tumor progresszié kés6bbi szakaszaban
szintje az eredeti szovetnél magasabb, igy segitheti a rdksejtek novekedését, tulélését és malignans fenotipusanak
fenntartasat.

Ez az agressziv, intenziven ndvekvd raksejtek megvaltozott anyagceseréjével allhat dsszefiiggésben (White, 2012).
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Warburg effektus

Otto Warburg német biokémikus mar egy évszazaddal ezelott felfigyelt arra, hogy az intenziven névekvo raksejtek
a normalisnal joval tobb cukrot (és mint késébb kideriilt glutamint) fogyasztanak, amelyet meglepéen alacsony
oxigénigény kisér. Az ¢ kutatasai alapjan nevezték el ezt a jelenséget Warburg hatasnak, ami gyakorlatilag egy
aerob aerob koriilmények kozott is intenziven folyo glikolizisnek felel meg. Eredményei nyoman Nobel-dijat is
kapott. Az elmult évtized kutatasai alapjan elmondhatd, hogy ez a fajta anyagcsere nem csak a raksejtekre, hanem
altalaban az intenziven ndvekvo szovetekre, vagy akar egysejtiiekre is jellemz6. A klasszikus, biokémia kurzusokan
tanitott anyagcsere leginkabb nyugvo sejtekre jellemz6. Ennek soran egy glukézmolekulabol oxigén felhasznalasaval
a glikolizis és oxidativ foszforilacio soran 36 ATP molekula johet Iétre, és az ,,elégetett” cukor széndioxid formajaban
tavozik. Oxigén hianyaban csak anaerob glikolizisre van lehetdség, ami 2 ATP molekulat képes produkalni, és
példaul tejsav lesz a végtermék. Ezzel szemben az aerob glikolizis (Warburg effektus) soran nagyjabol 4 ATP
keletkezik, valamennyi széndioxid és viszonylag sok tejsav mellett (12.7. abra).

Eit

nove kedésy Kincs novekedeési jel

Sejtosztodas Nyugvo sejt
: aerob . oxidativ
gluk6z — s AATP  glukoz — ags ot ATP

12.7. abra A Warburg effektus. Intenziven oszt6do sejtek glukozmolekulanként csak kb. 4 ATP-t szintetizalnak
aerob glikolizis révén (ezt a jelenséget hivjuk Warburg hatasnak), szemben a nyugvoé sejtekre jellemz6 oxidativ
foszforilacio soran keletkez6é 36 ATP molekulaval.

Els6 ranézésre ez talan ellentmondas lehet, hiszen gy tlinik hogy az intenziven oszt6dd és novekvd sejtek
pazarolnak. Azonban érdemes tudni azt, hogy az egysejtlieckre ez akkor jellemz6, ha a kornyezetben jelen levd
tapanyagok mennyisége nem limitalé tényezé. Allatok esetén rendszerint a tipanyagok szintje viszonylag allandd
a vérben. Itt a novekedési faktorok jelenléte donti el, hogy milyen utvonalat fog kdvetni az adott sejt. Ugyan
energiat ez a fajta proliferativ anyagcsere kevesebbet termel, viszont joval tobb biomasszat allit eld. Ez részben
van mert a citromsav ciklusba bejutni nem képes koztes termék, a piruvat felhalmozodasa miatt a glikolitikus
intermedierek szintje is megnd. Ezek igy elterelddnek olyan bioszintetikus utvonalak fel¢, mint példaul a nukleotid
bioszintézis. A pontos metabolikus utak targyalasa nem tartozik a kurzus anyagaba, de érdemes megemliteni, hogy
araksejtek gyakran hordoznak olyan mutaciokat, amelyek kozrejatszanak az anyagcsere atprogramozasaban, és a
metabolitok bioszintetikus utak felé terelésében. Van olyan elmélet, amely szerint az autofagia az intenziven
novekvo raksejtek megfeleld energiaszintjének fenntartasahoz sziikséges.

Onkogén és non-onkogén addikciés utvonalak

Rengeteg akadémiai és gydgyszeripari kutatas arra irdnyul hogy a raksejtekben hiperaktiv jelatviteli utak gatlasaval
hatékony gyogyszert allitsanak el6. Ez azon a megfigyelésen alapul, hogy az aktivalodott onkogén gatlasa a tumor
regresszidjahoz vezet, mert a sejt csak az aktiv onkogén jelenlétében mutatja a rakra jellemzd tulajdonsagokat,
mint hiperproliferaci6 vagy apoptdzis rezisztencia. Ez az onkogén addikcio jelensége. llyen gatloszereket jellemzden
meghatdrozott aktiv centrummal rendelkez6 enzimek ellen lehet viszonylag konnyen létrehozni. Az eddigi
probalkozasok alapjdn a mas fehérjéket kot jelatvivok (mint példaul a kis GTP-az Ras) vagy transzkripcids
faktorok (ilyen a Myc, a raksejtekben leggyakrabban deregulaciora kertild cellularis onkogén) ellen jéval nehezebb
potencialis hatéanyagot fejleszteni. Egy viszonylag uj megkozelités szerint az onkogének hatdsara jellemzden
megvaltozo anyagcsere is egyfajta fliggéséghez vezethet. Ez azt jelenti, hogy egy adott folyamat elengedhetetlenné
valik az ilyen raksejtek szamara, holott normal szovetben nélkiilozhets. Tehat ha ezt a folyamatot specifikus
hatéanyaggal gétolni tudjuk, akkor a raksejtek az aktiv onkogén jelenlétében sem tudnak osztddni vagy talélni.

Egér és muslica kisérletek alapjan is azt tapasztaltak hogy a Myc overexpresszidja a drasztikusan megnévekvo
transzlacios aktivitas kovetkeztében nem megfeleld térszerkezetii fehérjék felhalmozddasahoz vezet (unfolded
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protein response). Ez aktivalja a PERK nevezetii kinazt, aminek eredményeképpen megné az autofagia szintje.
Autofagia hidnyaban a Myc overexpresszio hatasara bekdvetkezd intenziv sejtndvekedés és tumor progresszio
gatolt (Hart és mtsai, 2012; Nagy és mtsai, 2013) (12.8. abra).

MYC1
TRANSZLACIO?

UPR?T

|

PERK?

AUTOFAGIA?T

12.8. abra Az autofagia szerepe onkogén Myc-indukalta tumorigenezisben. A transzkripcios faktor Myc
overexpresszidja olyan mértékben megndveli a transzlacié mértékét, hogy nem megfeleld térszerkezetii fehérjék
felhalmozodnak (UPR, unfolded protein response). Ennek kovetkeztében aktivalodik a PERK kinadz, ami autofagiat
indukalva feltehetéen hozzajarul a Myc okozta stressz kivédéséhez. PERK vagy autofigia hianyaban a Myc
overexpresszid nem képes sejtndvekedést és proliferaciot indukalni egér és muslica modellekben. Nagy Péter
abraja.

Kovetkezésképpen, az autofagia egy potencialis non-onkogén addikcids Gtvonal lehet. Ezzel 6sszhangban vannak
azok a megfigyelések, hogy a klorokvin kezelés képes bizonyos tumorok regresszidjat kivaltani egér modellekben.
Amint azt mar emlitettiik, a klorokvin egy lizoszoémalis pH-t neutralizalo szer, eredetileg a maléaria kezelésére
engedélyezte hasznalatat az FDA (Federal Drug Agency, az amerikai gyogyszerfeliigyeleti hatosag). A malaria
parazita ugyanis egy specialis, savas vakudlum segitségével szabadul meg a felesleges anyagcseretermékektol, és
a klorokvin képes volt a fert6zést gydgyitani. Sajnos a nyaklo nélkiili klorokvin hasznalat rezisztens malaria
valtozatok elterjedéséhez vezetett. igy erre a betegségre ma méar nem hasznalhato,. Jelenleg viszont jabban klinikai
kisérletekben alkalmazzak rakbetegeknél egyéb kezelések kiegészitésére. Természetesen a klorokvin nem szelektiv
az autofagiara nézve, €s szamos mellékhatasa lehet. A gézerdvel zajlo specifikus autofagia gatloszerek (mint
példaul Atg7-et gatld drog) kifejlesztése a jelenlegieknél sokkal hatékonyabb szerek alkalmazasat is remélhetdleg
lehetéve teszi majd (Cheong és mtsai, 2012).

Az autofagia pro-tumor és tumor szuppresszor hatasai

A fentiek tiikrében jol latszik, hogy az autofagia szerepét a rak soran nem lehet egyértelmiien meghatarozni. Az
autofag aktivitds csokkenése eldsegitheti a primer tumor kialakulasat, tehat tumor szuppresszor folyamatnak
tekinthetd. Arra is vannak adatok, hogy az onkogén aktivacié altal kivaltott szeneszcencia, azaz sejtes 6regedés
soran is fontos szerepet jatszik. Ugyanakkor az autofagia sziikséges lehet a raksejtek tuléléséhez, és a megvaltozott
metabolizmus, vagy elégtelen keringés miatt fellépd tapanyaghianyos allapotban (12.9. 4bra).

. ONKOGEN
—p —
NORMAL SEJT AKTIVAGI® SZENESZCENCIA

HIPOXIA pTOFAGIAT
EHEZES
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WARBURG -
HATAS AUTOFAGIA
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12.9. abra Az autofagia kettés szerepe a tumorigenezis soran. Az autofagia a primer tumor kialakulasa ellen
hat (az abran zold felirattal kiemelve) feltehetden a mutacids rata csokkentése révén, valamint onkogén aktivaciot
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kdvetden a sejtes dregedés serkentésével. Azonban mar kialakult tumorsejtek talélését facilitalja a szolid tumorra
jellemzd hipoxias €s tapanyaghianyos allapotok soran. Elképzelhetd, hogy a raksejtek megvaltozott anyagcseréje
(Warburg effektus) is igényli az autofag uton keletkezd, ujra felhasznalhaté bomlastermékeket.

Ez tdmadaspontot nytjthat megfeleld terapias eljarasok kifejlesztéséhez. Nehéz tehat egyértelmiien allast foglalni
az autofagia karos vagy hasznos voltat firtato kérdésben. Az egészséges ember esetén talan jobb ha normalis vagy
kicsit emelkedett az autofag aktivitas, mig egy mar rakos beteg kezelésében hatékonynak gydgymodnak bizonyulhat
az autofagia gatlasa.

Ellenorzo kérdések

1. Milyen viszonyban all egymassal rendszerint az autofagia és a sejtndvekedés?
2. Milyen kapcsolat van az autofagia gatlas és az antioxidans valasz kozott?

3. Hogyan segitheti el6 az autofagia a raksejtek tulélését?

4. Mi az a Warburg hatas?

5. Miben kiilnbozik az onkogén addikcié a non-onkogén addikciotol?

6. Milyen tumor szuppresszor és tumor promoter hatdsai vannak az autofagianak?
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13. Az autofagia szerepe az idegsejtek
pusztulasaval jaré betegségekben

A neurodegenerativ betegségek meghatarozasa

A kozponti idegrendszert sujto, az idegsejteknek a fizioldgias mértéket joval meghalado intenziv, regionalis €s
tobbnyire szelektiv pusztuladsaval jaro korképeket a neurodegenerativ betegségek gytjténévvel illetjiik. Klinikai
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és neuropatologiai szempontbol igen heterogén, s6t, sok esetben kevert tiineteket mutatd betegség-csoportrol van
Sz0.

A neurodegenerativ rendellenességek legismertebb és leggyakrabban el6fordul6 tipusai az Alzheimer-, a Parkinson-
¢és a Huntington-kor, az amiotrofias lateralszklerozis (ALS) és a prion betegségek.

”

A kozos jellemzd: patogén konformacidju fehérje formak
megjelenése

Molekularis sejtpatologiai szinten valamennyi korkép hatterében az all, hogy a sejtek egy vagy tobb, egyébként
extracellularis aggregéciora fokozottan hajlamos, részlegesen vagy teljesen proteaz rezisztens, patologids hatast
peptidek halmozoddnak fel (konformaciés betegségek). A definitiv diagnozis legbiztosabb eszkoze még ma is a
paciensek agyabodl szarmazo6 (poszt-mortem) metszeteken az aggregatumok legfébb fehérje komponenseinek,
illetve azok szoveti €s sejtes eloszlasi mintazatanak immunhisztokémiai modszerrel torténd kimutatésa.

Az Alzheimer-korban (AK) az amiloid prekurzor fehérje (amyloid precursor protein, APP) egyik, koros hasitési
terméke, az amiloid-beta (AP 4,) igen nagy ¢és jellegzetes filamentaris szerkezetli aggregatumokat (plakkokat)
formal az extracellularis térben’ (13.1. és 13.2. abra).

T e X

b - ¥ .
=" - / g &
® X g
" g o
) Bk e 1'7 5
wes .
o €y -t ..
L .
~ % ¢
P 5 Py
e w ¥
A -~
Y i
e A ! N o ooy @- a i
M - S <% , =

13.1. abra Filamentaris szerkezetii amiloid plakk Alzheimer-koros paciens agyszovetében (hematoxilin-eozin
festés). A felvétel kozepén jol lathatd a sugaras elrendez6désii filamentumokbol allo extracellularis amiloid
lerakodas, melynek kdzponti része tomor, periféridja lazabb szerkezetl (nyilhegyek). A plakkot s6tétlila sejtmagva
mikroglia sejtek veszik koriik (nyilak).

! Az APP egy masik hasitasi terméke az Ay is képez extracellularis aggregatumokat. Ezek az igynevezett szenilis plakkok, amelyeknek a
szama az oregedéssel parhuzamosan altalaban gyarapszik, de jelenlétiik nem parosul patologias tiinetekkel.
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13.2. Abra Amiloid-beta immunhisztokémiai kimutatasa Alzheimer-koros beteg agyszévet mintajaban. Az
immunhisztokémiai jeldlés egyértelmiien bizonyitja, hogy az amiloid-plakk legfobb fehérje-komponense az AB[
Az extracellularis plakk sugaras felépitésii, a perifériajan lazabb szerkezetii, a beta-amiloid kdtegek koze beékelddve
néhany apro glia sejtmag is azonosithato (vilagoskék nyilak). (DAB el6hivas, hemalaun magfestés.)

Az AK masik, a betegség stlyossagaval rendkiviil jol korrelalo szovetpatologiai bélyege a mikrotubulus asszocialt
fehérjék (MAP) csoportjaba tartozo tau fehérjébdl allo intracellularis neurofibrillaris kdtegek (neurofibrillary
tangle, NFT) megjelenése és regionalis expanzidja (13.3. abra).

13.3. abra Tau fehérje immunhisztokémiai kimutatisa Alzheimer-koros beteg agymintajaban. Az
immunpozitivitast barna csapadék jelzi, ami kiemeli a felvétel kozepén lathato két idegsejtet (fehér nyilak). A bal
oldali sejtet szaggatott fehér vonallal koriilrajzoltuk, citoplazmajaban a tau tartalmu neurofibrillaris koteg gyertyalang
alak. A jobb oldali neuron sejtmagjara piros nyil mutat. (DAB el6hivas, hemalaun magfestés.)

A Parkinson-kor (PK) legjellegzetesebb neuropatologiai bélyegei az igynevezett Lewy-testek és a Lewy-neuritek.
Immunhisztokémiai jel6lés alapjan egyértelmii, hogy mindkét intraneuronalis aggregatum f6 komponense az
o-szinuklein (13.4. abra).
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13.4. abra Lewy-test és Lewy-neurit Parkinson-koros beteg kozépagyanak substantia nigra magjaban. A
felvétel kdzepén jellegzetes (vilagosbarna kdzpontl €s sotétbarna sz¢lii) aszinuklein pozitiv intracellularis aggregatum
(Lewy-test) lathato (piros nyilak), mellette jobbra két megvastagodott, szintén immunpozitiv Lewy-neurit (piros
nyilhegyek). A Lewy-testet tartalmazo sejt magjara vilagoskék, a citoplazmaban felhalmoz6dé melanin pigment
szemcsékre z6ld nyil mutat. (a-szinuklein immunhisztokémiai kimutatas, DAB el6hivas, hematoxilin magfestés.)

A prion betegségeknél a koros prion protein (PrPP: patogén prion protein, PrPS: scrapie prion protein) extra- és
intracellularis felhalmozodast is mutat. Az extracellularis lokalizacio tipusa is kétféle: lehet ugynevezett plakk-
szeri (13.5. abra) vagy perivakuolaris (13.6. abra).
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13.5. 4bra Koros prionfehérje immunhisztokémiai kimutatisa Creutzfeldt-Jakob beteg (CJBZ) kisagykérgében.
Nagyméretii, plakk-szer(i, extracellularis fehérje lerakodasok (piros nyil) egy Purkinje sejt (csillag) kdzelében és
a szemcsesejtek (kék nyil) kozott. (DAB el6hivas, hemalaun magfestés.)

Ry -

13.6. abra Koros prion fehérje perivakuolaris felhalmozddasa Creutzfeldt-Jakob beteg agyanak parietalis
kérgében. A fénymikroszkopos felvételen jol lathatok a prion betegség jellegzetes neuropatologiai bélyegei, az
ugynevezett szivacsos 1éziok és a koriilottiik, kozottiik felhalmozodo prion fehérje lerakodasok (piros csapadék).
(PrP immunhisztokémiai kimutatds, FAST-red eldhivas, hemalaun magfestés.)

A PrP*° intracellularis felhalmozodasa szemcsés jellegli (13.7. abra), ami arra utal, hogy a koros prion fehérje a
citoplazmaban membrannal hatarolt struktirakban akkumulalodik.

2 CJB = Creutzfeldt-Jakob betegség, a leggyakoribb human prion betegség, amelynek csaladi halmozodasu, orokletes formaja (az 6sszes CJB
eset 10-15 %-a) és Gn. sporadikus formaja (az 6sszes CJB eset 85-90 %-a) is ismert. A genetikai eredetii CJB hatterében a prion fehérje génjének,
a PRNP-nek a mutacidja all.
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13.7. abra A prion fehérje patologias konformaciojui izomerjének intraneuronalis felhalmozédasa. Genetikai
(E200K mutans) CJB paciens idegsejtjeiben kisebb, szemcsés (nyil) és nagyobb, granularis (szaggatott nyil) jellegli
prion fehérje felhalmozodasok figyelhetok meg az immunhisztokémiai kimutatast kdvetden. (PrP immunhisztokémiai
kimutatasa, DAB el6hivas, hemalaun magfestés.)

A fehérje homeosztazis fenntartasanak eszkozei

Az eukaridta sejtekben a kiegyensulyozott fehérje haztartas (protein homeosztazis vagy proteosztazis) biztositisa
alapvetd a sejt normalis, fiziologids miikodése szempontjabol. Miutdn a (fehérje) konformacids neurodegenerativ
betegségekben valamilyen kiilsé (pl. prion-fertdzés) vagy belsé (pl. mutans fehérje expresszid) ok miatt éppen ez
az egyensuly borul fel, s az aggregaciora hajlamos (dgynevezett amiloidogén) fehérjék termelddése kertil talsulyba,
nem meglepd, hogy aktivalodnak a fehérje haztartast karbantartd intracellularis stresszvalasz mechanizmusok.

Amint err6l mar korabban is volt sz0, a fehérjék térszerkezetét megvaltoztato stresszel szemben az elsé védvonalat
a dajkafehérjék (molekularis chaperonok) haldzata képezi (19. fejezet). A dajkafehérjék — a transzlacidhoz
kapcsolodva — alapvetd szerepet jatszanak a frissen szintetizalt fehérjék nativ szerkezetének kialakitdsaban. A
expresszidjanak nagymértékii fokozodasat valtjak ki. Azok a sejttipusok, amelyek képesek arra, hogy a kronikus
stresszre folyamatosan magas szinten expresszaljak a dajkafehérjéket és a citoplazmajukban fel is halmozzak
azokat (pl. a kisagyi Purkinje-sejtek), kiemelten védettek a sejtkarositd hatasokkal szemben, mig az erre képtelen
sejtek (pl. kisagyi szemcsesejtek) tomegesen pusztulnak (13.8. és 13.9. abra).

str. moleculare

str. gangl.

stf. granulosum.

13.8. 4bra Hsp72 immunhisztokémiai lokaliziciéja CJB paciens kisagykérgében. A str. ganglionare (str.
gangl.) rétegében szembetlindek a hatalmas méretii, még a végstadiumban is jelentds mennyiségii Hsp72-t expresszalo
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(barna) Purkinje-sejtjek (az egyikre zold nyilhegy mutat). Alattuk, a s#: granulosumban alig maradtak szemcsesejtek
(a piros nyilak szemcsesejt magokat mutatnak). (DAB el6hivas, hemalaun magfestés.)

str.mol.

str.g.

gt we et
e ifaielnl Y S8
D e

e N )

str. granulosum

13.9. abra Hsp72 immunhisztokémiai lokaliziciéja a fenti Creutzfeld-Jakob beteggel kozelit6leg azonos
életkori, nem demens személy kisagykérgében. A str. ganglionare (str. g.) Purkinje-sejtjei halvanybarnak (az
egyikre zold nyilhegy mutat). A str granulosumban rengeteg szemcsesejt azonosithatod (apro, kék sejtmagok,
kettdre piros nyil mutat).

A dajkafehérjék altalaban chaperon-komplexek formajaban végzik a fehérjék (kliensek) térszerkezetének
alakitgatasat (folding-refolding). Ezen komplexek miikddésében a dajkafehérjéken kiviil tobbnyire ,tarsult”, segitd
molekulak, ugynevezett co-chaperonok is részt vesznek.

A fehérje homeosztazis fenntartasaban és a proteinek intracellularis lebontasaban két nagy rendszernek kiemelkedd
szerepe van. Ezek az ubiquitin-proteaszéma és az endoszéma-lizoszoma rendszer (UPR és ELR).

Az UPR és az ELR, valamint az autofagia strukturalis és molekularis komponenseit a tankoényv tobb fejezete is
részletesen targyalja. Ennek a fejezetnek az a célja, hogy a neurodegenerativ betegségek molekularis sejtpatologia
folyamatainak bemutatasa kapcsan felhivja a figyelmet arra, hogy milyen finoman hangolt kapcsolat és
munkamegosztis van a koros fehérje stresszre adott citoprotektiv valasz mechanizmusok kozott, a
dajkafehérjéktol — az UPR-en és az autofagian it — egészen az aktiv sejthalalig.

A két sejten beliili degradacios rendszerrdl (UPR, ELR) és az autofagiardl tudjuk, hogy megfelelé mikdodésiik
meghatarozza a fehérjék életidejét és a szintézissel egylitt biztositja azok korforgalmat (turnover). Az UPR
alapvetOen a citoszolikus, altalaban rovid féléletideji, valamint a stresszhatasok (pl. oxidativ stressz) altal karositott,
de oldhato fehérjék lebontasat végzi. Az ELR ennek kiegészitéseként a hosszu életidejii (altalaban szerkezeti)
fehérjék, valamint a sejtorganellumok lebontdsat végzi. Korabban gy gondoltak, hogy ezek a strukturdk a nem
szelektiv makroautofagia révén keriilnek lizoszomalis lebontdsra. Ma mar tudjuk, hogy az autofagia folyamata
szelektiv is lehet (1. 11. fejezet).

Az ELR-be kétféle Gton keriilhetnek be a sejt sajat fehérjéi vagy fehérje tartalmi komponensei: 1) ubiquitin medialt
receptor endocitozis és 2) az autofagia kiilonbozo formai, igymint a) mikroautofagia, b) chaperon-medialt autofagia
és ¢) makroautofagia révén (1. 10 fejezet).

ey

hajlamos és tobbé-kevésbé protedz rezisztens fehérjék alaposan probara teszik, sot, az id6 (életkor) el6re haladasaval,
illetve a betegség progressziojaval ki is meritik a fenti degradacios rendszerek kapacitasat. (Ne feledjiik, hogy a
neuronok hosszu élettartamu sejtek, egész életiink soran végigkisérnek minket.) Ugyanilyen probléma lehet, ha
valamilyen oknal fogva (pl. valamelyik molekularis komponens mutacidja kdvetkeztében) ezek a rendszerek eleve
csokkentett ,,lizemmodban” mitkddnek. A parkin gén mutacidja pl. familiaris (6rokl6d6) PK kialakulasahoz vezet
azért, mert a hibas parkin fehérje nem tudja megfelelden ellatni az ubiquitin-ligaz funkcidjat (1. Parkinson-kor
patogenezise).
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A citoprotektiv mechanizmusok egymasra épilése

Az intracellularis citoprotektiv stresszvalasz mechanizmusok egymasra épiilésének szép példajat figyelhetjiik meg
az Alzheimer-koér esetében. A mikrotubularis rendszer dinamikus stabilitasat és atrendezodését biztositd egyik
mikrotubulus asszocialt fehérje a tau. Feladatanak betoltése kozben dinamikus foszforilacidja és defoszforilacigja
meghatarozza azt, hogy mikor kapcsolodjon a sejtvazhoz, s mikor valjon le arrdl. A fizioldgidsnal nagyobb mérték,
ugynevezett hiperfoszforilacidja azonban olyan konformacié valtozashoz vezet, aminek kovetkeztében megindul
a fehérje aggregacidja. A kezdetben még oldhatd oligomerek egyre rendezettebb filamentaris (paros helikalis
filament, PHF) majd fibrillaris struktirakka (neurofibrillaris kotegek, NFT) szervezddnek (13.10. és 13.11. abra),
mikozben protedz rezisztenciajuk fokozatosan nd.

13.10. abra Neurofibrillaris koteg Alzheimer-koros beteg agyszoveti metszetében. A felvétel degeneralodo
axon keresztmetszetét mutatja, benne szamtalan autofag vakuélummal (nyilak) és neurofibrillaris koteggé (NFT)
szervez6dott paros helikalis filamentumokkal (csillag).
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13.11. abra Neurofibrillaris koteg (NFT) széveti kornyezetben és paros helikalis fillamentumok izolalas utan.
A kotegekbe rendez6dd paros helikalis filamentumok (PHF) fotdjan sejtheté az egyedi filamentumok csavart,
helikalis szerkezete (A). Az NFT-bdl izolalt filamentumok nagyobb nagyitassal, tau immun-arany jel6lés utan (B).

A Hsp70/Hsp90 dajkafehérjékbol és a CHIP (carboxyl terminus of Hsp70-interacting protein) co-chaperonbol
(A defoszforilalt tau fehérje ismét hozza tud kapcsolodni a mikrotubulushoz és stabilizalja annak halozatat.) A
permanensen termel6dd, még oldhato hiperfoszforilalt tau fehérjéknek azonban csak egy kis részét sikeriil a
dajkafehérjéknek megfeleld konforméacios allapotba hozni, igy elétérbe keriil a CHIP ubiquitin-ligdz funkcidja,
melynek révén a hiperfoszforilalt taut poli-ubiquitinilalja, azaz proteaszomalis degradaciora jeloli ki. Sajnos a
hiperfoszforilalt tau az ubiquitinilacio ellenére sem tokéletes szubsztratja a proteaszomanak, miutan a ,,merev”

crer

e

eliminacidjara is.

A patogén fehérjék szolubilis, citotoxikus oligomereinek nagyon rendezett és oldhatatlan citoplazmatikus
zarvanyokba torténd szegregacidja (izolacidja) a kovetkezd olyan védekezési lehetdség, amelyben az
ubiquitinilacionak és a dajkafehérjéknek is szerepe van. Az ubiquitinilalt fehérje zarvanyok immunhisztokémiai
kimutatasanak szintén differencial diagnosztikai jelentdsége van. Az Alzheimer-koros paciensekbdl szdrmazo
agymintakban jol lathato, hogy a neurofibrillaris kotegekbe szervez6d6 ugynevezett PHF-tau intenziven ubiquitinilalt
(13.12. abra és 13.13. abra).
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13.12. abra Ubiquitin jelenlétének kimutatiasa Alzheimer-kéros beteg NFT-tau tartalmi idegsejtjeiben. Az
immunpozitivitast jelzé barna (DAB) csapadék kirajzolja az intraneuronalis, gyertyalang alaka neurofibrillaris
kotegeket mindkét sejtben, ami azt bizonyitja, hogy az NFT-tau ubiquitinilalt. (Ubiquitin immunhisztokémia, DAB
eléhivas.)

13.13. abra PHF-tau-bol rendez6édott neurofibrillaris koteg (NFT) ubiquitin immun-arany lokalizacidja
utan. Az ubiquitin(alt fehérjék) jelenlétét jelzo fekete aranyszemcsék kirajzoljak a sarlo alakban rendez6dott tau
filamentumokat (fehér nyilak).

crer

tartalmu, dopaminerg sejtek citoplazmajaban. Az a-szinuklein, mint citoszolikus fehérje, természetes szubsztratja
lehet az UPR-nek (1. 2-5. fejezet) és a chaperon-medialta autofagianak (13.15. és 13.16. abra) is. A patologias
konformacié kialakulasa azonban korlatozza az a-szinuklein ezen degradacios mechanizmusok révén torténd
lebontasat, kovetkezményként az aggregaciora hajlamos fehérjék hatalmas, aggreszoma-szeri, ubiquitin-pozitiv
zarvanyokba (Lewy-testek) tomoriilnek (13.14. abra).
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13.14. abra Formalédé Lewy-test ubiquitin pozitivitisinak kimutatidsa immunhisztokémiai modszerrel
Parkinson-koros beteg substantia nigra idegsejtjeiben. A Lewy-test immunpozitivitasat piros szin jelzi (fekete
nyil). Mellette a citoplazmaban melanopigment szemcsék (zold csillag) és a sejtmag (kék nyil) 1athat6. Az A— B)
képeken formalodo, a C—D képeken mar kialakult Lewy-test lathato. (Fast Red el6hivas, hemalaun magfestés.)

Ubiquitin-pozitiv fehérje-zarvanyok megfigyelhetok a Huntington-koros paciensek idegsejtjeinek citoplazmajaban,
sOt, sejtmagvaban is. Citoplazmatikus felhalmozdodas az ALS esetében is detektalhato.

Az endoszéma-lizoszéma rendszer és az autofagia

Az endoszoma-lizoszéma rendszernek és az autofagianak kettds szerepe van a neurodegenerativ betegségek
patogenezisében. A kisérleti eredmények alapjan tobb mint 20 éve vetddott fel az az elképzelés, miszerint a prion
az ELR kozponti szerepet jatszik. Ezt a késébbi kutatdsok a prion betegségek esetében teljes mértékben igazoltak,
az Alzheimer-kor kapcsan pedig egyre inkabb megerdsitik. Immun-arany elektronmikroszkopos médszerrel a prion
fertdzott kisérleti allatok agyabol késziilt szovettani mintdkban jelentés mennyiségii koros prion fehérjét lehet
azonositani az ELR-ben, kiilondsen a multivezikularis testekben (13.15. abra). Azt is kimutattdk, hogy az enyhén
savas pH kiilondsen kedvez a B-reddben gazdag, proteaz rezisztens PrP konforméacio kialakulasanak és az amiloid
prekurzor fehérje (APP) amiloidogenikus hasitasanak, azaz az A 4, képz6désének is.

13.15. abra Koros prion fehérje ultrastrukturalis lokalizacoja prion-fertdzott egér agyszovetében. Az
elektronmikroszkopos felvétel egy idegsejt nyulvanyanak keresztmetszetét mutatja (fehér nyilhegyek) szamos
multivezikularis testtel (MVB, fekete nyilak), amelyekben a kéros prion fehérjét reprezentald aranyszemecsék
specifikus felhalmozodasa lathato (ICC).

Jogos tehat az a felvetés, hogy ezeknél a betegségeknél az ELR finoman szabalyozott szelektiv gatlasa szoba johet,
mint terapias lehetdség. Nem hagyhato figyelmen kiviil azonban az a tény, hogy az autofagianak és az ELR normalis
mitkodésének alapvetéen citoprotektiv szerepe van, és az intracellularis stresszvalasz markans résztvevoi a
neurodegenerativ betegségek esetében is.

Az autofagia szerepe

Az autofagia kiilonb6z6 formairol, és azok molekularis mechanizmusardl az el6z6 fejezetekben mar volt szo.

A chaperon-medialt autofagia (CMA), illetve annak rendellenes miikddése a szinukleinopatiak, igy a Parkinson-

crer

s

(13.16. abra). Az aggregaciora hajlamosit6 konformacio valtozas nem érinti a KFERQ motivumot, igy a dajkafehérje
komplex a koros térszerkezetli fehérjét is odaszallitja a lizoszoma membranjahoz. Az a-szinuklein patologias
konformacioja azonban gatoljaa LAMP-2A membran-transzlokacios funkciojat (13.17. abra), s igy az a-szinuklein
a sajat lebontasa mellett mas citoszolikus fehérjék lizoszomalis degradaciojat is hatraltatja, tovabb fokozva ezzel
a fehérje felhalmozodasbol adodo stresszt.
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13.16. abra A chaperon-medialt autofagia folyamatanak f6 eseményei. A KFERQ szekvenciat hordozo
citoplazmatikus fehérjéket Hsc70 tartalmt chaperon komplex ismeri fel (1), ami a proteint a lizoszOma membranjanak
LAMP-2A transzlokaciot végzé fehérjéjéhez iranyitja (2). A LAMP-2A ¢és a lizoszomalis Hsp90 (L-Hsp90)
kozremiikddésével a fehérje transzlokacidja megkezdddik, mikdzben a citoplazmatikus chaperon komplex elemei
(L-Hsc70) biztositja (4). A bejutott proteint, valamint az életidejét betoltott LAMP-2A fehérjét a lizoszomalis
enzimek lebontjak (5, 6).

N
. \
membrin asszocialt ﬂ—

a-szinuklein 8

a-szinuklein ‘__/
AGGREGATUM

s

szinuklein KFERQ szekvencigja révén felismerésre keriil (1) és hozzakapcsolddik (2) ugyan a lizoszoma felszinéhez
(3), de ,,hajtogatasi nehézségek™ miatt nem képes atjutni a LAMP-2A fehérjék altal formalt transzlokacios poruson
(5). Ezzel sajat maga (7) és mas fehérjék lebontasat is akadalyozza (6), illetve képz6do oligomerjei kdlcsonhatasba
Iépnek a lizoszomalis membrannal is, ami annak karosodasahoz vezethet. Mivel a hibas térszerkezetli a-szinuklein
lebontas hijan a citoszolban egyre halmozodik, oligomerjei aggregatumokat képeznek (8).

KFERQ motivuma az APP-nek, a tau-nak és a Huntington-kdérban szerepet jatszé huntingtin fehérjének is van.
Eddig azonban csak a tau esetében sziilettek olyan kisérleti eredmények, amelyek azt bizonyitjak, hogy a fiziologias
tau természetes szubsztratja lehet a chaperon-medialt autofagianak, és a hiperfoszforilacidval jaré konformaciod
valtozas — az a-szinukleinhez hasonléan — akadalyozza a CMA mukddését.

A makroautofagia jelenlétét és fizioldgias szerepét a bazalis protein korforgalomban a neuronok esetében sokaig
vitattak. Két japan kutatocsoport azonban egyértelmiien kimutatta, hogy az autofagia szelektiv gatlasa az idegsejtek
esetében ubiquitinilalt fehérje gocok felhalmozodasat idézi eld a citoplazmaban. A kisérletben hasznalt transzgénikus
allatok neurodegenerativ rendellenességekre utalo tiineteket mutattak.

Az (auto)lizoszémalis rendszer miikodésének fontossdgara hivja fel a figyelmet az a tény is, hogy az 6regedd
szervezet kdzponti idegrendszerének idegsejtjeiben egyre nagyobb tdmegben halmozddnak fel az igynevezett
lipofuszcin granulumok, vagy mas néven kopasi pigmentek, amelyek tulajdonképpen az autolizoszoémalis degradacio
lassulasa és egyre kevésbé hatékony mddja miatt fennmarado rezidualis testek (13.18. abra).
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13.18. abra Lipofuszcin granulumokkal teli neuron. A sejtmagot (SM) a kép tetején talaljuk, a lipofuszcin
granulumokat fehér csillag, a plazmamembrant fehér nyilfejek jelzik.

A szelektiv makroautofagia

s

folyamatos. Amint azt a korabbi példainkban bemutattuk, az érintett neuronok minden rendelkezésiikre allo védelmi
rendszert (dajkafehérjék, UPR, CMA) mozgositanak az Oket ért fokozodo fehérje stressz negativ hatasainak
kikiiszobolése és a koros fehérjék eliminalasa vagy legalabb szegregalasa érdekében. Ezek a mechanizmusok
azonban egyrészt jellegiikbdl adodéan nem alkalmasak nagyobb tomegli hibasan feltekeredett és aggregalodo
fehérje szubsztrat feldolgozasara, masrészt a hozzajuk k6tddo koros fehérjék altal ,.telitddnek™ és funkcionalisan
is karosodnak (13.17. abra). Ujabb véderé mozgésitasira és bevetésére van tehat sziikség és ez a citoplazma
nagyobb részleteit szegregalni és degradalni képes makroautofagia. Az utobbi évek vizsgalatai deritettek fényt
arra, hogy ennek a lizoszomalis lebontasi rendszernek a korabbi ,,hiedelmekkel” ellentétben bizonyos koriilmények
kozott és egyes sejttipusokban van szubsztrat specifikus, azaz szelektiv formaja is (1. 11. fejezet).

Proteinofagia vagy aggrefagia

A konformacids neurodegenerativ betegségek esetében kiilonos jelentdsége van a hibas szerkezett, aggregal6dd
fehérjék specifikus felismerésének, megjelolésének, szelektiv szegregaciojanak €s lebontasanak (13.19. abra).

13.19. abra Autofag vakuolumokba szegregalt fehérje aggregatumok a-szinukleint tultermelé SH-SYSY
idegsejtekben. A tomor aggregatumokat membranok hataroljak (fehér nyilak).

A lebontando fehérjék felismerése és megjelolése ebben az esetben is ubiquitinilacioval torténik. Az ubiquitinilalt,

srcr

egyrészt poli-ubiquitin lancon keresztiil kapcsolatba tudnak 1épni a szekvesztralando fehérjékkel, masrészt a
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Autofagia

formal6do autofag izolalé membrannal is. Ilyen citoszolikus adapter fehérjék vagy mas néven ,,autofag-receptorok™
példaul a p62 (sequestosome-1) és az NBR1 (neighbour of BRCA1), amelyeknek funkcionalis doménjei: az
ubiquitin lanc kotéséért felelés UBA (ubiquitin assiciated), az autofag izolald membran LC3 komponensét felismerd
LIR (LC3 interacting region) és végiil a p62 molekuldk egymashoz kapcsolodasaért is felelos PB1 (N-terminal
Phox and Bem1p) regi6 (13.20. és 13.21. abra).

p62 L1 O - Ubi, LC3
o
NBR1 LI 9 | = i1

oPTN I I ) I
NDPs2 [Tl e B
cCBL [ [ [ (e [ O

HDAC6 - e — i o
NIX g
Alfy [ BEACH o
WD40
BAG3 9]
Tecpr1 (B [TEPR] [ TECPR] ind Ubi, LC3

13.20. abra A szelektiv (makro)autofagia receptor (adapter) fehérjéi és azok funkcionalis doménjei (Roviditések:
PB1: N-terminal Phox and Bemlp; ZNF: zinc-finger domain; LIR: LC3: interacting region; HDAC: histon
deacetylase; UBA: ubiquitin associated domain; BUZ: ubiquitin-binding zinc finger; CC: coiled coil domain;
RING: C-terminal RING® zink finger; BEACH, BEACH domain; BH3: Bcl-2 homology 3 domain; Dysf: Dysferlin
domain; FYVE: Fabl,YOTB/ZK632.12, Vacl, and EEA1 domain; PH: Pleckstrin homology domain; TM:
transmembrane domain; WD40: WD40 repeats; WW: WW domain.)

fehérje aggregatum

SZELEKTIV /

torksia [ EFBE—
RECEPTOR

baktérium

)
o .
( Ny

sérlilt mitokondrium

13.21. abra A nem szelektiv és a szelektiv autofagia Osszehasonlitdsa. A) A nem szelektiv autofagia soran a
citoplazma egyes komponensei eldzetes megjelolés nélkiil, véletlenszeriien hatarolédnak el a kdrnyezd citoplazmatol
és kertilnek be egy-egy dupla izolalé membran altal kdrbezart térbe. B) A szelektiv autofagia soran viszont ubiquitin
lanccal megjeldlt fehérjék, mikrobialis korokozok és sériilt mitokondriumok célzott bekebelezése torténik, amely
soran az ubivitinalt célpontok és az izolald membran LC3 komponensei kozott adapter fehérjék, ,,autofag-receptorok™
teremtenek kapcsolatot.

crer

crer

Ugyanakkor a nagyméretti aggreszémékat4 (pl. Lewy-test) sem szegregélni, sem lebontani nem lehet autofagia
révén. Ennek bizonyitéka, hogy az intenziven ubiquitinilalt Lewy-testek a dopaminerg neuronok pusztulasa utan
erintetlen formaban” lathatok a sejtkdzotti térben (13.23. 4bra).

3 RING: really interesting new gene
fehérjéket tartalmaz. Jellegzetes helye a sejtkdzpont kornyezete, mivel e fehérjék osszegyiijtését a mikrotubulus rendszer végzi. Képzésében
az intermedier filamentum halozat is részt vesz (1. vimentin).
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Autofagia

13.22. abra Ubiquitinilalt fehérjék immuncitokémiai kimutatasa proteinofagidban. Ubiquitin immun-arany jeldléssel
(kisebb aranyszemcsék) pozitiv fehérje aggregatum a citoplazmaban (A) és attol izolalva, membrannal koriilvett
térben (B, C).

-

%

".. '.p ’,“‘
7

A

o

13.23. abra Extracellularis Lewy-test. A neuron altal lebontani nem tudott fehérje aggregatum (fekete nyil) a sejt
halala utan a sejtk6zotti térben marad. Szomszédsagaban egy nagyméretii dopaminerg neuron lathaté ép sejtmaggal
(kék nyil) és nagymennyiségii melanopigmenttel (z6ld csillag).

A szelektiv proteinofagia jelentdsége inkabb abban all, hogy a citotoxikus, kisebb méretii, de az UPR és a CMA
szamara mar feldolgozhatatlan pre-aggregatumokat szegregalja és a lizoszomalis enzimek révén megprobalja
lebontani. Erre latunk példat az a-szinukleint fokozottan expresszalé human eredetii SH-SYSY (dopaminerg)
neuronokban, ahol az ubiquitinilalt szinuklein aggregatumokat autofag izolalé6 membran hatérolja.

Mitofagia

A makroautofagianak a szamtalan, korabban mar ismertetett élettani funkcidja mellett (1. 10. fejezet), alapvetd
szerepe van a sejteket ért karosito (stressz) hatasok kivédésében (mérséklésében), a tulélés biztositasaban, azaz a
citoprotekcioban. Kiilonosen ,¢életbevagd” az autofagia megfeleld szintii és folyamatos miikodése az olyan
végdifferencialt sejttipusokban, mint az idegsejtek, amelyek tobbségének élethossza megegyezik az egyed
¢élethosszaval. Selye Janos 6ta tudjuk, hogy az élet egyiitt jar a folyamatos stresszel, s ez az idegsejtek szintjén is
igaz. Az ,¢letfogytig” tartd stressz kifinomult, specifikus és lehetdleg szelektiv intracellularis stresszvalaszokat
igényel. Amint azt a 18. fejezetben bemutatjuk, az eukariodta sejtek szamara az egyik legnagyobb veszélyforrast a
sajat sériilt mitokondriumaik jelentik, miutan azok citoplazmaba aramlé egyes molekulai a programozott sejthalal
belsd (intrinsic) utvonaldnak kdzponti szereploi.
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Autofagia

A hosszt nyulvanyokkal rendelkezd, rendkiviil polarizalt idegsejtekben a mitokondriumok egy igen hatékony
elektron- és energia transzportot biztositd dinamikus halézatba szervezddnek (18. fejezet), amely egyben védettséget
is jelent szamukra. A kiilonb6z6 kiilsé és belsé (itt nem részletezendd) membrankarosité hatasokra elsésorban e
halézatrol 1efiz6do, kicsi (a legnagyobb felszin/térfogat arannyal rendelkezd) egyedi mitokondriumok a
legérzékenyebbek (1. 18. fejezet). A sériilt mitokondriumok szelektiv izolalasa és lebontdsa tehat a sejt tovabbi
fiziologias miikddése szempontjabol nélkiilozhetetlen.

Sejtorganellumok szegregalasa és lizoszomalis lebontdsa csak makroautofagia itjan torténhet. Az elmult évek
kutatasi eredményei hivtak fel a figyelmet arra, hogy ez a folyamat a sériilt mitokondriumok esetében valdban
szelektiv lehet (1. 11. fejezet). Az idegsejtekben a mitokondrium halozatrol leflizodott, eloregedett, megvaltozott
membranpotenciali mitokondriumok szelektiv mitofagiaja a sejt egyedi élete soran minden bizonnyal folyamatosan
zajlik. Erre utal az a megfigyelés is, hogy az dreged6 idegsejtekben az egyre lassuld lebontas miatt felszaporodo,
autolizoszomalis eredetli lipofuszcin granulumok (kopési pigmentek) beltartalma valdszintileg degradalodo

mitokondriumokbol szarmazik (13.24. 4bra).

13.24. abra Degeneral6dd, de még felismerheté mitokondrium (fehér nyil) egy membrannal hatérolt lipofuszcin
granulumban.

A neurodegenerativ betegségek altalanos jellemzdje (,,kdszonhetden” elsdsorban a fokoz6dd oxidativ stressznek
és a Ca®" toxicitasnak), hogy tomegessé valik a mitokondriumok sériilése. A karosodas els6ként az idegsejtek
perifériajan, a nytlvanyokba behtizodé mitokondrium haldzatrdl lefiiz6d6 mitokondriumokat érinti. Ezen
mitokondriumok lokalis koncentralodasa vezet(het) a neuropatologusok szamara jol ismert, gyongysor-szeriien
megduzzadt, ugynevezett disztrofias neuritek kialakulasahoz (13.25. abra).
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13.25. abra A disztrofias neuritek kialakulésa. A) Ep idegsejtben az axon végeken és a perikarionban is képzédnek
(1) autofagoszomak (2), amelyek tartalma a lizoszémaval (3) torténd fuzié utan lebomlik (4). A perikarionalis
autofagiahoz a mikrotubulus halézat (z61d vonal az axonban) kdzremiikodésével zajlo retrograd transzporttal érkez6
autofag vakuolumok is hozzéjarulnak (5). Az egész folyamat olyan gyors, hogy a sejtekben egyik komponens
felhalmozddasa sem tapasztalhatd. B) Neurodegenerativ betegség esetében az ubiquitin lanccal jelolt (kék korok)
rossz térszerkezetii fehérjék és a karosodott mitokondriumok szekvesztracioja megtorténik (1). Az autofagoszomak
(2), ha fuzionalnak is a lizoszomakkal (3), beltartalmuk — éppen a koros fehérjék aggregacidja miatt — nagyrészt
lebontatlan marad. A mikrotubulus halézat szétesésével (kis zold vonalak) a retrograd transzport is karosodik, ami
az egyre szaporodé autofag vakuolumok axon mentén torténd, csoportos felhalmozodasdhoz vezet. A hibas

s

citoszolikus fehérjéket karositjak, hanem a membranokat is.

Ralph Nixon ultrastrukturalis vizsgalatai hivtak fel a figyelmet arra, hogy az Alzheimer-koros agyszovetben az
amiloid plakkok koriil tdmegesen eléforduld disztrofias neuriteket (13.26. abra) a degradacio kiilonbozé fokan
allo autofag vakudlumok toltik meg (13.27. abra).

13.26. abra Disztrofias neuritek beta-amiloid plakkok koriil Alzheimer-koros beteg hippocampus metszetén
(Bielschowsky-féle eziist impregnacio). A gyrus dentatus (GD) szemcsesejtjeinek rétege folott szamos neuritikus
plakk lathato (az egyik kozéppontjat csillag jelzi), amiket vastag, disztrofids neuritek vesznek koriil. A neurit
metszetek kozott vannak hosszmetszetek (nyilak) €s nagy atmérdjii keresztmetszetek (nyilhegy) is.

13.27. abra Disztrofias neurit Alzheimer-koros beteg agyabol szarmazo elektronmikroszkopos metszeten. Lathato,
hogy a mielinizalt axont terét teljesen kitdltik a kiilonbozé denzitast autofag vakudlumok (fehér nyilak).

Tovéabbi, finomabb ultrastruktaralis és immuncitokémiai vizsgalatokat igényel azonban annak az alapos
feltételezésnek a bizonyitasa, hogy ezen vakudlumok tobbségének beltartalma szelektiven szegregalt mitokondrium-
e. Meg kell jegyezziik, hogy az autofag vakuolumok és a lebontand6 mitokondriumok tdmeges felhalmozodaséaval
1étrejott disztrofias neuritek nem csak az AK-ra jellemzdek, hanem mas neurodegenerativ betegségekben, igy pl.
a prion betegségek esetén (13.28. abra), s6t, az 6regedés soran is megfigyelhetok.
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13.28. abra Disztrofids neuritek prion beteg agyszdvetben. Jol kivehetd, hogy a neuritekben mitokondriumok
koncentralodnak (fehér nyilak).

Bar a folyamat fokozatos axon degeneracioval jar (13.25. abra), a neuron egésze szempontjabol mégis egy szelektiv
stresszvalasznak tekinthetd, hiszen a sejt igyekszik szegregalni és a perikarionalis régiotdl tavol tartani az apoptozist
indukal6 sériilt sejtorganellumokat.

A szelektiv mitofagia létezését a Parkinson-kor esetében sikertiilt egyértelmiien bizonyitani. A folyamat részletes
leirasat és molekularis komponenseinek bemutatasat a Parkinson-kor patogenezise fejezet tartalmazza. Mindenképpen
megjegyzendd azonban, hogy a mitokondrium halézat fragmentaldédasanak és a lefliz6dott mitokondriumok
membranpotencialja csokkenésének iniciald szerepe van a folyamatban, és nem meglepd moddon a
szegregacids/degradacios jelet itt is az ubiquitinilacio jelenti. Ma mar azt is tudjuk, hogy a mitokondrium kiilsé
membranjaban a parkin altal ubiquitinilalt fehérjék éppen azok a molekulak (mitofuzinl/2), amelyek az izolalt
mitokondrium halozatba torténd visszaépiilését segitenék. Az a tény, hogy az ubiquitin-ligaz funkciot ellaté parkin
fehérje génjének mutaciodja, azaz a parkin rendellenes miikodése és ennek kovetkeztében a szelektiv mitofagia
zavara juvenilis Parkinson-kor kialakuldsahoz vezet, alatamasztja azt a feltételezést, hogy az ubiquitin-medialt
szelektiv mitofagia az idegsejtek esetében a mitokondrialis homeosztazis biztositasanak élethosszig tarto, alapvetoen
neuroprotektiv eszkoze.

Mitél is pusztulnak a neuronok?

Lathatjuk, hogy a hibas térszerkezetli fehérjék jelenlétébdl adodo stressz kivédésére a neuronok minden
rendelkezésiikre allo citoprotektiv rendszert mozgodsitanak (13.29. abra). A citoszolikus fehérjéket dajkafehérjék
segitségével megprobaljak helyreallitani (indukalhato hdsokk fehérjék expresszidja nd). Ha ez nem eredményes,
akkor a stresszt kivaltd proteineket ubiquitin lanccal megjeldlik, és az UPR vagy a chaperon-medialt autofagia
révén megprobaljak lebontani. Miutan ezek a rendszerek telitddnek, a folyamatosan Gjra termel6dé és/vagy képz6dd
hibas térszerkezetii fehérjéket a dajkafehérjék kozremiikodésével aggregatumokba (aggreszoma) ,terelik” annak
érdekében, hogy az oligomerek citoszollal érintkezd, nem kivant reakcidkat indukald felszinét minimalizaljak.
Az aggregaciora hajlamos proteinek ugyan 6nmaguktol is hajlamosak aggregatumokat létrehozni, egyértelmiien
kimutathaté azonban, hogy az idegsejtekben ezt egyes dajkafehérjék még segitik is. Ma mar elfogadott allitas az,
hogy az aggregatumok képzése citoprotektiv folyamat, s hogy a patologias tiinetek megjelenése és stlyossaga az
oligomerek mennyiségével all kapcsolatban. Az idegsejtek az aggregatumokat, valamint az oligomerek altal
karositott organellumokat (pl. mitokondriumokat) makroautofagiaval (proteinofagia vagy aggrefagia és mitofagia)
igyekeznek eliminalni. Miutan a feladat ,,menet kdzben” egyre szaporodik, s a lebontd rendszerek kimeriilnek, az
oligomerek mellett az autofag vakudlumok is felhalmozodnak. Raadasul a lizoszomalis kompartmentumba bejutd
egyre nagyobb mértékben gatoljak a lizoszomalis enzimek miikodését is. Az autofag fluxus kimeneti oldalanak
gatlasa tovabb fokozza az autolizoszomak felhalmozodasat.

A neuronok az életben maradasért elmennek a legvégsdkig, am amikor a miikodéképes citoplazma és
sejtorganellumok aranya egy kritikus érték ala csokken, a szoveti integritds megdrzése érdekében nem marad
szamukra mas lehet6ség, mint a programozott sejtpusztulas, az apoptozis.
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13.29. abra Az aggregaciora hajlamos fehérjék eliminaciojat célzo citoprotektiv mechanizmusok 6sszefoglalasa.
A) A hibas térszerkezetli fehérjét a neuronok dajkafehérjék segitségével igyekeznek helyreallitani, vagy ha ez nem
megy, akkor ubiquitinnel val6 megjeldlés utan lebontani. Ez az ubiquitin-proteaszoma rendszer (UPR) és/vagy a
chaperon-medialt autofagia (CMA) intenzitasanak emelését igényli (zold felfelé mutaté nyil). A jobb oldalon
lathato sejtben a zold vonalakkal jel6lt mitokondrialis halozat és a sejt ultrastruktiraja ép. B) A folyamatosan
termelddo rossz térszerkezetli fehérje el6bb-utobb kimeriti az UPR/CMA rendszert (piros lefelé mutato nyil), de
az oligomerekbdl keletkezd aggregatumok és a karosodott sejtorganellumok (pl mitokondriumok) eltavolitasa
ekkor még makroautofagia (proteinofagia és mitofagia) révén lehetséges. Ez a makroautofagia rendszerének
felporgését eredményezi (felfelé mutatd zold nyil), igy a jobb oldalon lathaté sejtben megjelennek az autofag
vakuoélumok. Kezdetben ezek a perikariontol tavol, a neuritben halmozddnak fel (disztrofias neurit). Beltartalmuk
lebontasa azonban egyre lassul. C) Amikor a makroautofagia rendszerének kapacitasa is kimertil, a sejtnek nem
marad tovabbi eszkéze a permanens stressz karositd hatasainak kivédésére, a zsugorodott, kapcsolatait vesztett
sejt apoptozis révén elpusztul.

Ellenorzo kérdések

1. Mit értiink konformacids neurodegenerativ betegségen? Soroljon fel olyan fehérjéket, amelyek e betegségekben
kozponti szerepet jatszanak!

2. Mik a dajkafehérjék és milyen szerepiik van a sejt lebonto rendszereinek mikodtetésében?

3. Mutassa be, hogy milyen citoprotektiv mechanizmusokat aktival egy Alzheimer-koros beteg neuronja annak

s

4. Az endoszoéma-lizoszoma rendszernek milyen szerepe van a konformacios neurodegenerativ betegségekben?

5. Az autofagianak milyen szerepe van a konformacids neurodegenerativ betegségekben? Miért nem tudja az
idegsejt lebontani a hibas térszerkezetii a-szinukleint?

6. Mit neveziink makroautofagianak? Mit jelent a proteinofagia vagy aggrefagia kifejezés? Milyen molekularis
komponensek vesznek részt a folyamatban?

7. Mit jelent a mitofagia kifejezés? Mi a fiziologias szerepe?
8. Mit neveziink disztréfias neuritnek? Milyen folyamat soran és hogyan keletkezik?
9. A parkin génjének mutacidja melyik betegség kialakulasdhoz vezet?

10. Egy folyamatabran foglalja 6ssze azt, hogy a neuron milyen citoprotektiv mechanizmusokat aktival egy
aggregaciora hajlamos fehérje altal kivaltott neurodegenerativ betegség lefolyasa soran!

199

http:// www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Autofagia

Felhasznalt és ajanlott irodalom

Funderburk, S. F., Marcellino, B. K., Yue, Z. (2010) Cell "self-eating" (autophagy) mechanism in Alzheimer's
disease. Mt Sinai J Med. 77(1), 59-68. doi: 10.1002/msj.20161.

Hara, T., Nakamura, K., Matsui, M., Yamamoto, A., Nakahara, Y., Suzuki-Migishima, R., Yokoyama, M.,
Mishima, K., Saito, I., Okano, H., Mizushima, N. (2006) Suppression of basal autophagy in neural cells causes
neurodegenerative disease in mice. Nature 441(7095), 885-9.

Heiseke, A., Aguib, Y., Schatzl, H. M. (2010) Autophagy, prion infection and their mutual interactions. Curr
Issues Mol Biol.12(2), 87-97.

Jin, S. M., Youle, R. J. (2012) PINK1- and Parkin-mediated mitophagy at a glance. J Cell Sci.125(Pt 4), 795-9.
doi: 10.1242/jcs.093849.

Johansen, T., Lamark, T. (2011) Selective autophagy mediated by autophagic adapter proteins. Autophagy7(3),
279-96.

Kaushik, S., Cuervo, A. M. (2012) Chaperones in autophagy. Pharmacol Res. 66(6), 484-93. doi:
10.1016/j.phrs.2012.10.002.

Koga, H., Cuervo, A. M. (2011) Chaperone-mediated autophagy dysfunction in the pathogenesis of
neurodegeneration. Neurobiol Dis.43(1), 29-37. doi: 10.1016/1.nbd.2010.07.006.

Komatsu, M., Waguri, S., Chiba, T., Murata, S., Iwata, J., Tanida, 1., Ueno, T., Koike, M., Uchiyama, Y.,
Kominami, E., Tanaka, K. (2006) Loss of autophagy in the central nervous system causes neurodegeneration in
mice. Nature441(7095), 880-4.

Kroemer, G., Marino, G., Levine, B. (2010) Autophagy and the integrated stress response. Mol Cell.40(2), 280-
93. doi: 10.1016/j.molcel.2010.09.023.

Lamark, T., Johansen, T. (2010) Autophagy: links with the proteasome. Curr Opin Cell Biol.22(2), 192-8. doi:
10.1016/j.ceb.2009.11.002.

Laszlo, L., Lowe, J., Self, T., Kenward, N., Landon, M., McBride, T., Farquhar, C., McConnell, I., Brown,
J., Hope, J., Mayer, R. J. (1992) Lysosomes as key organelles in the pathogenesis of prion encephalopathies.
Journal of Pathology166(4), 333-341. doi: 10.1002/path.1711660404

Mayer, R. J., Landon, M., Laszlo, L., Lennox, G., Lowe, J. (1992) Protein processing in lysosomes - the new
therapeutic target in neurodegenerative disease. Lancet340(8812), 156-159. doi: 10.1016/0140-6736(92)93224-b

Mizushima, N. (2005) A(beta) generation in autophagic vacuoles. J Cell Biol. 171(1), 15-7. doi:
10.1083/jcb.200508097

Nixon, R. A. (2007) Autophagy, amyloidogenesis and Alzheimer disease. J Cell Sci. 120(Pt 23, 4081-91. doi:
10.1242/jcs.019265

Nixon, R. A., Yang, D. S., Lee, J. H. (2008) Neurodegenerative lysosomal disorders: a continuum from development
to late age. Autophagy 4(5), 590-9.

Park, C., Cuervo, A. M. (2013) Selective Autophagy: Talking with the UPS. Cell Biochem Biophys. doi:
10.1007/s12013-013-9623-7

Sahn, R., Kaushik, S., Clement, C., C. Cannizzo, E. S., Scharf, B., Follenzi, A., Potolicchio, 1., Nieves, E.,
Cuervo, A. M., Santambrogio, L. (2011) Microautophagy of cytosolic proteins by late endosomes. Dev. Cell20(1),
131-139. doi: 10.1016/j.devcel.2010.12.003.

Shaid, S., Brandts, C. H., Serve, H., Dikic, I. (2013) Ubiquitination and selective autophagy. Cell Death
Differ20(1), 21-30. doi: 10.1038/cdd.2012.72.

200

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Autofagia

Son, J. H., Shim, J. H., Kim, K. H., Ha, J. Y., Han, J. Y. (2012) Neuronal autophagy and neurodegenerative
diseases. Exp Mol Med.44(2), 89-98. doi: 10.3858/emm.2012.44.2.031.

Tanaka, A. (2010) Parkin-mediated selective mitochondrial autophagy, mitophagy: Parkin purges damaged
organelles from the vital mitochondrial network. FEBS Lett.584(7), 1386-92. doi: 10.1016/j.febslet.2010.02.060.

Xu, Y., Tian, C., Wang, S. B., Xie, W. L., Guo, Y., Zhang, J., Shi, Q., Chen, C., Dong, X. P. (2012) Activation
of the macroautophagic system in scrapie-infected experimental animals and human genetic prion diseases.

Autophagy8(11), 1604-20. doi: 10.4161/auto.21482.

Yamamoto, A., Simonsen, A. (2011) The elimination of accumulated and aggregated proteins: a role for aggrephagy
in neurodegeneration. Neurobiol Dis. 43(1), 17-28. doi: 10.1016/j.nbd.2010.08.015.

Youle, R., R., Narendra, D. P. (2011) Mechanisms of mitophagy. Nature Rev. Mol. Cell.Biol.12, 9-14.

201

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render -~

IV. fejezet - Apoptozis

14. Az apoptédzis felfedezése és jellemzése C.
elegans-ban

A sejtpusztulas vizsgalatanak korai szakasza

A sejtpusztulas iranti érdeklédés fellendiilésében, a folyamat részletes morfologiai jellemzésében fontos szerepet
jatszott az elektronmikroszkopia. Benjamin F. Trump (fiiggelék 17. abra) és munkatarsai 1965-ben egy sorozat
cikket kozoltek a majsejtek pusztulasarol (Trump és mtsai., 1965a; Trump €s mtsai., 1965b; Trump és mtsai.,
1965c¢; Trump €s mtsai., 1965d). Ezekben elektronmikroszkopos vizsgalatok alapjan leirtak és elemezték a sejtek
karos hatasok okozta letalis sériilés altali pusztulasanak, a nekrozisnak az ultrastrukturalis jellegzetességeit. A
nekrozis elnevezés a halott jelentésii gorog ,,necros” szobdl szarmazik.

Az 1960-as és 70-es években tovabbi vizsgalatok alapjan megfogalmaztak a nekrozis f6 jellegzetességeit, amelyek
akovetkezoek. A szovetek nagyobb teriiletein 1évo, egymassal szomszédos sejtek és a benniik 1évo mitochondriumok
megduzzadnak. A sejtmag és az intracellularis komparmentumok szétesnek, a sejtmembran felhasad és a nekrotikus
sejtek beltartalma kijut az extracellularis térbe (14.1. abra), ahol emiatt gyulladas keletkezik. A nekrozis alapvetéen
passziv folyamat, amely nem igényel energiat.

14.1. abra Szétesett, nekrotikus majsejt

A kovetkez6 jelentds 1épést John F. R. Kerr (fiiggelék 20. abra) és munkatarsai tették, akik szintén majon végzett
vizsgalataik soran a sejtek nagyobb csoportjait érintd nekrozis mellett elszort egyedi sejtek pusztulasat figyelték
meg, amit a f6 morfologiai jellegzetességiik alapjan zsugorodasos sejtpusztulasnak (shrinkage necrosis) neveztek
el. Ebben az esetben az elpusztult sejtek egyenként, szétszortan helyezkednek el és nem kovetkezik be gyulladas
(Kerr, 1971).

A sejtpusztulassal kapcsolatos irodalmi ismeretek és sajat kutatasaik attekintése alapjan J.E.R. Kerr, A. H. Wyllie
és A. R. Currie 1972-ben publikalt mérfoldkonek szamito cikket publikalt (Kerr és mtsai., 1972). Ebben arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a sejthalalnak ez a zsugorodasos tipusa eléfordul ugyan karos hatasok nyoman is
(pl. rakos szovetekben kemoterapia hatasara) a jellemz6 azonban az, hogy normalis fizioldgias koriilmények kozott
rendszeresen és spontan modon jelentkezik egy sor szovetben, és feltehetéen azok megutjulasat szolgalja. Kiilondsen
gyakori az egyedfejlodés soran egy sor szerkezetvaltozassal jard atrendezddési folyamatban, pl. az wjjak
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képzddésekor, vagy a him és n6i ivarszervek kialakulasakor emlésdkben, a farok regressziojakor békakban, hogy
csak néhany gerinces példat emlitsiink.

Kerr és munkatarsai részletesen leirtak a szétszort egyedi sejteket érintd sejtpusztulasi folyamat morfologiailag
megfigyelheté szakaszait. Elsé 1épésként a halalra itélt sejtek levalnak szomszédjaiktol. A rogzitett és festett
preparatumokon a sejtek a normalisnal s6tétebbnek mutatkoznak, zsugorodnak. Kiilondsen elektronmikroszkopos
képeken jellemz6 és szembetiing, hogy sejtmagjukban holdsarlé szerlien kondenzalodik a kromatin (14.2-14.3.
abra).

14.2. abra A sejtmag kromatin dllomanyanak az apoptozisra jellemz6 holdsarlé alaki éles hatarral torténé
elkiiloniilése sotét és vilagos teriiletre izolalt hasnyalmirigy acinus sejtben

14.3. abra A sejtmag kromatin dllomanyanak az apoptoézisra jellemz6 holdsarlé alaki éles hatarral torténé
elkiiloniilése sotét és vilagos teriiletre eritroblasztban

Ezt kovetden a sejtmag (14.4. dbra) és a sejt is fragmentalodik, ami azt jelenti, hogy a sejtr6l plazma membrannal
boritott kisebb citoplazma részek tiirddnek ki, majd valnak le (14.5-14.6. abra). Ezek koziil sok a sejtmag
fragmentumait is tartalmazza. A levalo részek megjelenése az ¢lénk fantdziaju szerzoket a lombhullasra
emlékeztették. Ennek alapjan a folyamat megnevezésére a gordg apoptozis szot valasztottak, ami a viragszirmok,
vagy levelek lehullasat jelenti (Kerr és mtsai., 1972).
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14.4. abra A sejtmag szétesése az apoptézis folyamatanak kozépsoé szakasziaban. A hasnyalmirigy acinus
sejtben autofag vakuolak is lathatoak

14.5. abra A fragmentalodas kezdetén 1évo apoptotikus izolalt majsejt

204

http:// www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Apoptozis

14.6. abra Egy teljesen fragmentalt apoptotikus izolalt hasnyalmirigy sejt

A levalo sejtrészletek az un. apoptotikus testek (apoptotic bodies), amelyeket a szomszédos tovabb é16 sejtek, vagy
fagocita sejtek kebeleznek be és emésztenek meg. A folyamat alapvetd jellegzetessége, hogy az elpusztult sejtek
fragmentalodott részei mindvégig plazma membrannal boritottak, citoplazma tehat nem jut ki az extracellularis
térbe, ezért gyulladas sem keletkezik. Az emésztés intracellularisan zajlik a bekebelezd sejtek lizoszomalis
rendszerének segitségével.

Az apoptézis kifejezés bevezetésénél lényegesen fontosabb, hogy Kerr és munkatarsai feltételezték, hogy az
apoptozis a sejtben aktivalodo program szerint megy végbe. Ezzel az emldsokre is kiterjesztették a programozott
sejthalal koncepciodjat, amit korabban rovarok fejlédési folyamatainak tanulmanyozasakor fogalmazott meg Richard
A. Lockshin és Carroll M. Williams (Lockshin és Williams, 1964).

Ezt kovetéen a sejthalallal kapcsolatos kérdések egyre nagyobb érdeklddést keltettek. Uj modszereket és kisérleti
rendszereket fejlesztettek ki, amelyek révén néhany évtizeden beliil sejt- és orvos biologiai szempontbol is
kiemelkedd eredmények sziilettek. Az apoptdzis és a programozott sejthalal kifejezéseket mind a mai napig egyéni
izlés szerint szinonimakként, egymassal parhuzamosan hasznaljak, de rendszerint ugyanazt a folyamatot értik
alatta.

A programozott sejthalallal foglalkozo fejezetek altalanos bevezetésének lezarasaként meg kell még emlitentink,
hogy a sejtek pusztulasanak a nekrozis €s az apoptozis mellett szamos mas tipusa és atmeneti formaja is ismert.
Konyviink ezekkel csak utalasszertien foglalkozik mivel jellemzésiik nem kellden kidolgozott és csoportositasuk
ma is élénk vita targya.

A programozott sejthalal hipotézisének igazolasa,
genetikai és molekularis folyamatainak alapvet6
jellemzése a Caenorhabditis elegans fejlodésének
tanulmanyozasa alapjan

A tudomany fejlédése soran gyakran eléfordul, hogy egy probléma megoldasahoz a tovabb 1épést, a felvetddésétol
tavol 4llo teriilet eredményei teszik lehetové. Ez tortént az apoptozis esetében is. Az 1960-as években kezd6dott
az a munka, amelynek soran a gének soksejtiickben valdo miikodésének felderitését tlizte ki Sydney Brenner
(fiiggelék 21. abra). Ehhez egy j modell szervezetet vezetett be, az aprd (a felnétt allat kb. Imm hossza) és
viszonylag egyszeri fonalférget, a Caenorhabditis eleganst. Ennek az allatnak a testfala mikroszkopban, vizes
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kozegben, megfeleld megvilagitas mellett atlatszo (14.7. abra), és Nomarski optikaval minden egyes sejtje
azonosithatd, elsésorban a sejtmagja segitségével (14.8. abra).

14.7. abra Felnétt hermafrodita C. elegans. Az atlatszo testfalon keresztiil jol latszik a bélcsé

14.8. abra A C. elegans atlatszoé testfalan at a test sejtjei egyenként azonosithatéak Nomarski féle differencial-
interferencia kontraszt (DIC) rendszer(i fénymikroszkdpban

Eletciklusa rovid, a jol taplalt allatok négy larvastadiumon (L1-L4) at valnak felnétté. Kedvezotlen koriilmények
kozott képesek nem taplalkozo tartds (un. dauer) larva stadiumba lépni, ha pedig a helyzet jora fordul onnan kilépni
és tovabbfejlodni (14.9. abra).

(14 o6ra)
P .
TOJAS KIKELES
(/‘
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25°C
L4/ADULT L1/L2
%) &
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> ~
L3/L4 L2/L3
—
L3 (7 6ra)

14.9. abra A C. elegans fejlédésének fazisai
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Az egyedek tulnyomo tobbsége hermafrodita, amelyek 6nmegtermékenyitéssel szaporodnak, mig nagyjabol minden
Otszazadik him (14.10. abra), és igy keresztezésre is mod van.

14.10. abra A hermafrodita allat farki vége meredeken elkeskenyedé fonalban végzédik, mig a himé legyez6hoz
hasonléan kiszélesedik

Brenner annak a gondolatnak a szellemében valasztotta ezt a modell allatot amelynek figyelembe vétele a mai
kisérleti biologusok szamara is fontos: ,,.. choosing the right organism for one’s research is as important as finding
the right problems to work on.” Nézetének helyességét a késébb a C. elegans-szal dogozo kutatok szdmanak
exponencialis ndvekedése és a kutatasok sikeréért 2002-ben kapott orvosi Nobel dij is igazolja.

A Brenner altal iranyitott korai munka egyik f6 iranya a C. elegans fejlodésmenetének minél részletesebb feltarasa
volt. Ennek soran azt az elképesztden ambiciozus célt tiizték ki, hogy sejtrél-sejtre feltérképezzék a fonalféreg
egyedfejlédését. Ehhez Nomarski féle optikaval fénymikroszkdpban in vivo egyenként kellett felismerni az
osztodasok révén 1étrejott utdd sejtmagokat és segitségiikkel kovetni az utddsejtek mozgasat. A munka nehézségét
Robert Horvitz (fliggelék 22. abra)aki az apoptozis C. elegans-ban vald kutatasaért 2002-ben szintén orvosi Nobel
dijat kapott, a kovetkezokkel illusztralta: ,,A simple analogy is to imagine that you are watching a bowl with
hundreds of grapes, trying to keep your eye on each grape as it and many others move.” Mivel az egymast kovetd
sejtosztddasok menete minden egyes C. elegans egyedben tokéletesen azonos, ez a rendkiviili munka végiil elvezetett
a fejlodés soran keletkezd Osszes sejt leszarmazasi vonalanak (cell lineage) pontos és teljes feltérképezéséhez
(Sulston és Horvitz, 1977; Sulston és mtsai., 1983) (14.11-14.12. abra).

ey
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[

14.11. abra A C. elegans embrionalis fejlodése soran kialakulé sejtek leszarmazasanak diagramja
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zigdta

anterior(a) Q posterior (p)

egyenl&tlen sejtosztédas

14.12. dbra Az osztédasok sora a zigétatol az ABala sejtig. A 14.11. abra bal oldala kezdeti osztdodasainak
kinagyitott képe. A sejtek elnevezésében lathat6 ,,a”, ,,p”, ,,1” és ,,r”” sorrendben az anterior, posterior, left, right,
az utddsejteknek az osztddast kovetd pozicidjat jelenti. ,,a”° az osztodast kdvetden eldl (anterior pozicidban), a ,,p”
hatul (posterior pozicidban)

A sejtek leszarmazasaval foglalkozo kutatas vezetdjét és motorjat, John E Sulstont (fliggelék 23. abra) 2002-ben
szintén orvosi Nobel dijjal jutalmaztak. (Sulston tovabbi érdemeket szerzett a C. elegans genomjanak
szekvenalasaban is.)

A sejtleszarmazas feltérképezésének egyik legfontosabb eredményeként kideriilt, hogy a hermafrodita egyedek
fejlodése soran keletkezett 1090 sejt koziil ugyanaz a 131 (melyek koziil 105 idegsejt) szigort id6 €s térbeli rend
szerint elpusztul (14.13.. abra).

mn

ABala

ABalaa ABalap
ABalaaa ABalaap

14.13. abra A teljes leszarmazasi diagram bal oldali részének kinagyitiasa az ABala sejtt6l a végsé utédokig.
Az x-el jelolt sejtek apoptozissal elpusztulnak.

A pusztuld sejtek nagyjabol fél ora alatt lekerekednek, majd gyors zsugorodas utan eltiinnek (14.14. abra) (Horvitz,
2002; Sulston, 2002).
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14.14. abra C. elegans embrioban a pusztul6 sejtek Nomarski optikaval lekerekedett, kiemelkeddnek mutatkozo
képleteknek latszanak (nyilak)

A folyamat reprodukalhatosdga azt sugallta, hogy a pusztulas sorsara jutd sejtek kivalasztasa és a pusztulas
mechanizmusa egyarant genetikai szabalyozas alatt all. A tovabblépéshez tehat a sejthalalt befolyasold géneket
kellett talalni. Sulston megfigyelte, hogy egyes allatokban ott ahol normalis esetben sejtpusztulas torténik, Feulgen
festéssel jol kimutathato sejtmagok maradnak. Ez azt jelenti, hogy nem torténik meg a DNS-nek a sejthalallal
normalisan egyiitt jard lebomlasa. Az igy felismert mutans amelyben az endonukledz abnormalisan mikodott, a
nuc-1 (nuclease abnormal) elnevezést kapta (Conradt és D., 2005).

Ezt kovetden két ujabb mutanst talaltak (ced-1, ced-2; cell death abnormal), amelyekben a legdmbolyddott halott
sejtek (ezeket az angol kifejezés nyoman sejthullaknak (cell corpse) nevezhetjiik) megmaradtak, tehat a sejthullaknak
nem tortént meg a bekebelezésiik. Horvitz laboratériumaban tovabbi mutansok felismeréséhez vezettek azok a
kutatasok, amelyekben ced-1 allatokat mutagenizaltak. A mutagenizalas utan olyan egyedeket kerestek amelyekben
a normalis pusztulasi folyamathoz képest eltérés latszott (Horvitz, 2002).

Ilyen moddon sikeriilt egy olyan mutanst azonositani, amelyben nem mutatkoztak sejthullak. Ebben a ced-3-nak
elnevezett mutansban mind a 131 sejt megmaradt, amelyeknek el kellett volna pusztulniuk. A ced-3 tehat
nélkiilozhetetlen a sejthalal megindulasahoz, azaz un. pro-apototikus gén.

A ced-3 felfedezése nyoman fel lehetett allitani az addig leirt sejthaldl gének miikddési sorrendjének elso,
legegyszeriibb genetikai sémajat. Eszerint a ced-3 a pusztulas meginditasaban szerepel, ezt a bekebelezést szabalyozo
a ced-1 és a ced-2 koveti; a folyamat sémajat a 14.15. dbra mutatja.

ced-3 mm)p mm) ced-1and ced-2 mm) mm) nuc-1

inditas bekebelezés DNS lebontéas

14.15. abra A programozott sejthall génsorrendjének elso, legegyszeriibb sémaja

A Horvitz labor egy masik projektjében a tojasrakésban hibas (egg-laying defective) mutansokat kerestek. A
megtalalt 145 mutacio koziil az egyikben hianyoztak az un. HSN motoros neuronok, amelyek a tojasrakasban
szerepld vulvalis izmokat idegzik be. Ennek magyarazatara az egyik elvi lehet6ség az volt, hogy a HSN neuronok
létre sem jonnek, a masik pedig az, hogy 1étrejonnek ugyan, de ezt kdvetéen programozott médon elpusztulnak.
Az utobbi lehetdséget az egl-1/ced-3 kettés mutans vizsgalataval igazoltak. Ebben megmaradtak a HSN neuronok,
a ced-3 tehat szupresszalta az egl-1 hatasat. Ez az eredmény gyorsitotta a munkat azzal, hogy a tovabbi ced-3-hoz
hasonldé mutansokat lehetett keresni az egl-1 szupresszalasa révén. Igy fedezték fel a ced-4-et (Ellis és Horvitz,
1986).

Ezutdn mozaik analizissel tisztaztak, hogy a ced-3 és a ced-4 a sejteken belill hat, ami azt igazolta, hogy a
programozott sejthaldlnak ez a forméja cellularis 6ngyilkossag (Yuan és Horvitz, 1990).
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Elvégezték a ced-4 klonozasat és szekvencia analizisét, ami szerint teljesen 11j proteinrdl volt sz6. Csaknem két
évet kellett arra varni, hogy 1992-ben a szekvencia adatbazisban a ced-4-hez hasonld, emberbdl izolalt fehérje
szekvenciaja megjelenjen. Ez az ICE (interleukin- 1-beta converting enzyme) volt, az els6 tagja azoknak a cisztein
protedzoknak, amelyeket mai néven kaszpazoknak neveziink.

Ennek alapjan az a kovetkeztetés adodott, hogy ha a CED-3 cisztein proteinazként nélkiilozhetetlen szerepet jatszik
a C. elegans apoptdzisaban, akkor az ICE hasonl6 szerepet jatszhat eml6s sejtekben (Miura és mtsai., 1993).

A C. elegansban foly6 apoptdzis tovabbi génjeinek azonositasara az allat garatjaban 1év6 egy bizonyos, normalis
esetben apoptdzissal elpusztuld, neuralis sejt tilélését okozo mutanst kerestek. Hat mutaciot talaltak, ezek koziil
otben defektiv volt a ced-3 vagy a ced-4, a hatodik azonban 0j génnek bizonyult, amit elneveztek ced-9-nek. Errol
tovabbi vizsgalatok alapjan kideriilt, hogy nem funkcidvesztéses (loss of function), hanem funkcidényeréses (gain
of function) mutacié. Ez azt jelenti, hogy a ced-9 funkcionyeréses mutacidja esetén megmaradnak azok a sejtek
amelyeknek programozott sejthalallal meg kellene halniuk, addig a ced-9 funkcidvesztéses mutacioja kovetkeztében
elpusztulnak azok a sejtek amelyeknek élnitik kellene. Eszerint a ced-9 az a gén amely eldonti, hogy egy sejt életben
marad-e, vagy programozottan elpusztul (14.16. abra).

Oon ., TOLELES
ced-9 ~—
off = PUSZTULAS

14.16. abra A ced-9 bekapcsolt (on) dllapotban tuléléshez, kikapcsolt (off) allapotban pedig pusztulishoz
vezet

A ced-9 klonozasa utan kidertilt, hogy hozza hasonlé gén az emberben is megtalalhatd, és mutacioja follikularis
limfomat okoz. Emiatt a Bcl-2 (Bceell lymphoma) nevet kapta.

A ced-9 és a szekvenciajaban hasonld Bel-2 tehat megvédi a sejteket az apoptotikus pusztulastol. Ezzel a felfedezéssel
sikertilt kapcsolatot talalni a C.elegansban zajlo programozott sejthalal és az emberben torténd apoptdzis kozott.

Tovabbi vizsgalatok révén az emldsdkben egy sor ced-9-hez hasonlo fehérjét fedeztek fel, amelyek igy egyiitt a
CED-9/Bcl2 fehérje csaladot alkotjak.

A programozott sejthalalt a C. elegansban szabalyozo gének és az emlésdkben folyd apoptdzisban szerepld gének
hasonlosaga rairanyitotta a kutatok figyelmét arra, hogy a C. elegansban mikodé programozott sejtpusztulas
génjeinek sorrendjéhez hasonld lehet a human apoptdzisban szereploké. Fontos megerdsitést kapott a hasonlosag
azzal, hogy a human Bcl-2-vel sikeriilt helyettesiteni a ced-9-et transzgén C. elegans-ban.

Ennek a lehetdségnek a kiakndzasahoz pontosan meg kellett allapitani a gének miikodésének sorrendjét C.
elegans-ban. A téma irant ugrasszeriien megnétt az érdekldédés és az tjonnan bekapcsolédd laboratériumok
eredményeinek hozzéjarulasaval kialakult a C. elegans programozott sejtpusztulasanak kodzponti szakaszaban
résztvevo gének miitkddési sorrendjének sémaja (14.17. abra).

SEJT
EGL-1 — CED-9 —{CED-4 — CED-3 — AL
BH3- Bcel-2- Apaf-1- caspase
only like like

14.17. abra A programozott sejtpusztulas kozponti szakasziaban résztvevé gének miikodési sorrendje C.
elegans-ban

Ellenorzo kérdések

1. Hogyan valtozik az apoptotikus sejtek elektronmikroszkopos morfologiaja?
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2. Milyen tulajdonsagai teszik az apoptozis tanulmanyozéasara alkalmas modellallatta a C. elegans-t?

3. Milyen apoptotikus géneket fedeztek fel a C. elegans-ban és mik ezeknek a feladatai?
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15. A kaszpazok szerepe az apoptozisban

Az aktiv sejthalal apoptotikus formajanak molekularis mechanizmusa kivétel nélkiil minden esetben bizonyos
proteolitikus enzimek mitkodésének beindulasaval és/vagy aktivitasanak fokozodasaval kezdddik. A folyamat
teljes kivitelezésében, s6t, a ,,sejthullak” végso eltakaritasaban is dominalnak a sejten beliili fehérjebonto enzimek.
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Az apoptoézis jelensége

A tipikus apoptozis folyaman megjelend morfologiai jellemzoket a 15.1.-15.3. abran lathaté harom
elektronmikroszkopos felvétel szemlélteti. A folyamat elején a sejtek zsugorodasa indul meg. A szdveti kdrnyezetben
1évo sejtnél ennek legelsd jele bizonyos sejt-sejt kapcsolatok gyengiilése, felszakadasa (1. 15.9. abra és ,,A
kaszpazok szubsztratjai” c. fejezet), amit az adott sejt zsugorodasa kovet. Ultrastrukturalis, sejtmagi szinten mar
a korai stddiumban lehet 1atni a maghartya mellett egy nagyon hatdrozott kromatin kondenzaciét, ami altalaban
periférikus, félhold alaku. Emellett megkezdddik az igynevezett apoptotikus testek vagy blebek képzddése és
lefliz6dése; e folyamat neve: zeiozis. A sejtmembran teljesen intakt, a kdrnyezettdl elhatarolo, de azzal szabalyozott
anyag- ¢és energiakicserél6 kapcsolatot biztositd szerepét be tudja tolteni. A sejtorganellumok épek, mikodéképesek;
a citoplazma elektrondenzitdsa azonban a transzglutamindzok aktivitdsanak fokozodasa, a fehérjék keresztkotése
miatt valtozik. A lefliz6dott sejtrészek is ép membrannal hataroltak, a benniik 1év6 struktirakkal egyiitt (tobbnyire)
mitkddoképesek. A folyamatot a sejtmag feldarabolodasa, fragmentacidja kiséri, igy a citoplazma leftizédésekbe
sejtmag részletek is bekeriilnek. Az apoptdzis ,,hullé levelet vagy viragszirmot” jelent, ami a zeiozis folyamatara
utal.

15.1. abra Az apoptdzis korai szakaszanak morfoldgiai jellemzoit mutatd transzmisszios elektronmikroszkdpos
felvétel. A sejtkapcsolatok felszamolodnak, a sejt elvalik a szomszédaitol (fekete nyilak). Mar megfigyelhetd a
sejtmag kromatin allomanyénak periférialis kondenzacioja (fehér csillagok), a citoplazma denzitasanak fokozodasa
és a sejtfelszin ,,holyagosodasa”.
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15.2. abra Eloérehaladott apoptdzis ultrastrukturalis szintli morfoldgiai sajatossagai. A sejtmag fragmentalodott
(egyik részletét fehér csillag jeloli), a sejtfelszinen viragszirmok elrendez8désére emlékeztetd apoptotikus testek
képzddnek és fizddnek le (fekete nyilak).
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15.3. abra Az apoptozis késdi szakaszdnak morfoldgiai jellemzdi. Az erdteljesen zsugorodott €s szinte teljesen
fragmentalodott sejt felszinérl még ekkor is fiiz6dnek le apoptotikus testek. A citoplazma fokozott denzitasa miatt
a sejtalkotok alig felismerhetdk.

Az apoptozis szoveti protektiv szerepi, mivel a sejt végig intakt membrannal hatarolt részekre esik szét, majd
ezeket az apoptotikus testeket a kdrnyezo szovet ép sejtjei, vagy erre specializalt sejtek kebelezik be és bontjak le.
Sejten beliili Ca**-ion koncentrscié kimutatas alapjan megallapithatd, hogy az intracellularis kalcium-koncentracio
az apoptotikusan pusztuld sejt esetében lassan névekszik és ,,csak’ szubnekrotikus szintet ér el.

Arrol, hogy az integritas megdrzésének és a sejthalal folyamatat kisérd energiaigényes folyamatok energetikai
finanszirozasanak” hatterében mi all, a ,,Kaszpazok szubsztratjai” c. fejezetben adunk b6vebb tajékoztatast.

A fent bemutatott morfologiai jellemzo6i alapjan az apoptotikus és a nekrotikus sejthalal kozott éles kiilonbségek
mutatkoznak. A nekrozis esetében a sejt intenziven duzzad, a sejtmembran elveszti épségét (intaktsagat), ezzel
egylitt barrier szerepét is. A beltartalom a kornyezetbe aramlik, mikdzben a sejtorganellumok (igy a sejtmag) is
sériilnek. A lizis kovetkeztében a kdrnyezetbe antigének keriilnek, amelyek gyulladasos folyamatot indukalnak
(15.4. abra).
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apoptotikus testek
fagocitdzisa,
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15.4. abra A nekrodzis és az apoptozis morfoldgiai vonasainak dsszehasonlitasa.

A kaszpaz molekulacsalad

A kaszpazok szerkezeti jellemzéi

A kaszpazok olyan cisztein proteazok, amelyek egy 4 aminosavbol allé tigynevezett konszenzus szekvencia
mellett hasitjak el a peptidkdtést. Ennek az aminosav-motivumnak az utolsé tagja minden esetben egy aszparaginsav
(15.5. abra). A kaszpazok ezen tulajdonsaga eredményezi azt, hogy szubsztratumaikat rendkiviil pontosan, csak
meghatarozott helyeken €s csak részlegesen bontjak (limitalt proteolizis).
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A fenti tulajdonsagokkal rendelkezd, elséként leirt enzimet a korabbi szakirodalomban még ICE (Interleukin
Converting Enzyme) néven talaljuk meg. Az elmult 20 év kutatasai soran azonban tobb mint 10 tagra boviilt a
hasonl6 szerkezetl és aktivitasu, bar kiillonb6zo névvel illetett enzimek szama. Ezért logikus és sziikséges 1épés
volt a k6zos tulajdonsagon alapuld, egységes nevezéktan bevezetése és az enzimek egy kozds csaladba vald
besorolasa (caspases: cisteinyl aspartate-specific proteases). Itt az egyes ,,csaladtagokat” szamozassal kiilonboztetjiik
meg egymastol. Az emlds kaszpazok csaladja jelenleg 13 tagbol all (15.6. abra).

Valamennyi kaszpaz k6zos tulajdonsaga, hogy szintézise soran inaktiv, proenzim (prokaszpaz) formaban jelenik
meg (zimogén forma). Az aktivalashoz az N-terminalison 1év6 tigynevezett prodomén lehasitasa sziikséges. Az
ezutan megmarado, az enzimatikus miikodéshez sziikséges fehérje minden kaszpaz esetében két részbdl all. Ezek
koziil a nagyobb (large, 1) egy tigynevezett p20, a rovidebb (small, s) egy p10 domént képez (15.5. abra).

Az N-terminalis prodoménje mogott a mar ismert konszenzus szekvencia talalhatd csakiagy, mint a p20 és p10
domének kozott (15.5. abra). A kaszpazok aktivalasahoz sziikséges szerkezeti atalakitasok érdekében tehat olyan
hasitasokra van sziikség, amelyeket egy masik, ugyanolyan vagy mas szammal jelzett kaszpaz képes végrehajtani.

PRODOMEN PROTEAZ DOMEN

r 1 T
as as aso
A AN
D DD

PRO-KASZPAZ ~ NH, | . p20 HEPTL coon
/ 520
eropoMEN [ iy AKTIV KASZPAZ
heterctctramer

15.5. abra A zimogén prokaszpazok kaszpaz-specifikus hasitasi helyei (D: aszparagin sav).
A kaszpazok csoportositasa

Az egy csaladba tartozd kaszpazokat funkcidjuk €s szerkezetiik alapjan is alcsaladokba sorolhatjuk. Az egyes
csaladtagokat szamozassal kiilonitjiik el egymastol. 13 féle human kaszpazt kiilonboztetiink meg, amelyek nevei
kaszpéaz-1-kaszpaz-14. Arrél a molekularoél, amelyet korabban kaszpaz-13-ként tartottak szdmon kidertilt, hogy
nem létezik (kisérlet kovetkeztében keletkezett miitermék).

Csoportositas prodomén szerkezet alapjan

A prodomén lehet révid vagy hosszi. A rovid prodoménii enzimek a kaszpaz-3, -6, -7 és 14 (15.6. abra). Az
utobbi (kaszpaz-14) kivételével valamennyien az apoptdzis ,,végjatékaban” szerepelnek, mint végrehajto, effektor,
vagy exekutor! kaszpazok (II1. tipus). Prodoménjiik 30-nal kevesebb aminosavbol 4ll, s azon kiviil, hogy biztositja
inaktiv allapotukat, semmilyen mas funkcioval nem rendelkezik.

! execution: kivégzés
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PRODOMEN PROTEAZ DOMEN
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15.6. Abra Az eml6s kaszpazok szerkezeti felépitése és az ennek alapjan megéllapithatd csoportjai. Alul a Ced-3,
a C. elegans kaszpaz homologjanak a szerkezete lathat6. (CARD: caspase activating recruiting domain; DED:
death effector domain, Ced-3: cell death abnormality-3).

A hosszi prodoménii kaszpazok esetében a pro-régio dsszetettebb €s a sejt tovabbi élete szempontjabol sorsdontd
funkcioval is bir(hat).

Ide tartoznak az aktiv sejthalél apoptotikus forméajanak beinditdsaban kulcsszerepii, ugynevezett iniciator kaszpazok
(kaszpaz-2, -8, -9, -10), amelyeknek olyan prodoménjei vannak, amelyekben fehérje-interakcios mikrodomének
talalhatok. Utobbiak a halal domén (death domain) fehérje szupercsaladba tartoznak.

A halal domén szupercsalad

A halal domén szupercsaldd az egyik legintenzivebben kutatott domén csalad. Tagjai a halal domén’ (death
domain, DD), a halal effektor domén (death effector domain, DED), a kaszpaz aktivalo és toborzé (caspase
activating recruiting domain, CARD), valamint a pirin domén (pyrine domain, PYD) alcsalad. Szerkezetiikben
kozos, hogy olyan globularis molekularészek, amelyek egymas mellett felhajtogatott 6 hélixet tartalmaznak. F6
funkcidjuk kozds: az apoptotikus, illetve a gyulladdsos szignalizdcios utvonalban homotipikus koélesonhatasok
kialakitasa révén tobb alegységes (oligomer) jeladé komplex kialakitasa.

Halal domén tartalmuk alapjan a kaszpazok korében két alcsoportot kiilonitiink el. A kaszpaz-8 és -10 szerkezetében
két-két egymast kovetd (tandem) DED régid, mig a kaszpaz-9 és -2 molekuldban egy-egy aktivalo és toborzd,
ugynevezett CARD régi6 talalhato (15.6 és 15.7. dbra). A DED és CARD mikrodomének révén az ezekkel
rendelkezé kaszpazok hasonlé doménekkel rendelkezé molekuldkhoz tudnak kapcsolédni, ami alapvetéen
meghatarozza azt, hogy a sejtben milyen molekularis komplexum részeként és hogyan aktivalodnak (1. 15.7. abra
és ,,A kaszpazok aktivacidja” c. fejezetet).

AKTIVALO AKTIVALODO
KOMPLEX KASZPAZOK DOMEN SZERKEZET
DISC kaszpaz 8,10 DED | DED | H
kiils6 stimulus dltal aktivdlt atvonal
Apoptoszéma  kaszpiz-9 <caro T [ ]

PIDDoszéma  kaszpéz-2 LR H |

belsd stimuius dltal aktivdlt dtvonal

15.7. abra Az iniciator kaszpazok mikrodoménjei. A mikrodomének tipusa meghatarozza azt, hogy a proenzim
melyik aktivacids Gtvonalon és melyik komplexben aktivalodik.

2 Sajnos a szupercsalad és az egyik alcsalad neve ugyanaz.
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Csoportositas funkcio alapjan

A kaszpazok harom csoportba sorolhatok aszerint, hogy milyen folyamatok aktivalasaban vesznek részt (15.6. és
15.8. abra). Az 1. csoportba azok tartoznak, amelyek citokineket aktivalnak, igy gyulladdsos folyamatok
eléidézésében vesznek részt. CARD halal doménnel rendelkeznek.

A L. csoportba az apoptozis beinditasaban szerepet jatszo, iniciator kaszpazok tartoznak. Mind hosszi prodoménnel
rendelkeznek, amelyben tandem DED vagy egy CARD mikrodomén talalhatd (15.6. abra).

A III. csoportot az apoptozis végrehajtasaban szerepet kapo effektor kaszpazok képezik. Kivétel nélkil rovid
prodoménii kaszpazok (15.6. abra).

Mai ismereteink szerint egyetlen kaszpaz nem sorolhat6 be a fenti csoportokba. Ez a kaszpaz-14, amely rovid
prodoménii. Korabban citokin-aktivalonak tartottdk, de ma mar bizonyos, hogy egy harmadik aktiv sejthalal
tipusban, a keratinizacioban jatszik szerepet (1. 15.13. abra). Csak az epidermiszben expresszalodik, s egy eddig
még azonositatlan proteaz aktivalja.

A fenti alapokon képzett csoportokat az 15.8. dbra mutatja be.

B CARD

= DED-DED
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15.8. abra A kaszpazok besorolasa a szerkezeti és funkcionalis alapon képzett csoportokba: a funkcionalis
csoportokat romai szamok jelzik

A Kkaszpazok szerepe az cukaridta sejtek mikodésében sokkal kiterjedtebb, mint azt korabban gondoltak. Az
irreverzibilis apoptozis mellett szamos sejtszintli atrendezddési folyamatban (remodeling) nélkiilozhetetlenek
(b6vebben 1. ,,A kaszpazok élettani funkcioi” c. fejezetet.). Nem meglepd tehat, hogy mai ismereteink szerint az
emberi fehérjekészlet (proteom) mintegy 1000 féle fehérjérdl tudjuk mar azt, hogy limitalt hasitasukat kaszpazok
végzik (1. ,,A kaszpazok szubsztratjai” c. fejezetet).

A kaszpazok aktivacioja

Amint azt mar korabban emlitettiik, a prokaszpazok aktivalasa limitalt proteolizissel, azaz a prodomének lehasitasaval
¢és a nagy (p20) és kis (p10) alegységek kozotti, kaszpaz specifikus konszenzus szekvencia melletti peptidkotések
elbontasaval torténik (15.5. abra). Mivel a hasito-helyet kijeldl6 (konszenzus) szekvencia egyben kaszpaz-specifikus
is, ennek alapjan a kaszpazokra jellemz6 az autokatalizis (amikor ugyanazon tipus molekulai kolcsonosen hasitjak
egymast). Tobbféle kaszpazrol 1évén szo, ez egyben azt is lehetdvé teszi, hogy a kaszpazok tobb tagbdl allo reakcid
sorokba rendezddjenek (ugynevezett kaszpaz-kaszkadok). Nyilvanvalo, hogy a sor elején olyan molekulak allnak,
amelyek autokatalizissel aktivalodnak — ezek lesznek az iniciator kaszpazok, mig a kaszkad sort a végrehajtod
kaszpazok zarjak (15.6. abra).

A 15.5. dbran egyértelmiien lathato, hogy az aktiv enzimet két-két p20 és p10 domén alkotja, ami csak két prokaszpaz
molekulabol szarmazhat. Az aktivacionak tehat van még egy feltétele, s ez a proenzimek 6sszegyiijtése, toborzasa
(recruiting), hiszen az aktiv enzim kialakitasahoz a hasitas és a dimerizacio egyarant fontos 1épés.

Az iniciator kaszpazok esetében az aktivacido nagy, tobbkomponensii molekularis komplexumokban torténik
(DISC vagy apoptoszoma, illetve PIDDoszoma, 1. kés6bb), mig az effektor kaszpazokat vagy aktiv iniciator
kaszpazok, vagy a citotoxikus T-sejtek altal a célsejtbe juttatott granzim-B (granzyme-B) enzimek, vagy Ca®*-aktivalt
proteolitikus enzimek, az ugynevezett kalpainok aktivaljak.
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A kaszpazok szubsztratjai

A kaszpazok szubsztratjai kozott szerepelnek a sejthaldl folyamatdban meghatarozott szereppel rendelkezd,
strukturalis vagy szabalyozé szerepet betdltoé fehérjék, amelyek a sejt szinte minden kompertimentumaban
és miikodésének minden szintjén megtalalhatok. Hasitasuk kovetkeztében a sejt vazrendszere Osszeesik €s a
fehérje szintézis minden szinten ellehetetlenedik. Felszamolodnak a fokalis kapcsolatok, amelyek a sejtet a
szomszédokhoz, illetve az extracellularis matrixhoz kotik: ez lehetdvé teszi a sejt zsugorodasat és kornyezetbol

valo kivalasat.

A kaszpaz szubsztratok kozott megtalaljuk magukat a pro-kaszpazokat, valamint a pro- és antiapoptotikus fehérjéket
(1. késobb). Ezen kiviil vannak citoplazma (B-aktin, fodrin, gelsolin, vimentin, citokeratinok) és magvaz (laminok,
nukleoporinok), valamint ER—Golgi transzportot, Golgi szerkezetet biztosito fehérjék, vezikularis transzportban
(clathrin-burok &sszeallitasa), sejtadhézidban (desmosoma €s nexus /gap junction/ felépitésében) résztvevo proteinek,
az ECM kapcsolatot biztosito fehérjék (integrinek), jelatviteli itvonalakban (B-catenin, integrin titvonal) szereplok
¢és egyben transzkripciot szabalyozok (CREB, HSF, NF-kB), transzlaciot (eukariota transzlacios iniciator faktor
fehérjék), fehérje korforgalmat, RNS szintézist és illesztést, valamint sejtciklust (ciklin A, ciklin E, Cdk aktivitas)
regulalok, végiil pedig a DNS replikacioban és hibainak kijavitasaban (ICAD, acinus, helicard, PARP) résztvevo
proteinek. A proteolizis hatasara egyesek inaktivalodnak, masok pedig aktivalodnak: az anti-apoptotikus fehérjek
(pl. Bcl-2)— az elvarasnak megfeleléen — az els6 csoportba, mig a pro-apoptotikus faktorok (1. Bcl-2 fehérjecsalad)
és a kaszpaz inhibitorok a masodikba tartoznak (15.9. dbra).

APOPTOZIS SZABALYOZOK = \
Bel-2 apoptézis inhibitor
Prokaszpazok  pro-kaszpdz-1-14 Bel-xL apoptdzis inhibitor
Bid pro-gpoptotikus Bcl-2 protein c-IAP1 kaszpdz inhibitor
Bad pro-apoptotikus Bcl-2 protein XIAP kaszpdz inhibitor (7)
Bax pro-apoptotikus Bcl-2 protein Apaf-1 apoptoszéma alegység (7) 7
SEJTADHEZIO STRUKTURALIS FEHERJEK
desmoglein-3 E-cadherin alfa-Actin beta-Actin  Vimentin Lamin A
plakoglobin N-cadherin alfa-Actinin Fodrin Tau Lamin B1
beta-catenin P-cadherin Troponin T Gelsolin  Keratinok Lamin C
gamma-catenin connexin nucleoporinok
SEJT-SEJT KAPCSOLAT IZOMSZOVET SEJTVAZ SEJTMAG
(SE JTCIKLUS i
Cyclin A Xenopus ciklin A
Cyclin E G1/5 dtmenet szabdlyozds
MDM2/HDM2  ,mouse/human double minute chromosome oncogene 2', p53 degraddcio szabdlyozds
MDMX MDM2 homolég p53-kété fehérje, p53 degraddcid elémozditdsa
CDC27, Weel Cdc2 gdtlé kindzok
o
DNS SZINTEZIS, HASITAS ES JAVITAS
Acinus apoptotikus kromatin kond i6 indukcidja a sejt b
Helicard CARD-domén tartalmu DNS helikaz
ICAD kaszpaz aktivalt DNaz inhibitor
PARP-1 Poly(ADP-rib6z) polimeraz-1; DNS hibajavitds és géndtirds
PARP-2 Poly(ADP-rib6z) polimeraz-2; DNS hibajavitds
ATM ,ataxia telangiectasia mutated protein; a p53 DNS javité mechanizmusban szereplé kinaz
BLM DNS replikdicié és javitds
BRCA-1 mellrak szupresszor fehérje, sejtciklus feltartéztatds és DNS javitds J)
CREB +CAMP response element-binding protein”
HSF hésokk faktor

NF-kappaB P50, P65 NF-kappaB alegységek

IkBa INF-kB inhibitor

15.9. abra Néhany fontos kaszpaz szubsztrat az eddig azonositott tobb szaz koziil. A fehérjéket funkcionalisan
csoportositottuk. A piros keretbe foglaltak aktivalodnak, a zold keretben szerepldk inaktivalodnak. A XIAP és
Apaf-1 neve mogott zardjelben szerepld kérddjel arra utal, hogy az inaktivacid csak feltételes.

A kaszpazok szubsztratjainak azonositasara tobbféle molekularis biologiai megkozelitést alkalmaztak; ezek koziil
az apoptotikus sejtek szisztematikus proteomikai analizisével ma mar kozel 1000 szubsztratot azonositottak. Ezek
listaja sejtenként részben valtozo, aminek hatterében az all, hogy egy adott kaszpaz sejttipus-fiiggé mértékben
aktivalodhat (egyes fehérjék csak massziv kaszpaz aktivacid alkalmaval hasitodnak), illetve az, hogy egyes
szubsztratok szekvencidja organizmusonként kissé eltérd lehet, s a kaszpaz hasitasi hely nem feltétlen 6rzodik meg
(aciklin A afrikai karmosbéka oocita apoptozisa soran hasitodik, mig emlds sejtben nem). Az apoptdzis jelenségének
konzervativ voltabdl kiindulva azonban feltételezhetjiik, hogy 1étezik a szubsztratoknak egy jol koriilhatarolhato,
a sejthalal folyamatanak levezényléséhez, a kérnyezeti reakciok beinditasahoz és szabalyozott lebonyolitasahoz
dontden sziikséges kore. Ez a tobbszintii rendszer magaba foglalja a 1) sejtciklus befagyasztasat, 2) a DNS hibajavitd
(repair) mechanizmusok ellehetetlenitését, ezzel parhuzamosan a kromatin dllomény kondenzécidjat, 3) a molekularis
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szintll mechanizmusok szétszerelését, 4) a sejt kdrnyezetbdl vald kivalasat, elkiiloniilését, valamint 5) citokin
prekurzorok eldallitasat.

A fenti, 15.9. dbra altal kdzolt tablazatbol csak néhany fehérjét emeliink ki részletesebb bemutatasra. Az apoptozis
morfoldgiai jellegzetessége a kromatin allomany kondenzacidja (1. 15.1. és 15.2. dbra) és a DNS feldarabolddésa.
A kondenzacioban vesz részt az acinus (apoptotic chromatin condensation inducer in the nucleus) és a CARD
mikrodomént hordoz6 DNS helikdz, a helicard (CARD-containing DNA helicase). Az apoptotikus sejt DNS
allomanyanak internukleoszéomalis (oligonukleoszomalis) fragmentalasaban kiemelkedd szerepet jatszik a
kaszpaz aktivalt DN-az, a CAD (caspase activated DNA-se). Az ép sejtben ezt egy inhibitor, az ICAD (inhibitor
of CAD) kotott, inaktiv allapotban tartja. A kaszpaz kaszkad aktivalodasakor a végrehajtd kaszpaz-3 elhasitja az
ICAD fehérjét, amely ezt kdvetden levalik a CAD molekularol, igy az utdbbi aktivalodik, bejut a magba és ott
elhasitja a nukleoszomak kozotti DNS szalat (16.10. abra).

A PARP-1 ADP-rib6z polimereket kot bizonyos magfehérjékhez, ezzel a sériilt DNS hibait kijavité mechanizmus
beinditoja. Korabban gy gondoltak, hogy a kaszpaz-3 altali inaktivalasa letalis DNS elvaltozasokhoz vezetve
jarul hozza a sejt halalahoz. Azt figyelembe véve azonban, hogy a PARP tevékenysége, igy a DNS hibainak
kijavitasa igen nagy energiat emészt fel, ennek a folyamatnak kaszpaz-3 altali kikapcsolasa a sejt ATP szintjének
megoOrzésében jatszik szerepet. Mig az apoptdzis energiaigényes folyamat, addig az energia hiany a sejt nekrozissal
torténd gyors halalahoz vezet. (Kaszpaz rezisztens PARP jelenléte, illetve ATP elvonas az apoptozist kivalto
stimulusok mellett is nekrotikus sejthalalt eredményez.) A PARP tehat inkabb az apoptotikus és a nekrotikus
sejthalal tipus kozotti egyensuly felbillentésére szolgalé molekularis kapcsoloként foghato fel, inaktivacidja az
energiaszint megdrzésén keresztiil biztositja az apoptozis energetikai hatterét.

A hagyomanyos felfogas szerint az apoptozis és a gyulladas folyamata egymastol elhatarolt események, az
apoptozist nem kiséri gyulladds. Mai ismereteink szerint azonban a két folyamat tobb szinten is kapcsolatban van
egymadssal. Tudjuk, hogy a kaszpaz 1 olyan citokin prekurzorok érésében is foszerepet jatszik, amelyek
gyulladaskeltok (1. piroptdzis).

Felhivjuk a figyelmet arra, hogy ahhoz, hogy egy szubsztratként azonositott molekula hasitasa az adott koriilmények
kozott az €16 sejtben megtorténjen, az sziikséges, hogy az aktivalt enzim és a szubsztrat ugyanazon
kompartmentumban legyen. Erre a proteomikai eredmények nem adnak informaciot, igy a reakcid végbemenetelének
bizonyitasara az ultrastrukturalis szintli morfologiai vizsgalat elengedhetetlen.

A kaszpazok élettani funkcioi

A kaszpazok fiziologiai funkcioinak attekintésekor két alapvetden eltérd helyzetet érdemes elkiiloniteniink. Az
egyikben a kaszpazok sora aktivalodik, azaz apoptotikus sejthalal kovetkezik be, ami az adott sejt célzott
eliminacidjat szolgalja. A masik esetben egy-egy kaszpaz olyan folyamatban vesz részt, amelynek nem a sejt
elpusztitasa, hanem valamilyen végdifferenciacios folyamat lebonyolitasa a célja.

Az apoptézis és a szoveti atszervez6dés

Az apoptozisnak az alaki fejlddésben (morfogenezisben) betdltott szerepe mindenki elétt ismert. Gondoljunk csak
a larvalis szovetek eliminacidjara a metamorfozis (15.10. abra), vagy a nagyszamu felesleges idegsejt eltavolitasara
az idegrendszer fejlédése soran. A sejthalal e tipusa Gjraformalhatja a test alakjat szoveti reorganizacié nélkdl (1.
az interdigitalis szovetrészek eltavolitasa a végtagfejlodés soran), vagy a kornyezetben indukalt szoveti
(extracellularis matrix) atszervezddéssel is. Az 6nallo ujjak kialakitasanak folyamata egy készobrasz munkéjahoz
hasonld, ahol a milivész a felesleges részek eltavolitasaval, a kdrnyezet meghagyasaval formalja meg a végleges
alakot (15.11. abra).
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15.10. abra Az afrikai karmosbéka (Xenopus laevis) metamorfozisa. Az atalakulas soran az egyik legfeltiinébb
valtozas az ebihal farkanak regresszidja: a ,,felesleges” szovetrészek apotozissal pusztulnak el.

b ETETTK

végtagbimbok

15.11. abra Az apoptozis szerepe szovetrészek eltavolitasaban. A) Emberi magzat végtagbimboi. B) Az ujjak kozti
teriiletek (piros) felszdmolasa a kornyezet érintetleniil hagyasaval torténik.

Amikor az apoptozisnak aktiv szerepe van a kornyezet atalakitasaban, az inkabb egy fém megmunkalasahoz
hasonlit, ahol Iényeges méretli szovetrészek kiemelése nélkiil, inkabb a felszin atalakitasaval formalodik meg az
uj alakzat. Régota ismert, hogy az apoptotikus sejtek képesek tizeneteket kiildeni nagyobb tavolsagokra. Ilyen
iizenetek a makrofagokat csalogato ,,talalj meg” (,,find me”) és a bekebelezést serkentd ,,egyél meg” (,,eat me”)
szignalok (1. késébb). Csak az utobbi idoben figyeltek fel arra, hogy a pusztul6 sejtek a kdzvetlen kdrnyezetiikkel
is kommunikalnak. Az példaul, hogy az apoptotikus hamsejtek kilokodnek a hamrétegbdl, annak is kdszonhetd,
hogy hatassal vannak a szomszédos sejtek vazara, s abban a sejtek alakjat megvaltoztato folyamatokat indukalnak.
Ez a folyamat miikddhet biologiai ,,olloként” is, melynek eredményeképpen szomszédos szdvetrészek elszigetelddnek
egymastol (a jelenség megfigyelheté az ecetmuslica embrionalis fejlodésében szelvényhatarok kijeldlése é€s
megtartasa soran).

A sériilés altal kivaltott apoptdzis esetében tobb modell szervezetben (hidra, planaria, ecetmuslica, géte, afrikai
karmos béka, egér) megfigyelték, hogy a pusztuld sejtek mitogén szignalokat bocsatanak a kornyezetiikbe. Ha a
sejt életben marad (pl. kaszpaz inhibitorok hatdsara), akkor ez a szdvet tilburjanzasahoz (hiperplazia), a szerv
normadlisnal nagyobb méretiivé valasahoz vezet. Ha elpusztul, akkor helyét a sejtosztodassal 1étrejott uj sejtek
foglaljak el. A mitogén szignalok kibocsatasanak a zavartalan egyedfejlddés soran is szerepe lehet, erre utal az,
hogy a jelenséget a Drosophila ivarsejtképzo sejtvonalanak sejtszam szabalyozasa soran is megfigyelték. (A
,,zavartalan” jelzd itt ,,szokasost” jelent, hiszen a sejtek szdmara az egyedfejlodés szamtalan stresszhelyzetet teremt,
ami [ényegében nem kiilonbozik a sebzés okozta ,,megrazkddtatastol”.)

Néhany éve ismert, hogy az apoptdzissal elpusztuld sejtek egy sejtrétegben olyan huzderdt generalhatnak, ami
befolyasolja a morfogenetikus sejtvandorlasok sebességét. A Drosophila embrid egyedfejlédésének késdi 1épése
az, amely sordn a hati oldalt borité dtmeneti amnioserosa szovete felszivodik, s helyét epidemisz foglalja el. A
folyamat sordn az amnioserosa teriilete zsugorodik, a lateralis felham rétege pedig dorsalis irAnyba terjeszkedik
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mindaddig, amig a hati kdzépsikban a jobb és bal oldali szélei 6sszeérnek (dorsal closure). A folyamat valoszintileg
az amnioserosa sejtjeinek mintegy 10%-atdl indul: ezek a sejtek apoptozissal pusztulnak el, s kdzben a sejtvaz
atszervezodését, igy alakvaltozast indukalnak a szomszédaikban. Az apoptotikus sejtek szama aktivan hat a
kdrnyezetre: a sejtpusztulas intenztitdsanak novelése (ektopikus expresszio) a folyamat gyorsulasat, mig a pusztulo
sejtek szamanak csokkentése (apoptdzis gatlas) a dorzalis zarodas késleltetését eredményezi (15.12. abra).

>
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15.12. abra Az apopto6zis morofgenetikus szerepe az ecetmuslica epidermiszének zarodasaban. A) A felsd abrasor
a Drosophila larva dorsalis felszinét abrazolja az amnioserosa teriiletével. Ebben a piros pottyok az apoptotikus
sejtek jelenlétére utalnak. A k6zépso rajzon a kék nyilak azt a huzoerdt jelzik, amit a pusztul6 sejtek a kornyezetiikben
keltenek, s amelynek hatasara az epidermisz réteg sz¢lei a dorsalis kozépsik felé huzodnak. A jobb oldali dbran a
zarddas mar csaknem teljes. Az also képsor az amnioserosa kinagyitott teriiletén egy apoptotikus sejtet €s ennek
szomszédait mutatja nagy nagyitassal. A szomszédokban kialakitott, fokozatosan ndvekvé megnyulas lehet a
forrasa annak a huzoéerének, amit a pusztuld sejtek a kdrnyezetiikben keltenek. (A szomszédos sejtek helyzete a
hatarold négyzethez képest az abrasor mentén valtozatlan!) B) Az apoptotikus mintazat valtozasanak hatasa a
dorsalis zarddas sebességére: az apoptotikus sejtek szamanak emelése a zarodas sebességét noveli, mig a sejthalal
gatlasa a zarodast lassitja.

A kaszpazok nem-apoptoptikus funkcioi

Az el6z06 példakkal ellentétben egyes morfogenetikus 1épésekben nem a teljes kaszpaz halozat aktivalodik, azaz
az aktivalodas nem vezet apoptotikus sejthalalhoz. Ezekben a folyamatokban az enzimek nem—apoptotikus funkcioi
keriilnek elétérbe. Ahhoz, hogy ez a folyamat ne vezessen sejthalalhoz, az aktivacionak térben és iddben nagyon
szabalyozottnak, atmenetinek és limitaltnak kell lennie. Arrol kevés ismeretiink van, hogy milyen tényezok
biztositjak azt, hogy a folyamat soran csak bizonyos szubsztratok hasitasa torténjen, masok pedig érintetlenek
maradjanak. A hattérben allhat a kaszpazok kompartmentumokhoz kotése, anti-apoptotikus faktorok koordinalt
expresszidja, illetve a kaszpaz aktivitas inhibitorok segitségével torténd féken tartasa.

Az in vitro és in vivo (kaszpaz hianyos transzgenikus egértorzseken végzett) kisérletek eredményeit a 15.1. tdblazat
foglalja 6ssze. Ebbdl csak néhany példat emeliink ki. Az iniciator kaszpazok koziil egérben a kaszpaz-8 hianya
rendellenes érfejlodéssel jar, ami mas szervek morfogenezisére is végzetes hatassal van: az embriok az intrauterin
élet felének tajékan meghalnak. A kaszpaz-9 génjének kititése nem jar 100%-os letalitassal, s a talélokben késleltetett
vel6esd zarodast, tagult agykamrakat, hibas axon novekedést és gyenge szinaptikus jelatvitelt eredményez. A
végrehajto kaszpazok koziil a kaszpaz-3 esetében jegyezték fel, hogy — hasonloan a kaszpaz-9-hez — hianya az
idegrendszer rendellenes fejlédéséhez vezet. Az enzimhidnyos egerek nagy része a sziiletés tajékan meghal.
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15.1. tablazat. A kaszpazok nem-apoptotikus funkcidinak sszefoglalasa.

NEV FENOTIPUS FELTETELEZETT FUNKCIO
kaszpaz-1 normalis fejlédés, egyes sejttipusokban virusfertézések és tumor-képzodés elleni
csokkent apoptdzis intenzitas védelem
kaszpaz-2 normalis fejlodés, sterilitas, rendellenes kiilonboz6 pro-apoptotikus Gtvonalak tagja
apoptozis csak egyes sejtvonalakban
kaszpaz-3 sziiletés koriili, valtozo okokra nélkiildzhetetlen a neuronalis sejthalalban, s
visszavezetheto letalitas; a taléldk agyi egyes sejttipusok differencialodasaban
hiperplasiat mutatnak
kaszpaz-8 embrionalis letalitas halal receptor utvonal tagja, érrendszer
fejlédése, immunsejtek differenciacioja,
epidermalis sebgyogyulas
kaszpaz-9 sziiletéskori, nem 100%-os letalitas, a tlélok | fontos a neuronalis sejthalalban és a
agyi hiperplasiat mutatnak citotoxikus drogok és besugarzas elleni
védelemben
kaszpaz-11 normalis fejlédés, sterilitas bakterialis fertdzések elleni védelem

kaszpaz-14

normalis fejlodés, sterilitas

keratinizaciod

A szervezet bizonyos sejtjei differencidlodasuk sordn ,elveszitik” a sejtmagjukat. Ez a sejtmag degradacio vagy
kilokodés olyan esetekben figyelhetd meg, ahol az érett sejtek funkcidja egy bizonyos fehérje nagymennyiségben
val6 felhalmozasaval kapcsolatos (pl. keratin, krisztallin, hemoglobin). A keratinizacio specialis, sejthalallal
végz6do differenciacios folyamat, melynek soran a kaszpaz-14 a fillagrin aminosavakka torténd lebontasaban vesz
részt: a keletkez6 aminosavaknak a felham hidratalasaban van szerepiik (15.13. dbra). Kaszpaz aktivacioé kimutathatod
a lencserostok magjanak lebomlasakor is, az erythropoesis, a megakariocitak fejlodésére, a vérlemezkék képzddése,
a makrofagok és a vazizomzat fejlodése, a spermatidak individualizalodéasa (a kozottik 1€vo citoplazma hidak
felszakadasa) soran is. Természetesen nem feledkezhetiink meg a citokinek érésében, az drokletes (nem specifikus)
immunrendszerben (innate immune system), valamint egyes betegségek kialakulasdban betoltott szerepiikr6l sem
(1. kovetkezo fejezet).
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E o
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3
£
; f
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KASZPAZ-14 @ 1‘
L i Ao
= )
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15.13. abra A kaszpaz-14 szerepe a fillagrin lebontasaban. Az oldhattalan, foszforilalt fillagrin a szemcsesejtek
rétegében (str. granulosum) a keratohialin granulumokban halmozodik fel. Defoszforilacio utan a citoszolba kertil,
ahol hidrolizissel funkcionalis fillagrin képzddik bel6le. Ezt a transzglutamindz citokeratin fibrillumokhoz koti,
ami er0siti a sejtvazrendszert és a sejtek ellapulasat okozza. A fillagrin deiminacioja érzékennyé teszi azt proteazokkal
szemben. A természetes hidratild anyagokat eredményezd, 1épcsdzetes lebontasban — tobb enzim mellett — a
kaszpaz-14 is fontos szerepet jatszik.
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Az apoptézis és a kaszpaz aktivitas betegségekben
betoltott szerepe

Mint lattuk, az apoptdzis rendkiviil 6sszetett folyamat. Részfolyamatainak tér és idébeli rendezettsége hierarchikus
¢és egymashoz kapcsolddasuk szigorian szervezett. Az 6sszehangolasban fellépé barmilyen zavar, ami akar lassitja,
akar ,.felporgeti” az egyes részfolyamatok intenzitasat, betegségek megjelenéséhez vezet. A jelenség kimutathato
daganatok kialakulasa és fennmaradasa, tartos viralis fertdzések, autoimmun folyamatok, neurodegenerativ
betegségek esetében.

Megkérddjelezhetetlen bizonyos kaszpazok és kaszpaz szubsztratok szerepe az autoimmun betegségek
kialakulasaban. Az intenziv apoptdzis soran keletkez0, kellé gyorsasaggal el nem ,,takaritott” sejttérmelék nagy
mennyiségben tartalmaz ugyanis intracellularis, proteolitikus hasitason atesett fehérjéket. Ezekben a hasitas
kovetkeztében autoantitestek képzodését kivaltd, a nativ térszerkezetben (még) rejtett részletek keriilnek felszinre.
Ilyen, autoimmun betegségekben azonositott kaszpaz szubsztratok a laminok, a fodrin és a PARP is.

A neurodegenerativ betegségek koziil a Huntington- és az Alzheimer-kor kialakulasaban van szerepe kaszpaz
hasitasnak. A huntingtin gén 5’ végén egy CAG triplet megsokszorozddasa eredményezi azt, hogy a fehérje N-
terminalisan egy poli-glutamin szekvencia jelenik meg. A huntingtint a kaszpaz-3 hasitja, mégpedig a poli-glutamin
szakasz hosszaval korrelald intenzitassal. A proteolizis eredményeként a fehérjének egy olyan N-terminalist
tartalmazo része keletkezik, ami amiloidogén, azaz oligomerizaciora, s ezen keresztiil aggregatumok képz6désére
hajlamos.

Az Alzheimer-korban extracellularisan felhalmozodo amiloid-betay_4r (AB4g.42) képzOodésében szintén felvetddott
a kaszpaz-3 szerepe. Egyrészt az amiloid prekurzor fehérje (APP) olyan hasitasi termékét allithatja eld, amib6l
nagyobb valosziniiséggel keletkezik patogén AP, masrészt képes az AP keletkezésében kulcsszerepet jatszo -
szekretaz egyik alegységének, a preszenilin 1-nek a hasitasara is — ezzel a familiaris Alzheimer-korban jellemz6
tiineteket okozza. A fokozott AP oligomer produkcié apoptotikus neuron pusztulashoz vezet, amely soran a kaszpaz-
3, mint effektor kaszpaz aktivitasa né. Transzgénikus egérben megfigyelték, hogy kaszpaz aktivitas el6zi meg az
AD kialakulasaban szintén kulcsszerepet jatszo tau paros helikalis kotegek képzodését is.

Az irodalomban arrdl is taldlunk adatot, hogy kaszpazoknak szerepe van a motoneuronok betegségeként szamon
tartott ALS (amyotrophic lateral sclerosis) és a fokozott asztrocita aktivaciot jelentd asztrogliozis kialakuldsaban
is.

Ellenorzo kérdések

1. Sorolja fel az apoptotozis morfoldgiai jellemzdit!

2. Mutassa be a kaszpazok k6zos tulajdonsagait!

3. Csoportositsa a kaszpazokat azok prodomén szerkezete alapjan!
4. Csoportositsa a kaszpazokat azok funkcioi alapjan!

5. Milyen elemekbdl épiil fel a kaszpaz-kaszkad?

6. Milyen kaszpaz szubsztratokat ismer? Csoportositsa ezeket helyzetiik és funkcidjuk szerint! Legyen koztiik
struktar és adhézios fehérje, sejtciklus és transzkripcid szabalyozo, valamint a DNS allomany épségét fenntartd!

7. Mi a kaszpazok élettani jelentGsége? Milyen folyamatokban vesznek részt a fejlédés soran? Emlitsen olyan
eseményt, ami apoptozissal jar, s olyat, amiben nem kovetkezik be sejthalal!
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16. A sejthalal receptorok, apoptozis kulso
stimulusra (. tipus)

Indukcié a halal receptorokon keresztiil

A kiils6 titvonalon keresztiil aktivalt apoptdzis egészséges, de nem kivanatos, esetleg veszélyes sejtek eltavolitasara
szolgal. Ebben az esetben az inicidtor kaszpazok tandem DED doménnel rendelkez6 proenzimei (prokaszpaz -8

223

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Apoptozis

és -10) kozvetleniil a célsejt membranjahoz kotddo sejthaldl indukalé molekularis komplexum (death inducing
signaling complex, DISC) révén aktivalodnak (16.1. abra).

A DISC {6 komponensei a halal receptorok (death receptors, DR), amelyek valamennyien a tumor nekrézis faktor
receptor (TNF-R) szupercsalad tagjai. K6zos szerkezeti jellemzdjiik, hogy a sejtkdzotti tér felé nézd ligandum-
koto régidjuk mellett van egy hidrofob transzmembran doménjiik, valamint a C-terminalison egy fehérje-interakcios,
ugynevezett halal doménjiik (DD). Ilyen receptorok tobbek kozott a TNF-a receptor (tumor necrosis factor-o
receptor, TNF-R1) a Fas (TNF receptor superfamily member 6, mas neveken: CD95, Apol, TNFRSF6) és a
TRAIL-receptorok (TNF-alpha-related-apoptosis-inducing ligand receptor) is. Ma mar a sejthalal receptorok
esetében is torekszenek a nevezéktan egységesitésére, és szamozassal torténd megkiilonboztetésiikre. Valamennyi
sejthalal receptorra a DR roviditést hasznaljak (DR1: TNF-R1, DR2: Fas/Apo1/CD95, DR3: Apo2, DR4: TRAIL-
R1, DRS: TRAIL-R2).

A DISC komplex

A DISC osszeszerelodése

A halal receptor citoplazmatikus vége koré szervezddd sejthalal indukalé molekuldris komplexum, réviden
DISC o6sszetétele a legegyszertibb a Fas esetében. Ez a receptor (Fas), a FADD (Fas associated death domain) és
a pro-kaszpaz-8 molekuldkbol szerelodik dssze. A jelfelfogd receptor és a jelatvitelt megvalositod kaszpaz kozott
a FADD hidként szolgdl, mivel a pro-kaszpazok nem képesek kozvetleniil a Fas molekuldhoz ko6tddni.
Koriilményektol fiiggben a pro-kaszpaz-8 helyett a komplex része lehet a pro-kaszpaz-10 vagy a kaszpaz-8 homolog
FLIP is.

A DISC osszeszerelodése (kolcsonhatasok kialakulasa a receptorok és a FADD molekulak k6zott) ligandum
jelenléte nélkiil nem kdvetkezik be. Mivel a komplex dsszeallasa sz6 szerint végzetes kdvetkezményekkel jar, a
folyamatnak rendkiviil szigortian szabalyozottnak kell lennie. Ugyanakkor az 6nszervezddés gyorsasaga sziikséges
akkor, amikor a kiilvilagbol érkez6 jelzés (ligandum) valdban jelen van.

A DISC 06sszeallasanak alapfeltétele a receptor trimerizacidja. Ez altalaban egy specialis membran kdrnyezetben
(lipid tutaj, raft) torténik, s akar véletlenszerii esemény is lehet. A Fas trimerizaciéjaval annak intracellularis
végén 1évo halal doménje (Fas-DD) olyan konformacio valtozason megy at (2 hélixének atrendezddésével),
amelynek kovetkeztében felszinén kialakul a mas molekuldk DD doménjével kotést kialakitani képes felszin. Ez
areceptor (DD domén) tigynevezett nyitott formdja, ami azonban csak ligandum kétése, a receptor csoportosulasa
(klaszterizacioja) nyoman stabilizalodik megfeleld mértékben ahhoz, hogy FADD adapter fehérjék DD doménjeit
kdsse, azaz FADD molekulakat toborozzon. A ligandum jelenléte mar nem véletlenszeri, igy a FADD-nak a DISC
komplexbe vonésa mar szintén nem té’)rténhet meg Véletlenszerﬁen A megkététt FADD fehérjék ezutan a mésik
kolcsonhatasba 1épni: a pro- kaszpazok komplexbe épiilése ekkor mar elkerulhetetlen. Ezt a folyamatot vazlatosan,
a valos sztochiometriai és szimmetriaviszonyokat nem tiikrozve az 16.1. dbra mutatja be.
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16.1. abra A Fas DISC 6sszeszerel6désének 1épései. A Fas lipid tutajban (z6ld plazmamembran szakasz) térténd
oligomerizécioja soran a monomer Fas DD doménje globuldris, zart konformacidju allapotbol (A) instabil, nyitott
formajuva alakul (B). A nyitott format a Fas-ligandum (be)kotése altal indukalt receptor csoportosulas (klaszterizacio)
stabilizalja. A stabil Fas-DD doménhez a FADD adapter fehérje DD doménje képes kotddni, s ezzel lehet6vé valik
a pro-kaszpaz-8 DED doménen keresztiili toborzésa is.

A Fas DD doménjének nyitott formaban torténd stabilizalasa feltehetéen nemcsak a FADD kotéhelyet alakitja ki,
hanem abban is szerepe van, hogy két-két, nem ugyanabba a trimerbe tartoz6 Fas molekula k6z6tt hid képz6djon.
Ennek kovetkeztében a kialakuld DISC nem mas, mint egy tobb egységbdl allé molekularis halézat, amelyben
egymast segitd (stabilizalo) halészemek vannak. Ebben a rendszerben megallapithatok ugyan ,,alapegységek”
(sztochiometriai ardny az egyes komponensek kozott), arrdl azonban, hogy ezekben a ligandumok, a halél receptorok
¢és a FADD molekuldk milyen aranyban vesznek részt, nincs egységes vélemény az irodalomban.

A TNF-a receptorhoz a FADD adapter fehérje nem képes kozvetleniil hozzakapcesolodni, ezért a DISC-be egy
masik kdzvetit6 fehérje is beépiil. Eza TRADD (TNF receptor-associated via death domain), aminek DD doménje
van, de DED doménnel nem rendelkezik (16.2. abra).

TNF ligandumok

TNFR

M

o >

Y [55]

[BE5)
{CED.}
(<ELS)
NN
Lz

AN LOD ]

o

TRADD TRADD
FADD FADD

0

=

H

pro-kaszpaz-8 pro-kaszpaz-8

P!
ozd

16.2. abra A TNF-R1 koré szervez6dd apoptozist indukalé DISC. Ebben a receptorhoz két adapter fehérje
kapcsolodik: az elso a receptor DD doménjéhez kapcsolodd TRADD, a masodik az ehhez k6t6d6 FADD. A FADD
DED doménje révén pro-kaszpazokat toboroz a DISC-be.

A sztdochiometriai arany €s a komponensek geometriai elrendezddésének fontossagara utal az, hogy az emlitett
halal receptoron keresztlil apopt6zis és nem-apoptotikus valasz egyarant kivalthat6. A Fas esetében az elsét
membrankotott, a masodikat pedig szolubilis ligandum koétése inditja be. Membrankotott ligandum esetében a
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ligandumok térbeli eloszlasat, mintazatat a sejthalalt indukalo sejt (pl. T-sejt) plazmamembranjanak doménszerkezete
hatarozza meg.

Megjegyezziik, hogy a sejthalal beinditasdhoz sziikséges, megfeleld mennyiségii pro-kaszpaz aktivalasat elvégezni
képes méretii és kiterjedésti DISC 0sszeszerelddése nem feltétlen (csak) a sejtfelszinen torténik, mivel a sejthalal
receptorok internalizalodnak, igy az endoszomalis rendszerben gytilnek fel. Kisérleti adatok szerint a FADD
molekulak jelent6s része is az endoszéma membran kiils6 (citoplazmatikus) felszinéhez toborzddik, s itt jon 1étre
az ugynevezett receptoszoma (16.3. abra).

Fas-ligandumok (_)(‘)
Fas B
» © 9‘) - s 4%& internalizacio

W

plazmamembrdn

ligandum kétés,
receptor trimerizacio

B
FADD / e “h:%__\_j ﬁﬁl\lﬂ‘n "”’M"‘?\\@‘

DISC formalodas ”l \\\!

16.3. abra A receptoszoma felépitése. A receptoszoma gy alakul ki, hogy az internalizalodott, endoszomalis halal
receptorok koré kiterjedt DISC szervezodik.

A DISC miikodésének szabalyozasa: valasztas élet és halal kozott

Ahogy azt az el6z0 fejezetben emlitettiik, a Fas (DR2) esetében az 6sszeszerel6dé DISC (Fas DISC) FADD adapter
fehérjéinek DED doménjeihez kétféle DED domént hordozo protein kotddhet: az egyik a pro-kaszpaz-8/10, a
masik a ¢-FLIP (cellular FLICE-inhibitory proteins).

A DISC-ben az aktiv kaszpaz 1étrehozasahoz a pro-kaszpaz molekulak megfeleld kozelsége (oligomerizacioja)
kell, valosziniileg azért, mert a két molekula egymast hasitja. A kaszpaz-8 létrehozéasa két egymast kdvetd
proteolitikus l1épést igényel. A zimogén ¢€s az aktiv, iniciator szerepet betdlté enzim szubsztrat specifitasa eltéro:
mig a pro-kaszpaz-8 specifitasa nagyon sziik hatarok kozott mozog, addig a kaszpaz-8 joval tobb szubsztratot
képes elhasitani. A DISC-ben mindkét aktivitas mérhetd, tehat a pro-kaszpaz és a kaszpaz is aktiv.

Emlitettiik, hogy a Fas receptorhoz apoptotikus és nem-apoptotikus jelatviteli iitvonal is kapcsolodik. Az aktiv
kaszpaz-8 enzimet eredményez6 masodik hasitasi hely tonkretétele meggatolja az apoptozist, ugyanakkor a nem-
apoptotikus jelatvitelt nem érinti. A két jelatviteli utvonal tehat ,,szétkapcsolhaté”. Tudjuk azt is, hogy pro-kaszpaz-
8 katalitikus alegységének foszforilacioja szintén megsziinteti a pro-apoptotikus funkciot, ugyanakkor a pro-enzim
DISC-en beliili ubiquitinildci6ja pro-apoptotikus hatasu.

A Fas DISC-en beliil a pro-kaszpaz-8§ inhibitora a ¢-FLIP fehérje, melynek harom izoformaja ismert. Ezek a
hossztl c-FLIP| (long), és a két rovid c-FLIPg (short) és c-FLIPy (raji) forma. Mindegyiknek két DED doménje
van, igy képesek kotddni a FADD adapter molekulakhoz. A két rovid valtozat anti-apoptotikus, mig a hosszl a
koriilményektdl (receptor stimulacio erdssége, mas c-FLIP formak koncentracidja) fiiggden lehet pro- és anti-
apoptotikus hatasu is. A c-FLIP proteolizisét, azaz tovabbi két hasitott, rovid forma 1étrehozasat a DISC-ben a pro-
kaszpaz-8 végzi. A két c-FLIP hasitasi terméke is anti-apoptotikus hatast (16.4. abra).

c-FLIP, (DR [EEB pro-/anti-apoptotikus
c-FLIPizoformak |:

oFLIP; T EEE T EEE anti-apaptotikus
c-FLIPg BE B anti-apoptotikus
pa2-FLIP /5] N o] ) | anti-apoptotikus
hasitott c-FLIP |: = o3 e
formak
p22-FLIP DED DED D anti-apoptotikus

16.4. abra A kaszpaz-8 inhibitor c-FLIP fehérjék. A harom teljes hosszlisagu izoforma, valamint a hasitott, rovid
c-FLIP fehérjék is rendelkeznek tandem DED doménnel. Mindegyik protein anti-apoptotikus hatasu, a c-FLIPy,
azonban lehet pro-apoptotikus is.
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A cFLIP fehérjék tandem DED doménjiik révén versenyeznek a pro-kaszpaz molekuldkkal a DISC-beli FADD
kotohelyekert (16.5. abra), s a verseny eredményeként kaszpaz-kaszpaz homo- és kaszpaz-c-FLIP heterodimerek
is keletkezhetnek. A receptorbdl kiinduld szignalizacio jellegét ennek alapjan a bek&t6dé komponensek aranya
fogja meghatarozni. Régota ismert, hogy a Fas jelatvitel nem csak apoptdzist eredményezhet, hanem segitheti a
sejt talélését is. Ez utobbi esetben a szignalizacié az NF-kB (nuclear factor-kappa B) aktivitasanak emelkedését
eredményezi. Ehhez mind a pro-kaszpaz-8, mind pedig a c-FLIP aktivitasa sziikséges, hiszen ebben a szignalizacios
utvonalban a c-FLIP hasitott formai vesznek részt. Az utvonal beinditasahoz az kell, hogy a pro-kaszpaz-8 aktiv
legyen, de ugyanakkor ne keletkezzen beldle az apoptozist beindito, aktiv kaszpazs.

Fas ligandumok

Fas

pro-kaszpaz-10

CFLIPg

pro-kaszpaz-8 [/ c-FLIP,

16.5. abra Tandem DED doménnel rendelkezd fehérjék versengenek a DISC-beli kotdhelyekért. A receptorbol
kiindulo jelatviteli Gitvonalat a bek6t6dé komponensek aranya hatarozza meg.

A Fas receptor koré szervez6do DISC tehat két szignalizacios utvonal kiindulopontja: az egyik a sejthalalt, a masik
8 és a c-FLIP citoplazmatikus, kovetkezésképpen DISC-beli aranyatol fiigg. A DISC-beli FADD protein DED
kotohelyeiért két citoplazmatikus DED domént hordozo6 fehérje verseng: a c-FLIP; és a pro-kaszpaz-8. Ha
alacsony a c-FLIP mennyisége, akkor a DISC komplexben pro-kaszpaz talstily alakul ki, aktiv kaszpazok
keletkeznek, ami apoptozishoz vezet. Novekvo c-FLIPy szint viszont az NF-«kB utvonalat aktivalo hasitott c-FLIP
termékek mennyiségének emelkedését eredményezi. Magas c-FLIP; koncentracional a pro-kaszpaz-8 teljesen
kiszorul a DISC-bél, igy nem képzdédik sem aktiv kaszpaz, sem pedig hasitott c-FLIP molekula, tehat egyik jelatviteli
utvonal sem aktivalodik.

DISC: kaszpaz-8 aktivitds

l pro-kaszpaz-8 c-FLIP /pro-kaszpaz-8 l
kaszpaz-8 p22/p42 csonkolt FLIP

4 4+

APOPTOZIS = HALAL NF-kappaB INDUKCIO = TULELES

16.6. abra A Fas DISC-be bekot6dé DED proteinek versengése élet-halal kérdése folott dont. Koncentraciofiiggd
moddon a Fas receptor trimer koré szervezdd6 DISC alkotoja lehet a c-FLIP molekula is, amely gatolja a kaszpaz-
8 aktivitas megjelenését a DISC-en beliil. Alacsony cFLIP mennyiségnél a DISC-be csak pro-kaszpaz-8 épiil be,
ami aktiv kaszpaz-8 enzimek keletkezéséhez, majd sejthalalhoz vezet. Magasabb c-FLIP koncentracional a c-FLIP
verseng a FADD DED két6helyeiért, s részben elfoglalja azokat a pro-kaszpaz-8 molekula elél. Mivel a ¢c-FLIP a
pro-kaszpaz aktivitast nem gatolja, a bek6todott c-FLIP fehérjét a szomszédos pro-enzim elhasitja. Ezzel két anti-
apoptotikus, NF-kB utvonalat serkentd, rovid c-FLIP termék keletkezik.
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Ugy tiinik, hogy éltalanosithat6 az a megfigyelés, hogy a TNF receptorok jelatviteli utvonalaban a DISC (masnéven
I. komplex) mellett egy masik, a DISC-bdl szarmazd, ugynevezett I1. komplex (complex II.) is részt vesz. Ezt a
DRI (TNF-o receptor-1) esetében irtak le elészor. Osszetevoi a halal receptor nélkiili DISC komponensek, esetleg
jelatviteli utvonalanként (receptor tipusonként) tovabbi molekulakkal kiegészitve. A Fas (DR2) halal receptor
esetében a DISC kompnensei a Fas, a FADD molekulék, valamint a pro-kaszpaz8/10 és/vagy a c-FLIP fehérjék.
A citoplazmaban talalhat6 I1. komlex részei a Fas kivételével ugyanezek (16.7. abra).

II. KOMPLEX Il. KOMPLEX

pro-kaszpaz-8 pro-kaszpaz-8/c-FLIP_

16.7. abra A Fas jelatviteli itvonalon kialakulé DISC és a II. komplex komponensei. Az itt bemutatott esetben a
DISC kialakitasaban a pro-kaszpaz-8 mellett c-FLIP molekulak is részt vesznek. A citoplazmaban aktiv II. komplex
a receptor kivételével a DISC minden komponensét tartalmazza.

A FADD lokalizaciéjanak szabalyozé szerepe

A Fas DISC adapter fehérjéje a FADD, amelyrdl leirtak, hogy foszforilacidja sejtmagi transzportot tesz lehetdvé.
A sejtmagi felhalmozodasnak az adapter fehérje nem-apoptotikus (pl. a sejtciklus szabalyozasaban, proliferacidban
betoltott) funkcidja soran van szerepe. Ujabban egyre tobb adat gyiilik 6ssze arra vonatkozoan, hogy a FADD
fehérjéknek a programozott nekrézis, azaz a nekroptozis beinditasaban, az apoptdzis és a nekroptozis sejthalal
tipus kozotti valasztasban milyen szabalyozd szerepe lehet.

Annak, hogy a sejt ,,nyugalmi” allapotaban a FADD nem a citoszolban talalhatd, biztonsagi funkciodja is lehet,
hiszen megakadalyozza azt, hogy véletlenszeriien 6sszedlljon a DISC mas komponenseivel, s igy ,,akaratlanul” a
sejt pusztulasat okozza. Nuklearis lokalizaciot korabban a tumor nekrozis faktor receptor-1 (DR1) adapter fehérje
(TRADD) esetében is megfigyeltek.

A DISC o6sszeszerelodéséhez a sejtmagban tartézkodd6 FADD vagy TRADD molekuldkat a citoplazméba kell
atiranyitani. Arrol, hogy ez kapcsolatban van-e a halal receptor ligandum kotésével, s ha igen, milyen mértékben
fiigg magatol a receptortol, s hogy a jelatvitelben milyen faktorok vesznek részt, igen keveset tudunk. Ismét utalunk
azonban arra, hogy a sejthalal kivaltdsdhoz sziikséges méretli DISC Osszeszerelddése egyes adatok szerint az
endoszomalis membran mentén (is) torténhet, igy az adapter fehérjéket is ide kell toborozni.

A poszt-transzlaciés médositasok szabalyozé6 szerepe

Az apoptodzis indukcidjaban fehérjék vesznek részt, igy varhato, hogy szamos olyan poszt-transzlaciéos médositas
(PTM) érheti 6ket, ami befolyasolja a sejthalal kivaltasaban betoltott funkcidjukat. A részletek ismertetése nélkiil
ezek kozott van foszforilacid, glikozilacio, ubiquitinilacid és palmitoilacié is. Az atalakitasok érintik a halal
receptorokat, a DISC komponenseket, valamint a késObbiekben targyalt apoptdzist szabalyozo fehérjéket
(Bcl2 csalad, IAP) is. A PTM szerepének tisztazasat egyes esetekben neheziti az, hogy az adott proteinnek nem
csak apoptotikus szerepe van, igy elképzelhetd, hogy a szerkezeti modositas éppen mas iranyt funkcidjat befolyasolja
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(1. pl. a FADD foszforilacioja nem befolyasolja a DISC-beli miikodését, de hatassal van a sejtciklus szabalyozasban
betdltott szerepére).

Receptor-fiiggo sejthalal utvonalak

Az apoptotikus utvonal

A halal receptoroktol kiindulo apoptotikus szignalizacids Gitvonalat, azaz a kaszpazokbol all6 kaszkad sor aktivacidjat
és szervez6dését a Fas DISC—iniciator prokaszpaz-8 példajaval mutatjuk be.

Ahogy errdl korabban szd volt, a sejthalalt indukalé molekularis komplexumban az adapter fehérjék tobb pro-
kaszpaz-8 molekulat gylijtenek és rendeznek maguk mellé, amelyek igy megfeleld kozelségbe keriilnek egymashoz
ahhoz, hogy egymast aktivaljak. Két iniciator prokaszpaz-8 molekulabdl egymast kdvetd hasitasokkal lesz egy
aktiv, heterodimer (tetramer) szerkezetli enzim. A DISC-ben megtorténik a két pro-enzim molekula belsd,
konformacios atrendezddése és autokatalitikus aktivalodasa. A DISC-bél kivald aktiv kaszpaz-8 a tovabbiakban
effektor pro-kaszpaz (pl. pro-kaszpaz-3) proteolitikus aktivacidjara képes (16.8. abra).

OLO SEJT

D‘azmamembmn

LIGANDUM (Fas)

SEJTHALAL RECEPTOR (Fas)

plazmamembran

CELSEJT

ATV NCATOR (]

KASZPAZ-8/10
EFFEKTOR PRO-KASZPAZ-3

AKTIV EFFEKTOR

=

INICIATOR PRO-KASZPAZ-8/10

16.8. abra A pro-kaszpaz-8/10 Fas DISC altali aktivalasa. A trimerizalodott Fas magahoz gytijti a FADD adapter
fehérjéket, azok pedig a pro-kaszpaz-8 molekulakat. Az igy Osszeallt DISC-bol aktiv kaszpaz-8 molekuldk
szabadulnak fel, amelyek effektor kaszpazt aktivalnak (a DISC szerkezetét itt leegyszertsitve abrazoltuk).

A halal receptorok altal beinditott jelatvitel kétféle utat jarhat be. Az ugynevezett L. tipusu sejtekben a kaszpaz-8
kozvetleniil aktivalja a végrehajtod kaszpazokat. A II. tipusi sejtekben nem termelddik elegend6 aktiv kaszpaz-8
az apoptozis hatékony beinditasdhoz. Ennek oka az, hogy az ilyen sejtek citoplazméaja nagy mennyiségben tartalmazza
a végrehajto kaszpazokat gatlo IAP (inhibitors of apoptotic proteins) fehérjéket, amik hatékonyan blokkoljak a
kaszpaz-8 altal elinditott folyamatot. A I1. tipusu sejtekben ezért a DISC-ben aktivalodo kaszpaz-8 a Bid hasitasaval
a belso sejthalal utvonalat aktivalja (1. 18. fejezet). Mivel a IAP-ok gatld hatésa ezen az utvonalon nem érvényesiil,
a sejthaldl folyamata e keriil6 ut hasznalataval inndithat6 be.

A kiils6 sejthalal stimulusok altal beinditott kaszpaz-kaszkad felporgése, valamint az aktiv effektor kaszpazok
fehérjék (1. 15.9. abra) tomeges lebontasahoz vezet (16.9. abra). Ennek kovetkezményeként a citoplazmatikus és
a sejtmagi vazrendszer dezorganizalodik, az intracellularis transzport folyamatok sulyosan karosodnak, alapvetd
sejtélettani folyamatok leallnak.

Az enzimek egy részének proteolitikus aktivalasa mellett, az aktiv effektor kaszpazok (pl. a kaszpaz-3) bizonyos
enzimek inhibitorainak hasitasaval enzimeket ,,szabaditanak fel” a gatlas aldl. Ez torténik a mar emlitett ICAD
esetében, amelybdl az inhibitor lehasitasa utan szabadda valik az aktiv CAD, s a sejtmagba bejutva megkezdi a
DNS internukleoszomalis feldarabolasat (16.9. és 16.10. abra).
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16.9. abra A kaszpaz-8 altal aktivalt titvonal hatasai: a DISC-bdl felszabadulé iniciator kaszpaz-8 eftektor pro-
kaszpaz-3 molekulakat aktival. Ezek szamos olyan fehérje részleges proteolizisét végzik, amelyek funkcidjanak
kiesése a sejtvaz és a kromatin allomany feldarabolédasahoz, széteséséhez vezet. (A DISC szerkezetét leegyszeriisitve
abrazoltuk.)

A CAD a DNS szalbol kivagja az internukleoszomalis szakaszokat, ami eldbb-utobb a kromatin allomany
nukleoszomalis méretii feldarabolédasahoz vezet (16.10. dbra). Az ily modon torténd fragmentaciod soran csak
meghatarozott méretii (kb. 180 nukleotid és annak tdbbszorosei) DNS darabok keletkeznek, amelyek agaroz gélen
diszkrét, elkiiloniilé csikokbol allo sorozatot, tigynevezett apoptotikus 1étrat alkotnak (16.11. abra). A DNS
fragmentacid metszeteken az un. tunel (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) reakcidval
mutathato ki (16.12. abra).

A kaszpaz aktivacio kovetkeztében a DNS sériilések helyreallitasaban (DNS repaire) nélkiilozhetetlen folyamatok
is karosodnak (1. PARP inaktivalasa kaszpaz-3 altal, 16.9. abra), s ez tovabb fokozza a CAD DNS karosit6 hatasat.
A keletkez0 kis DNS szakaszok a p53 aktivitasanak fokozasahoz vezetnek (16.10. és 19.22. dbra).
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16.10. abra A kaszpaz-3 és a CAD szerepe a DNS fragmentacioban. Az ICAD hasitasaval felszabadulo CAD a
magban oligonukleoszomalis darabokra szabdalja szét a kromatin allomanyt, mikdzben a DNS-szal helyreallitasat
végz0 PARP kaszpaz-3 altali inaktivacidja miatt nem tudja annak szerkezetét helyreallitani. A DNS fragmentacidja
— a funkcidvesztés mellett — a p53 fehérje aktvitasanak fokozodasahoz vezet (1. 19.22. abra).

—— 2000 bp
— 1500 bp

—— 1000 bp
—— 750bp

— 500bp

—— 250bp

16.11. abra Az apoptotikus létra agardz gélen. Az 1. minta olyan sejtekbdl szarmazik, amiket eldzdleg apoptdzist
indukald szerrel kezeltek, a 3. minta kezeletlen kontroll. A kezelt sejt esetében a DNS allomany diszkrét, jol
lathatoan elkiilondl6é méretli darabokra esik szét, mig a kezeletlen sejtekben megmarad nagyméretii, a gél tetején
lathato molekula (etidium-bromid festés).
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16.12. abra Az apoptézis soran feldarabolodé DNS kimutatasa tunel reakcioval. A pusztuld sejt magja azért
azonosithatd, mert az eljaras soran a fragmentalt DNS helyén barna szinli (DAB) csapadék képzodik.
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Szintén apoptozishoz vezetd, kiils6 stimulusra aktivalodo jelatviteli folyamat a granzimeB ttvonal, amelynek
ismertetésére az immunrendszerrel kapcsolatban a 20. fejezetben tériink ki.

Utvonal a nekroptozis felé

Nekrotikus sejthalalt kivalthat viralis fert6zés (dupla szalit RNS), mitokondrium sériilés (mitokondrialis DNS és
reaktiv oxigén szabadgyokok), DNS karosodas, valamint bakterialis LPS extracellularis megjelenése és megfeleld
receptorhoz (TLR4) kotése. Eleinte a nekrozis minden formajat szabalyozatlan sejthalal tipusnak tekintették,
figgetlentil attol, hogy milyen stresszhatas valtja ki. Mintegy két évtizede azonban valtozni kezdett a kép, mivel
ezen sejthalal tipus egyre tobb részfolyamatarol deriilt ki az, hogy szigortan szabalyozott keretek kdzott zajlik.
Arra, hogy a kiindulasi pontjai részben ugyanazok a receptorok, amelyek az apoptdzis indukcidjaban is részt
vesznek, akkor deriilt fény, amikor szdmos sejttipuson kaszpaz gatlas mellett serkentették a halal receptorokat, s
ez nekrotikus fenotipust mutato sejthalalhoz vezetett (16.13. abra).

Nekroptozis kivalthatd a TNF-R1 (DR1), a Fas (DR2), és a TRAIL-R1/2 (DR4/5) receptorokon keresztiil, s az
indukciojaban nélkiilozhetetlenek a Ser-Thr-kinaz aktivitasu RIP (receptor interacting protein) enzimek®. A
receptor-ligandum kotésnek harom féle kimenete lehet, amit a TNFa receptor esetén mutatunk be.

1. A receptorok ligandum kotését kovetden az aktivalt receptor az I. komplex komponenseit toborozza dssze. A
komlex alkotasaban olyan adapter fehérjék vesznek részt, mint a TRADD, a TRAF2/5 és RIP1. A TRAF2/5 (INF
receptor associated factor) a TRADD ugynevezett TRAF doménjéhez kotddik. Mivel a TRADD egy RING doménnel
is rendelkezik, ennek alapjan apoptozist gatlo IAP (cIAP) kotésére is képes. Ennek hatasara az NF-xB utvonal
aktivalodik, ami anti-apoptotikus fehérjék (c-FLIP, cIAP) expressziojat eredményezi (16.13. és 16.14. abra).

Megjegyezziik, hogy a TNFa receptor esetében feltehetden a sejtfelszini receptorhoz kapcsolodé DISC (TRADD,
TRAF2/5, RIP1) anti-apoptotikus, mig az internalizacioval az endoszomalis rendszerbe keriild receptor koré
szervez6do DISC pro-apoptotikus (TRADD, FADD, kaszpaz) jelatviteli utvonalat aktival.

TNF ligandumok

TNFR

DISC § R ‘

pro-kaszpaz-8

NF-kappaB INDUKCIO APOPTOZIS
TULELES HALAL

16.13. abra A TNF receptor DISC-je kétféle jelatvitali itvonal kiindulopontja. Az egyik esetben a DISC-be
TRADD, TRAF2/5, RIP1 és cIAP fehérjék épiilnek be. Ez a komplex az NF-kB indukcidjat célzo titvonal aktivaciojat
eredményezi. A masik lehetdség az, hogy a DISC-be a TRADD, FADD ¢és pro-kaszpaz-8 molekulak épiilnek be.
Ez apoptotikus sejthalalt indit be.

2. A receptor internalizacidjanak hatasara a DISC komponensei poszt-transzlacios modositasokat szenvednek.
Ennek hatasara a RIP1 bekeriil a citoplazmaba, s ott a I1. komplex kialakitasat kezdeményezi. Ebben a RIP1 mellett
a RIP3 és (esetlegesen) a DISC-b6l szarmazd FADD-kaszpaz-8 vesz (vehet) részt. Az apoptotikus jelatviteli

3 RIP fehérjék az . ripoptoszéma alkotasaban is részt vesznek, ami a DNS kérosodésok hatasara a halal receptorok miikddésétsl fiiggetlenil
Osszeallo citoszolikus komplex. Komponensei a RIP1, RIP3, FADD, kaszpaz-8, FLIP és IAP-ok.
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utvonallal ellentétben itt a FADD mar nem kdzvetlen adapter, nem kapcsolja 6ssze a TNF receptort és a végrehajto
RIP és kaszpaz8 fehérjéket (16.14. abra).

3. Az aktiv nekro(pto)széma kialakuldsdhoz a RIP1 és a RIP3 foszforilacidja sziikséges (mindkettd képes
autofoszforilaciora). Az aktivalodott komplex kozvetleniil hozzajarul a reaktiv oxigén-gyokok (reactive oxygen
species, ROS) szintjének emeléséhez, ezen keresztiil membranok (pl. mitokondrium, lizoszéma) sériiléséhez,
valamint az ATP-szint gyors lecsokkentéséhez (a sériilt mitokondrialis membranok miatt ledll az oxidativ
foszforilacio, de az apoptozissal ellentétben itt még a nagy ,.energiafogyasztd” PARP is aktivalodik).

Sejttenyészeteken végzett in vitro kisérletsorozatok eredményei alapjan lehet 0sszegezni azt, hogy a II. komplex
Osszetétele hogyan hatdrozza meg a sejthalal tipusat, azaz hogy az egyes faktorok hogyan befolyasoljak az apoptozis
¢és a nekroptdzis kozotti valasztast (16.14. dbra).

TRAIL-R1/2 TNFR ‘ ‘
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16.14. abra In vitro kisérletek eredményeinek 0sszegzése. A nekroptoszoma Osszetétele donti el azt, hogy a sejt
az apoptdzis vagy a nekroptozis utjan pusztul-e el. A) A TNF receptor koré szervez6d6 1. komplex az NF-xB
utvonalat aktivalja, ami a sejt talélését jelenti. B) A RIP1 deubiquitinilalédas utan kivalik az I. komplexbdl és a
citoszolban magahoz toborozza a I1. komplex tagjait (RIP3, valamint szintén TNF (TRAIL) receptor koré szervez6do
DISC-b6l szarmazd FADD-kaszpaz-8). Az aktivalodd nekroptoszoma a komponenseinek aranyatdl fliggéen
apoptozist vagy nekroptdzist indukal. C) A FADD asszocialt kaszpaz-8 elhasitja a RIP fehérjéket és végrehajto
kaszpazok proteolizisével apoptdzist indukal. D) Kaszpaz-8 hianyaban vagy kaszpaz inhibitor (piros kis haromszog)
jelenlétében a FADD-RIP1-RIP3 altal formalt nekroptoszoma nekroptozist indukal. FADD hidnyaban a
nekroptoszéma vagy nem all ssze, ezzel gatlodik a nekroptozis (E) vagy csokkent kaszpaz-8 aktivitas mérhetd,
ami kedvez a nekroptdzis indukciojanak (F). G) Kaszpaz inhibitor (kis piros haromszog) jelenléte és a FADD
hianya eredményezi a leghatékonyabb nekroptoszoma formalodast.

Ellenorzo kérdések

1. Mik az ugynevezett sejthalal receptorok kdzos jellemz6i? Nevezzen meg ilyen receptorokat!

2. Mi a DISC, s milyen alapon szervezddik? Mutassa be a Fas és a TNF receptor koré szervezédé DISC
komponenseit!

3. Hogyan szerelddik 6ssze a Fas DISC? Hol torténik ez a folyamat? Mi a receptoszéma?
4. Mik a c-FLIP fehérjék és milyen szerpiik van a receptor szignaliozacioban?
5. Mi az 1. és a II. komplex, hol talalhatok? A FADD lokalizacidja hogyan kapcsolodik a funkcidihoz?

6. Egy folyamatdbra segitségével mutassa be a Fas haldl receptoron keresztiili jelatvitelt az inicidtor kaszpaz
aktivalasaig!

7. A Fas altal kozvetitett utvonalon melyik effektor kaszpaz aktivalodik? Milyen kovetkezményei vannak ennek
az aktivacionak a citoplazmaban és a sejtmagban?
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8. Minek a hatasara kondenzalodik az apoptotikus sejtek kromatin alloméanya, s mi darabolja fel a DNS szalakat?
Milyen méretl fragmentumok keletkeznek, s ez hogyan mutathato ki?

9. Mik a RIP fehérjék, s melyik halél receptor DISC-jéhet kapcsolédhatnak? Milyen Gtvonal aktivalasaban vesznek
részt? Mi a nekroszoma?

Felhasznalt és ajanlott irodalom

Foger, N., Bulfone-Paus, S., Chan, A. C., Lee, K. H. (2009) Subcellular compartmentalization of FADD as a
new level of regulation in death receptor signaling. FEBS J.276(15), 4256-65. doi: 10.1111/j.1742-
4658.2009.07134.x.

Lavrik, I. N., Krammer, P. H. (2012) Regulation of CD95/Fas signaling at the DISC. Cell Death Differ.19(1),
36-41. doi: 10.1038/cdd.2011.155.

Lee, E. W, Seo, J., Jeong, M., Lee, S., Song, J. (2012) The roles of FADD in extrinsic apoptosis and necroptosis.
BMB Rep.45(9), 496-508. http://dx.doi.org/10.5483/BMBRep.2012.45.9.186

Park, H. H. (2012) Structural Features of Caspase-Activating Complexes. Int. J. Mol. Sci. 13, 4807-4818;
do0i:10.3390/ijms 13044807

Peter, M. E., Krammer, P. H. (2003) The CD95(APO-1/Fas) DISC and beyond. Cell Death Differ.10(1), 26-35.

Pobezinskaya, Y. L., Liu, Z. (2012) The role of TRADD in death receptor signaling. Cell Cycle. 11(5):871-6.
doi: 10.4161/cc.11.5.19300.

Salvesen, G. S., Riedl, S. J. (2009) Structure of the Fas/FADD complex: a conditional death domain complex
mediating signaling by receptor clustering. Cell Cycle. 8(17), 2723-7.

Schleich, K., Krammer, P. H., Lavrik, I. N. (2013) The chains of death: a new view on caspase-8 activation at
the DISC. Cell Cycle.12(2), 193-4. doi: 10.4161/cc.23464.

Scott, F. L., Stec, B., Pop, C., Dobaczewska, M. K., Lee, J. J., Monosov, E., Robinson, H., Salvesen, G. S.,
Schwarzenbacher, R., Riedl, S. J. (2009) The Fas-FADD death domain complex structure unravels signalling
by receptor clustering. Nature457(7232),1019-22. doi: 10.1038/nature07606.

Tchikov, V., Bertsch, U., Fritsch, J., Edelmann, B., Schiitze, S. (2011) Subcellular compartmentalization of
TNF receptor-1 and CD95 signaling pathways. FEuropean Journal of Cell Biology90 (6-7), 467-475,
http://dx.doi.org/10.1016/.ejcb.2010.11.002

Vanlangenakker, N., Vanden Berghe, T., Vandenabeele, P. (2012) Many stimuli pull the necrotic trigger, an
overview. Cell Death Differ. 19(1), 75-86. doi: 10.1038/cdd.2011.164.

Wang, L., Yang, J. K., Kabaleeswaran, V., Rice, A. J., Cruz, A. C., Park, A. Y., Yin, Q., Damko, E., Jang,
S. B., Raunser, S., Robinson, C. V., Siegel, R. M., Walz, T., Wu, H. (2010) The Fas-FADD death domain
complex structure reveals the basis of DISC assembly and disease mutations. Nat Struct Mol Biol.17(11), 1324-9.
doi: 10.1038/nsmb.1920.

Werner, M. H., Wu, C., Walsh, C. M. (2006) Emerging roles for the death adaptor FADD in death receptor
avidity and cell cycle regulation. Cell Cycle. 5(20), 2332-8.

17. A Bcl-2 fehérjecsalad és az apoptézis

A gerincesekben a Bcl-2 csalad a mitokondriumok kiilsé membranjanak integritasa f616tt 6rkddik, ezzel kapcsolatban
els6sorban az apoptézis mitokondriumokbdl kiinduld, ugynevezett ,bels6” (intrinsic) utvonalanak
szabalyozasaban jatszik szerepet. Ez az utvonal akkor aktivalodik, amikor a mitokondriumok kiilsé membranja
sériil, s ennek kovetkeztében a két membran kozotti intermembran térbdl apoptogén (apoptozist indukalo) faktorok
kertilnek ki a citoszolba. Ez a halal receptoroktdl fiiggetleniil egy citoplazmatikus helyzetii pro-kaszpaz toborzo
platform (apoptoszoma) kialakulasat kezdeményezi, ami pro-kaszpazok aktivalasan keresztiil apoptézishoz vezet.
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Annak ellenére, hogy a Bcl-2 csalad evolucios szinten konzervativizmust mutat, a gerinces €s a gerinctelen
modellallatokban betoltott feladatai csak részben azonosak. A mitokondridlis kiils6é membran integritasdnak
feliigyelete ugy tiinik, hogy az emlitettek koziil csak a gerincesekre jellemz6. Alabbi leirasunk a gerincesek Bel-2
fehérje csaladjara vonatkozik.

A gerincesek Bcl-2 fehérjecsaladja

Az erds evolucios konzervativizmust mutatdé molekula csalad els6 tagjat, a Bel-2 fehérjét non-Hodgkin (B-sejtes)
lymphomabdl izolaltak, mint protoonkogént. A fehérje (¢s az egész csalad) elnevezése erre utal: Bel-2 = B-cell
CLL/lymphoma 2. A Bcl-2 gén itt az immunglobulin nehéz lanc 16kuszba épiilt be, ami a fehérje folyamatosan
magas szintli expresszidjat (konstitutiv hiperexpresszio) eredményezte. Az atirt nagy mennyiségii fehérje nem
proliferaciot serkentett, hanem védetté tette a limfocitakat a szelekcio folyaman fellépd pro-apoptotikus hatasokkal
szemben.

A Bcl-2 molekulaban 6sszesen 4 kiilonbozd, jellegzetes, alpha-helix dominanciaji, konzervativ szekvencia talalhato.
A Bcl-2 fehérjecsaladba olyan molekuldk tartoznak, amelyek rendelkeznek legalabb egy ilyen, tigynevezett Bel-
2 homologia (BH-) doménnel. A szerkezeti homoldgia és az apoptdzisban betdltott funkcid alapjan ma mar tobb
mint 20 fehérjét sorolunk ebbe a csaladba. A molekula csalad szerkezeti és funkcionalis csoportositasa jol korrelal
egymassal (17.1. abra).

Az anti-apoptotikus hatasi molekulak mutatjak a legnagyobb szekvencia homoldgiat a Bel-2 molekulaval, mivel
rendelkeznek valamennyi Bcl-2 homologia doménnel (BH1, BH2, BH3, BH4), igy az ugynevezett BH-multidomén
alesalad tagjai. K6z0os jellemzdjiik tovabba, hogy a C-terminalisukon talalhat6 egy hidrofob transzmembran (TM)
régid, amely nagymértékben meghatarozza a sejten beliili lokalizaciojukat. Elsésorban a mitokondrium kiilsé
membranjaban, az endoplazmatikus retikulum és sejtmag membranban talalhatok. A Bcl-2 mellett ebbe a csoportba
tartoznak a Bcl-X; (BCL-2-related gene, long isoform), a Bclw (masnéven: Bcel2-L-2, Bel-2-like protein 2) az
MCLI (myeloid cell leukemia 1), a Bcl-2A1 (BCL-2-related gene A1), valamint a Bcl-B (masnéven: Bel2L 10,
bcl-2-like protein 10, Diva/Boo).

A pro-apoptotikus csaladtagok a Bcl-2 homoldgia doménjiik szdma alapjan két csoportba oszthatok. Vannak
kozottiik BH1-3 régioval rendelkezé BH-multidomént fehérjék és vannak csak BH3 domént tartalmazo, iigynevezett
,,BH3 only” proteinek. A multidoménnel rendelkez6k mindegyikének van TM régidja, mig a ,,csak BH3” fehérjék
koziil csupan csak egyeseknek.

A BH-multidoménii pro-apoptotikus fehérjék koz¢ tartoznak a Bax (BCL-2-associated X protein), a Bak (BCL-
2 antagonist/killer) és a Bok (BCL-2-related ovarian killer). A Bax ¢és a Bak végrehajto, effektor funkcioju,
mindketten a mitokondrium membranban kialakuld porusok képzésében vesznek részt. (Ilyen funkciot a Bok
esetében nem igazoltak.) Mig a TM régidja alapjan a Bak ,,rezidens” mitokondridlis membran fehérje, addig a Bax
transzmembran régioja csak konformacié valtozas utan keriil a felszinre, s a citoszolbdl ez irAnyitja a mitokondrialis
membranba.

A ,,BH3 only” csoport tagjai cellularis stressz szenzorok. Tartalmaznak ugyan BH3 domént, de evolicios
szempontbol tavolabb allnak a multidomén csaladtagoktol. Egy képviseldjiiket, az Egl-1-et mar a C. elegans
apoptozis génjeinek felfedezése soran leirtdk, de a csoport tagjainak szamszerli és funkciondalis gyarapodasa
val6szintileg a gerincesek torzsfejlodése soran tortént meg. Ide tartoznak a Bad (BCL-2 antagonist of cell death),
a Bik (BCL-2-interacting killer), a Bmf (Bcl-2-modifying factor), a Hrk (harakiri), a Noxa (Bcl-2 homology 3,
phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1), a Puma (p53upregulated modulator of apoptosis), a Bid
(Bcl-2-interacting domain death agonist) és a Bim (Bcl-2-interacting mediator of cell death) fehérjék. Az, hogy
az eml0s sejtekben ennyire sokféle BH3 fehérje alakult ki, valoszintileg az apoptozis fokozott szelektivitasat teszi
lehetdvé, ami altal lehet a sejthalal indukciojat csak egyes (szignalizacios utvonalakkal rendelkezd) sejttipusokra
korlatozni.

Az anti- és a pro-apoptotikus Bcl-2 fehérjék kozott kialakuld kolesonhatasokat csak tajékoztatasul foglaljuk 6ssze
a 17.1. tablazat segitségével.

A Bcl-2 fehérjék alakjuk alapjan globularis és belséleg rendezetlen szerkezetli csoportokra oszthatok. A globularis
szerkezetet mutatok kozé a multi-doménnel rendelkez6 csaladtagok tartoznak. A Bid kivételével a csak BH3
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17.1. abra A Bcl-2 fehérjecsalad tagjainak szerkezeti és funkcionalis felosztasa. A szerkezeti rajzokon a barna,
lila és kék BH felirati négyzetek a Bel-2 homolog domént, a z6ld TM feliratti négyzetek pedig a transzmembran
domént jelolik. A funkcionalis felosztas alapjan megallapithatjuk, hogy az anti-apoptotikus csaladtagok mindannyian
a BH multidomén alcsaladba, mig a pro-apototikusak részben ide, részben a BH3 domén alcsaladba tartoznak. A
pro-apoptotikus fehérjék kozott vannak effektorok, direkt aktivalok és szenzitizalok is. (A részleteket és az
elnevezések /betliszavak/ magyarazatat 1. a szovegben.)

17.1. tablazat. Az anti- és a pro-apoptotikus Bcl-2 fehérjék kozott kialakuld kolesonhatasok

PRO-APOPTOTIKUSAK

MULTIDOMEN F. CSAK BH3 FEHERJEK
ANTI-APOPTOTIKUSAK Bax/Bak/Bid AKTIVATOROK SZENZITIZALOK
Bel-2 Bax, Bid Bim, Puma Bmf, Bad
Bel-X, Bax, Bak, Bid Bim, Puma Bmf, Bad, Bik, Hrk
Bel-w Bax, Bak, Bid Bim, Puma Bmf, Bad, Bik, Hrk
Mecl-1 Bak, Bid Bim, Puma Noxa, Hrk
Bel2-A1 Bak, Bid Bim, Puma Noxa, Bik, Hrk

A kulso mitokondrialis membran ellenorzésének
fontossaga

A mitokondrialis kiilsé membrin mindenkori allapotaért, intaktsagaért, ateresztoképességének valtozasaért
tobbek kozott a Bel-2 molekula csalad transzmembran régidval is rendelkezd anti- és pro-apoptotikus tagjai a
felelosek. Az egészséges sejtben a mitokondriumok héaldzatot alkotnak (1. 18. fejezet), s nem lehet véletlen az,
hogy e halézat novekedésében (mitokondrium fuzid) és fragmentalodasdban (,,0sztddas”, leflizéddéses szétvalas),
azaz a mitokondrialis hal6zat stabilitasanak meghatarozasaban — a mitokondrium-fuziét és ,,0sztddast” lebonyolitd
fehérjéken kiviil (1. 18. fejezet) — e fehérje csalad tagjait is megtalaljuk. A mitokondrialis halozat viszonylag gyors
¢s irreverzibilis szétesése azonban ,,csak” sziikséges, de nem elégséges feltétele a mitokondrialis sejthalal utvonalak
felporgésének.

A mitokondriumok szamos olyan fehérjét ,,6riznek” intramembran teriikben, amelyek az egészséges sejtben hasznos
funkciot toltenek be, a citoplazmaba kijutva azonban apoptogén hatastiak. A sejt élete szempontjabol tehat alapvetd
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fontossagl az, hogy ezek a molekulak ne keriilhessenek ki a citoplazmaba. Koziiliik csak a legfontosabbakat emlitve
ide tartozik a citokrom-c, az AIF, az endonukledz G, a Smac és az Omi, amelyek a rendeltetési helyiikként szolgalod
mitokondrium ,,fogsagabol” kijutva —a sejthalal eldidézése érdekében — atfogd hadmiiveletekbe kezdenek (hatasukrol
a 18. és a 19. fejezetben lesz sz6). Az apoptdzis mitokondrialis utvonalanak kezdo 1épése, azaz a mitokondrialis
halozat gyors €s irreverzibilis szétesése utan az igazi, 1ényegi kérdés tehat az, hogy ezek az apoptogén molekuldk
hogyan jutnak ki a citoplazmaba.

A Bak és a Bax porusképzése

A mitokondrium terének citoplazmatol valo elszigeteltségét a kiilsé membran épsége biztositja. Erre a Bel-2 fehérje
csalad anti-apoptotikus tagjai ,,vigyaznak”. A névado Bcl-2 és a Bcl-X; homodimer formaban vannak itt jelen,
azonban arra is képesek, hogy az effektor, porusképzd pro-apoptotikus multidomén fehérjékkel heterodimereket
alkossanak. Apoptotikus szignal nélkiili allapotban ez csak a Bak fehérje heterodimerbe vald bevonasat jelenti,
ami elvonja azt a BakBak homodimerek képzddésétol (17.2. abra).

A Bak allanddan a mitokondrium kiils6 membranjaban talalhatd, pro-apoptotikus Bcl-2 csaladtag. Homodimert
képez, de nagy affinitassal kotodik a Bel-2 és Mcl-1 antiapoptotikus fehérjékhez is. A Bax a citoszolban talalhato
pro-apoptotikus faktor, ami az anti-apoptotikus csaladtagok koziil a Bel-2-t és a Bel-X; -t koti. Apoptotikus szignal
hatasara bekovetkez6 konformacié valtozas utan keriil 4t a mitokondrium kiils6 membranjara, ahol homodimert
majd oligomert formal. Ahhoz, hogy a multidomén effektor fehérjék homotipikus oligomereket képezhessenek az
szlikséges, hogy tulstlyba keriiljenek a veliik heterodimereket formalo anti-apoptotikus csaladtagokkal szemben.
Az aktivalodo és folénybe keriild effektor fehérjék ugynevezett apoptozis indukalt csatornakat (mitochondrial
apoptosis-induced channel, MAC) formalnak, amelyeken keresztiil a fent emlitett apoptogén faktorok koziil a
citokrom-c a citoszolba jutva sejthalalt indukal. A MAC eldképzett formaban mar a nyugalomban 1évo
mitokondriumban is megtalalhato: komponensei a Bax/Bak és egy mag azonositatlan fehérje (17.2. abra).

ANTI-APOPTOTIKUS PRO-APOPTOTIKUS, EFFEKTOR BH3

Bcl-2 Bak Bak/Bax-IF

[/

C
prekuirzorok

Bdl-2-Bak [ ’ Bak-Bak
Bel-2-Bcl-2 [D/ \ U J / =

homodimer heterodimer homodimer

belss membrdn E3 o

17.2. abra Az anti-apoptotikus Bcl2 és Bcl-X; fehérjék homo- és heterodimerjei a mitokondrium kiilsé
membranjaban. A multidomén szerkezetii, egymassal homodimereket alkoto anti-apoptotikus fehérjék képesek a
pro-apoptotikus Bak megkdtésére is, meggatolva ezzel annak di- €s oligomerizaciojat (szaggatott nyil). A MAC
prekurzor forméban jelen van a membranban, benne az effektor Bel-2 fehérjék monomerjei és egy még ismeretlen
(arajzon lila szinnel jelzett) fehérje talalhato.

A MAC akiilsé membranban kialakuld, patch clamp technikaval kimutathatd, nem fesziiltségfiiggd csatorna, amely
apoptotikus szignal hatasara all Ossze, s porus atmérdje 3—7,5 nm kozotti. Szerkezetileg és miikodésében is
elkiilonithetd mas mitokondrialis porusoktol, igy a belsd membranban nyilé permeabilitasi tranzicids porusoktol
(permeability transition pore, PTP) is (17.3. dbra). Bizonyos hatasokra csak a MAC vagy a PTP, mas stimulusokra
pedig mindketté megnyilik. Valdszintsithetd, hogy a PTP apoptozisban bet6ltott szerepe kdzvetett: nyilasaval a
matrix tartalom aramlik ki az intermembran térbe, s ez a kiilsé membran felhasadasahoz, végso soron apoptogén
faktorok citoplazmaba jutasahoz vezet (17.3.C abra). A MAC ezzel ellentétben csak az intermembran tér tartalmat
engedi ki a citoszolba (17.3.A abra). A Baxbizonyitottan komponense a MAC-nak, s Bax hianyaban a Bak képes
helyettesiteni effektor tarsat. A porus formalas eldfeltétele az oligomerizacio.
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17.3. abra A mitokondrium kiils6 és bels6 membranjanak csatorndi. A MAC az intermembran teret nyitja dssze
a citoszollal, igy nyitasa citokrom-c kidramlast okoz, ami apoptozist indukal (A). A PTP a bels6 membranban
talalhatd, a matrix tartalmat engedi ki az intermembran térbe. A kiaramld faktorok kdzott vannak apoptdzist
indukalok is (AIF, EndoG: endonukeaz G), s ez a beltartalom a kiils6 membran felhasadasaval keriil ki a citoszolba
(B). A TOM és a TIM komplexek a sejtmagban kodolt fehérjék mitokondriumba jutasat biztositjak (C), migaVDAC
(voltage dependent anion-selective channel) szamos faktor mellett a nukleotidokat és a pirosz6ldsavat transzportalja.

Azzal kapcsolatban, hogy a mitokondrium membranjaban a Bcl-2 fehérje csalad egymas mellett talalhato anti- és
pro-apoptotikus tagjai milyen kolcsonhatasokra képesek, hogy ezek alapjan hogyan marad meg, illetve billen at a
kozottiik 1évo egyenstly adott esetben az apoptdzis iranyaba, tobbféle elmélet 1atott napvilagot.

A direkt aktivacios elmélet

Az ugynevezett direkt aktivaciés modell (17.4. abra) szerint a BH3 fehérjéknek direkt kapcsolodniuk kell a
porusképz6 Bak €s Bax proteinekhez. Ez a modell a BH-3 fehérjéket direkt aktivatorokra és ,,érzékenyitékre”
osztja. Az aktivatorBH3 fehérjék ugyan kapcsolatba lépnek mind az anti-, mind pedig a pro-apoptotikus Bcl-2
fehérjékkel is, de nagy affinitassal a pro-apoptotikus Bak és Bax proteinekhez kotédnek. Az aktivatorok kozé
tartozik a hasitott Bid, a Bim és a Puma. Ahhoz, hogy ez ne vezessen sejthalal indukcidhoz, az kell, hogy az anti-
apoptotikus csaladtagok megkossék, ,,fogva tartsak™ az aktivatorokat. A szenzitizalo BH3 fehérjék (Bad, Noxa,
Bik, Bmf, Hrk)az anti-apoptotikus csaladtagokkal alakitanak ki kélcsonhatasokat; elvonva ezzel azokat a pro-
apoptotikus csaladtagok kotésétol, ,,fogva tartasatol”. Ebben a modellben az anti-apoptotikus csaladtagok ezekutan
nem képesek az effektor Bak és Bax kotésére.

A helyettesité modell

Az elmélet azt allitja, hogy a porusképzé Bak és Bax fehérjék allandoan aktivak (oligomerizalodva MAC-ot
formalnanak), igy ahhoz, hogy a sejt életben maradjon, biztositania kell azt, hogy az anti-apoptotikus csaladtagok
egy komplexben inaktivaljak a fenti proteineket. A BH3 fehérjék a multidoménii, pro-apoptotikus Bak és a Bax
fehérjéket oly médon szabaditjak fel a gatlas alol, hogy helyettesitik azokat az anti-apoptotikus fehérjékkel alkotott
komplexben (17.4. abra). E modell szerint a Bak és a Bax aktivalasahoz tehat nem sziikséges azoknak BH-3
fehérjékkel valo direkt molekularis kolcsonhatasa, és az elmélet nem kiilonboztet meg aktivator és szenzitizald
BH-3 csoportokat sem. Azt, hogy mely fehérjék képesek az anti-apoptotikus partnereket elvonni a porusképzo
csaladtagoktol, csupan az azokkal szembeni kotésiik affinitdsa hatarozza meg.
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17.4. abra A direkt és a helyettesité modell vazlata. A direkt aktivacios modellben (bal oldal) az anti-apoptotikus
fehérjék nem az effektor Bak és Bax proteinekhez kdtodnek, apoptozisgatld hatasukat az aktivator BH3 csaladtagok
(BH3 A) megkotésével fejtik ki. Amikor azonban a szenzitizald BH3 fehérjék komplexbe vonjak az anti-apoptotikus
Bcl-2 proteineket, akkor az aktivalok ,.felszabadulnak™. A helyettesité modell (jobb oldal) nem kiilonboztett meg
aktivatorokat: itt a Bak és a Bax alland6an aktiv. Inaktivitasukat az anti-apoptotikus fehérjék biztositjak, am ezeket
a BH3 proteinek elvonhatjak.

Az ,egyitt a membranba agyazédva” modell

Ez a modell figyelembe veszi azt, hogy a MAC porusképz6 forma membranba agyazott kornyezetben alakul(hat)
csak ki, s egyesiti az el6z6 modellek f6 vonasait. Azon alapszik, hogy porusok addig nem jelennek meg a
mitokondrialis membranban, amig a Bak és a Bax el nem éri a megfeleld aktiv formajat, s hogy az egyes szereploknek
a membrannal kialakitott kolcsonhatasa kdvetkeztében bealld konformacio valtozas szabja meg a kialakithatod
komplexek relativ aranyat.

Ebben a modellben az aktivator BH-3 fehérjék kozvetlentil képesek kotddni a Bak és Bax proteinekhez, de képesek
kotni az anti-apoptotikus Bcl-2 fehérjéket is: mindkett6t ,,helyettesiteni” tudjak a komplexben (17.5. abra). A
modellben szerepelnek az érzékenyité BH-3 fehérjék is, amelyek csak az anti-apoptotikus csaladtagokat kotik.
Az anti-apoptotikus fehérjék apoptozis gatldé hatasukat egyrészt a pro-apoptotikus proteinek megkdtésével,
masrészt azok membranhoz valé kdtddésének megakadalyozasaval ér(het)ik el. A fenti folyamatokban 1ényeges
szempont a membranhoz valé kotédés képességének kialakitasa, valamint az egyensuly fenntartasaban az, hogy
az egyes komplex alkotok membranba integralodni képes formai milyen aranyban allnak rendelkezésre.

Az egyesitett modell

Ismert, hogy a Bak és a Bax fehérjék a mitokondrium halézat dinamikajanak szabalyozasaban is részt vesznek
(1. 18. fejezet). Az ebben és az apoptozis indukcidjaban betdltott szerepiiket legsikeresebben ez a modell integralja.
Ez az elképzelés az ,,egylitt a membranba agyazodva” modellre épitve az anti-apoptotikus fehérjéknek kétféle
kolcsonhatasi modjat tételezi fel (17.5. abra). Az els az aktivator BH3 fehérjék ,,lefoglalasat” jelenti, a masodik
az effektor Bak és Bax proteinek komplexbe vonasat. Az apoptdzis gatlasa az elsé mdodon kevésbé bizonyul
hatékonynak, mint a masodik Gitvonal hasznalataval, s viszonylag konnyen legy6zhet6 az érzékenyité csaladtagok
kozremiikodésével. Mindkét utvonal lehet dominans, s ez az adott stresszhatéstol, illetve a vizsgalt sejttipustol
fiigg. A Bak és a Bax mitokondrialis halézatot érintd hatasat (fizio gatlas) csak a kettes titvonal befolyasolja. Az
anti-apoptotikus fehérjék ugyanis ebben az esetben kozvetleniil gatoljak a porusképzé fehérjéket (17.5. abra)

Felhivjuk a figyelmet arra, hogy a Bcl-2 csalad tagjai kozott lezajlo kolesonhatasok mindig a megfeleld allapotban
1év6 és hozzaférhetd partnerek mennyiségétol (expresszid mértéke, poszt-transzlacios modositasok) fiiggnek, amit
az adott sejt fiziologiai allapota hataroz meg.
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LEGYUTT A MEMBRANBA EGYESITETT
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17.5. abra Az ,,egyiitt a membranba agyazodva” és az egyesitett modell vazlata. Az ,,egyiitt a membranba agyazodva”
modellben (bal oldal) az anti-apoptotikus fehérjék mind a BH3 aktivator (BH3 A), mind pedig a BH3 szenzitizald
(BH3 S) fehérjékkel képesek dsszekapcsolodni, s mindegyik kotés felbonthatd, azaz reverzibilis. A komplexek
aranyat az egyes, membranba integralddni képes szereplok lokalis mennyisége hatarozza meg. Az anti-apoptotikus
fehérjék sejthalal gatlo hatasukat egyrészt az aktivator, masrészt a Bak/Bax proteinek komplexben tartasaval,
az anti-apoptotikus fehérjéknek csak kétféle kolcsonhatasat tételezi fel. Az 1. tipus az aktivator BH3 fehérjék
komplexbe vonasat, a 2. pedig a Bak és Bax fehérjék inaktivaciodjat jelenti. Az elsé modozat konnyebben ,,feliilirhatd”
a szenzitizald6 BH3 (BH3 S) proteinekkel, amelyek elvonjak a komplexbdl az anti-apoptotikus szerepléket. A
Bak/Bax mitokondrialis halozattal kapcsolatos funkcioit csak a 2. tipust kolcsonhatas befolyasolja.

A porusképzés lehetoségei

Az apoptogén faktorok kijutasat lehetdvé tevo porusok Bax és Bak fehérjék kdzremiikddésével torténd kialakuldsanak
és/vagy fenntartdsanak magyarazatara alapvetden kétféle elképzelés sziiletett.

Az egyik lehetoség az, hogy ezek a porusok eloképzett formaban mar rendelkezésre allnak, de nem aktivak. A
kisérletek alapjan ennek a porusnak része egy fesziiltségfiiggd anion-csatorna, ami a kiilsé membranban talalhato.
Az aktivalt effektorok ehhez kapcsolodnak, ezzel stabilizaljak annak nyitott allapotat.

Masik lehetdségként felmeriil az, hogy maguk a Bak és Bax proteinek formaljak a porusokat (17.6. abra). Mindkét
fehérje tartalmaz olyan a-hélixeket, amelyek képessé teszik a molekulékat erre.

A citoszolikus Bax esetében leirtak, hogy a membrannal vald kezdeti kdlcsonhatas kovetkeztében bekovetkez6
tobblépéses konformacio valtozasat egy BH3 fehérjével (1. Bim) vald interakcio stabilizalja: ennek kovetkeztében
a Bax N-terminalisanak egy szakasza a membranba siillyed. A mitokondrialis kiils6 membranban talalhaté Bak
esete mas: proapoptotikus BH3 altali aktivalasa utan valdsziniileg tobb doménje is képes a fehérjét a membranba
horgonyozni.

A BH3 fehérje altali aktivacio mind a Bak, mind pedig a Bax esetében nélkiilozhetetlen a homodeimerek
kialakulasahoz. A dimerizaci6é utan a MAC kialakulasahoz oligomerizacio sziikséges, ami tovabbi Bak és Bax
fehérjék bevonasat feltételezi. Az oligomerizaciodban a fehérjék egyik hélixe és a BH3 domén vesz részt (17.6.
abra). Az, hogy ezeket a csatornakat hany alegység ¢s milyen elrendez6désben alkotja, pontosan még ma sem
tisztazott.

citokrém-c kidramlds

[}
Bax C o o
~

* o
BH3 domén B © oligomerizdcio,
feltdruldsa porusképzés
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horgonyzodik. A Bak és a Bax fehérjék az aktivacio hatasara feltarulo6 BH3 doménjiikkel egymashoz kapcsolodva
dimerizalodnak, majd porusformalo oligomereket képeznek. A poruson keresztiil apoptogén faktorok (pl. citokréme)
aramlik ki a citoszolba. Az abran nem jeleztiik, hogy az apoptotikus szignalokat (piros csillag) a legtobb esetben
a mobilizalt ,,BH3-only” fehérjék kozvetitik, illetve nem tiintettiik fel a preformalt MAC ma még nem azonositott
fehérje komponensét sem, amely a monomer Bax/Bak fehérjéhez kotddhet.

A pérusképzés indukcidja

A mitokondrialis eredetii apoptogén faktorok megjelenésének, azaz az apoptotikus sejthalal belsé utvonala
aktivalasanak kulcslépése a BH3 fehérjék és a Bax kiilsé mitokondrialis membranhoz iranyitasa. A ,,BH3-
only” fehérjék mobilizalasa a citoplazmaban kiilonb6z6 apoptotikus szignalokra torténik. Ilyen lehet a mikrotubularis
haloézat szétesése (Bim), a Bid parcidlis hasitdsa, ami aktiv csonkolt Bid-et (truncated, tBid) eredményez,
defoszforilacio (Bad), ndvekedési faktor hianya (Hrk) és expresszio fokozodas (Puma, Noxa) (17.7. ébra).

MT HALOZAT SZETESESE AKTIV KASZPAZ MEGJELENESE P53 AKTIVITAS
—

7 =
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[’ . = Noxa
r{ 40 0% X a CE@ Puma
i Bim
Y
DEFOSZFORILACIO B %
) \ NOVEKEDESI FAKTOR
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17.7. abra A csak BH-3 fehérjék mobilizalasa és aktivalasa. A ,,BH3-only” fehérjék apoptotikus szignalokra
torténd mobilizalasa sziikséges a mitokondrium kiils6 membranjaban helyet foglaldé pro- és anti-apoptotikus
multidoménti Bel-2 csaladtagok egyensulyanak az apoptozis iranyaba torténd eltolasahoz.

A membranhoz valo kdtodést intenziv szerkezeti atrendezddés koveti, majd a szenzitizald6 BH3 csaladtagok az
anti-apoptotikus Bcl-2 fehérjéket, mig az aktivalé BH3 fehérjék (Bim, Bid, Puma) az effektor Bcl-2 proteineket
(Bak, Bax) kotik meg. A BH3 kotott anti-apoptotikus Bel-2 fehérjék ,.elengedik™ az effektorokat, amelyek ezutan
dimerizalodnak, majd oligomereket képezve olyan transzmembran pérusokat formalnak (vagy hozzéajarulnak ezek
nyitva tartasahoz), amelyeken keresztiil apoptotikus fehérjék aramlanak ki a citoszolba (17.8. abra).
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17.8. abra A BH3 fehérjék szerepe a mitokondrialis transzmembran pérusok létrehozasaban. Az apoptotikus
szignalok aktivaljak a citoszolikus BH3 fehérjéket, melyek a mitokondrium kiils6 membranjaba épiilnek. A
szenzitizal6 BH3 proteinek a Bcl-2 fehérjékhez kotddnek, s elvonjak azokat az effektor BH3 fehérjékkel alkotott
heterodimerekbdl. Az aktivaldé BH3 csaladtagok stabilizaljdk a citoszolbdl érkezd Bax fehérjéket, valamint
hozzasegitik az effektorokat az oligomerizacidhoz. A Bak és Bax oligomerek altal képzett transzmembran porusokon
keresztiil apoptotikus faktorok jutnak ki a mitokondriumbdl a citoszolba. (A membranba integralddott szenzitizald
BH3 fehérjék utjat barna, az aktivator BH3 proteinek ttjat pedig lila szint nyilak jelzik.)
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A Bcl-2 fehérjék nem-apoptotikus funkcioi

Az apoptozis szabalyozasan kiviil a Bel-2 csalad tagjainak szerepe van az ER kalcium tartalmanak meg6rzésében
(Bcl-2), a mitokondrium-halozat dinamikajanak (mitokondrium fuzid, Bak, Bax, 1. 18. fejezet), és a sejtciklus,
valamint a gyulladasos valaszreakci6 szabalyozasaban (Bid) és a genom integritasanak megdrzésében is.

Tobb BH3 fehérjékrol is kimutattak, hogy szerepet jatszik az autofagia szabalyozasaban. Koziiliik kdzponti szerepet
jatszik a Beclin-1, ami a ,,csak BH3” Bcl-2 csaladtagok kozé tartozik. A Beclin-t mint Bel-2 fehérjével kolesonhatd
proteint irtak le (alternativ neve: coiled-coil myosin-like Bcl2-interacting protein), s ez szolgaltatta az alapjat annak
a feltételezésnek, hogy az autofagia és az apoptodzis folyamatai molekularis szinten kapcsoltak.

.....

17.11. tablazat. Néhany Bcl-2 fehérje nem-apoptotikus funkcidja.

FEHERJE FUNKCIO EGESZSEGES SETIBEN

Bax, Bak mitokondrium fzi6 segitése

Bid genom integritas megorzése, sejtciklus és gyulladasos valaszreakcid szabalyozasa
Bcl-2 IP3 receptor kotése, a kalcium medialt apoptdzis gatlasa

Bim mikrotubulus asszocialt fehérje

Bad gliikéz anyagcsere szabalyozésa

Bmf a mizozin V motorkomplex szabalyozasa

Beclin-1 autofagia szabalyozas

Ellenorzo kérdések

1. Jellemezze a Bcl-2 molekula csaladot! Ismertesse a szerkezeti jellemzdiket! Funkcionalisan milyen csoportokra
oszthatok?

2. Mik a Bcl-2 csalad anti-apoptotikus tagjainak kozos tulajdonsagai?

3. Milyen alcsoportokra oszthatok a pro-apoptotikus Bel2 csaladtagok, s mi ennek az alapja? Nevezzen meg ,,csak
BH3” és multidoménti csaladtagokat!

4. Miért 1étfontossagu a mitokondrialis membran épségben tartasa? Egy vazlatrajz segitségével mutassa be, hogy
milyen 0sszetételii homo- és heterodimerek talalhatok a a mitokondrium kiils6 membranjaban egy egészséges
sejtben?

5. Hogyan formalnak pérusokat a mitokondrium kiilsé membranjaban a Bax és a Bak fehérjék?

6. Milyen elméleteket ismer arra vonatkozdan, hogy hogyan borul fel az anti- és a proapoptotikus fehérjék
egyensulya apoptotikus szignal hatasara?

7. A Bcl-2 fehérje csalad mely tagjai és milyen folyamatok soran vesznek részt a porusképzés indukciojaban?
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18. A mitokondriumok, apoptozis bels6
stimulusra (ll. tipus)

A mitokondriumok morfolégiaja és hal6zata

A mitokondriumok alakjarél és szerkezetér6l korabban — elssorban fixalt szdveti- és sejtmintakon végzett
morfologiai megfigyelések alapjan — alkotott képiinket jelentdsen modositottak az elmult évek korszerii
elektronmikroszkopos, immuncitokémiai, membran fiziologiai és biokémiai vizsgalatai, valamint az in vivo
megfigyelések céljara kifejlesztett mitokondrialis marker, vitalis fluoreszcens festékek (mitotracker) és a fluoreszcens
fuzids fehérje konstrukciok alkalmazasa.

Mar évekkel ezel6tt is hasznaltuk a sejt ,,mitokondrium rendszere” (mitochondrial system) szokapcsolatot, de az
Uj ismeretek birtokaban egyre gyakrabban talalkozunk a szakirodalomban a mitokondrialis hal6zat (mitochondrial
network) kifejezéssel. Valo igaz — kiilondsen a nagy metabolikus aktivitasu, vagy erésen differencialt és polarizalt
sejtekre, mint példaul az izom- és idegsejtek —, hogy aktiv miikodésiik soran a mitokondriumaik egy kiterjedt,
elektromos €s energetikai ,.kabelrendszerbdl” allo halozatot alkotnak, amely nagyon szépen kirajzolodik a sejtekben
a vitalis mitotracker festés utan (18.1.—18.3. abra).
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18.1. abra Mitokondrium halézat endotélium sejtekben mitotracker festéssel. A sejtmagok fekete foltok, amiket
a mitokondrium halézat ,,koriilfon”.

18.2. abra Kiterjedt mitokondrium halézat. A mitokondriumokat mitotrackerrel jeloltiik, ami egy vitalis,
mitokondrium-specifikus fluoreszcens festék. A csillag a sejtmagot jelzi.

| ELTETTK ' & 0

18.3. abra Az el6z6 felvétel fekete-fehér valtozata. Itt élesebben koriilrajzolodik a kiterjedtebb mitokondrium
halozat. A mitokondriumokat mitotrackerrel jeloltiik, ami egy vitalis, mitokondrium-specifikus fluoreszcens festék.
A csillag a sejtmagot jelzi.

Bizonyos koriilmények kdzott a halézat fragmentalodik, s a tankdnyvekbdl jol ismert bab alaku szemcsékre esik
szét (18.4. és 18.5. abra). A mitokondriumok gorég eredetli tudomanyos neve arra utal, hogy erre a morfoldgiai
lehet6ségre mar a sejtszervecske leir6i is felfigyeltek, hiszen a név a mitosz=fonal és a kondrosz=szemcse szavak
Osszevonasabol ered.

18.4. abra Szétesett halozat egyedi mitokondriumokkal apoptotikus sejtben. A mitokondriumokat mitotrackerrel
jeloltiik, a csillag a zsugorodott sejtmagot jelzi, a nyil egy rendkiviil zsugorodott sejtre, vagy apoptotikus testre
mutat.
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18.5. abra Az el6z6 felvétel fekete-fehér valtozata. Szétesett halozat egyedi mitokondriumokkal apoptotikus
sejtben. A mitokondriumokat mitotrackerrel jeloltiik, a csillag a zsugorodott sejtmagot jelzi, a nyil egy rendkiviil
zsugorodott sejtre, vagy apoptotikus testre mutat.

A mitokondriumok fuzidja

A halozatos és a ,,szemcsés” formak fizioldgias koriilmények kozott dinamikus egyenstilyban vannak egymassal.

rrrrr

fragmentalodasaért (leflizodéses szétvalas, ,,0sztodas”) felelés molekularis szereplokre is.

A fazioban kulcsszerepet jatszo fehérjék a mitofuzinok (mitofusin, Mfn1/2, 18.6. abra). Transzmembran (TM)
régioik segitségével a mitokondrium kiilsé membranjaban rogziilnek, s alkothatnak homo- és heterodimereket
egyarant. A fizi6 alkalmaval a két egymashoz megfelelé kozelségbe keriilt mitokondrium felszinén ,,egymassal
szemben allva” ugynevezett HR (heptad repeat) régidik révén kapcsolodnak ossze (18.6 és 18.7. abra). A HR
domének helikalis szerkezetiiek, s egymas mellé rendezédve képesek arra, hogy a mitofuzin GTP-4z doménjének
kozremiikodésével (GTP hidrolizis) felszabaduld energiat a membranok kozelitésére forditsak.

Bizonyosnak latszik, hogy léteznek olyan fehérjék, amelyek a két membran kozotti kapcsolat kialakitasaban vesznek
részt. Ilyen a dynamin homolog Opa (optic atrophy), amelynek proteolitikus hasitdsaval egy hosszabb, a belsd
membranhoz kotott, és egy rovidebb, az intermembran térben mozgo, de membran felszinnel kdlcsonhatasba Iépni
képes formajat azonositottak (18.6. abra).

TM-TM

TM-TM
O {ER— B Mifn 1 } Qﬂ
~CeEE— R THIEHERD: Mifin2

hosszi forma L-OPA1 —’n
rovidformak (= S-OPA1 &
% oo

18.6. abra Mitokondrium fuzi6 folyamataban résztvevd molekuldk szerkezete. Mindegyik fehérje rendelkezik
z0ld szinnel jelzett transz-membran (TM), lilaval jelolt HR, valamint piros szinnel kiemelt GTP-4z aktivitast
doménnel. Az Opal hasitasaval két rovidebb fehérje keletkezik, ezek egyike membranhoz kotdtt (L-Opal), a masik
szolubilis (S-Opal). (Pro: prolin gazdag domén, MTS: mitokondrialis transzport szekvencia, Spl: alternativ mRNS-
illesztésti domén, GED: GTP-az effektor domén)

Felhivjuk a figyelmet arra, hogy a kettés membrannal hatarolt mitokondriumok fuzidja sziikségképpen kétlépéses
folyamat, hiszen a kiils6 membranok utan a bels6knek is egyesiilniiik kell. Nullmutans embrionalis fibroblasztokon

elengedhetetleniil sziikséges (18.7. abra).

kiilsé membrdnok belsé membrdnok

fuzisja fuizidja
—

MFN1/2 OPA1
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18.7. abra A mitokondrium f0zi6 szakaszai. Az elsé 1épésben a kiils6 membranok egyesiilnek: chhez
nélkiilozhetetlenek a mitofuzin (Mfn1/2) fehérjék. A masodik szakaszban a belsé membranok fuzionalnak, amihez
az Opal fehérje sziikséges.

A mitokondrium fuzié bonyolult folyamatanak ma még csak egyes mozzanatait ismerjilk. A fuzidhoz sziikséges
Iépések meginditasara a mitofuzinok homo- és heterodimerjei (Mfn1-Mfnl, Mfn2-Mfn2, Mfn1-Mfn2) egyarant
alkalmasak. Az egymas mellé rendez6d6, antiparalell helyzetii C-terminalisok HR régioi jatszanak szerepet abban,
hogy a mitofuzin molekulak oligomerizalodnak, s megfeleld kozelségbe hozzak, illetve tartjak a két szomszédos
kiils6 membrant. Az oligomerizaciot kdvetden még egy konformacidvaltozas is sziikséges, amit valdsziniileg GTP
hasitasbol szarmazo energia fedez (18.8. abra).

Stresszmentes koriilmények kozott a bels6 membranok egyesiilésében az Opal fehérjének mind a hosszd, mind
pedig a rovid formaja részt vesz.

Az bizonyosnak tlinik, hogy a két membran egyesiilését biztositd 1épések mechanikai osszekapcsolasat a
mitofuzinok és az Opa fehérjék kozotti fizikai kapcsolat 1étrejotte biztositja. Hogy ez mikor és milyen modon
torténik, az ma még nem kelldképpen tisztazott.

A mitokondriumok szerkezetének és miikddésének minél alaposabb felderitését célzo finom ultrastrukturalis €s
membranpotencial vizsgalatok egy masik érdekes (mint kideriilt, funkcionalisan is fontos) morfoldgiai tényre
hivtak fel a figyelmet.

A mitokondrium kiilsé membranja és a belsd membran kozotti intermembran tér, valamint a belsd membran
altal hatarolt matrix téren kiviil, a krisztaknak az intermembran tértol valo reverzibilis lehatarolédasaval kialakulhat
egy harmadik, ugynevezett interkrisztalis tér is. A krisztdk lemezeinek a kiils6 membran feloli szélét kriszta-
kapcsol6 strukturak (crista junction) kotik dssze egymassal, amelyeknek a pontos szerkezete még nem ismert.
Az egyik molekularis komponensét azonban egyértelmiien azonositottak, s ez érdekes modon a mitokondrium
haldzat dinamikus atrendez6désének egyik ismert szerepldje, az Opal (18.8. abra).

Szamos olyan fehérjét azonositottak, amelyik képes kotddni a mitofuzinokhoz. Ilyen a mitofuzin kotd fehérje
(mitofusin-binding protein, MIB), valamint a pro-apoptotikus Bcl-2 csaladtag Bak és Bax (1. 18.8. dbra). Az
utobbiak szerepérdl a késdbbiekben lesz sz6.

Mfn1/2 Bax

OPA1

GTP GDP

Mfn1/2

crer

krisztainak terét kriszta-kapcsolo strukturak zarjak le, amelyeknek egyik tagja az Opal fehérje hossza és rovid
formaja altal alkotott komplex (Mfn, OPA, HR, TM jelentését 1. a szovegben, Pro: prolin gazdag domén, MTS:
mitokondrialis transzport szekvencia, Spl: alternativ mRNS-illesztésti domén, GED: GTP-az effektor domén).

A mitokondriumok ,,osztédasa”

Az egyedi mitokondriumok olyan fonalas halozatot hoznak létre, amelyben ,,individualitasuk” megsziinik. A
halézathoz folyamatosan csatlakoznak 10j tagok, s arrdl szintén folyamatosan le is valnak ismét egyedivé valo
mitokondriumok. A fizi6 mellett a dinamikus atépiilést a rendszer fragmentalddasa, régebbi felfogasban a
mitokondriumok osztddasa biztositja, amely 1ényegében lefiizédés, feldarabolodas (18.9. abra).

246

http:// www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

Apoptozis

18.9. abra Fragmental6dd mitokondrialis haldzat neuron axonjaban, transzmisszios elektronmikroszkopos felvételen.
(A nyilak szinapszisokra, a nyilhegyek a neurit membranjara mutatnak.)

Mitokondriumok halézatrél vald lefiz6dése megfigyelhetd sejtosztodaskor, amikor az ATP-forrast az
energiafelhasznalas helyére kell iranyitani és koncentralni (a lefiiz6d6tt mitokondrium szallithat6). Tény azonban,
hogy egy egyedi mitokondrium sebezhetébb, mint a haldzat, s az 6nalld sejtszervecske autofagia aldozatava is
valhat. A halozat fragmentalodasa az apoptotikus sejthalal egyik bevezeto jelensége.

A lefiizddésben kdzponti szerepet jatszo molekula a Drpl (dynamin related protein 1) fehérje. A Drp olyan
citoszolikus, TM régioval nem rendelkezd, nagyméretii GTP-4z, amely a dynaminhoz hasonlé szerkezettel és
funkcioval rendelkezik (18.10. abra). (A dynamin endoszomalis vezikuldk sejtmembranrdl torténd leflizésében
jatszik szerepet.)

Az ,,0szt6das” bevezetd 1épéseként a citoszolikus Drpl a mitokondrialis membranhoz kétddik. A membran-asszocialt
Drpl frakci6 aranyat egyes poszt-transzlaciés modositasok (PTM) novelik, mig masok csokkentik. Az els6 esetben
az ,,0sztddas” intenzitdsa nd, a masodik esetben az gatlodik. A PTM tipusa lehet foszforilacid, sumoilacio,
ubiquitinilacid, nitrozildcid: a tobbségiik az ,,0sztédast” serkenti. A PTM-eken keresztiil a Drpl aktivitisa
kapcsolatban van a sejtosztodasi ciklussal és a tdpanyag ellatottsaggal is.

A mitokondrium felszinén t6bb olyan molekulat is azonositottak, ami biztosithatja a Drpl membranhoz kotését.
A Fisl1 (fission 1) transzmembran (TM) doménje révén a mitokondrium felszinén rogziil. N-terminalisan két TPR
(tetratricopeptide repeate) régiot hordoz (18.10. abra), ezzel koti magahoz a Drpl-t. A Drp mitokondriumhoz
szallitdsaban a sejtvaz jatszik szerepet (18.11. abra). A Fishl-hez hasonl6 fukcidju adapter fehérjék az Mff
(mitochondrial fission factor) és a MiD49/51 (mitochondrial dynamics proteins 49 and 51).

v
Drp'] ! Glr-adz | - =N

TPR

Fis1  {ITI0IM-

X ELTETTK

18.10. abra A mitokondriumok halézatrol valo lefiz6désében (,,0sztodasaban”) fészerepet jatszo fehérjék. A Drpl
N-terminalisan egy GTP-az domén van, ezt egy centralis (C), egy variabilis (V) és egy GTP-az effektor (GED)
domén koveti. A mitokondrium kiilsé membranjaban talalhato Fisl N-terminalisa TPR ismétlodéseket tartalmaz:
ez teszi lehet6vé a Drpl megkdtését. A membranlokalizaciot transz-membran régio biztositja.
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18.11. abra Mitokondrium lefliz6désének (osztodasanak) kezdeti 1épései. A Drpl a sejtvaz kozvetitésével a
mitokondrium felszinéhez jut (A), majd megjelenik a kezdeti befiizddés és a Drpl molekuldk hozzakotddnek a
Fisl-hez (B). (A rajzon az egyszeriiség kedvéért a folyamatot egy mitokondrium kettéosztodasaként abrazoltuk.)

A Fis1-Drp1 komplexek a mitokondriumon megjelend kezdeti befiiz6dés mentén sorakoznak fel tigy, hogy egy,
a mitokondriumot at6leld gytrit képeznek, amely egyre szorosabbra huzodik, mig végiil lefiiz egy mitokondriumot
a halozatrol (18.12. abra). Ebben a dynamin homoldg Drpl szerepét hasonlonak képzelhetjiik, mint amilyet a
dynamin az endoszomalis vezikuldk plazmamembranrol vald levalasztasaban betolt (a dynamin a formalodo
vezikula ,,nyaka” koriil képez gylirQit, s azt egyre szorosabbra vonva valasztja azt le a sejtmembranrdl). Annak
mechanizmusa, hogy a bels6 membran hogyan koéveti a kiils6 membranban zajlo eseményeket, s hogy az emlds
sejtekben mi biztositja a lefliz6dését, kevés ismeretiink van. A folyamat egyik lehetséges résztvevdje a fent emlitett
Opal, amely mint irtuk, szintén dynamin homolog.

Drp1 gytird

18.12. abra A mitokondrium ,,0sztédasanak™ befejezd 1épései. A Fisl segitségével a membranhoz kotott
Drplmolekulakbol szervezddo lanc kettéfiizi a mitokondriumot. Végezetiil a Drpl-Fis1 komplexek szétesnek, a
Drpl1 visszakeriil a citoszolba. (A rajzon azt nem jeleztiik, hogy itt nem egy mitokondrium kettéftizddésérdl, hanem
egy mitokondrium halézatrél torténd lefiizédésérdl van szo.)

A mitokondrialis halézat atszervezésének jelentésége

A mitokondrialis halozat atszervezodésének a sejtre jellemz6 morfoldgia fenntartasan kiviil fizioldgiai jelentdsége
is van. Lehetdséget ad arra, hogy a mitokondriumok membranjainak és tereinek tartalma keveredjen, ezzel fenntartja
azok genetikai és biokémiai egyformasagat. Segit megdrizni a mitokondridlis DNS stabilitast s szamos recessziv
mutacié fenotipusos megjelenését kikiiszoboli. Szamos kisérleti eredmény utal arra, hogy a halozatrdl vald
lefliz6désben kozponti szerepet jatszd Drpl szerepet jatszik az apoptdzisban, mivel serkentheti a Bax
oligomerizaciodjat, ezzel elosegitve azon transzmembran porusok (MAC) képzddését, amelyeken keresztiil apoptogén
faktorok jutnak ki a mitokondriumbdl a citoszolba.

A mitokondrium és az apoptotikus szignalok

crer

sejtekben, amelyekrdl kideriilt, hogy késdbb apoptodzissal pusztulnak el, a tipikus apoptotikus morfologiai bélyegek
megjelenése elbtt jelentdsen megnd a mitokondriumok szama. Ezt a jelenséget azzal probaltak magyarazni, hogy
a sejt a fokozo6do stresszre erételjes és valodi mitokondrium osztddassal reagal, megndvelve ezzel a védekezéshez
sziikséges energiatermeld kapacitasat. Ma mar tudjuk, hogy a szambeli novekedés valojaban inkabb a mitokondrialis
halézatot alkotd fonalas mitokondriumok kicsi ,,szemcsékké” torténd fragmentalédasanak a kovetkezménye.

Az apoptotikus pusztulas sorsara jutott sejt mitokondrialis allomanyanak relativ citoplazmatikus térfogataranya
azonban nem novekszik; s6t, a folyamat eldre haladtaval — a mitokondriumok zsugorodasa és a sériilt, ,,védtelen”,
kisméretli mitokondriumok szelektiv autofagiaja (mitofagia) miatt — jelentésen csokken. (Tobbek kozott ez a
magyarazata az apoptozis soran fellépd és novekvd energiahianynak.)

Ma mar azt is tudjuk, hogy egy kedvezd fiziologias koriilmények kozott miikodd sejt esetében az ép
mitokondriumokban a kriszta-kapcsol6 struktirak zartak és a bels6 membran kiils felszinéhez k6t6do citokrom-c
molekulak nagy része az interkrisztalis térben talalhatd. A kriszta-kapcsolo strukturdk zart és nyitott allapota is

crer

Mar a fenti, els6sorban morfologiai vizsgalatokbdl szarmazo megfigyelések alapjan egyre izgalmasabba valt az a
tudomanyos felvetés, hogy a mitokondriumok nem csak a foldi élet oxidativ kornyezetéhez alkalmazkodott eukariota
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sejtek életjelenségeihez sziikséges energia eldallitasaért felelések, hanem kulcsszerepet jatszanak ,,befogadd
gazdajuk” kivégzésében is.

A legtijabb kisérletes kutatasok egyre meggy6z6bb molekularis sejtbioldgiai bizonyitékokat szolgéltatnak arra,
hogy az aktiv sejthalal apoptotikus tipusdban, annak kaszpaz-fliggd és kaszpaz-fiiggetlen utvonalaiban egyarant,
a mitokondriumok szerepe sz6 szerint (sejt)sorsdontd!

Az intracellularis (intrinsic) sejthalal stimulusok nagy része a kiterjedt mitokondridlis halézat membranjan
gytlik 6ssze. A hosszt, fonalas és a kicsi, leflizdd6tt mitokondriumok dinamikus egyensulya megbomlik és eltolodik
a fragmentécio irdnyaba (18.4. abra). Ezzel egyrészt megnd a karosito hatasnak kitett membran feliilet, masrészt
a kicsi, egyedi mitokondriumok sokkal kiszolgaltatottabbak és védtelenebbek a karositd stimulusokkal szemben,
mint maga a halézat (1. el6z6 fejezet).

Ahogy azt korabban irtuk, a mitokondrialis kiilsé membran mindenkori allapotaért, intaktsagaért,
ateresztOképességének valtozasaért a mar korabban megismert Bel-2 molekula csalad transzmembran régioval is
rendelkez0 anti- és pro-apoptotikus tagjai a felelosek (6. fejezet). Nem lehet véletlen tehat az, hogy a mitokondrium
faziodban és leflizodéses szétvalasban kulcsszerepet jatszé molekulakon (Mfn1/2, Opal, Fis1, Drpl) kiviil a halozat
stabilitasaban, illetve annak felbomlasaban e fehérjecsalad tagjait is megtalaljuk.

A ,,BH-3 only” fehérjék aktival6é szerepe

A mitokondrialis halozat viszonylag gyors és irreverzibilis szétesése azonban ,,csak” sziikséges, de nem elégséges
feltétele a mitokondrialis sejthalal utvonalak felporgésének. Apoptotikus szignalok hatasara a Bcl-2 fehérjecsalad
»BH3-only” tagjai (17.1. abra) aktivalodnak, s a mitokondrium felszinére keriilve (18.13. abra) hozzakdtddnek
az ott 1évo anti- és pro-apoptotikus csaladtagokhoz.

MT HALOZAT SZETESESE AKTIV KASZPAZ MEGJELENESE P53 AKTIVITAS
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18.13. abra Az apoptdzis mitokondridlis tvonalat beinditd ,,csak BH3” fehérjék aktivaldsdnak modjai a
transzlokacio, a foszforilacio, a limitalt proteolizis és az expresszio fokozasa

A Bid egy olyan ,,csak BH3” doménnel rendelkez6 Bcl csaladtag, aminek csonkolt formaja (tBid) egyrészt képes
a Bcl-2 megkotésére (ezzel elvonja azt a Bcl-2-Bak heterodimerbdl, 1. 17.8. &bra), masrészt pedig a Bax
konformacidjanak oly moédon tdrténd atrendezésére, hogy az képes legyen a mitokondrium membranba inzertalodni
(17.6. abra). Hasonloan kettds hatasu a Bim és a Puma. A Bid hasitasara a halal receptorok DISC-jében 1étrejovo
kaszpaz-8 (1. I. tipusu sejt) és a késdbbiekben bemutatott granzim-B utvonalban kdzponti szerepet jatszo enzim, a
granzim-B is képes.

A citoplazmatikus C a’* koncentracié pro-apoptotikus szintre emelkedése olyan Ca2+—ﬁigg6 molekulakat aktivalhat,
amelyeknek fontos szerepe lehet az apoptozisban. Az intracellularis Ca”*-szint emelkedés elsésorban az
endoplazmatikus retikulumot (ER) ért stressz kovetkezménye. Ezek a folyamatok ugyan az apoptotikus sejthalal
II. tipusanak (Ggynevezett belsé Gtvonal) indukcidjaban szerepelnek, nem tekintheték azonban egyértelmiien
kaszpaz fiiggetlennek. A szerin protedz Ca’’-fiiggé kalpainok ugyanis kozvetleniil aktivalhatnak effektor
kaszpéazokat, mig a kalcineurin foszfatazként a pro-apoptotikus Bad fehérjét (Bcl csalad, ,,csak BH3) defoszforilalja
és aktivalja. Ez utobbi viszont mitokondrialis kozvetitéssel zajlo kaszpaz aktivacidhoz vezet (18.14. abra).

249

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Apoptozis

kalcineurin

> proKaszpAz3 ~— i
Ca2+

b

E ER-stressz

=
effektor kaszpaz

° o
pro-apoptotikus
fehérjék aktivdcicja

SEJTHALAL

18.14. abra A Bid ¢és a Bad ,,BH3-only” fehérjéket aktivalo tényezok. A Bid csonkoldsat, ezzel aktivalasat a halal
receptorok DISC-jébdl szarmazo kaszpaz-8 végzi, a Bad fehérje foszforilaciojat pedig az endoplazmatikus
retikulumbol (ER) stressz hatasara felszabadulo Ca”" kdzvetitéssel aktivalodo kalretikulin. A mitokondrium sériilése
kovetkeztében felszabadulo reaktiv oxidativ gydkok (ROS) a mitokondridlis membran tovabbi karosodashoz
vezetnek. A membrankarosodas kovetkeztében a citoszolba pro-apototikus faktorok, tobbek kodzott citokrom-c
(cit-c) aramlik ki, utobbi kozvetett modon (két nyil) hozzajarul tovabbi pro-kaszpazok aktivalasahoz.

Az aktivalt ,,BH3-only” fehérjék a membranban homo- és heterodimereket alkot6 anti-apoptotikus Bcl-2 fehérjék
miikddését gatoljak, mikozben a pro-apoptotikus dimer-alkotdkat aktivaljak (17.6. és 17.8. abra), s ezzel utat
nyitnak a pro-apoptotikus folyamatoknak, azaz az effektor multidomén szerkezetii Bcl-2Bak és Bax fehérjék
homodimer, majd oligomer képzddésének. A proapototikus homodimerek nagyszami megjelenése a mitokondrium
membranjanak permeabilitasat drasztikusan megvaltoztatja: a membranon apoptézis indukalt csatornak (MAC)
nyilnak, amelyeken keresztiil mitokondrialis eredetii, sejthalal szignalt kézvetité faktorok jutnak ki a citoplazmaba
(17.8. és 18.15. abra).

ANTI-APOPTOTIKUS PRO-APOPTOTIKUS apoptogén faktor
(citokrém-c)
LBH3-only” Bak/Bax

Bcl-2-"BH3-only" Bcl-2-Bak/Bax Bak-Bak/

1 Q==
() ) — D= (] e

< homodimer oligomer
heterodimer hezerodinier

belss membrdn l i

" mitokondrilis eredetd sejthalal szignalok
——_ kijutasaacitoplazmaba

18.15. abra Az anti- és a pro-apoptotikus Bcl-2 fehérjék egyensulyanak felborulasa apoptdzis indukalt csatornak
(MAC) nyilasat eredményezi. Az aktivalédo Bak és Bax hatasara az anti- és pro-apototkius multidoménti fehérjék
kozotti egyensuly eltolodik a heterodimerek, illetve a pro-apoptotikus homodimerek iranyaba. Ez az utébbiak
oligomerizacidjahoz, végsd soron porusok (MAC) nyildsahoz vezet. Az oligomerizacidval parhuzamosan egyre
tobb mitokondrialis eredetti sejthalal szignal (citokrom-c) jut ki a citoplazmaba.

A mitokondrialis eredetii apoptogén faktorok hatasa

Ahogy emlitettiik, a mitokondriumok szamos olyan fehérjét ,,6riznek” intramembran teriikben, amelyek az egészséges
sejtben hasznos funkciot tltenek be, a citoplazmaba kijutva azonban apoptogén (apoptozist indukald) hatastiak.
Ilyen az intermembran térben felhalmozodo citokrém-c, valamint a matrixban talalhatdo AIF(apoptotosis inducing
factor), endonukleaz G, Smac (second mitochondria-derived activator of caspases) és Omi/HtrA2 (high
temperature-requirement protein A2), amelyek — a fiziologias rendeltetési helyiikként szolgalé mitokondrium
.fogsagabol” kijutva — képesek az apoptotikus sejthalal kaszpaz-fiiggd vagy kaszpaz-fiiggetlen belsd Gitvonalanak
beinditasara. A matrix eredetli faktorok citoszolba jutdsdhoz a bels6 membranban helyet foglaldo permeabilitasi
tranziciés porusok (permeability transition pore, PTP) nyildsara van sziikség. A citokrom-c kidramlaséhoz
elegend6 a MAC kialakulésa (17.3. abra).

A mitokondridlis fragmentacio és a kiilsé membranban zajlo események hatdssal vannak a belsé membran
stabilitasara is. A Kriszta-kapcsold struktirak felbomlanak, ezért az interkrisztalis térbdl nagy mennyiségli
citokrom-c aramlik az intermembran térbe, ami onnan a megnyilt pérusokon keresztiil kijut a citoplazmaba (18.16.
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abra). A megnyilo PTP-ken keresztiil torténhet az AIF, az endonukleaz G, a IAP-gatlé Smac (1. ,,A IAP fehérjecsalad”
c. fejezet) és HtrA2 kijutésa is.

Apoptotikus szignal hatasara a Drp1 a mitokondrium felszinére toborzodik, ahol az aktivalt Bax kolcsonhatasba
Iép vele. A Drpl kimutathat6 hatassal van a mitokondriumokbdl felszabadul6 citokrom-c mennyiségére, valosziniileg
noveli a Bax proteinnek a membranhoz vald affinitasat, igy segitheti annak porusképzését. (Megjegyezziik, hogy
a citokrém-c kijutasaban jatszott szerepe nem feltétlen érinti mas apoptotikus faktorok kidramlasat.) A Bax és a
Bak a mitofuzinokkal (Mfn) egészséges sejtben is kapcsolatba 1ép, apoptotikus sejtben pedig ugy tiinik, hogy
gatolja a fziot, segiti az ,,0sztddast” (18.16. abra). Hogy a Bcl-2 csalad e tagjai milyen szerepet toltenek be az
egészséges sejt mitokondrium halézatanak dinamikajaban, s hogy a sejtpusztulas alatt milyen mechanizmuson
keresztiil fejtik ki a haldzat feldarabolodasat eredményez6 hatasukat, az ma még nem ismert.

AUTOFAGIA

APOPTOTIKUS SZIGNALOK

8 =) 2,
¢ & 9

Mfn  Bik -

cit-c kidramlds

°

18.16. dbra A Bax mitokondridlis halozat dinamikat befolyasolo hatasai. Nyugalmi allapotban a Bax anti-apoptotikus
Bcl-2 fehérjékkel (pl. Bcel-Xp) heterodimereket képez. (A). Apoptotikus szignalok hatasara a Drpl a kiilsé
membranhoz toborzodik, s kdlcsonhatasba 1ép a heterodimerbdl kilépd Bax fehérjével (B). A Bax kozremiikddésével
kialakul6 mitokondridlis apoptdzis indukalt csatornak (MAC) nyilasaval parhuzamosan a kriszta-kapcsolo struktirak
felbomlanak és a citokrom-c (cit-c) kiaramlik a citoszolba. (A roviditéseket 1. korabbi fejezetekben.)

Az apoptoszéma

Az apoptotikus kaszpaz-kaszkad belsd utvonalan a legfontosabb iniciator kaszpaz a kaszpaz-9. Ennek aktivalasa
egy nagy, tobb komponensti molekularis komplexum, az igynevezett apoptoszéma révén zajlik. Ez a komplexum
a citoplazmaban szerelddik dssze, mégpedig egyrészt az apoptotikus stimulusok (oxidativ stressz, megnovekedett
szubnekrotikus Ca”* szint) hatasara a mitokondriumokbdl felszabadul6 citokrom-c, és a citoplazmaban prekurzor
formaban jelenlévé Apaf-1 (apoptotic-enzyme activating factor), valamint pro-kaszpaz-9 molekulakbol. A
komplexum kialakuldasahoz ATP hidrolizisre és nukleotid cserére (ADP/ATP) is sziikség van.

Az Apaf-1 molekula tobb fontos funkcionalis régioval is rendelkezik. Az N-terminalisan talalhat6 egy CARD
interakciés domén, ahova (megfelel6 koriilmények kozott) a hasonlod régioval rendelkezd iniciator pro-kaszpaz
(pro-kaszpaz-9) tud k6tddni. A kézEépso régiodban egy oligomerizaciot is lehetéveé tevo nukleotid-koté domén (NBD:
nucleotide binding domain) helyezkedik el, ami ADP/ATP kotésre alkalmas, mig a C-terminalis régiot egy hosszu,
WD-40 repetitiv szekvencia (WDR) alkotja (18.17. abra)

pro-kaszpaz
toborzo domén  nukleotid-k5ts domén WD-40 ismétlodés (WOR)

oo |

pro-kaszpdz-9 nukleotid-kétés citokrom-c kités
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18.17. abra Az Apaf-1 doménjei. A molekula N terminalisan egy kaszpaz toborz6 CARD domén talalhato, amit
egy nukleotid-, majd egy citokrom-c kot6 régid kovet.

Az inaktiv Apaf-1 igen zart térszerkezete legjobban egy sajat farkaba harapo kigyohoz hasonlit, amiben a C-

sz

téve ezzel a pro-kaszpaz-9 bekotését (autoinhibicid, 18.18. abra).

Ebbdl az inaktiv allapotbol csak apoptotikus stimulus hatasara léphet ki az Apaf-1, mégpedig akkor, amikor az
NBD régiohoz kotédé ATP-t elhidrolizalja. Ennek hatasara az ,,allkapocs” szoritasa lazul, s a mitokondriumokbol
kiszabadul6 citokrom-c (ez egyben az apoptotikus jel) ,,felpeckeli” az ,,allkapcsot”. A folyamat soran az Apaf-1
zart konformacidja teljesen atalakul, és egy ADP/ATP nukleotid-cserét kovetden 7 darab Apaf-1—citokrom-c—ATP
egységbol 4llo, sugaras szimmetridji komplex alakul ki. Amennyiben nukleotid csere nem torténik, a sugaras
szimmetria nem alakul ki — ez esetben pro-kaszpaz molekuldk bekotddésére sincsen lehetdség (18.18. abra).

v Apaf-1 K
inaktiv Apaf- ATP kéto NBD "
rejtett CARD X

citokrém-c @
Pi

aktiv Apaf-1 “»0

%

M
nincs nukleotid csere D nukleotid csere
D

INAKTIV APOPTOSZOMA AKTIV APOPTOSZOMA

18.18. abra Az Apaf-1 aktivalddasa és apoptoszomava szervez6dése. Nyugalmi allapotban az Apaf-1 egy sajat
inaktivalja (zart forma). A konformacié megvaltozadsahoz ATP hidrolizis és citokrom-c kdtésre van sziikség. Az
igy ,.kiegyenesedd” molekula egy nukleotid csere utan mar képes pro-kaszpazokat toborozni. A sargaval keretezett
részen lathaté molekulamodellek a 7.13. dbranak megfeleléen mutatjak a t6liik balra lathaté konformaciot.

Az aktiv apoptoszomaban a kaszpaz-toborzo CARD régio hozzaférhetd, igy lehetdség van a prokaszpaz-9 molekulak
bekotésére és aktivalodasara. Ezzel kialakul a proteolitikusan aktiv apoptoszéoma (18.19. abra). Az aktivalt
kaszpaz-9 molekulak (hasonloan a kaszpaz-8-hoz) limitalt hasitassal effektor pro-kaszpazokat aktivalnak.

‘00‘165
g
'&b s¥\"9) Apaf-1
&
S
§
pro-kaszpaz-9
effektor pro-kaszpdzok
hasitasa
% [

%O'
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18.19. dbra A prokaszpaz-9 apoptoszomaba épiilése és a proteolitikusan aktiv komplex kialakulasa. Az aktivalodott
¢és sugaras komplexet kialakité Apaf-1 molekuldk pro-kaszpaz-9 fehérjéket toboroznak, aminek az eredménye
végiil aktiv effektor kaszpazok citoplazmatikus megjelenése lesz.

A mitokondrialis sejthalal kaszpaz-fugg6 és kaszpaz-
fuggetlen utvonala

A mitokondrialis sejthalal kaszpaz fiiggé mechanizmusa a mitokondriumokbol nagymennyiségben kiszabadulo
citokrém-c kozvetitésével aktivalodik. A citokrém-c a citoplazméban inaktiv formaban 1évé Apaf-1 fehérjéhez
kotédve inicialja az apoptoszoma Osszeszerelodését (1. 18.18. és 18.19. abra), ezen keresztiil a pro-kaszpaz-9
iniciator kaszpaz és effektor kaszpazok aktivalodasat.

Az apoptozist kivalto stimulusok a focsapast jelentd kaszpaz-kaszkadokon kiviil mas molekularis komponensek
révén is hozzajarulhatnak azonban a sejt aktiv elhalasahoz.

A mitokondrialis membran permeabilizalodasa kdvetkezményeként a mitokondriumokbol nem csak a kaszpaz
aktivacioban szerepet jatszo citokrom-c jut ki a citoplazmaba, hanem a belsé membran PTP csatornainak
megnyilasaval mas fehérjék is, mint példaul az AIF és az endonukledz G (18.20. abra). Az AIF (apoptosis-inducing
factor) egy oxido-reduktaz funkcidji flavoprotein, amely normalis koriilmények kozott a mitokondrialis
intermembran térben talalhatd. Miutan azonban a mitokondrialis lokalizacios szignalon (MLS) kiviil magi (nuklearis)
lokalizacios szekvenciaja (NLS) is van, nem meglepd, hogy a citoplazmaba keriilve onnan a sejtmagba
transzlokakodik.

Az AIF a sejtmagban a ciklofilin-A-val molekularis komplexeket, igynevezett degradoszomakat képezve részt
vesz a DNS fragmentalasaban. Az endonukleaz G a sejtmagba jutva hasonlo szerepet jatszik (18.20. abra).

A mitokondriumokbol kijut6 Omi/HtrA2 (high temperature-requirement protein A2) nem csak a IAP-ok gatlasat
végzi, hanem szerin protedz aktivitadsa révén maga is képes pro-apoptotikus fehérjék limitalt proteolizissel torténd
aktivalasara. A Smac (second mitochondria-derived activator of caspases) az apoptdzisgatld XIAP inhibitora
(18.20. abra).

Mitokondrium haldzattdl fiiggetlen esemény az endoplazmatikus retikulumot érd stressz. Ez utobbi sejtfelszini
(nem halal) receptorokon keresztill is kivalthat6 (pl. talzott aktivalassal), s lehet kapcsolatos a fehérje szintézist
befolyasold hatasokkal. Az utdbbi esetben jelentés mértékiivé akkor valik, amikor a sejt egy olyan fehérjét termel,
aktivalodnak az ER hibajavité mechanizmusai (pl. az ER chaperonok), de ha a nativ konformacié nem allithatod
helyre, akkor gondoskodnak a fehérje eltavolitasardl, azaz annak citoplazmaba juttatasarol (1. ERAD mechanizmus).
Az endoplazmatikus retikulumot ért folyamatos megterhelés, vagy a receptorok feldl érkezd szignalizacio hatasara
az ER ciszternakbol Ca’ionok 4ramlanak ki, s a citoplazmatikus Ca®" koncentrécié pro-apoptotikus szintre
emelkedik. Ez egyrészt a Bad ,,BH3-only”, masrészt a végrehajtd kaszpazok aktivalasat eredményezi (18.14. abra).
A mitokondriumbdl, valamint az ER-bdl kiindul6 utvonalakat a 18.20. abra foglalja &ssze.

ROS MITOKONDRIUM APOPTOSZOMA - ATP
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18.20. abra A mitokondrialis sejthalal kaszpaz-fligg6 és kaszpaz-fiiggetlen utvonalainak dsszefonodasa: az elobbit
fekete, az utobbit sziirke nyilak és feliratok jelzik (a magyarazatot 1. a szdovegben) (cit-c: citokrém-c, ER:
endoplazmatikus retikulum, ROS: reaktiv oxidativ szabadgydk , a tobbi roviditést a szoveg tartalmazza).

A kulsé és a bels6 halalszignal utvonal 6sszekapcsolasa

Amint latjuk, a sejt tobbnyire a kiilso és belsd kényszeritd koriilményeknek — a tovabbiakban mar elviselhetetlen
¢és a kornyezo sejteket is veszélyeztetd — hatdsara szanja ra magat az Onpusztitd Iépésre. A ,,visszavonhatatlan
dontés” meghozatala utan az egész folyamat 6ramii pontossaggal, a fogaskerekek tokéletes illeszkedésével zajlik.
A rendszerbe a ,,véletlen menekvés” esélyének minimalizalasa érdekében szamos kapcsolo és jelerositoé
(amplifikalo) utvonal van beépitve. Ennek egyik szép példaja a kiils6 (extrinsic), halal receptorrdl indul6 apoptotikus
utvonal és a belsd (intrinsic), mitokondrialis utvonal dsszekapcsolasa az exekuciot végzo effektor kaszpazok
megfeleld mértéki aktivalasa érdekében.

A folyamatban a jelkapcsolé molekula szerepét egy ,,csak BH3” fehérje, a Bid t6lti be, aminek a citoplazmaban
talalhato inaktiv formdajat proteolitikus hasitassal lehet aktivalni. A Bid csonkoldsara tobb olyan enzim is képes,
amelyek fontos szerepet tdltenek be az apoptdzis mechanizmusaban, igy a Ca2+-ﬁigg6 kalpain (1. 18.20. abra), a
granzim-B és két iniciator kaszpaz, a kaszpaz-2 és -8 (18.21. abra).

Amennyiben a pro-kaszpaz-8 DISC-hez kotott aktivalasa soran nem keletkezik elegend mennyiségii aktiv kaszpaz-
8 molekula az effektor kaszpazok kdzvetlen aktivalasahoz, a kaszpaz-8 a Bid-et is hasitja (1. II. sejttipus). A csonkolt
Bid (tBid), mint aktiv ,,BH3 only” protein az anti-apoptotikus Bcl-2-t és a Bel-X -t gatolva (17.1. tablazat), illetve
a pro-apoptotikus Bax és Bak molekulak homodimerizacidjat 6sztonozve (18.15. abra), serkenti a citokrom-c
molekulak mitokondriumbol citoplazmaba iranyulo kiaramlasat. Itt ennek hatasara a mar korabban leirt pro-kaszpaz-
9 és Apaf-1 molekulakbol aktiv apoptoszomak szervezddnek (18.18. és 18.19. abra), amelyek felsokszorozzak az
aktiv iniciator és effektor kaszpazok mennyiségét, és a folyamat igy tovabb gordiilhet egészen a sejt teljes
megsemmisiiléséig (18.21. abra).
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18.21. abra A Bid szerepe a kiilsé és bels6é halalszignalok altal aktivalt Gitvonalak Osszekapcsolasaban, a
jelerdsitésben”. A haldl receptorhoz adapter fehérjével kotddo pro-kaszpaz-8 aktivalddas utan nem csak effektor
pro-kaszpazt képes aktivalni, hanem elhasitja a Bid-et is. A csonkolt Bid (tBid) a mitokondrium membranjahoz
kotédve hozzdjarul a citokrém-c (cit-c) citoplazmaéba torténd kidramlasahoz, ezzel az apoptoszéma aktivalasahoz,
végso soron a DISC-bdl induld kaszpdz rendszer mitkodésének felerdsitéséhez.

Ellenorzo kérdések

1. Mit tud a mitokondrium hal6zatrol? Milyen koriilmények kozott alakul ki, s mikor fragmentalodik? Ennek a
dinamizmusnak mi az élettani jelent6sége?
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ey

3. Mit jelent a mitokondriumok osztédasa? Milyen molekularis mechanizmus 4all a hatterében?

4. Milyen izolalt terek alakulnak ki egy ép mitokondriumban? Mi az a kriszta-kapcsold struktira és miért fontos
a megléte?

5. Mi a szerepe a citoplazmatikus Ca”" koncentracionak az apoptdzis mechanizmusaban?
6. Mik azok a mitokondrialis apoptogén faktorok?
7. Mi az apoptoszoéma? Milyen komponensei vannak, s hogyan szerelddik ssze?

8. Milyen folyamatot takar a mitokondridlis sejthalal uitvonal kaszpaz fiiggetlen utvonala? Milyen sejtalkotokat
érint, és milyen kovetkezményekkel jar?

9. Egy vazlatrajz segitségével mutassa be, hogy hogyan és hol kapcsolodik 6ssze az apoptozis kaszpaz és kaszpaz
fiiggetlen utvonala!

10. Milyen lehetség van a kiils6 és bels6 sejthalal szignalok altal beinditott Gtvonalak 6sszekapcsolasara? Az ebben
szerepet jatszo fehérje milyen molekula csaladba tartozik?
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19. Az apoptoézis szabalyozasa: a IAP-ok, a
hosokk fehérjék és a p53

A IAP fehérjecsalad

Szerkezeti jellemzdok

A TAP (inhibitors of apoptotic proteins) fehérje csalad elso tagjat (OpIAP, Orgyia pseudotsugata nuclear polyhydrosis
virus) bakulovirusbol izolaltak, mint olyan fehérjét, amelynek az a szerepe, hogy meggatolja a gazdasejt onpusztitd
védelmi reakciodjat, s minél hosszabb ideig biztositsa a virus teljes replikaciojat. A késébbiekben a gerinctelenektol
(élesztd, C. elegans, ecetmuslica) a halakon at az eml6sokig szamos olyan molekulat fedeztek fel, amelyek funkcio
és szerkezeti hasonldsag alapjan is egy csoportba sorolhatok az OpIAP molekulaval.

Valamennyiiik szerkezetében kdzos, hogy rendelkeznek legalabb egy, ugynevezett BIR (baculovirus IAP-repeat)
régioval, és a tobbségiik egy RING (really interesting new gene)-finger doménnel vagy egy UBC (ubiquitin
conjugating) régioval (19.1. és 19.2. abra).

Bakulovirus

OplAP (R [EREE][ RING ) 26845

Drosophila

Deterin CCB) ] 15345

DIAP1 [EBRZ] RING 43845

DIAP2 CCEED e Lo [RNG [ ] 4eas
BRUCE [ 7/ TOee]) «e7sas

19.1. abra A bakulovirus és a Drosophila IAP fehérjéi. A csalad tagjainak szerkezetére a BIR, a RING ¢és az
esetleges UBC domének jellemzbek. (A roviditések jelentését 1. a szovegben.)

XIAP (BIRC4) ER] BIR2 BRI RING [ ] 4974s
clAP1 (BIRC2) I O 7 [CARG || AING || cosAs
clAP2 (BIRC3) I 8 [CARD || RING || 61845
ML-IAP (BIRC7, Livin) B TRNG]] 29848

ILP2 (BIRC8) [_CE [RNG]) 26as

Survivin (BIRC5) [CEy | 42as

BRUCE (BIRCS, Apollon) | EIR. [CUEC ]| 4830As

NAIP (BIRC1) CED LEEl [ae] oo 7/ Twe | Hosss

19.2. 4bra Az eml6sok IAP fehérjéi. A csalad kiilonc tagja a NAIP (neuronal apoptosis-inhibitory protein/BIRC1),
aminek a BIRC doméneken kiviil nukleotid-kot6 oligomerizald (NOD, nucleotid-binding oligomerization domain)
és leucin-gazdag ismétlddést tartalmazo (LRR, leucine rich repeate) doménjei vannak. A NAIP kaszpaz-9 enzimet
kot.

A BIR domének fehérje-fehérje interakcios domének, amik ismétlédése noveli a kotdpartner iranti affinitast,
valamint a lehetséges kotdpartnerek szamat. Az emldsoknél a BIR2 és a BIR3 vesz részt az apoptotikus fehérjék
miikodésének szabalyozasaban, mig a BIR1 szignalizacids utvonalak szerepl6ivel teremt kapcsolatot. A BIR2 és
a BIR3 domén képes kapcsolodni egy evoluciosan konzervativ, ugynevezett IAP-k6t6, IBM (IAP binding motif)
szekvencidhoz, amit szamos fehérje visel. Az IBM szekvenciat megtalaltak tobbek kozott a kaszpaz-9, a kaszpaz-
3 és a kaszpaz-7 enzimeken, a mitokondriumbdl kiindul6 belsd sejthalal Gitvonalon aktivalodé Smac €s az Omi
proteineken (19.3. abra). Ennek a szekvencianak a jellegzetessége az, hogy a nativ fehérjékben rejtett, csak azok
proteolitikus hasitasaval tarul fel. A Smac és az Omi esetében ez a mitokondriumba iranyitod szignalszekvencia
lehasitasakor torténik meg, ami azt jelenti, hogy e fehérjék IAP-k6t6 motivuma a citoplazméaban nem jelenik meg,
csak akkor, amikor a Smac ¢és az Omi a mitokondrium membran sériilése soran kijutnak a citoszolba (18.15. abra).
A BIR-IBM interakci6 természetesen megsziinteti mindkét kotépartner mas iranyu aktivitasat, igy ennek alapjan
a Smac és az Omi IAP-inaktivalo, azaz proapoptotikus hatast (18.20. abra).
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a nyolc tagbol allo tetrapeptid motivumban (A-(V/T/1)-(P/A)-(F/Y/1/V)) zold és sarga szinnel a konzervativ
aminosavakat jeloltiik. Az ecetmuslicaban egy tovabbi k6téhely is van, amely kékkel jelzett.

A BIR-IBM kotédés alapjan egyes IAP-ok kdzvetleniil képesek kaszpazok aktivitasat gatolni. Ezt az is lehetové
teszi, hogy a cIAP1/2 eml6s IAP-okon zimogén kaszpaz rekrutaldo (CARD) régio is talalhato, amely révén a hasonlo
prodoménii iniciator pro-kaszpazokhoz (kaszpaz-2, -9) kotve képesek meggatolni azok aktivacidjat (19.4. abra).

kétédés zimogén inicidtor prokaszpazhoz
cAP1  [CERTD TR [BRSTT [ CARD T RING ] coaas
clAP2  [TERLD [P [oBRs ] | CARD [ _RING ]] 61845
XIAP  [CERT) [LBRo] [oBRS ] | RING ]| 497As

kaszpaz-3, -7 kaszpaz-9
DrICE Dronc

T T
DIAPT (BRI  [BRZ—] [ WG ] 484

19.4. abra A IAP csalad reprezentativ tagjai és azok funkcionalis régioi. A BIR domének enzimgatlok, a CARD
régiok inicidtor prokaszpaz toborzok (az abra aljan szerepld DIAP Drosophila IAP)

Az apoptdzis-szabalyozé hatasok

A fenti két mechanizmus alapjan a cIAPI1, a cIAP2, valamint az XIAP a kaszpazok szintjén képesek apoptozist
gatlo hatast kifejteni. Kaszpazokhoz val6 kotddést mindharom IAP esetében leirtak, azonban csak az XIAP képes
az iniciator kaszpaz-9 és az effektor kaszpaz—3/7 hatékony gatlasara (19.5. abra).

pro-kaszpdz-9

— -

{ pro-kaszpdz-3, -7
e
clAP1

clAP2 —|E> —.\

clAP1
clAP2

XIAR kaszpdz-9

19.5. abra A IAP-ok anti-apoptotikus funkcioi. Egyes IAP fehérjék képesek a pro-kaszpaz-9 aktivalasat
megakadalyozni, illetve a mar aktiv kaszpazokat gatolni.

A fehérje csaladban ugyancsak jellemzé domén a RING-finger (C-terminal RING* zink finger)régio, melynek
révén a [AP-ok ubiquitin-ligazként (E3, az ubiquitin konjugald enzimsor utolso tagja) miikddnek. A RING domén
teszi lehet6vé az ubiquitin szubsztratra valo atvitelét, mivel biztositja az E2 enzimmel val6 kapcsolatot. A RING
domént hordozé IAP-ok tehat képesek poli-ubiquitin ldnccal specifikusan megjel6lni az altaluk felismert fehérjéket,
pl. a fent emlitett kaszpazokat (19.6. dbra), a Smac, Omi és TRAF fehérjéket, és igy azokat proteaszomalis lebontasra
itélik. A BRUCE (BIRC6) esetében egy UBC (ubiquitin conjugating) domént is talalunk a molekuldaban, ami

4 RING: really interesting new gene
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alapjan ez a IAP E2 ubiquitin konjugal6 enzimként miikodik. Megjegyezziik, hogy mig az eldbb emlitett BIR-IBM
interakcion alapul6 kotédés reverzibilis, addig a poli-ubiquitinilacio visszafordithatatlan. A IAP-ok ubiquitin-ligaz
aktivitasa alapjan az is lehetséges, hogy egymast és magukat poli-ubiquitinilaljak (az utobbi auto-ubiquitinilacio),
€s igy az ubiquitin-proteaszoma rendszer révén szabalyozzak sajat koncentraciojukat, szabad utat adva ezzel az
apoptozis folyamatanak (19.7. abra).

KASZPAZ UBIKVITINALAS

(TULELES)
1AP2 (2 (
a - & X\AF( J kaszpdz-3, -7
D D ; \"‘I
@ED) + areRUCED) %OOOO
foide}
o

19.6. abra A IAP-ok poli-ubiquitinilacié révén kifejtett anti-apoptotikus hatasa. A RING domént hordozé IAP-ok
ubiquitin ligazként képesek kolcsonhatasba 1épni az ubiquitin-konjugalé enzimmel (E2, kék), illetve egy UBC
domén segitségével az ubiquitin aktivalé enzimmel (E1, z6ld). A poliubukvitin lancot effektor kaszpazokra ,,épitik”,
ami azokat proteolitikus degradaciora itéli.

AUTO-UBIKVITINALODAS
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19.7. abra A IAP-ok apoptdzisnak utat nyit6 ubiquitinilald miikddése. A IAP-ok mennyiségét poli-ubiquitinilaciéval
maguk a IAP fehérjék (is) szabalyozzak. (E1: ubiquitin aktival6 enzim, E2: ubiquitin konjugalé enzim).

Az XIAP aktivitasai és a IAP-ok kooperacioja

Egy sejt nyugalmi, ,,épitkez6” allapotara — tobbek kozott — az jellemzd, hogy a citoplazmaban a IAP csalad tagjai
»feken tartjak” a kaszpazokat. Amig a sejtet csak szub-apoptotikus stressz-hatasok érik, ez az egyensuly fenn is
marad. Amint azonban olyan mértékii stressz éri a sejtet, ami aktivalni képes a mitokondrialis sejthalal utvonalat
(1. 18. fejezet), a sériilt mitokondriumokbol kidramlé Smacés Omi az evolticiosan konzervativ IBM régioik révén
(19.3. abra) gatolni tudjak a IAP-ok mukodését. Ez a kaszpazok ,,gatlastalan” tobzodasahoz vezet, s a sejt, mint
egy fékevesztett jarmii a lejtdn, egyre gyorsuld sebességgel rohan a végzete felé.

A TAP fehérjék egy tobbszintli, egymast tamogato halozat kialakitasaval valamennyi (kiilsé, bels6) kaszpaz-fiiggd
sejthalal Gitvonalat képesek gatolni. E téren a XIAP (X-linked IAP) rendelkezik a legszélesebb repertoarral. Kétféle
mechanizmus Utjan is gatolja az iniciator kaszpaz-9, valamint az effektor kaszpaz-3/7 miikodését: egyrészt BIR-
IBM interakcion alapuld kotéssel, masrészt a kaszpazok szubsztratkotd zsebének ,lefedésével”. Ezen feliil
megakadalyozza a pro-kaszpaz-9 dimerizacidjat (allosztérikus gatlas), ezzel aktivalodasat. Mas IAP-ok ubiquitinilacid
révén proteaszomalis degradaciora itélhetnek pro-apototikus fehérjéket. A Smac példaul gatolja az XIAP-ot (IBM-
BIRC kolesonhatés révén), am ez a gatlas feloldhato a Smac ubiquitinilalasaval, amit a RING doménnel rendelkezd
cIAP-ok képesek elvégezni (19.8. abra). Vannak adatok arra is, hogy a IAP-ok heterodimerek képzésével képesek
egymas aktiv allapotat stabilizalni.

A fentiek alapjan a IAP fehérjék a mitokondrialis utvonal aktivalasat képesek gatolni. Az ebben az Gtvonalban (is)
effektor kaszpazként szerepld enzimeket (kaszpaz-3, -7) azonban a kiils6, sejthalal receptorok DISC-jébél kiindulo
utvonal is eléri (19.8. abra).
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19.8. abra Az XIAP aktivitasat meghatarozo kdlcsonhatasok. A BIR-IBM interakei6 alapjan az XIAP képes gatolni
a kaszpaz-9/3/7 aktivitasat, de ugyanez a kdlcsonhatds azt is lehetdvé teszi, hogy a Smac €s az Omi felfiiggessze
ezt az inhibiciot. Mas, RING doménnel rendelkezd IAP fehérjék a Smac és az Omi ubiquitinilalasaval tAmogathatjak
az XIAP anti-apoptotikus tevékenységét. A IAP-ok a belsé (mitokondrium-medialt) utvonalon mind az indukciét,
mind pedig a végrehajtast képesek gatolni, de a kiilsé jellel indul titvonalon csak az effektor kaszpazokra vannak
hatéssal.

A mitokondridlis eredetli Smac igen kiterjedt hatasokkal rendelkezik. Korabban szd volt arr6l, hogy a TNF
receptorbdl kiindulo, NF-kB aktivalo jelatviteli itvonalban cIAP-ok is szerepelnek (16.13. és 16.14. abra). Annak,
hogy a Smac (az XIAP mellett) képes hozzakotddni a cIAP fehérjékhez is, végzetes szerepe vant abban, hogy a
sejt sorsa a sejthalal fel¢ terelodik. A sejthaldl tipusa, a TNF receptor DISC-jének és az abbol szdrmazé II.
komplexnek az dsszetételétdl fiiggden, lehet apoptdzis vagy nekroptodzis. A Smac-cIAP kdtddés hatasara a cIAP
auto-ubiquitinilalédik (19.7. abra), ezzel proteaszomalis lebontasra iranyitddik. Hidnyaban a DISC-bdl szarmazoé
I1. komplex vagy effektor kaszpazokat aktival, vagy RIP3 jelenlétében oxidativ szabad gyokoket képez (1. ,,Utvonal
a nekroptozis felé” c. fejezet). Az eldbbi apoptdzishoz, az utobbi nekroptodzishoz vezet (16.14. és 19.9. abra).

A TNF c TNF
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19.9. abra A cIAP Smac altali megkotésének hatdsa a TNF receptoron keresztiili sejthalal kivaltasaban. A cIAP
fehérje a sejt tulélését segiti oly modon, hogy a TNF receptor DISC-jébe épiil be, s olyan II. komplex kialakulasat
segiti, ami az NF-kB ttvonalat aktivalja (A). A mitokondriélis eredetli Smac a cIAP auto-ubiquitinilaciojat, ezzel
proteaszoémalis lebomlasat okozza (B), cIAP hidnyaban pedig a II. komplex 0sszetétele vagy az apoptozis, vagy a
nekroptozis felé tereli a sejtet (C).

Az XIAP hatba tamadasa: a tBid szerepe

Korabban szt ejtettiink azokrol a sejtekrél, amelyek az apoptdzis indukcidja szempontjabol az ugynevezett I1.
tipusba sorolhatok. Ezekben a sejtekben a sejthalal receptorok DISC-je altal aktivalt iniciator kaszpaz-8 enzimek
a Bid ,,BH3-only” fehérjét is hasitjak. A csonkolt Bid (t-Bid) aktivalja a pro-apototikus Bax fehérjét, ami ekkor
a mitokondrium kiils6 membranjaba integralddva (a Bak fehérjékkel egylittmiikodésben) transzmembran porusok
(MAC) képzésével beinditja a belsd, mitokondrialis sejthalal indukcios Gtvonalat (18.15. és 19.10. abra). Ez a
mozzanat a [AP-ok szempontjabol egy hatba tamadassal ér fel, hiszen a citoplazmaba nagy mennyiségben kidramld
Smac és Omi (pro-apoptotikus faktorok aktivalasa mellett) gatoljak az XIAP-ot, igy szabad utat nyitnak a kiilsé
utvonalon is meginditott effektor kaszpaz aktivacionak (19.10. abra).
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19.10. abra A tBid a Bax fehérje aktivalasan keresztiil gondoskodik az XIAP gatlasarol, igy aktivalva és védve a
belsd utvonalat, hatékonyabba teszi a halal-receptorrdl indul6 jelatvitelt is (a roviditések jelentését 1. a szovegben).

A IAP-ok nem apoptotikus funkcioi

A TAP fehérjék elsdsorban az apoptozis gatlasaban betoltott szerepiikrdl ismertek, e mellett azonban nem apoptotikus
funkciokkal is rendelkeznek. Ezek koziil néhanyat a 19.1. tablazatban foglalunk 6ssze. Koziiliik csak egyet emeliink
ki: a cIAP1/2 és az XIAP — valosziniileg tobb szinten is — részt vesz a TNF receptorokbol kiindulé NF-«xB aktivalo
jelatvitelben (16.13. és 16.14. abra).

19.1. tablazat. A IAP fehérjék néhany azonositott funkcioja.

IAP Funkci6

BIRCI1 kaszpaz-1 aktivacio, neurit ndovekedés

BIRC2/cIAP1 NF-kB aktivacio, proliferacio, differenciacio

BIRC3/cIAP2 NF-«xB aktivacio

BIRC4/XIAP NF-kB aktivacidé, Bmp szignalizacid, proliferacid, neuronok talélésének eldsegitése
BIRCS5/Survivin kromoszéma szegregacio sejtosztédasban, citokinezis

BIRC6/Apllon placenta fejlédés, proliferacio

DIAP1 pro- és antiapoptotikus hatas az embrionalis fejlddésben

A hésokk fehérjék

Rovid bemutatas

Az eukaridta sejtek legdsibb, evolucidsan rendkiviil konzervativ, intracellularis védelmi rendszerét a hésokk
fehérjék (heat shock protein, Hsp) alkotjak. Ezek a fehérjék, mint molekularis chaperonok (dajkafehérjék) fejtik
ki hatasukat. Alapveté funkcioik: 1) eldsegitik a frissen szintetizalodott fehérjék feltekeredését (felgombolyitasat),

s

s

mitokondrium-medialt apoptotikus utvonalon a citoszolba kiaramlott apoptogén faktorok lekotésében, inaktivalasaban
(19.11. abra). Ezeket a funkciokat a dajkafehérjék csak ugy tudjak ellatni, hogy kdzvetlen molekularis kontaktusba
1épnek a kezelend6 fehérjékkel, a , kliensekkel”.
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19.11. abra A dajkafehérjék legfontosabb funkcioinak dsszefoglalasa (egyszerisitett vazlat). Hsp-k részt vesznek
rossz térszerkezetli fehérjék eltavolitdsdban, illetve fehérjék sejtorganellumokba irdnyuld transzportjanak
lebonyolitasdban ¢és szabalyozasaban, valamint apoptdzist indukald stresszhatasra a citoszolba jutd apoptogén
faktorok lekotésében (inaktivalasaban).

A dajkafehérjék feladatairdl, miikodésérdl, a sejt €letében betdltott szerepérdl hatalmas irodalom all rendelkezésre.
A konyv tematikajahoz kapcsolddva itt csak néhany példat hozunk fel annak bemutatasara, hogy a dajkafehérjék
nagy csaladjan beliil a harom legfontosabb és legtobbet tanulmanyozott alcsalad (Hsp90, Hsp70, kis molekulatomegii
chaperonok) tagjai milyen szerepet tdltenek be az apoptozis kiilonbozé folyamatainak szabalyozasadban. Az
alcsaladok itt emlitett elnevezése a dajkafehérjék legaltalanosabban elfogadott csoportositasat tiikrézi, ami a
csaladtagokat a molekulatomegiik alapjan sorolja alcsoportokba.

A dajkafehérjéknek az apoptézis szabalyozasaban betoltott funkcidi

A Hsp90

A Hsp90 kétféle utvonalon szabalyozza az apoptotikus sejthalalt. Az egyikben a RIP és a talélési faktorok (pl.
IGF) jelenlétében aktivalodd Akt (méasnéven: protein kinaz B) protein kindzokkal 1ép kdcsonhatasba (stabilizalja
tulélési utvonalat tdmogatja (19.12. abra). Emellett a Hsp90 altal stabilizalt Akt, mint Ser/Thr-kinaz képes a ,,BH3-
only” Bad fehérje foszforilacidja révén annak pro-apoptotikus hatasat kivédeni/csokkenteni. A masik utvonalban
a Bax transzlokacio gatlasa révén akadalyozza a mitokondriumok kiils6 membréanjaban a transz-membran pérusok
(MAC) kialakulasat és igy apoptogén faktorok kidramlasat a mitokondriumokbol (19.13. 4bra).

TNF talélési faktorok

1

PI3)K

o

[NEXE] =) TULELES

19.12. abra A Hsp90 NF-«B aktivalast tamogat6 hatdsa. A Hsp90 stabilizalja a RIP fehérjét a TNF receptor DISC-
jében, ami feltétele az NF-kB aktivalasat eredményezd jelatviteli utvonal beinditdsdnak. A hdsokk fehérje
hozzakotddik a talélési faktorok hatasara foszforilalodd Akt kinazhoz, védi annak foszforilalt formajat. A foszforilalt
Akt foszfat csoportot kapcsol az [kB fehérjére, ami igy elengedi az NF-«kB-t.
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19.13. abra A Hsp90 pro-apoptotikus Bel-2 fehérjékre iranyulo citoprotektiv hatasa. A Hsp90 kétféle modon is
gatolja a mitokondrium kiilsé membranjaban torténd porusképzést: egyrészt az Akt kinaz stabilizalasaval hozzajarul

crer

A Hsp70

A Hsp70 csalad tagjai rendkiviil szerteagazo és sokoldalt feladatot latnak el az eukariota sejtek miikddésének,
ezzel egyiitt az apoptozis folyamatanak szabalyozasaban. Sejthalalt kivaltd hatasokra a Hsp70 csalad stressz-
indukalhato tagjainak fokozott expresszioja figyelhetd meg az érintett sejtekben. Az aktivalodott Hsp70 molekulak
az apoptozis sejthalal receptorbol kiinduld (kiilsd) és a mitokondrium-medialt (belsd) utvonalait tobb ponton is
képesek gatolni (19.14. és 19.15. abra).

Elséként emlitjiik, hogy a Hsp70 az iniciator kaszpaz-8 aktiv, tetramer formajanak kialakulasat gatolja, illetve az
effektor kaszpaz-3 aktivitasat is jelentds mértékben képes csokkenteni (19.14. abra).

Fas ligandumok

m— —
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pro-kaszpaz-8 : kaszpaz-8
1
. A
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19.14. abra A Hsp70 aktiv kaszpazok megjelenését akadalyozza a Fas jelatviteli ttvonalban. A hésokk fehérje
gatolja az aktiv kaszpaz-8 tetramerizaciojat €s az effektor kaszpaz-3 aktivitasat is csokkenti.

Fontos szerepe tovabba, hogy a mitokondrium-medialt Gtvonalon egyrészt ,,lekdtéként” (scavenger) akadalyozza
a Bcl-2 csalad pro-apoptotikus tagjainak stressz hatasokra torténd aktivalasat, masrészt kozvetleniil gatolja az
aktivalt Bax citoplazmabol mitokondrium kiilsé membranjahoz torténd athelyez6dését. Amennyiben mégis
bekdvetkezik a membranporusok (MAC) kialakulasa, a Hsp70 a citoplazmaba kidaramlé apoptogén faktorok (AIF,
citokrom-c) megkdotésével és az aktiv apoptoszoma dsszeszerelddésének megakadalyozasaval (Apaf-1 kotése, pro-
kaszpaz-9 apoptoszémaba épiilésének gatlasa) gatolja az effektor kaszpazok megjelenését (19.15. abra).

Kiemelend6, hogy a Hsp70 képes megakadalyozni a kiilonb6z6 apoptotikus utvonalak &sszekapcsolasaban
kulcsszerepet jatszo ,,BH3-only” Bid fehérjének a hasitasat, igy elejét veszi a csonkolt Bid (t-Bid) pro-apoptotikus
hatasainak. Egyes kisérleti eredmények szerint a Hsp90-hez hasonléan a Hsp70 is képes az NF-xB utvonal
serkentésére (19.15. dbra). A Hsp72 védi a lizoszoma membran integritasat is, ezaltal gatolja a katepszinek citoszolba
torténd kidramlasat és megel6zi az altaluk okozott sejtkarositd folyamatokat.
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19.15. abra A Hsp70 mitokondriélis sejthalal Gitvonalat gatlé hatasai. A hosokk fehérje tobb ponton is gatolja a
belsé utvonal aktivalasat és feler6sddését: gatolja a Bid hasitasat (1), a Bax fehérje mitokondriumhoz térténd
szallitasat (2), megkdti a mitokondriumbol kiszabaduld apoptogén faktorokat (3), megakadalyozza az Apaf-1
oligomerizaciojat (4) és a pro-kaszpaz-9 apoptoszomaba kotését (5).

A Hsp27

A kis molekulatdmegii chaperonokhoz tartozé Hsp27 mindkét sejthalal utvonalon hat. A kiils6 titvonal beinditasat
a pro-kaszpaz-8 aktivalasanak megakadalyozasaval éri el. A belsd Gitvonal inicialasat a mitokondriumbol kiaramlo
citokrom-c megkotésével és a pro-kaszpaz-3 aktivalasanak gatlasaval akadalyozza. Orkodik a mikrotubuléris
halozat felett, igy megel6zi azt, hogy annak szétszerelddésével a pro-apoptotikus ,,BH3-only” Bim fehérjek
felszabaduljanak (17.7. abra) és a mitokondrium felszin¢hez kotédjenek. Ugyanigy megakadéalyozza, hogy a kiilsé
¢és a belso sejthalal tvonal 6sszekapcsolasaban szerepet jatszo t-Bid a mitokondrium kiilsé membranjahoz, illetve
a Bax porusképzo fehérjéhez kapcsolodjon (19.16. abra). Apoptozist gatld hatasai mellett a Hsp27 a Hsp90-hez
hasonloan a sejt tulélését is segiti azzal, hogy stabilizalja az Akt kinazt, igy segiti az IkB lebontasat, amivel lehetdvé
teszi az NFkB sejtmagba jutasat (19.17. abra).
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19.16. abra A Hsp27-nek a belsd sejthalal ttvonalat blokkol6 anti-apoptotikus hatdsai. A kis molekulatdmegii
hésokk fehérje a mitokondriumbol kijutott citokrom-c-t megkoti (1), illetve akadalyozza a kaszpaz-3 aktivalasat
(2). Gatolja a pro-apoptotikus Bcl-2 fehérjék (Bim, Bax, Bid) mitokondrium felszinéhez kotodését (3—5), igy
transz-membran porusok kialakulasat.
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19.17. abra A Hsp27 NF-«B ttvonalat tdmogato hatasa. A hsokk fehérje stabilizalja az Akt kinazt, ami foszforilalja
az IkB-t, igy szabadda teszi az NF-kB-t.

A hosokk fehérjék fent felsorolt funkcioit a 19.18. dbra dsszegzi.
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19.18. abra A hésokk fehérjéknek az apoptdzis jelatviteli folyamatait szabalyozo legfontosabb beavatkozasi pontjai.
A Hsp-k az &bra bal oldalan szerepld folyamatokat az Akt kindz Bad fehérjérere gyakorolt hatdsdnak kivételével
gatoljak, a jobb oldalon lathatokat segitik. (A halal receptorok DISC-jébdl szarmaztatott I1. komplexeket, valamint
a receptor internalizacié hatdsat nem tiintettiik fel. A magyarazatot 1. a szovegben.)

A p53 szerepe az apoptozis szabalyozasaban

A sejt genetikai allomanyat alkotd6 DNS molekulak a transzkripcids €s a transzlacios Gtvonal révén kdzponti szerepet
toltenek be a sejt élettani folyamatainak iranyitasdban, valamint az informaciok utoédsejtekbe torténd atadasaban.
A DNS karosodas tehat stilyos zavart okozhat a sejt egyedi mikodésében, ami végsé esetben a sejt pusztulasahoz
vezet. Ugyanakkor a sejt szabalyozatlan és korlatlan osztdédasahoz vezetd igynevezett malignus (rosszindulat)
transzformacio az egész szervezetet veszélyezteti.

Ezért nélkiilozhetetlen a sejt DNS allomanyanak szigoru védelme, sziikség esetén karosodasainak helyreallitasa
(reparacidja), végsziikségben (a DNS visszafordithatatlan karosodasakor) pedig a sejt ,,0ngyilkossaga”, azaz a
halalba menekiilés, az apoptézis. Erdekes modon a DNS kérosodés olyan jelatviteli modokat aktival, amelyeknek
f6 komponensei kindzok. A biztonsagi 6r szerepét betoltd p53 fehérje az a transzkripcios faktor, amelynek
aktivacidja ezen kinazok altal kozvetitett foszforilacié révén zajlik (19.19. abra, 19.11. tablazat). Az aktivalt p53
szamtalan, az apoptoézisban kulcsszerepet jatszo fehérje génjének atirédasat szabalyozza. Azon aminosavak
(Ser), amelyeknek foszforilacidja az aktiv onmegsemmisités stimulalasat eredményezi, jellemzéen a p53 molekula
N-terminalisan helyezkednek el.
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19.19. abra A p53 molekula szerkezete. Az apoptdzisban szerepet jatszo foszforilacios helyek jellemzden az N-
terminalison elhelyezked6 szerinek (ATM: ataxia talengiectasia mutated, ATR: ataxia talengiectasia and Rad3
related protein, JNK: c-JUN N-terminalis kindz, MAPKAPK2: mitogén aktivalt protein kinaz-aktivalt protein
kinaz 2, TAD: transactivation domain, SH3: Src homology 3-like domain, NLS: magi lokalizacios szignal, NES:
magi export szignal, TET: tetramerizaciéos domén, REG: C-terminalis regulator domén)

19.11. tablazat. A p53 apoptotikus kimenettel jar6 foszforilacioi (az enzimnevek roviditéseinek jelentését . a fenti,
8.16. abra alairasaban)

Foszforilacios hely Kinazok Aktivalo tényezok
Serl5 ATM DNS sériilés
Serl5, Ser37 ATR y-sugarzas, UV
Serl5 ERKs uv
Ser20 JNK uv
Ser20 MAPKAPK?2 uv
Serl5 p38 kinaz uv

A p53 elsdsorban az apoptézis mitokondrium-fiiggé utvonalanak serkentésén keresztiil fejti ki hatasat. Egyrészt
a Bcl-2 molekula csalad anti-apoptotikus tagjainak (Bcl-2, Bcl-X;) az expressziojat gatolja, ezaltal a
mitokondriumokat kiszolgaltatotta teszi az apoptotikus hatasoknak. Masrészt az aktiv (programozott) sejthaldl
kivitelezésében (Apafl, Fas, Bax) vagy annak dsztonzésében (Bid, Noxa, Puma) résztvevé molekulak expressziojat
stimulalja (19.22. abra).

A PIDDoszoéma

Az aktiv p53 képes beinditani - egy, az apoptoszémahoz hasonlo6 alapon szervez6d6 citoplazmatikus komplex, az
ugynevezett PIDDoszoma Gsszeszerel6désén keresztiil - egy kaszpaz aktivacids sejthalal utvonalat is. Ennek a
komplexnek a centralis molekulaja a PIDD (p53-induced protein with death domain), amelynek expresszidjat a
p53 fokozza. A PIDD (a halél receptorokhoz hasonloan, 1. Fas) C-terminalisan (PIDD-CC) egy DD (death domén)
szekvenciat hordoz, amely fehérje-fehérje kolcsonhatast alakithat ki mas, DD részletet tartalmazé molekulaval
(19.21. abra).

Az aktivalt PIDD a citoplazmaban 1évé RAIDD (RIP-associated ICH-1/CAD-3 homologous protein with a death
domain) adapter fehérjét koti, mégpedig annak halal doménjén (DD) keresztiil (19.20. abra). Mivel a RAID N-
terminalisa egy CARD domént hordoz, az adapter fehérje pro-kaszpaz molekulakat képes toborozni a komplexbe.

A PIDDoszéméaba beépiil zimogén kaszpaz a pro-kaszpaz-9-hez hasonld szerkezetli pro-kaszpaz-2, amely szintén
iniciator kaszpaz (19.21. abra).
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19.20. abra A PIDDoszoma kialakitasaban résztvevo fehérjék szerkezete. A PIDD proteolitikus hasitassal egy N-
és egy C-terminalist tartalmazé részre (PIDD-N és PIDD-C) bonthato. A PIDD-CC az utdbbi tovabbi emésztésével
kaphat6 végdarabja, amely a halal domént tartalmazza (LRR: hét tandem leucin gazdag ismétldédés, Zu5: fehérje
interakcios domén, CARD: caspase recruitment domain, p20: az aktiv kaszpaz nagy alegysége, p10: az aktiv
kaszpaz kis alegysége, PIDD, RAIDD: 1. szovegben)

PIDD-CC ]
RAID —

pro-kaszpéz-2 -

19.21. abra A PIDDoszoma szerkezete: a komplex hét kaszpaz-2 molekulat tartalmaz (a roviditések jelentését 1.
a szOvegben)

Az aktiv kaszpaz-2 kozvetleniil részt vesz effektor pro-kaszpazok (prokaszpaz-3, -6, -7) proteolitikus aktivalasaban
és/vagy — a kaszpaz-8-hoz hasonloan — csonkolja a Bid-et, ¢s ,,felerositi” a mitokondrialis (bels6) sejthalal
utvonalat (19.22. dbra).

Oszefoglalva: a p53 aktivacioja esetében nagyon igaz az a mondas, miszerint ,,minden it Romaba” — azaz a sejt
aktiv onpusztitasahoz — ,,vezet” (19.22. abra).

A leirtak alapjan nem véletlen, hogy az immortalizalt sejtek 1étrehozasanak egy kozkedvelt eszkdze a pS3 gén

kiiitése (p53 knockout).
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19.22. abra A p53 fehérje kdzponti szerepe az apoptdzisban (az abra csak a legfontosabb utvonalakat mutatja; a
részleteket 1. a szovegben)

266

render
http:// www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Apoptozis

Ahogyan azt a 15. fejezetben irtuk, az apoptodzis soran a haldoklo sejtrdl lefiizdd6 apoptotikus testeket és az egyre
zsugorodo sejtet is membran hatarolja, ami megakadalyozza, hogy gyulladast kivaltod faktorok keriiljenek ki a
citoplazmabol az extracellularis térbe. Annak biztositdsardl azonban, hogy ez a teljes elhalas utan se kovetkezzen
be, s ne maradjanak ,temetetlen holtak a csatamez6n”, makrofag sejtek és a kdrnyezd szovet fagocitozisra képes
sejtjei gondoskodnak. Ennek a folyamatnak a részleteirdl a kovetkezo fejezetben lesz szo.

Ellenorzo kérdések

1. Mit jelent a IAP elnevezés? Jellemezze a IAP fehérjecsaladot! Milyen fehérje interakcios kolcsonhatasokra
képesek?

2. Hogyan szabalyozzak a IAP fehérjék az apoptdzis? Az ubiquitinilacié ebben milyen szerepet tolt be?

3. Mutassa be egy vazlatrajzon azt, hogy hogyan jatszik kdzponti szerepet az XIAP az apotdzis féken tartasaban!
Hogyan lehet az XIAP-ot megkertilni, illetve semlegesiteni?

4. Mutassa be roviden a h6sokk fehérjéket €s a sejtben betoltott funkcidikat!

5. Hogyan vesz részt a Hsp90 az apoptdzis szabalyozasaban?

6. Hogyan vesz részt a Hsp70 az apoptozis szabalyozasaban?

7. Hogyan vesz részt a kis molekulastlyt Hsp27 az apoptdzis szabalyozasaban?

8. Egy vazlatrajzon mutassa be azt, hogy a Hsp90, a Hsp70 és a Hsp27 mely pontokon avatkozik be az apoptdzis
folyamataiba!

9. Mutassa be a p53 molekula szerkezetét, s apoptotikus kimenettel jar6 foszforilacioit!

10. Mit értiink az alatt, hogy a p53 els6sorban az apoptdzis mitokondrium-fiiggd utvonalanak serkentésén keresztiil
fejti ki hatasat? Milyen molekulak expressziojat serkenti?

11. Mi az a PIDDosz6ma, s melyik prokaszpazt aktivalja?

12. Egy vazlatrajz segitségével mutassa be a p53 apoptdzisban betdltott kozponti szerepét!
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20. Az apoptozis és az immunrendszer
mukodése

Az immunrendszerben (kozponti és a centralis nyirokszervekben és szovetekben) naponta 10° nagysagrendii sejt
pusztul el programozott mddon a nyiroksejtek érése, valogatasa €s életciklusa soran (a limfocitak pozitiv és negativ
szelekciodja, az immunrendszer sejt-homeosztazisanak fenttartasa). Ezeknek a folyamatoknak a részletes taglalasa
messze meghaladna ennek a tankonyvnek a kereteit €s alapvetéen az immunologia tantargy kereteibe tartozik.
Ebben a fejezetben csak arra szoritkozunk, hogy (az eddigieken tilmenden) néhany példan keresztiil felhivjuk a
figyelmet arra, milyen szoros a kapcsolat a programozott sejthalal kiillonb6z6 tipusainak (intracellularis ,,6npusztit6d”
védelmi rendszer) és az immunrendszernek (szervezet szintii védelmi rendszer) a miikkddése kozott.

A soksejtli szervezetek szoveteinek természetes életciklusa soran, illetve nem kivanatos, karos hatasokra (pl.
baktérium és virusfertézés) nagyon nagyszamu elhalo sejt veszélyeztetheti a kornyezo, ép sejteket. Alapvetd érdek
tehat, hogy az apoptozissal elpusztuld sejtek altal kivaltott hatdsok annak kornyezetére lokalizalodjanak, s
maradvanyainak felszamolasa minél gyorsabban, lehet6leg gyulladasi folyamatok beindulasa nélkiil térténjen. Az
apoptotikus sejtek felszinének molekuldris mintazata megvaltozik, igy a sejtmaradvanyok az immunsejtek szamara
felismerhetdk lesznek, s mivel az immunrendszer fagocitalod sejtekkel is rendelkezik, a ,temetés” feladatat is
elvégzi.

Az immunrendszer megfeleld valaszreakcioinak kivaltasara valo képesség minden sejt apopto6zis soran kialakuld
sajatja (gain of function), ami fiiggetlen a sejttipustol. Hasonléan minden sejttipus tulajdonsaga az, hogy felismeri
€s bekebelezi az apoptotikus szomszédokat, ez tehat nem csak a professzionalis fagocita (makrofag, dendritikus
sejt, neutrofil granulocita) sejtek képessége, hanem egy 6roklott adottsag. A pusztulod és a bekebelezd sejt kozotti
kolcsonhatasok nagyon dsiek lehetnek, evolucios konzervativizmust mutatnak és nem fajspecifikusak. Az
immunrendszer mitkodésének — a kozismert ,,sajat-nem sajat” felismerés mellett — 1étezik egy masik dimenzioja
is, ez pedig az ,,él6—apoptotikus sejt” elkiilonitésének és felismerésének képessége (20.1. abra).
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20.1. abra Az immunrendszer mitkddésének két dimenziodja. A ,,sajat” sejtek, akar €lok, akar apoptozissal pusztulok,
toleranciat valtanak ki (immunszupresszid), mig a ,nem sajat” betolakodok immunvalaszt indukalnak
(immunstimulécio).

Az oroklott és a szerzett immunitas

A szervezetbe bejutd antigének, patogének, vagy a megvaltozott sajat struktirdk immunvalaszt indukalnak, az
immunrendszer felismeri és semlegesiti 6ket, mig a sajat struktarak toleranciat valtanak ki. E miikodésekben az
oroklott vagyvelesziiletett és a szerzett vagy adaptivimmunrendszer egymast timogato, kiegészito funkciokkal
rendelkezik. Az 6roklottimmunrendszer (masnéven természetes) azonnal, de nem specifikusan reagal az antigénekre,
memoridja nem alakul ki. Ezzel szemben az adaptiv immunités kialakulasa csak néhany nap elteltével kdvetkezik
be, s hogy az antigénnel valo legkozelebbi talalkozaskor a reakcié minél gyorsabb lehessen, ,,emléknyom”, memoria
hozhat6 1étre benne. Az immunrendszer két része nem egymastodl fliggetleniil dolgozik, hiszen szamos funkcio
Osszekapcsolja 6ket. Ilyen az antigén felvétel és annak prezentdcidja, valamint a valaszreakciok kivaltasa. Az
adaptiv és természetes immunrendszer tehat egymast kiegészitve tartjak fenn a szervezet immunhomeosztazisat
(20.2. abra).

SZERZETT

antigén felvétel tabb nap alatt alakul ki
antigén bemutatas antigén specifikus

effektor mechanizmusok van meméria

20.2. abra Az immunremdszer egymast tamogaté és kiegészitd részei az 6roklott és a szerzett immunitas.

Az 6roklott immunrendszer sejtjei a makrofagok, a dendritikus sejtek, a granulocitak, a természetes 610sejtek; nem
sejtes elemei pedig receptorok, oldott fehérjék (komplement rendszer), enzimek és peptidek. Elemei filogenetikai
orokségilinknek tekinthetdk, a tdrzsfejlodés soran kiprobalt rendszerek és modszerek, amelyek dsszessége a szervezet
integritasat hivatott biztositani kiils6 betolakodok, fizikai behatdsok és koros belsd elvaltozasok ellen. Bar e rendszer
—szemben a kifinomultabb szerzett vagy adaptiv immunités klonalis receptoraival — nem képes molekularis szinten
alkalmazkodni az aktivalo ingerhez, mégis ugy tlinik, hogy dontd szerepet jatszhat a kialakulé immunvélasz
mindségének meghatarozasaban.

Az adaptiv immunrendszer elemei a T- és B-limfocitak. Az antigén specifikus immunvalaszt a T-sejtek inditjak
be, mig a B-sejteket az Gigynevezett intakt antigén (bakterialis és nem bakterialis patogének felszinén levid
antigéndeterminansok) vagy a Thelper sejtek aktivaljak.

A T limfocitak, mint 016 sejtek

A T limfocitdk egyes csoportjai, a citotoxikus T limfocitdk (CTL) és a természetes 616 (NK) sejtek képesek
apoptozist indukalni a szervezet sajat, de patogénnel fertdzott, elpusztitando sejtjében. Erre kétféle mechanizmus
szolgal. Az egyik a Fashalal receptoron keresztiili jelatvitel (errdl részletesen szoltunk az 16. fejezetben), a masik
az ugynevezett granzim-B ttvonal (20.4. abra).

A granzim enzimek kaszpaz jellegli aktivitassal rendelkez6 szerin proteindzok. A T-sejt ezt az enzimet a célsejt
membranjahoz valo kotddése utan juttatja be annak citoplazmajaba. A bejuttatds mechanizmusa még ma sem
tisztazott. A fenti limfocitak kicsi, membrannal hatarolt granulumokat, ugynevezett szekréciés lizoszomakat
szallitanak a sejtfelszinre és beltartalmukat az extracellularis térbe tiritik. A vezikulak granzim-B (GrB) enzimeket
és perforin (pore forming protein) molekulakat tartalmaznak. Onélloan egyik fehérje sem elegendd az apoptozis
beinditasahoz.

A perforin — eddig még nem teljesen tisztazott médon — alapvetden a GrB-nek a célsejt citoplazméjaba juttatasat
segiti el6. Ez a folyamat Ca*"-ion fiiggd, és haromféle modon torténhet. Az elsé lehetdség az, hogy miutan a
granulumok exocitozissal az extracellularis térbe keriiltek (20.3.A abra), a perforin integralodik a célsejt
membranjaba, ott porust képez és atereszti a granzim molekulakat az elpusztitand6 sejt citoplazmajaba (20.3.B
abra). Egy lehetséges alternativa szerint a GrB-t egy receptor koti meg a célsejt membranjan, majd a receptor-
ligandum komplex a perforinnal egyiitt internalizalodik. Bejutva a korai endoszomaba, a perforin képessé valik a
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porusképzésre, a receptor pedig elengedi a ligandumat, igy a szabadda valé GrB kijuthat a citoszolba (20.3.C abra).
Felmeriil az a lehet6ség is, hogy a perforin és a GrB kiilon-kiilon internalizalodnak, s csak az endoszomaban
keriilnek egy térbe (20.3.D éabra). Barmelyik ttvonal is igazolodik, a végeredmény az, hogy a kaszpaz-szerti
aktivitassal rendelkezé GrB bekeriil a célsejt citoplazmajaba. Azt pedig, hogy az exocitdzissal az extracellularis
térbe kertilt perforin és GrB az elpusztitando sejt felszinére nagy koncentracioban érkezzen, az biztositja, hogy a
T sejt felsimeri és szorosan kdti a célsejtet (20.4. abra).

A === perforin
\P‘ .
i m ' granzim receptor

20.3. abra A perforin lehetséges szerepe a granzim-B célsejtbe jutattatasaban. A perforin és a GrB exocitozis soran
(1) egyiitt keriilnek ki a citotoxikus T-sejtbdl a sejtkozotti térbe (A). A perforin beépiil a célsejt membranjaba és
ott porust képez, atvezeti a GrB-t a célsejt citoplazmajaba (B). Lehetséges, hogy a GrB receptorhoz kotédve
internalizalodik (2), s az endoszomalis rendszerbe jutva valik szabadda. Azt, hogy az internalizacioja a perforinnal
egyiitt (C) vagy attol elkiiloniilten (D) torténik, még nem tudjuk.

A programozott sejthalal granzim-B utvonala

A granzim-B hatdsara beindulé molekuléris és morfoldgiai valtozasok sok tekintetben nagyon hasonlatosak az
apoptozis esetében megfigyeltekhez. Itt is jellemzé a plazmamembran holyagosodasa (blebbing), a kromatin
kondenzacid, a DNS fragmentacid, a mitokondrium membran-potencial valtozasa, illetve a citokrém-c kidramlésa.

A GrB legalapvetobb molekularis hatasa mégis az, hogy pro-kaszpazokat képes hasitani és igy aktivalni. In vivo
kimutattak, hogy ezek k6zott szerepelnek iniciator (pro-kaszpaz-8/10) és effektor (pro-kaszpaz-3/7) enzimek is.
Igy a GrB a célsejt elpusztitasat alapvetéen a kaszpaz-fiiggd Gtvonalak aktivalasan keresztiil éri el, s a végrehajtd
kaszpazok kozremiikodésével a sejtvaz és a magszerkezet szétesését, valamint a kromatin allomany fragmentaciojat
okozza (20.4. és 20.5. abra).

Fas Perforin
kézvetitett CELSEJT medialt

!

APOPTOZIS

20.4. abra A citotoxikus T sejtek (CTL) apoptdzist kivaltd mechanizmusai. A bal oldalon a halal receptor (Fas),
a jobb oldalon a perforin kdzvetitett indukcid vazlata lathatd. Az 610 sejt a célsejtet az annak felszinén hordozott
antigén (Ag)-MHC komplex alapjan ismeri fel, majd aktivalja annak Fas DISC-jét, ami inicidtor és effektor
kaszpazokon keresztiil apoptozishoz vezet (bal oldal). A T sejt granzim-B (GrB) tartalmt vezikuldkat hordoz,
amelyek tartalmat a célsejtbe juttatja. A GrB kozvetleniil képes effektor kaszpazokat aktivalni, illetve hasitja a Bid
pro-apoptotikus Bcl-2 fehérjét, ami a mitokondridlis Gitvonal aktivacidjahoz vezet (jobb oldal).
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Meg kell jegyezziik azonban, hogy a GrB-perforin aktivalta sejthalal soran a célsejt membranja perforalodik és
elébb-utobb fellép a sejt lizise.

Egyes kisérleti adatok szerint a granzim-B citoplazmatikus szubsztratumai koz¢ tartozhat a Bel-2 fehérjecsalad
egyik pro-apoptotikus tagja, a Bid is (20.4. és 20.5. abra). A csonkolt Bid (tBid) a mitokondrialis sejthalal itvonal
aktivalasaban vesz részt. Ahogy azt korabban lattuk, ez megadja a kegyelemdofést a célsejtnek, mivel a
mitokondriumokbol szamos pro-apototikus fehérje keriil ki a citoplazmaba, s ez rendkiviili mdédon felerdsiti és
visszafordithatatlanna teszi a sejtpusztulashoz vezet6 folyamatokat (errdl 1. ,,A kiils6 és a bels6 halalszignal Gtvonal
Osszekapcsolasa” c. fejezetet).

granzime-B

plazmamembran
L e

—_—
kaszpéz-7 *® "\
- ] granzime-B
Ca?*-homeosztdzis T ’/_/
1P3-R1 clAP1
el . X R
XAP | (N kaszpaz-3 (9
!
L J

N

PARP //-'—X—_—
0
'
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R
Se

DNS-fragmentdci6

20.5. abra A sejtbe keriilt granzim-B enzim iniciator kaszpazként miikodik, aktivalja az effektor pro-kaszpaz-7
és pro-kaszpaz-3 enzimeket. A kaszpaz-3 olyan folyamatokat indit be, amelyek a sejtvaz és a magszerkezet
a mitokondrialis sejthaldl utvonal aktivalasaban is. Az utdbbi eredményeként a mitokondriumbdl apoptotikus
fehérjék szabadulnak ki a citoplazméba (az dbra kdzepén rozsaszin négyzetben lathato IAP fehérje csalad tagjair6l
1. a 19. fejezetet)

Az apoptotikus sejtmaradvanyok eltakaritasa

A szervezetben jutott korokozok felismerésének kulcsa a rajtuk 1évé molekularis mintdzatok felismerése. Az
azonositast olyan receptorok végzik, amelyek felismerik ezeket a mintazatokat és jelzik azok jelenlétét a szervezet
szamara. A mintazatokat patogénekhez kapcsolt molekularis mintazatoknak (pathogen associated molecular
patterns, PAMP) nevezziik, a receptorokat pedig mintazatfelismeré receptoroknak (pattern recognition receptors,
PRR). A PRR-csaladba tartoznak az igen valtozatos felismerési képességekkel rendelkezo Toll-szerii receptorok
(Toll-like receptor, TLR), amelyek ligandumai lehetnek fehérjék, lipoproteinek, glikolipidek, lipopoliszacharidok,
oligoszacharidok és ribonukleinsavak.

Az apoptozissal elpusztult sejtek maradvanyait professzionalis makrofagok vagy a kdrnyez6 sejtek kebelezik be.
Igen korai megfigyelés volt, hogy ez nem jar gyulladasi folyamatok beinditasaval. A jelenség gyodkere ott keresendo,
hogy a makrofagok felismerik a fiziologias sejthalallal pusztulo sejteket.

A ,talalj meg” szignal

Az apoptotikus sejthalal esetében a ,,sejthullak” eltakaritasa csakiigy, mint a sejtelhalas egésze, szabalyozott
folyamat. El6készitését maga a pusztulo sejt kezdeményezi.
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Az apoptotikus sejt kemotaktikus ,,talalj meg” (,.find me”) szignalokat bocsat ki, amelyek fagocitotikus aktivitassal
rendelkezd sejteket (pl. szoveti makrofagok, monocitak) vonzanak a kdzelébe (20.6. abra). Szamos szignal molekulat
azonositottak mar, s Gigy tlinik, hogy 6nmagaban egyik sem elégséges a fagocita sejtek helyszinre csalogatasaért.
Az elsé leirt faktor a lizofoszfatidil kolin (LPC) volt. Ennek megjelenése a foszfolipaz A2 kaszpaz-3 fliggd
aktivalasanak kovetkezménye — ez utobbi felelds a foszfatidil kolin LPC-vé alakitasaért. Ujabban fedezték fel,
hogy az apoptotikus sejtekbdl kis mennyiségti nukleotid (ATP és UTP) szabadul fel szabalyozott médon a sejthalal
korai fazisaban. Ez szintén kaszpaz tevékenység kovetkezménye (pannexin csatornak nyilnak a plazmammebranban).
Mivel az extracellularis nukleotidokat szoveti nukleotidazok nagyon gyorsan lebontjak, ez a jel nagyon rovid életd,
s igy csak a kornyezetben tartozkodo szoveti makrofagokra képes hatast gyakorolni. Az, hogy ezek a jelzések
additiv vagy szinergista modon hatnak-e a fagocialo sejtek csalogatasaban, ma még nem tisztazott.

E o G S o
\
s

. 1 /
receptorok Y
makrofdg K

20.6. abra A ,.talalj meg” szignalizacid. Ahalodo sejtbol olyan szignalok szabadulnak fel (pl. LPC és nukleotidok),
amelyek a makrofagokat odavonzzak.

A talalj meg szignalizacionak van még egy hatasa: képessé teszi a fagocitalo sejteket az ugynevezett ,,egyél meg”
szignalok fogadasara, s novelheti azok fagocitotikus aktivitasat (,,étvagyat™).

Megjegyezziik, hogy a ,talalj meg” jelzések kis mértékben ugyan, de a gyulladasos folyamatok beinditasdban
kozponti szerepet jatszo neutrofil granulocitakat is mozgodsithatjadk. A gyulladas elkeriilése alapvetd cél, igy
feltételezhetd, hogy a makrofagoknak sz616 ,,koktélban™ vannak olyan faktorok is, amik a granulocitak reakcioit
gatoljak (,,stay away” szignal).

Az ,egyél meg” szignal

Az apoptozis egyik korai velejardja, hogy a sejtmembran kiilsé felszinének molekularis mintazata (Ssszetétele,
toltésmintazata) megvaltozik. Ez nem a korabban emlitett patogénekhez kapcsolt mintazatok kialakuldsat
eredményezi, felismerése nem a TLR receptorok feladata, s nem aktivalja az 6roklott immunrendszer korokozokkal
szembeni fegyvertarat. Ennek az apoptotikus membran-mintizatnak a kialakitdsaban szerepe van egyes fehérjék
glikozilacios mintazatvaltozasanak, eredetileg a membran belsé rétegében elhelyezkedé membran komponensek
kiils6 rétegben, azaz a sejtfelszinen valdo megjelenésének.

Az ,egyél meg” (,,eat me”) szignal legalaposabban tanulmanyozott komponense a foszfatidil-szerin® (PtdSer).
Kaszpaz aktivitas kdvetkeztében sejtfelszini mennyisége orak alatt jelentdsen (280 szorosara) megemelkedik. A
PtdSer mellett kalretikulin is kimutathatd. A PtdrSer sziikséges, de lehet, hogy 6nmagaban nem elégséges, igy
mellette mas jelzések is miikodhetnek a fagocita sejt aktivitasanak fokozasdhoz. Mas membranlipidek a kaszpaz
aktivitas nyoman bekdvetkez6 oxidacio hatasara modosulnak, igy a komplementrendszer (C1q) kothelyévé valnak.

Az apoptotikus sejt plazmamembranjanak egyes elemeihez szolubilis, ugynevezett pozicionalé faktorok (tethering
factors) kotédnek, amik hid funkciot toltenek be. Egyik molekula résziikkel a sejtfelszini komponenshez, masik
doménjiikkel pedig a fagocitozisra késziil6 sejt valamelyik receptorahoz kapcsolodnak (20.7. abra). Ilyenek a
professzionalis makrofagok altal szekretalt PtdSer-t felismeré MFG-ES8 (milk fat globule epidermal growth factor
8) és a GAS-6 (growth-arrest-specific 6).

S Az Oreg vorosvértestek felszinén is megjelenik, s jelként szolgal a keringésbdl valo kivonasukra.
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A fagocitalo sejt felszinén szamtalan olyan receptort azonositottak, amiknek szerepe van a felismerésben és
kotésben. A pozicionalo faktorokat az igynevezett pozicionalé receptorok kotik, mint amilyen a a,33/5-integrin
és a MER (20.7. abra). (Az eredetileg PtdSer receptorként azonositott fehérjérdl idokozben kideriilt, hogy sejtmagi
protein, s nincs kdzvetlen szerepe a fenti folyamatokban.) Az apoptotikus sejtekkel szemben az €16 sejtek tigynevezett
,»ne egyél meg” szignalokat hordoznak a felsziniikon.

megvaltozott glikozilécié
——_ PtdSer
PrdSer+MFGES

PtdSer+GAS6
kalretikulin
Clg
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PtdSer receptor <@l lektinek @@@®» MER &~ ay B3ysintegrin T

20.7. abra Az ,.egyél meg” szignalizacio. Az apoptotikus sejt felszinén megjelennek az ,,egyél meg” szignal
komponensei, aminek része a foszfatidil-szerin (PtdSer), valamint a plazmamembran fehérjéinek megvaltozott
oligoszacharid oldallancai. A PtdSer-t tobb szolubilis pozicional6 faktor MFGES, GAS6) is felismeri, utobbiakat
pedig a makrofag felszinének megfeleld receptorai (o, B3-integrin, MER) kotik meg.

Az ,egyél meg” szignalok megkdtését végzo receptorok olyan szignalizacios utvonalakat aktivalnak, amelyek
hatasa rogton megjelenik. A korai valaszok k6zé tartozik annak az NFkB titvonalnak a gatlasa, ami gyulladaskelté
citokinek és kemokinek atirasat serkenti (20.8. abra). Ezzel parhuzamosan e faktorok (pl. interleukin /IL/-6, IL-8,
tumor necrosis factor-o /TNFal ], macrophage inflammatory protein-1a) kibocsatasa is gatlas ala kertil.
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20.8. abra Az apoptozissal pusztulo sejt felismerésének korai 1épése a gyulladaskelto faktorok atirasanak gatlasa.
A TLR-ek k6z0s szerkezeti eleme az intracellularis TIR-domén. Ehhez kapcsolddik a myeloid differencialddasi
88 faktor (Myd88) nevii adapter fehérje, amelynek egy halaldoménje (DD) is van. Ligandum kotés hatasara a
Myd88 a halaldoménje révén kapcsolodik egy szintén halaldomént hordozo szerin/treonin-kinazzal, az IL-1R-
asszocialt kinazzal (IRAK). Az IRAK1 és IRAK4 foszforilacio hatasara aktivalodik, és a TRAF6-hoz (TNF-
receptor-asszocialt 6. faktor) kapcsolodik. Tovabbi 1épések soran az NFkB bejut a sejtmagba ésgyulladaskeltd
faktorok atirasat serkenti. Az apoptotikus sejtfelszin felismerése (PS—GAS-6—-MER) utan az NF-kB tevékenysége
gatlodik (p,: plazmamembran).

A fagocitald makrofagban kivaltott valaszreakcio kés6bbi lépése gyulladas ellenes (anti-inflammatory) faktorok
(ilyen az IL-10, transforming growth factor-p, prostaglandin E2, platelet activating factor) expresszidjanak beinditasat
és kibocsatasat biztositja. A szekrécid autokrin és egyben parakrin, célja a gyulladas csokkentd hatasnak a
kdrnyezetben valo szétterjesztése.

Az ,egyél meg” viselkedés és az ezzel egyiitt jard gyulladasos folyamatok visszaszoritasanak kivaltasara valo
képesség hianya (hiba a jelfelismerésben vagy a jelatviteli utvonalban) ,temetetlen holtak” megjelenéséhez és
autoimmun betegségek kialakulasahoz vezet.
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A sejtmaradvanyok bekebelezése

A megfeleld receptor-ligandum kotések kialakulasa a fagocitald sejt sejtvaz rendszerének atrendezddésével
megteremti a lehet6ségét a sejtmaradvany és az apoptotikus testek teljes bekebelezésére. A makrofagban tobb
jelatviteli utvonal is aktivalodik, amelyik az aktin vaz atrendezését végzd Racl aktivitdsat eredményezi. Ennek
hatéasara a sejt képessé valik arra, hogy koriildlelje, majd bekebelezze az apoptotikus testeket €s az elpusztult sejt
maradvanyat (20.9. abra)

megvaltozott glikozilacio
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20.9. abra A sejtmaradvanyok bekebelezése. A mar zsugorodott sejttel vald kapcsolat a makrofagban olyan
jelatviteli utvonalakat aktival, amelyek célpontja az aktin vaz atrendezését lehetdvé tevé Racl. Ennek hatasara a
sejt képessé valik arra, hogy koriilolelje, majd bekebelezze az apoptotikus sejtet (A). Az egész folyamat soran a
makrofag gyulladasgatlo jelzéseket (IL10, TGFBL! [transforming growth factor-B, PGE2: prostaglandin E2) is
kiild a kornyezetébe (B).

Az apoptotikus sejtmaradvanyok ,.eltakaritasa” nem ér véget azok bekebelezésével. Az internalizacio ,,ndveli az
étvagyat”, s tovabbi apoptotikus tormelék felvételére készteti a makrofagot, igy az egyiddben tobb fagoszomat
»kezel”. A bekebelezett apoptotikus testek lebontasahoz aktivalni kell az endoszoéma-lizoszoéma rendszert, s idot
kell arra biztositani, hogy a bekebelezett anyag lebontddhasson (20.10. abra).

katodés,

internalizdcio @
fagoszéma

20.10. abra A makrofag fagocitotikus aktivitasanak fokozasa. Az apoptotikus maradvanyok bekebelezése serkenti
a fagoszomanak az endoszoéma-lizoszoma rendszer (ELR) komponenseivel valo fuzidjat és Gjabb apoptotikus testek
felvételét.

b e

A kornyez0 sejtek €és az egész szervezet szamara rendkiviil fontos, hogy sem az apoptotikus sejthalal, sem pedig
az ennek végeredményeként megjelend sejtmaradvanyok eltakaritisa nem valt ki gyulladasos immunreakciét,
hiszen a pusztuld sejt citoplazmatikus komponensei mindvégig ép membrannal korilvett térben vannak, s ahogy
lattuk, a ,temetést végz6” fagocitalo sejt gyulladasgatlo szignalokat is kibocsat a kérnyezetébe. A bekebelezést
végz6 makrofagok aktivitasanak fokozasara azért van sziikség, mert az el nem tavolitott apoptotikus testek mebranja
egy 1d6 utan felhasad (masodlagos nekrozis): a lizis olyan molekulak felszabadulasat eredményezi, amelyek
szoveti roncsolodaskor szoktak megjelenni (damage-associated molecular-pattern molecules, DAMP; pl. hdsokk
fehérjék, nukleinsavak), és aktivaljak a TLR jelatvitali itvonalakat s ezeken keresztiil gyulladast indukalnak.
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A piroptézis

A piroptozis kifejezést eredetileg a makrofag sejtek baktérium-infekcei6 altal indukalt sejthalal formajanak leirasara
hasznaltak. Az elnevezése arra utal, hogy egy olyan aktiv sejthalal formarol van szo, amelynek a kivitelezéséhez
pro-kaszpaz aktivaciora (kaszpaz-1) van sziikség, ugyanakkor a sejtek gyulladast indukalo interleukineket is
kibocsatanak. A piroptdzis tehat molekularis szempontbdl programozottnak tekinthetd ugyantigy, mint az apoptozis
vagy a nekroptdzis.

A piroptézis morfologiai és biokémiai jellemzéi

Ezt a sejthaldl tipust kaszpaz-1 kozvetitett sejthalalnak is nevezziik, miutan a kivitelezésében a kaszpaz enzim
csalad els6ként felfedezett taggjanak, a kaszpaz-1 enzimnek kdzponti szerepe van. A kaszpaz-1 eredeti neve ICE
(interleukin-converting enzyme), €s a piroptdzis soran az ugynevezett inflammaszoma komplexben torténd
aktivalodasa gyulladast el6idézo citokinek (IL-1f, IL-18) kibocsatasahoz vezet a piroptdzis utjara Iépett sejtbol,
még miel6tt a sejthalal barmiféle morfologiai bélyege megjelenne.

Az apoptozissal szemben, ahol a sejtmembran a sejthalal teljes folyamata soran ép marad, a piropt6zis soran 1-2
nm atmérdjii pérusok formalddnak a sejtmembranban, amit az aktin hal6zat atrendezddése, a citoplazma duzzadasa
és a sejt egyes részeinek ozmotikus lizise kovet. A porusok az inflammatdrikus molekulak extracellularis térbe
vald kijutasat biztositjak. Ilyen tekintetben a piroptdzis fenotipusa nagyon hasonl6 a tobbi immunogén sejthalal

crer

Ugyanakkor a sejtmagban az apoptozishoz hasonléan a kromatin kondenzacioja (piknozis) és a DNS fragmentacidja
figyelhetd meg, amely azonban nem a kaszpaz aktivalt DN-az (CAD) révén zajlik. Az még tisztazasra var, hogy
a kaszpaz fiiggetlen nukleazok (AIF, endonukledz G) részt vesznek-e ebben a folyamatban.

Osszességében elmondhatd, hogy a piroptézis mind az apoptozis, mind pedig a necroptdzis bizonyos morfoldgiai
bélyegeit mutatja (20.11. abra).

T

% ENERGIA
MEGTAKARITAS  szubsztritol k
[0
{00k )

S

GYULLADAS  DNS-fr
DNS-fragmentdcid

DUZZADAS

20.11. abra Az apoptozis €s a piroptozis {0 jellegzetességeinek dsszehasonlitasa. (A magyarazatot és a részleteket
1. a szovegben.)

Molekularis sejtbioldgiai szinten elmondhatd, hogy mar a piroptdzist kivalto jel (pyroptotic trigger) is mas, mint
a korabban leirt sejthalal formaké (20.1. tablazat). A PAMP-szer(i bakterialis peptidoglikant vagy flaggelint az
NLR (nucleotid-binding oligomerization domain-like receptors) ismerik fel. Ezek jellemz0 szerkezeti egysége egy
leucin gazdag ismétlodésekbdl allo (LRR) és egy nukleotid kot6 és oligomerizacioért felelés (NBD) domén. Az
N terminalison kiillonbdz6 fehérje-fehérje interakciot lehetévé tevé molekula részlet talalhato, ami lehet kaszpaz
toborzo (CARD) régio, azzal szerkezeti rokonsagot mutatd pirin (PYD), vagy bakulovirus IAP ismétlédéseket
(BIR) tartalmaz6 domén (20.12. abra).

Miutan ezen molekulak némelyike nem rendelkezik kaszpaz toborzé (CARD) régidval, ezért itt is adapter molekulara
van sziikség ahhoz, hogy a pro-kaszpaz tartalmu aktivacios komplex dsszeszerelddjon. Jelen esetben ez az ASC
(apoptosis-associated speck-like protein containing CARD), aminek egy CARD és egy pirin (PYD) doménje van
(20.12. abra). A komplexbe a CARD régioja alapjan beépiilt pro-kaszpaz-1 a tobbi kaszpazhoz hasonléan parcialis
proteolitikus folyamatok soran valik ,,érett”, aktiv enzimé.
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20.1. tablazat. A programozott sejthalal tipusok sszehasonlitasa.

TIiPUS STIMULUS FENOTIPUS KOVETKEZMENY
Apoptozis halal receptor aktivacio Piknézis, DNS fragmentacio, | Apoptotikus testek
,,blebbing” keletkezése, fagocitozis
DNS kérosodas

reaktiv oxigén gyokok

Nekroptozis TNFRI1 receptor aktivacio és | Citoplazma duzzadasa, A sejt beltartalmanak
sejtorganellumok duzzadasa, |kiaramlasa
XIAP gatlas (Smac) sejtmembran dezintegraciod
gyulladas

TNFRI1 receptor aktivacio és
kaszpaz gatlas

TRAILRI + kaszpaz gatlas

Piroptézis Bakterialis fert6zés Citoplazma duzzadas, DNS |Citokin szekrécid
fragmentacio, porus képzddés
Viralis fert6zés gyulladas
Infarktus

NLRA e H [ TURR[ ]

NAIP (BIRC1) I 6 (T TURRLT]
<,
=
S
S NLRC (NOD, NLRC4) D H [ TURRLT]
v
g
NLRP (NLRP2-9, 11-14) CH)—{REHT TTRR[ ]
NLRP1 (R —{REC o [ TURR] TR {CARD ]
ASC o
pro-kaszpaz-1 [ECARD_}— P20 Hopio ]

effektor

20.12. abra Az NLR receptorok, az ASC adapter fehérje és a pro-kaszpaz-1 szerkezete. Az NLR receptorokra
jellemzo a leggyakrabban a C terminalison talalhat6 leucin gazdag ismétlddéseket tartalmazd LRR domén és egy
nukleotid-koté és oligomerizal6 (NBD) domén. Egyes receptorok rendelkeznek pro-kaszpaz toborz6 CARD
régioval, mig masok pirin (PYR) domént hordoznak. A NAIP (BIRC1) a IAP fehérje csaladba tartozo, bakulovirus
IAP ismétlodéseket (BIR) tartalmazé molekula.

Az NLR fehérjék kdzvetlen vagy kozvetett kaszpaz toborzo képességiik alapjan funkcionalis hasonlésagot mutatnak
az Apafl proteinnel, ami oligomerizaci6javal a prokaszpaz-9 inicidtor kaszpazt aktivald apoptoszomat allitja Gssze.
A pro-kaszpaz-1 aktivalasra képes aktivacios komplexek az inflammaszéma és a piroptoszoma. Az inflammaszéma
az NLR receptortol fiiggden kétféle szerkezetet mutat: az egyikben a pro-kaszpaz a CARD doménjén keresztiil
kozvetleniil tud kapesolodni a receptorhoz, mig a masikban ehhez egy adapter fehérjére van sziikség (ASC, 1.
20.13. abra). Az utdbbi esetben az dsszeszerel6dd inflammaszomaban 7-7 receptor, adapter és pro-kaszpaz fehérje
all 6ssze uigy, hogy a pro-kaszpaz molekulak kertilnek a kozéppontba (20.14. 4bra).

NLRP2/3 [TTTTTT}
Asc CHED
00 HOPI] pro-kaszpaz-1

adapter fehérjével

NLRC4 [ITTTTTHETERSD

[CRI0] pro-kaszpéz-1

pro-kaszpdz1

adapter néfkiil
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20.13. abra Az inflammaszéma komponenseinek kapcsolddasi lehetdségei. Azon receptorokhoz (pl. NLRP1 és
NLRP3), amiknek nincsen kaszpaz rekrutadlo CARD doménje, a prokaszpaz-1 az adapter ASC fehérjén keresztiil
kapcsolodik. Az ASC protein hidként épiil be a receptor és a kaszpaz kozé, a pro-kaszpaz molekulakat 6 toborozza
(feliil). Vannak olyan NLRP receptorok (NLRC4, NLRP1), amik rendelkeznek CARD régidval, igy 6nalldan
képesek pro-kaszpazt kotni (alul).

¥ b

20.14. abra Az inflammaszoma felépitése. Ebben az esetben az NLR receptorhoz ASC adapter fehérje kozvetitésével
kapcsolodik pro-kaszpaz-1 fehérje. A rajz leegyszerisitett, nem jelzi azt, hogy az NLR molekulak a nukleotid-koto
és oligomerizalé doménjeik (NBD) segitségével allnak 6ssze gy, hogy a komplex alapjat képezzék.

A piroptoszéma a citoplazmaban aktiv, receptortol fliggetlen, minimum két ASC adapter fehérje koré szervezddo
pro-kaszpaz tartalmi komplex (20.15. abra).

agyd

ASC

PYD

(€}<\v/®)
CARD
CARD
ayy2

pro-kaszpaz-1

20.15. abra A piroptoszoma felépitése. A komplexet ASC és pro-kaszpaz-1 molekulak alkotjak (a rajzon 3 adapter
fehérje csak az egyszeriiség kedvéért szerepel, a komplex tobb ASC-t is tartalmazhat.)
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A piroptoézis élettani jelentésége

A piroptozis szerepével kapcsolatban feltétleniil meg kell emliteniink, hogy aktivalodasat elsésorban mikrobialis
kérokozok valthatjak ki, és nem csak makrofagokban. Ugyanakkor ma mar azt is tudjuk, hogy a baktérium és virus
fertézésen tl infarktus is eléidézheti, s6t, kemoterapids kezelés soran is felléphet. A rak esetében 0j gyogyitasi
lehetdséget kinal a kemoterapia és a kaszpaz-1 kontrollalt aktivalasanak egyiittes alkalmazasa, amellyel serkenteni
lehet a szelektiv anti-tumor immunvalaszt, azaz a transzformalt sejtek célzott pusztulasat.

Ellenorzo kérdések

1. Milyen valaszreakciot valtanak ki az immenrendszerbdl az apoptotikus sejtek?

2. AT limfocitak milyen modon valthatjak ki egy célsejt apoptotikus halalt? Ehhez milyen receptorokat és jalatviteli
utvonalakt aktivalhatnak? Mit tud a granzim enzimekrdl?

3. Mutassa be az apoptdzis granzim-B utvonalat!

4. Mik az apoptotikus sejthalallal elpusztult vagy elpusztitott sejtek eliminaciojanak f6 1épései? Mit tud a ,.talalj
meg” szignalrol?

5. Mi az ,,egy€l meg” szignal, s aktivalodasanak mi a korai €s késobbi kovetkezménye?

6. Hogyan torténik az apoptotikus testek és sejtmaradvanyok bekebelezése, s mi ennek a molekularis sejtbioldgiai
hattere?

7. Mit a piroptdzis, s mik a morfologiai jellemz6i?
8. Milyen biokémiai folyamatok allnak a piroptdzis hatterében? Mutassa be az NLR receptorokat!

9. Mi a piroptoszoéma és az inflammaszéma? Milyen alapon szervezddnek €s mi a kiilonbség koztiik? Mi a piroptozis
¢lettani jelentdsége?
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V. fejezet - Fuggelék

1. &bra Carl von Voit (1831, Amberg — 1908, Miinchen). Német vegy¢€sz és fiziologus a modern taplalkozastudomany
atyja. Kimutatta, hogy az ureaként a szervezetbdl iiriilé nitrogén proteinbdl szarmazik. A proteinek tehat lebomlanak
¢és beldliik részben urea lesz. Csak joval késobb mutattak ki, hogy az urea a maj segitségével jon 1étre.

2. abra Otto Knut Olof Folin (1967, Aseda, Smaland, Svédorszag — 1934). Svéd-amerikai biokémikus, az USA-
ban a chicagoi Minnesota egyetemen tanult. A Harvard Egyetemen, a Nyugat Virginia Egyetemen, a bostoni
McLean Korhdzban végzett kutatdi munkaja soran mikromodszereket dolgozott ki a vér szilirlet komponenseinek,
koztik a glukéznak a meghatarozasara; felfedezte, hogy az izmokban kreatin szulfat talalhatd, kifejlesztette a
polifenolok kimutatasara alkalmas modszert (Folin—Ciocalteu reagens (FCR).
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3. abra Folin biokémiai laboratériumaban 1905-ben

4. abra Max Rubner (1854, Miinchen — 1932, Berlin). Német fiziologus. A miincheni egyetemen végzett. Kutato
munkaja foként a metabolikus folyamatok, az energia hasznositas €lettana és a taplalkozasnak a h6termeléssel valo
Osszefiiggésére iranyult. Tobbek kozott megfogalmazta azt az elképzelést, hogy a metabolizmus intenzitasa é16
allatok forditottan aranyos az allatok élettartamaval

5. abra Johan Kjeldahl (Johan Gustav Christoffer Thorsager Kjeldahl 1849, Koppenhaga, Dania — 1900, Tisvildeleje,
Dania). Dan vegyész, kidolgozta azt a modszert amellyel a szerves vegyiiletek N-tartalmat ammoniava alakitva
meg lehet hatarozni. A Kémiai osztalyat vezette az alapitasatol, 1876-1900-ig. Ez a Carlsberg sorgyar laboratoriuma
volt és még ma is miikddik.
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8. abra A ma is kedvelt termék
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9. abra Hevesy Gyorgy (1885, Budapest, — 1966, Freiburg, Németorszag). Fizikai-kémikus, fontos szerepet jatszott
aradioaktiv nyomjelzok kifejlesztésében. Ezeket el6szor a ndvényekben zajlo biokémiai folyamatok vizsgalataban
hasznositottak, és csak ezt kovetéen alkalmaztak allatokban. Munkajaért 1943-ban kémiai Nobel-dijat kapott.

10. dbra Rudolf Schoenheimer (1898, Berlin — 1941, New York). Német-amerikai orvos, biokémikus. Az izotopos
nyomjelzést Hevesy nyoman alkalmazta. Nem radioaktiv, hanem stabil izotopokat hasznalt. 1933-ban kivandorolt
az USA-ba és a Columbia Egyetemen dolgozott. 1935-t61 deutériumot hasznalt a zsirok és koleszterin, majd 1937
utan N15-6t az aminosavak jelolésére. Megallapitotta, hogy a szervezetben 1év6 vegyiiletek (alkotorészek)
folyamatosan megujulnak, kicserélédnek.
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11. abra Munka kozben

12. abra Harry Eagle (1905, New York Port — 1992, Chester, N.Y.). Patologus, kisérleti biologus, a John Hopkins
Egyetemen, a National Institute of Health-ben az Albert Einstein College of Medicine-ben végzett kutatomunkat.
Tevékenységének maig nélkiilozhetetlen eredményei elsésorban a szovettenyésztés teriiletén sziilettek. O dolgozta
ki a minimalis esszencialis medimot, amely a szovettenyészetei ma is leggyakrabban hasznalt tapkozege.
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13. abra Christian de Duve (1917, Thames-Ditton, Nagy Britannia — 2013, Belgium). Sejtbiologus, foként
Belgiumban és az USA-ban dolgozott az eukariota sejtek szerkezetének felderitésén. Sejtfrakcionalas és centrifugalas
segitségével felfedezte a lizoszomakat. Keveset, de foglalkozott autofagiaval is. 1974-ben élettani és orvosi Nobel
dijat kapott

14. abra Hersko Ferenc (Avram Hershko) (1937, Karcag, Magyarorszag). Orvos-biokémikus, 1950-ben Izraelbe
emigralt csaladjaval. A fehérjelebontds mechanizmusat tanulmanyozta és dontd szerepet jatszott az ubiquitin-
proteaszoma rendszer felfedezésében és leirasaban. A munka eredményeként kideriilt, hogy az intracellularis
proteolizisben egyedi enzimek helyett komplex, sokkomponensii rendszer miikddik. Ezért a felfedezésért 2004-
ben a kémiai Nobel dijat.
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Fiiggeléek

15. dbra Aaron Ciechanover (a fénykép Aaron Ciechanover ajandéka és Zvi Roger készitette) (1947, Haifa, Izrael).
Biokémikus, egyiitt dolgozott Herské Ferenccel az ubiquitin-proteaszoma rendszer felfedezésében amiért 2004-
ben 6t is kémiai Nobel dijjal jutalmaztak.

16. abra Irwin A. Rose (1926, Brooklyn, New York, USA). Enzimologus. Egyiitt dolgozott Hersko Ferenccel és
Aaron Ciechanoverrel az ubiquitin-proteaszoma rendszer felfedezésében amiért 2004-ben 6t is kémiai Nobel dijjal
jutalmaztak

17. dbra Benjamin Franklin Trump (1932, Kansas City Missouri — 2008, Denver Colorado). Allatorvosi patologus,
BA University of Missouri, Kansas City Missouri 1953, MD University of Kansas School of Medicine, Kansas,
1970 University of Maryland, School of Medicine, a Department of Pathology professzora és elndke. A sejtek
kiilonboz6 sériiléseket (ischemia, anoxia, toxikus hatasok) kovetd karosodasanak és folyamatat tanulmanyozta.
Eredményei alapvetden jarultak hozza a sejtek pusztulasanak iddbeli valtozasair6l és mechanizmusar6l valo
tudasunkhoz.
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18. abra Per O. Seglen (a fénykép Per Seglen ajandéka) (1943, Norvégia). Sejtbiologus, az endogén proteolizis, a
lizoszomalis lebontas és az autofagia kutatdja. 1972 6ta a Norvég Rakkutatd Intézet Szovettenyésztési Osztalyan
dolgozik. Uj majsejt izolalasi médszert dolgozott ki, amely vilagszerte a leginkabb elterjedt. Kimutatta, hogy az
autofagoszomék a lizoszémakat megel6zéen endoszomakkal fuzionalnak. Ezeket a vakuolakat amfiszomaknak
nevezte el. Bevezette a fagofor kifejezést.

-~

il

19. dbra Daniel J. Klionsky (fénykép: 2006, 4th International Symposium on Autophagy, Mishima, Japan). Egyetemi
tanulmanyok: University of California-ban (Los Angeles); PhD fokozat: Stanford University; postdoc: California
Institute of Technology 2000-t6l: Department of Biological Chemistry, University of Michigan Medical School.
Az élesztében zajlo autofagia kutatdsanak egyik uttérdje. A Saccharomyces-ben foly6 egyik szelektiv autofag
folyamat, a citoplazma-vakuoéla szallitd mechanizmus felfedezdje. Az els6 kizarolag autofagiaval foglalkozo konyv
szerkesztéje (2004), az Autophagy folyoirat alapitd foszerkesztéje (2005-)
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20. abra John Foxton Ross Kerr (1934, Sydney, Ausztralia). Patologus, a sejtpusztulas nekrotikus és programozott
tipusai szovettani és ultrastruktiralis tanulmanyozasanak vezetd kutatdja, az apoptdzis mint programozott sejthalal
koncepcidjanak és az apoptdzis a fiziologias szoveti meghjulasban jatszott szerepének megfogalmazoja.

21. abra Sydney Brenner (1927, Germiston, Dél-Afrika). Molekularis biologus, sejtbiologus, genetikus; PhD.
Exeter College, Oxford. A cambridge-i Medical Research Council Unit-ban dolgozva jelentdsen hozzajarult a
genetikai kod megfejtéséhez. Az 1960-as évektdl kezdve kialakitotta az egy modell szervezetre koncentrald komplex
kutatasok rendszerét. A kivalasztott modell organizmus a fonalféreg Ceanorhabditis elegans volt. A késdbbiek
soran tanitvanyai és kdvetoi alapvetd jelent6ségi felfedezéseket tettek elsdsorban a fejlédésbiologia, fejlodésgenetika,
sejtpusztulas és DNS szekvenélas teriiletén. 2002-ben Elettani és Orvosbiolégiai Nobel-dijat kapott.
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22. abra Howard Robert Horvitz (1947, Chicago, Illinois, USA). Bioldégus, PhD Harvard University, 1974;
Massachusetts Institute of Technology (MIT). A PhD fokozat megszerzése utan egyiitt dolgozott Sydney Brennerrel
a Medical Research Council Cambridge-i laboratoriumaban. 1986-ban professzori cimet és statuszt kapott az MIT-
ben. Dont6 szerepe volt az apoptozis gének felfedezésében és a folyamat molekularis genetikai leirasaban. 2002-
ben Elettani és Orvosbiologiai Nobel-dijat kapott.

23. abra Sir John Edward Sulston (1942, Nagy-Britannia). Brit tudds, eredetileg vegyész, aki PhD fokozatat
nukleotid kémiai kutatasokbol szerezte 1967-ben. Késébb csatlakozott Sydney Brennerhez akivel egyiitt dolgozott
a Medical Research Council Cambridge-i laboratoriumaban. Vezetd szerepet jatszott a sejtek szarmazasi vonalanak
feltérképezésében a Caenorhabditis elegans egyedfejlédése soran. Koézponti alakja volt a Caenorhabditis elegans,
majd az ember genomjanak megszekvenalasaban. Egy ideig igazgatdja volt a human genom szekvenalas egyik
fellegvarat képezé The Sanger Centre-nak (jelenleg Wellcome Trust Sanger Institute). 2002-ben Elettani és
Orvosbioldgiai Nobel-dijat kapott.

24. abra Yoshinori Ohsumi (a fénykép Yoshinori Ohsumi ajandéka) (1945, Fukuoka, Japan). Biokémikus,
sejtbiologus, PhD 1974, Tokyo University; 1974-77 posztdoktor Rockefeller University, New York City; 1977-
ben visszatért Tokyo-ba. Az 1980-as évek végén kezdte tanulmanyozni az éleszté vakudélumban zajlo folyamatokat.
Vakudlaris proteinaz deficiens mutansokat tanulmanyozva azt talalta, hogy ezekben a tenyészet éheztetése utan
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fénymikroszkoppal észlelhetd apro szemcsék jelentek meg. Elektron mikroszkoppal vizsgalva kideriilt, hogy ezek
olyan vezikulak, amelyek autofagia révén keletkeznek. A megfigyelés nyoman kifejlddé munka vezetett az autofagia
molekularis mechanizmusanak tanulmanyozasahoz, aminek Ohsumi ma is egyik vezetd alakja.

25. 4bra Noboru Mizushima (a fénykép Yoshinori Ohsumi ajandéka) (1966, Tokyo, Japan). Orvos, biolégus, PhD
1996, molekularis immunoldgia témaban, ezt kdvetden csatlakozott Yoshinori Ohsumi laboratériumahoz, ahol
bekapcsolodott az élesztében zajlo autofagia molekularis mechanizmusanak kutatdsdba. Fontos szerepe volt az
ubiquitin-szerti Atgl2 konjugécios rendszer felfedezésében. Ezt kovetden 2001-ben Atg5-/-mutéans, és GFP-vel
konjugalt Atg5-6t expresszald embrionalis Ossejteket hozott 1étre. Késobb Atg5-/- mutans egeret és GFP-LC3
transzgén egeret is sikeriilt 1étrehoznia. Ezekkel és tovabbi molekularis genetikai eszkozokkel dolgozva 1ttérd
munkat végez az eml0s sejtekben folyd autofagia szerepének tisztazasara.

i

26. abra Hong Zhang (a fénykép Hong Zhang ajandéka). Biokémikus, molekularis genetikus; 1991 Anhui, Kina;
2001 PhD molekularis genetika, Albert Einstein College of Medicine USA; 2001-2004Massachusetts General
Hospital Cancer Center, Harvard Medical School, Research Fellow; 2004-2012 Kinai Nemzeti Biologiai Kutato
intézet; 2012-Kinai Tudomanyos Akadémia Biofizikai Intézet kutatasi csoportvezetd. A Caenorhabditis elegans-ban
folyé molekularis genetikai kutatas vezetd egyénisége. Kimutatta, hogy a C. elegans korai embriogenezisében az
autofagia fontos szerepet jatszik az ivarsejt specifikus P-granulum fehérjék (PGL-1, PGL-3) eltavolitasaban. A P-
granulum degradacio defektusa alapjan végzett genetikai screen segitségével uj eukariota specifikus géneket talalt.

290

http:// www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

3

H\M‘\ﬁ

Fiiggeléek

27. dbra Tom Neufeld (a fénykép Tom Neufeld ajandéka) (1966, Minneapolis, USA). Genetikus, sejtbiologus.
PhD 1994-ben, Drosophila fejlédésbiologia témaban. Doktori munkajat Gerry Rubin laborjaban végezte, majd
posztdoktorként Bruce Edgar témavezetésével a sejtndvekedés €s sejtosztodas genetikai szabalyozasat vizsgalta.
1998-ban tért vissza Minneapolisba, sajat kutatocsoportot alapitva. Kezdetben a sejtnovekedést szabalyozo jelatviteli
halézatokat (inzulin és TOR utvonalak) vizsgalta, e kutatasok kapcsan kezdett az autofagia tanulmanyozasaba.
Uttord szerepet jatszott a Drosophila, mint autofagia kutatésra alkalmas genetikai modell kidolgozasaban.

28. abra Beth Levine (a fénykép Beth Levine ajandéka) Orvos, biologus, 1986 Cornell University Medical College,
USA,; posztdoktorként neurobiologiaval, fert6zo betegségekkel és virologiaval foglalkozott; 1994-2004 a Columbia
Egyetemen a virologiai kutatas vezetdje volt. 1998-ban az altala irdnyitott csoport talalt egy j gént amely a Bcl-
2 fehérjéhez kapcsolodo fehérjét kodol amelyet beclin-1-nek nevezték el. Errdl a génrdl késobb kimutattak, hogy
szerepel az autofagiaban. Ez lett tehat az elsd emlosokben felfedezett autofag gén. Hipotézise szerint a beclin-1
szerepet jatszhat kiilonboz6 szervekben el6forduld rakos folyamatokban (pl. mell-, tiid6-, petefészek-, rakban, B
sejtes limfomaban).

Az e-book szerz0i:
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29. dbra Low Péter (1964, Budapest, Magyarorszag). Biologus, 1988 ELTE TTK; PhD 1995, molekularis
sejtbiologia; habilitalt doktor 2009; tanszékvezetd egyetemi docens 2010-. Kutatdsi teriilete az autofagia
szabalyozasaban kozremiikddo gének, az ubiquitin-proteaszoma rendszer és az autofagia valamint az apoptozis és
az autofagia kdlcsonhatasai

30. abra Noboru Mizushima és Juhasz Gabor (Budapest, 2013) Juhasz Gabor (1976, Esztergom, Magyarorszag).
Genetikus, sejtbiologus, PhD 2004-ben az ELTE (akkor még) Allatszervezettani Tanszékén. Mér szakdolgozatat
Drosophila modellen. Ezt kovetden 2004-t61 a minnesota-i Egyetemen posztdoktorként folytatta ez iranyu kutatasait
Tom Neufeld vezetésével. 2006-ban tért vissza az ELTE Anatomiai Tanszékére, ahol 2009-ben alapitott sajat
kutatocsoportot. Karrierje kezdetétol az autofagia szabalyozasat és szerepét vizsgalja, jelenleg Drosophila és
sejttenyészeti kisérletek révén.
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31. abra Keji Tanaka és Laszl6 Lajos (Salzburg, 2011) Laszl6 Lajos (1954, G6do116, Magyarorszag). Sejtbiologus,
egyetemi docens ELTE Anatdmiai, Sejt- és Fejlodésbiologiai Tanszék. Biologiai tudomany kandidatusa 1994,
1989-93, vendégkutatd az University of Nottingham Medical School Biokémiai Tanszékén. 1993-94, a késobbi
Nobel-dijas (1997) Stanley B. Prusiner meghivasara vezetd kutatdo az University of California San Francisco
Neuroldgiai Tanszékén. F6 kutatasi teriilete a neurodegenerativ betegségek sejtpatogenezise. Kvantitativ immun-
elektronmikroszkopos vizsgalatai révén, mar hisz évvel ezel6tt els6ként hivta fel a figyelmet az ubiquitinilalt
fehérjéknek az endoszoma-lizoszoma rendszerben (ELR) torténé specifikus felhalmozodasara. Uttoré szerepet
jatszott a patogén prion fehérjék ultrastrukturalis lokalizacios mintazatanak a felderitésében és annak bizonyitasaban,
hogy az ELR kdzponti szerepet jatszik a prion konverzidban €s a patogenezisben.

32. abra Kovacs Attila Lajos Yoshinori Ohsumival (Mishima, Japan, 2006) Kovacs Attila (1947, Kispest,
Magyarorszag). Sejtbiologus, 1970 ELTE biologia-kémia szak; 1974 egyetemi doktor; 1983 a biologiai tudomanyok
kandidatusa (CSc, PhD); 2011 az MTA doktora (DSc); 2012 habilitalt doktor; 1979-80, 1997-98 6sztondijas, majd
meghivott kutatd a Norvég Rakkutaté Intézet Szovettenyésztési Osztalyan, Per Seglen laboratoriumaban; az
Autophagy folyoirat 2005-ben tortént indulasa o6ta a szerkesztd bizottsag tagja. 1972-ben kapcsolodott be az
autofagia kutatasaba. In vivo €s in vitro rendszerekben elektronmikroszkopos és sejtbiokémiai modszerekkel
tobbféle emlos sejttipusban, C. elegans-ban pedig elsdként tanulmanyozta az autofag folyamatokat.
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