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|. Bevezetés

A PARP enzimcsaldd minden tagjara jellemz0d egy katalitikus aktivitassal rendelkezd
domén, mely a szubsztratként hasznalt NAD"-ot nikotinamidra és ADP-ribozra hasitja, majd
az ADP-riboz egysegeket felhasznalva nagyméretii PAR polimereket szintetizal. A PARP
enzimek altal katalizalt PARilacios reakcié egy evollciosan konzervalt poszttranszlacios
fehérje mddositas (Schreiber és mtsai, 2006; Hottiger és mtsai, 2010). A fehérjecsalad egyik
tagja a PARP-2 enzim, mely a sejtbéli PARP aktivitds 10-15%-aért felelés (Shieh és mtsai,
1998; Ame és mtsai, 1999; Schreiber és mtsai, 2002; Szanto és mtsai, 2012). A PARP-2
enzimet el6szor a DNS hibajavitasban azonositottak, azonban azota mar szamos fiziologias és
patofiziolégias  folyamatban leirtdk  szerepét, mint génexpressziés szabalyozd
mechanizmusok, mitokondrialis folyamatok szabalyozasa, a sejtek oxidativ k&rosodasra adott
valasza, a spermatogenezis, illetve bizonyos immunfolyamatok (Dantzer és mtsai, 2006;
Kofler és mtsai, 2006; Maeda és mtsai, 2006; Yelamos és mtsai, 2006; Bai és mtsai, 2007;
Quenet és mtsai, 2009; Li és mtsai, 2010; Bai és mtsai, 2011; Farres és mtsai, 2013; Szanto és
mtsai, 2014; Farres és mtsai, 2015).

1.1. A PARP enzimek és az autoféagia kapcsolata

Az eukaridta sejtek homeosztazisanak fenntartdsanak erdekében elengedhetetlen az
anabolikus és a katabolikus folyamatok egyensulya. Az autofagia egy evollciosan konzervalt
intracellularis folyamat, mely soran a sejt a sajat makromolekulait vagy organellumait a
lizoszomalis lebonto rendszer segitségével degradalja (Klionsky, 2005; Mizushima, 2007). Az
autofagiaval torténé eliminacié 6 szabalyozoi a sejtek energiaszintjének szenzorai, az AMPK
és a mTOR komplexek (Hoyer-Hansen és Jaattela, 2007; Hosokawa és mtsai, 2009; Jung és
mtsai, 2009; Jung és mtsai, 2010; Chen és Klionsky, 2011; Alers és mtsai, 2012). Szdmos
patofizioldgias folyamatban mutattak ki az autofagia szerepét vagy diszreguléaciojat, példaul
neurodegenerativ betegségek, illetve a tumorigenezis soran (Qu és mtsai, 2003; Ravikumar és
mtsai, 2004; Nixon és mtsai, 2005; Komatsu és mtsai, 2006; Martinez-Vicente és mtsai, 2008;
Mizushima és mtsai, 2008; Cheung és Ip, 2009).

A mai napig a PARP enzimcsalad két tagjarél, a PARP-1 és a PARP-10 enzimr6l
igazoltak, hogy képes valamilyen mddon beavatkozni az autofagia folyamataba. A PARP-1-et

proautofdg faktorként azonositottdk, mely nagymértékii citosztatikus karosodas esetén
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indukélja az autofagiat (Munoz-Gamez és mtsai, 2009; Zhou és mtsai, 2013; Rodriguez-
Vargas és mtsai, 2016). A PARP-10 enzimet a p62 interakcios partnereként irtak le, azonban
az autofagia szabalyozasaban betoltott szerepe eddig tisztazatlan (Kleine és mtsai, 2012).
Ertekezésem elsé felében a PARP-2 enzim és az autofagia kapcsolatat vizsgéaltuk, mely
kapcsolat eddig felderitetlen.

1.2. A PARP-2 szerepe a mitokondrialis biogenezisben

A mitokondriumok az eukariota sejtek energiatermelé koézpontjainak tekinthetd
organellumok, melyek véaltozatos alakot, méretet, mennyiséget mutathatnak a sejtek tipusatol,
illetve differencialtsagi allapotatol fiiggéen. Azonban nemcsak az ATP szintézis, hanem
szamos egyéb intracellularis folyamatban is szerepiik van, példaul az intracellularis kalcium
koncentracié befolyasolasaban vagy az apoptdzis kezdeti Iépései soran. A mitokondriumok
hibatlan miikodése esszencidlis ezen funkcidk helyes ellatdsdhoz. A mitokondridlis
mindségkontroll tobb szinten megvaldsuld jol szabalyozott folyamatokbdl all, melyek
mitkodésében bekovetkezd negativ valtozasok patofiziologias folyamatok Kialakuldsahoz
vezethetnek, mint a diabetes mellitus, neurodegeneracio vagy az arteriosclerosis (Ashrafi és
Schwarz, 2013; Valero, 2014; Ni és mtsai, 2015; Pickles és mtsai, 2018).

A PARP-2 enzim és a mitokondrium kapcsolatat szamos esetben azonositottak mar. A
PARP-2 deplécié SIRTL1 aktivaciot eredményez, mely mitokondrialis biogenezist okoz és
noveli az oxidativ metabolizmust a f6 mitokondrialis enzimek expresszidjanak fokozasa
révén. Emellett a PARP-2 knockout egerekben emelkedett mitokondrialis tartalom és mtDNS
mennyiseg figyelheté meg, mely korreldl a PARP-2 hianyaban az izmokban és a méjban
megfigyelhet6 oxidativ fenotipussal (Bai és mtsai, 2011; Szanto és mtsai, 2012; Mohamed és
mtsai, 2014). Ezen adatok miatt dontottiink amellett, hogy a PARP-2 és a mitokondrium
kapcsolatat tovabb tanulmanyozzuk.

10



I1. Irodalmi attekintés

2.1. APARP enzimcsalad és a PARP-2 enzim
2.1.1. APARP enzimcsalad

A poli(ADP-ribéz) polimeraz (PARP) enzimek emberben egy 17 tagu fehérjecsaladot
alkotnak, mely fehérjecsalad Osszes tagja egy konzervalt katalitikus domént tartalmaz, mely
az aktiv centrumot alakitja ki az enzimben (Virag és Szabo, 2002; Ame és mtsai, 2004). A
PARP enzimek kutatasa b6 50 évvel ezelott, az 1960-as években kezdodott, amikor Chambon
¢és munkatarsai el6szor azonositottak a poli(ADP-rib6z) polimerdz enzimaktivitast (Chambon
és mtsai, 1963). A Chambon altal azonositott nukleéris fehérjét, mely a detektalt
enzimaktivitasért felelés, poli(ADP-rib6z) polimerdznak, késébb PARP-1-nek nevezték el.
fgy az enzimcsalad elészor megismert és azdta is legjobban tanulmanyozott és kutatott tagja a
PARP-1 enzim. A 2010-es évek eleje Ota szorgalmazzak PARP-kutatok (Hottiger és mtsai,
2010), hogy egységes ndmenklaturat vezessenek be az ADP-ribozilaciot végzé enzimekre,
mivel a PARP enzimeket nem polimerazoknak, hanem transzferazoknak tartja a terllet. Az
ADP-ribozil csoport transzfert végz6 enzimeket 0sszefoglaldé néven ADP-ribozil-
transzferazoknak nevezzik. Ebben a csoportositasban a PARP enzimek a diftéria-szerit ADP-
ribozil-transzferazok alcsoportjahoz tartoznak. Azonban a jelenlegi ndmenklaturalis ajanlas
szerint a PARP roviditést nem oldjuk fel, hanem térténelmi okokbdl megtartjuk (Luscher és
mtsai, 2021). Eml6sokben a 17 tagi PARP enzimcsalad négy tagja, a PARP-1, a PARP-2, a
tankiraz-1 (PARP-5a) és a tankirdaz-2 (PARP-5b) képes valddi poli(ADP-rib6z) (PAR)
polimerek szintézisére; a tobbi enzim mono- vagy oligo(ADP-ribozil)alja a fehérjéket, illetve
talalhato kozottiik inaktiv katalitikus doménnel rendelkezé enzim is, a PARP-13 (Hottiger és
mtsai, 2010). A kiilonboz6 enzimeket eltéré gének kodoljak, emellett a gének
kromoszomakon bellli lokalizacidja is variabilis; helyik nem korlatozodik egy vagy néhany
kromoszoémara. A PARP enzimek els6sorban a sejtmagban lokalizdlodnak, de mas
organellumokban is azonositottdk mar jelenlétiiket: a tankirazokat és a PARP-12-t a Golgi-
komplex transz ciszternaiban, a PARP-9-et a plazmamembran kdzelében, mig a PARP-16-ot
az endoplazmatikus retikulumban detektaltdk (Hassa és mtsai, 2006; Vyas és mtsai, 2013). A
PARP-1 enzim felelés a sejtekben 1év6 6ssz-PARP aktivitds 85-90%-aért, a PARP-2 a 10-

15%-ért, mig az enzimcsalad tobbi tagjanak PARP aktivitdsa hozzajuk viszonyitva
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elenyészének tekintheté (Ame és mtsai, 1999; Schreiber és mtsai, 2002; Szanto és mtsai,
2011).

Habar a PARP enzimeket el6szor a DNS hibajavitasban azonositottdk, azonban a mai
napig csak a PARP-1, a PARP-2 és a PARP-3 enzimekrol igazoltak, hogy a DNS karosodasa
képes indukalni aktivitasukat (Ame és mtsai, 1999; Schreiber és mtsai, 2002; Boehler és
Dantzer, 2011). Mindharom enzimre jellemzé a N-termindlis végen talalhaté DNS-koto
domén jelenléte, mellyel az enzim képes a DNS torésekhez kapcsolodni és ezaltal aktivva
valni. Nagymértékli genotoxikus stressz, a DNS-ben bekovetkezd kijavithatatlan mértéki
karosodas esetén ezen PARP enzimek szintje akéar tobb szdzszorosara is emelkedhet a
sejtekben. Azonban a tilzott mértékiit PARP aktivacio fokozott NAD" felhasznalassal és
kovetkezményesen NAD™ hiannyal jar. A NAD" Ujraszintetizalasa kimeritheti a sejt ATP
készletét, emellett a NAD'-fiiggd metabolikus Utvonalak is karosodast szenvedhetnek, mely
végs6 soron nekrotikus sejthalalhoz vezethet (Virag és Szabo, 2002).

A PARP-3 enzim aktivitasa révén a fehérjék mono(ADP-ribozil)acidjat vegzi. A
PARP-3 enzimet eloszor a DNS kettds szaltdrések javitdsdban a nem homolog végek
Osszekapcsolasa sordn irtdk le. Azonositottdk szerepét a kromoszoéma atrendezdésben, a
mitotikus szegregacidban, transzkripcids szabalyozasi folyamatokban, illetve a sejtciklus
sordn is. A PARP-3 a sejtmagban a centroszomék kozvetlen kornyezeteben, illetve a
citoplazmaban lokalizalodik. Emelkedett PARP-3 kifejezddés figyelheté meg a duodénumban
és a véekonybélben (Augustin és mtsai, 2003). PARP-3 csendesités hatasara a mitokondrialis
transzmembran potencial csokken, mely arra utal, hogy a PARP-3 részt vesz a mitokondrialis
ROS szabalyozasaban. A PARP-3 hianyaban megjelend fokozott ROS-produkcié forrasa a
mitokondrialis NADPH-oxidaz (Nox4). A PARP-3 hianya és a megndvekedett Nox4-fiiggd
ROS-termelés gatolja a mTORC?2 atvonal aktivitasat (Rodriguez-Vargas és mtsai, 2020).

A PARP enzimek elsé leirdsa Ota szdmos olyan vegyuletet azonositottak, melyek
képesek gatolni ezen enzimek miikodését (Curtin és Szabo, 2013). A legelsé6 PARP gatloszer
egy nikotinamid analdg, a 3-aminobenzamid (3-AB) volt, mely a NAD"-hoz hasonld
szerkezetébdl adoddan képes az enzim katalitikus centrumahoz kapcsolodni (Purnell és
Whish, 1980). Az 1990-es években szamos PARP-gatlé hatast vegyuletet irtak le és a 3-AB-
tol nagysagrendekkel hatasosabb gatloszereket is azonositottak (Banasik és mtsai, 1992;
Griffin és mtsai, 1995). Azonban a gatlo vegyiletek nem szelektivek egy adott PARP
enzimre, mivel ezen inhibitorok az enzimekben olyan régiokhoz kapcsolédnak, melyek az

enzimcsalad legtobb tagjdban konzervaltak (Oliver és mtsai, 2004). Fontos kiemelni, hogy a
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human gyogyaszatban mar szamos PARP gétldszert alkalmaznak (Olaparib, Rucaparib,
Talazoparib, Niraparib, Veliparib), legtobbjiiket BRCA-mutaciot hordozé daganattipusokban
monoterapiaként vagy mas citosztatikumokkal kombinacioban alkalmazzak. Ezek mellett
tobb potencialis PARP gétloszert (PJ34, CEP-9722, E7016, INO-1001) taldlunk a
gyogyszerkutatas kiilonboz6 klinikai és preklinikai fazisaiban (Kurnit és mtsai, 2018; Sigorski
és mtsai, 2020).

2.1.2. A poli(ADP-ribozil)acié mechanizmusa

A PARP enzimek altal katalizalt poli(ADP-ribozil)aciés (PARilacios) reakcid egy
evollciosan konzervalt reverzibilis poszttranszlaciés modositas. A PARilacids reakcio fontos
szerepet jatszik tobbféle fiziologias és patofiziologias folyamatban: szerepe van a DNS
hibajavitasban, a sejtosztédasban, a sejtek energia metabolizmusaban, a sejthalalban, valamint
bizonyos jelatviteli folyamatok szabalyozasaban, befolyasolhatja a transzkripcidt, hozzajarul a
genom stabilitasanak fenntartdsdhoz, modosithatja a kromatin szerkezetét, illetve részt vesz, a
hisztonok poszttranszlaciéos moédositasan keresztil, az epigenetikai kod kialakitdsaban is
(Hassa és mtsai, 2006; Quenet és mtsai, 2009; Bai és mtsai, 2015; Gupte és mtsai, 2017). A
PARP enzimek Altal katalizalt poszttranszlaciés mddositasnak szamos akceptor fehérjéje
ismert. Manapsag tobb mint 200 olyan fehérjét azonositottak, melyek PARilalédnak. Ilyen
fehérjek tobbek kozott hisztonok, egyes transzkripcids faktorok, topoizomerazok, illetve
egyéb sejtmagi fehérjék (Hassa és mtsai, 2006; Daniels és mtsai, 2015). A PARIlacio sok
esetben megvaltoztatja egy fehérje fizika-kémiai és igy bioldgiai tulajdonségait, ezéltal
hatdssal lehet a fehérje stabilitdsara, az aktivitasara vagy az altala kialakitani képes
kdlcsonhatasokra (Schreiber és mtsai, 2006; Bai, 2015).

Az aktivalt PARP enzim a PARIlacios reakcié soran NAD™-ot hasznal fel
szubsztratként, melyet nikotinamidra és ADP-rib6zra hidrolizal, majd az ADP-rib6z
egységekbdl linearis vagy elagazé lancu homopolimereket hoz létre, melyeket PAR
polimereknek neveziink. A PAR polimer egységei kozott glikozidos ribdz-riboz a-1,2 kotések
alakulnak ki (Alvarez-Gonzalez és Jacobson, 1987). A PAR polimerek féléletideje rovid, 1
perc alatti. A polimerek szintézise és degradacidja egy teljes szubsztrat ciklust alkot, mely
folyamat tobb 1épésbdl all. Az aktivalodott enzim el6szor egy ADP-ribdzt kapcsol kovalensen
az akceptor fehérjékben 1évé megfeleld glutamat, aszpartat vagy lizin, ritkabban cisztein,

szerin, hisztidin, arginin vagy tirozin aminosav oldallancok y-karboxil csoportjahoz (Althaus
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és Richter, 1987; Sanderson és Cohen, 2020). Az elongéacios Iépés soran a polimer lanc
hosszabbodik, Gjabb ADP-ribdz egységek épiilnek a polimer lancba, Ujabb glikozidos kotesek
jonnek létre. A polimer lanc elagaztatasa nagyjabdl 20 ADP-rib6z egységenként torténik. A
lancba beépiild ADP-rib6z egységek szama varidbilis, a néhany egységtdl akar a 200 egységig
is terjedhet (Hayashi és mtsai, 1983). Az autoPARIléaci6 soran az aktivalodott enzimen, mig a
transzPARIlacios folyamatban a PARilalodni keépes fehérjéken jonnek létre PAR polimerek.
A PARP enzimeken képz6dé polimerlancok az enzimet gatoljak, igy védenek az enzimek
thlzott aktivacioja ellen. A PAR polimerekben talalhaté glikozidos kotéseket a poli(ADP-
rib6z) glikohidrolaz (PARG), az ADP-ribozil-akceptor-hidrolaz-3 és az ADP-ribozil-protein-
liaz enzimek hasitjak, mely folyamat soran, végsé soron, szabad ADP-rib6zok keletkeznek
(Kawaichi és mtsai, 1983; Oka és mtsai, 2006) (1. abra).

NAD* nikotinamid
NH,
Sk
0.
OH OH
‘ fehérje

1. dbra A PAR polimer szintézisének mechanizmusa

Az aktivalodott PARP enzim a NAD" hidrolizise soran keletkezd ADP-ribéz egységekbél elagazo
lanct homopolimert, poli(ADP-rib6z) (PAR) polimert épit az akceptor fehérjékre. A PAR polimereket
a poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz (PARG) enzim hasitja szabad ADP-ribozdkat hozva létre.



2.1.3. APARP-2 enzim

2.1.3.1. A PARP-2 enzim szerkezete és szabalyozasa

Tobb évtizeden &t a PARP-1-et tekintették az egyetlen fehérjének, mely képes a DNS
karosodasa utdn a PAR polimerek szintézisére. Shieh és munkatarsai alacsony mértékii PARP
aktivitast figyeltek meg PARP-1 knockout egerekbdl izolalt fibroblaszt sejtekben (Shieh és
mtsai, 1998). A PARP-1-re jellemz6 konzervalt katalitikus domén jelenléte, illetve szerkezete
segitette a kutatokat Ujabb PARP enzimek azonositasaban, azonban a PARP-1 enzimben
talalhat6 egyéb domének és motivumok hidnyozhatnak méas PARP fehérjékbdl, ezek helyét

eltér6 domének vehetik at (Ame és mtsai, 1999; Johansson, 1999).

A PARP-2 enzimet kodol6 gén emberben a 14. kromoszoma hosszu karjan, a 14q11.2
kromoszomarégidban, mig egérben a 14. kromoszoma 14C1 régidjdban talalhaté (Ame és
mtsai, 1999). A PARP-2 gén transzlacidja soran egy 62 kDa méretli fehérje keletkezik,
melynek két izoformajat azonositottdk es kialakulasuk az alternativ splicing-ra vezethet
vissza (Ame és mtsai, 1999; Szanto és mtsai, 2012). A PARP-2 enzim szerkezete nagyfoku,
hozzavetdlegesen 40%-0s homoldgiat mutat a PARP-1 enzimével, viszont hianyzik beldle a
PARP-1-ben megtalalhato D domén, mely a PARP-1 automodifikacidjaért felelés. Emellett
69%-0s homologia figyelhet6 meg a PARP-1 és a PARP-2 C-terminalis végén talalhat6
katalitikus domén kozott, azonban a DNS-k6té doménjukban teljesen kiilonboznek, ugyanis a
PARP-1 enzimben talalhato cink-ujj motivumok a PARP-2-bél teljesen hianyoznak (Ame és
mtsai, 2004). A katalitikus domének eltér6 felépitésének koszonhetéen a két enzim eltérd
DNS strukturékat képes felismerni (Yelamos és mtsai, 2008). A PARP-2 enzim képes a
homodimerizaciora, illetve a PARP-1 enzimmel a heterodimerizaciora, valamint a két enzim

képes egymast PARIlalni (Schreiber és mtsai, 2002).

A PARP-2 enzim 3 doménbdl felépiildé multiprotein. A DNS-koté domén, mely a
fehérje N-terminalis végén talalhatd, SAP motivumot, nukleéris lokalizacios szignalt (NLS)
és nukleolaris lokalizacios szignalt (NoLS) foglal magaban (Huber és mtsai, 2004). A SAP
motivum segitségével kotddik az enzim a DNS AT-gazdag régidihoz, a NLS a sejtmagba, mig
a NoLS a nukleoluszba vald transzlokacioeért felelés (Kutuzov és mtsai, 2015). A kozépsé E
doménnek koszonhetden torténik az automodifikacio, illetve a dimerizacid soran is ennek a
doménnek van szerepe. A fehérje C-termindlis végén talalhaté a katalitikus aktivitassal
rendelkez6 F domén. A DNS-kot6 és az E domén segitségével képes az enzim a fehérje-

fehérje kolcsdnhatasok kialakitasara (Szanto és mtsai, 2012) (2. bra).
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Fehérje-fehérje

kolesdnhatasok kialakitasa Katalitikus aktivitas
DNS-k6td
domén E domén F domén
[T :
NoLS NLS

2. abra Az eger PARP-2 enzim doménszerkezete

A N-termindlis végen talalhaté a DNS-k6t6 domén, mely nukleoléris lokalizacids szignal (NoLS) és
nukleéris lokalizacios szignal (NLS) szekvenciakat tartalmaz. A DNS-k6t6 és az E domén felelés a
fehérje-fehérje interakcidk kialakitasaért. A C-terminalison taldlhatd a Kkatalitikus aktivitassal
rendelkez6 F domén.

A PARP-2 enzim, hasonl6an a PARP-1-hez, részt vesz a DNS hibajavitasban (Ame és
mtsai, 1999). Az enzim felfedezése utan Schreiber és munkatarsai felndtt egerekben és egér
embridkban tanulmanyoztdk a PARP-2 expresszidjat in situ hibridizacié maodszerrel, mely
sordn magas PARP-2 expressziot detektaltak a timuszban, a vese keregdllomanyaban, a
Iépben, a mellékvesékben, a gyomorban, a herékben, illetve az agy egyes teriletein, példaul a

hippokampuszban és a spinalis ganglionban (Schreiber és mtsai, 2002).

Tdébb mint 50, a PARP-2-vel kolcsonhaté fehérjét azonositottak, melyek nagyon
sokfele bioldgiai folyamatban vesznek részt. Vannak koztik a sejtciklusban, a sejthalalban, a
DNS replikécidban, a DNS hibajavitasban, a transzkripciéban vagy az energiahaztartashan

kozremiikodoé fehérjék is (Hassa és mtsai, 2006; Isabelle és mtsai, 2010).

Mohamed és munkatarsai leirtdk, hogy a miRNS-149 a PARP-2 génjének 3’'UTR
szekvencigjdhoz kapcsolddva géatolja annak transzkripcidjat, igy csokkentve a PARP-2
expressziojat mRNS- és fehérjeszinten (Mohamed és mtsai, 2014). A PARP-2 szabalyozésa a
fehérje poszttranszlacios modositasain keresztill is megvalosulhat. Az enzim DNS-k6t6
doménje két acetilacios hellyel (Lys36 és Lys37) rendelkezik. Az acetilacid erésen csokkenti
a PARP-2 enzimatikus aktivitasat és DNS-hez vald kotddését. Azonban ezek az acetilalt
lizinek az auto(ADP-ribozil)acid helyéll is szolgéalhatnak, ugyanis delécidjukkor mérsékl6dott
auto(ADP-ribozil)acio figyelhet6 meg (Haenni és mtsai, 2008). Emellett a Lys36 acetilacios
hely a PARP-2 sejtmagba valo transzportjat is befolyasolhatja, mivel az enzim NLS
szekvencidjan belll lokalizalodik. A Lys36 acetilacidja nélkulozhetetlen a PARP-2 és az
importin o alegységének interakcioja soran, mivel a PARP-2 acetilaciés mintzatanak hianya
esetén az enzim nem mutathato ki a sejtmagban (Haenni és mtsai, 2008). A transzkripcios €és a
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poszttranszlacios modositasok mellett lipid-természetii vegyiileteket és flavonoidokat is
azonositottak, melyek befolyasoljak a PARP-2 expresszidjat (Zhang és mtsai, 2014; Marton
és mtsai, 2018; Zheng és mtsai, 2019).

2.1.3.2. A PARP-2 enzim biologiai funkcioi

A PARP-2 DNS hibajavitasban betoltott szerepét el6szor az egyszalu DNS szaltorések
esetében igazoltdk. Késoébb kimutattdk a PARP-2 és a Ku proteinek kozti kapcsolatot
(Yelamos és mtsai, 2008). A Ku proteinek feladata a kettés DNS szaltorések javitasa, igy a
PARP-2 enzimnek szerepe lehet a kétszalid DNS szaltorések javitasaban is. De nemcsak a
DNS-ben kialakuld szaltorések, hanem szabalytalan DNS formak, illetve bizonyos RNS
tipusokhoz val6 kapcsolodas is képes a PARP-2-t aktivalni (Leger és mtsai, 2014; Hanzlikova
és mtsai, 2017). A felépiil6 PAR polimerek kapcsolodasi felszint biztositanak a tobbi DNS
hibajavitashan részt vevé fehérje szamara a DNS torés helyén. Schreiber és munkatarsai
Kimutattak, hogy PARP-2 hianyaban is torténik DNS hibajavitas, vagyis a PARP-2 nem
esszencialis a DNS hibajavitasa soran, csak fokozza a hibajavitas hatékonysagat. A PARP-2
képes a bazis kivagasi hibajavitasban részt vevo fehérjékhez (DNS ligaz 111, DNS polimeraz 8
és XRCC1) is kapcsolodni, ezekkel a fehérjékkel a PARP-1 is képes kdlcsonhatést kialakitani.
A XRCC1-r6l emellett kimutattak, hogy képes negativan szabalyozni a PARP-2 aktivitasat az

enzim automodifikacios kapacitasanak csokkentése révén (Schreiber és mtsai, 2002).

A sirtuin 1 (SIRT1) enzim a sirtuinok csaladjahoz tartoz6 NAD'-fiiggé II1. tipust
deacetilaz enzim, melynek sejtben bet6ltott funkcidja komplex: hozzajarul a sejtek
metabolizmusanak fenntartdsdhoz, szerepe van a DNS hibajavitdsban és a sejtek
differencialodasa soran, illetve részt vesz a heterokromatin kialakitasaban (Vaziri és mtsali,
2001; Blander és Guarente, 2004). Az aktiv SIRT1 enzim a szubsztratként hasznalt NAD™-ot
nikotinamidra és ADP-ribdzra hidrolizalja, majd a lehasitott acetil csoportot hozzékapcsolja
az ADP-ribdzhoz 2’-O-acetil-ADP-rib6zt hozva létre. A sejtetk NAD® koncentracioja
nagymértékben befolyasolja az enzim aktivitasat, az emelkedett NAD™ koncentréacio indukalja
az enzimet (Houtkooper és mtsai, 2012). Az aktiv SIRT1 enzim fehérjék deacetilaldsan
keresztlil szabalyoz szamos, a sejtmetabolizmusban részt vevé enzimet és transzkripcios
faktort. Célfeherjéi tobbek kozott a forkhead box O (FOXO) fehérjék, a peroxiszoma
proliferator aktivalt receptor kofaktor la (PGC-la), a sterol regulatory element-binding
protein 1 (SREBP-1), a cAMP valaszelem koté fehérje (CREB) és a p53 (Nemoto és mtsai,
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2005; Rodgers és mtsai, 2005; Lagouge és mtsai, 2006; Canto és Auwerx, 2012). A PARP-2
transzkripcidjat. A PARP-2 hianyaban fellépd SIRT1 aktivaci6 a FOXO1 és a PGC-la
fehérjék deacetilacidjdhoz vezet. A FOXOl1l és a PGC-la fehérjék deacetilacioja és
aktivacioja a mitokondridlis 1€gzési lancban és a zsirsav oxidacidban részt vevd enzimek
expresszidjat indukalja, mely mitokondridlis biogenezishez vezet és serkenti az oxidativ

metabolizmust (Bai és mtsai, 2011).

A PARP-2 tobb ponton képes regulélni a génexpressziot. Képes a kromatin szerkezetét
modositani a TIF1PB és a HP1a transzkripcidjanak szabalyozasan keresztiil, valamint a PARP-
2 kozvetlen fizikai kdlcsonhatast alakit ki a topoizomeraz I-el és a topoizomeraz I1B-val, és
ezen Kkeresztil befolyasolja a DNS atrendez6dését, hozzajarul a heterokromatin
kialakulasahoz (Malanga és Althaus, 2004; Quenet és mtsai, 2008; Meyer-Ficca és mtsai,
2011). A PARP-2 transzkripcios faktorokkal, valamint a peroxiszoma proliferator aktivalt
receptor v (PPARy) €és az Osztrogén receptor a (ERa) magreceptorokkal is képes
kodlcsonhatast kialakitani. A PPAR receptorcsalad 3 tagbdl all, a PPARa, a PPARS és a
PPARy receptorokbdl, melyek a retinoid X receptorral (RXR) heterodimerizalédva képeznek
aktiv transzkripcios faktorokat és a valaszadd génjeik promoterében talalhatd valaszado
elemhez kotédve szabalyozni a lipid-, a glikoz- és az energiahomeosztazist. A PPARy-rol
kofaktora, igy szabalyozza a PPARy célgénjeinek expressziojat és kovetkezményesen a
zsirsejtek differenciaciojat. Egerekben a PARP-2 enzim deplécidja lipodisztréfiahoz vezet,
Emellett a PARP-2 represszora a SREBP-1 és a SREBP-2 transzkripcios faktorok génjeinek,
és ezen keresztul gatolja a koleszterol szintézist. Az alacsony PARP-2 expresszio fokozza a
SREBP-1 és SREBP-2 altal szabalyozott gének kifejez6dését. A PARP-2 knockout egerekben
emelkedett koleszterin szint figyelhet6 meg a majban és a szérumban, illetve csokken a

szérum HDL koncentracidja (Szanto es mtsai, 2014; Marton és mtsai, 2018).

A PARP-2 jelen van a konstitutiv és a fakultativ heterokromatinban is, gyakran
PARIlalt hisztonokkal vagy heterokromatin-két6 fehérjékkel asszocialva, melyek aktivitasat a
fizikai kolcsonhatés révén képes befolyasolni. Magasabb PARP-2 expresszio detektalhat6 az
inaktivalt X kromoszéma, a Barr-test kdrnyezetében, azonban a PARP-2 X kromoszoma
inaktivacidja soran betoltott szerepet eddig még nem azonositottak (Dantzer és Santoro,

2013). A PARP-2 jelenléte a kromoszomak centromer és telomer régidinal is megfigyelhetd,
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melyek fenntartdsara szintén hatdssal van, hiszen a PARP-2 képes kotni €s negativan
szabalyozni a TRF2 feherjét, mely a shelterin komplex reszeként esszencialis a telomer
formalasaban (Dantzer és mtsai, 2004). A PARP-2 sejtciklus-fiiggé modon képes kapcsolodni
a kinetokor fehérjéihez, a CENPA-hoz, a CENPB-hez és a mitotikus orsé ellenérzé pont
fehérjéhez, a BUB3-hoz. Ezen fehérjék a centromereknél jellemz6 heterokromatin
kialakitasaban is kozremikodnek (Saxena és mtsai, 2002). A PARP-1 és a PARP-2 enzimek
egyuttes hianya embrionalis korban letélis a kialakul6 genomi instabilitas miatt, mely arra
utal, hogy a PARP enzimek esszenciélisak a genom stabilitdsdnak fenntartdsdban (Menissier
de Murcia és mtsai, 2003). Emellett a PARP-2 fontos funkcidt tolt be a spermatogenezisben
is, mivel a folyamat soran segit fenntartani a DNS integritasat, illetve szerepe van a
kromoszoma szegregacioban is. PARP-2 knockout egerekben zavart szenved a
spermatogenezis, a herék mérete, valamint az egerek fertilitdsa csokken (Dantzer és mtsali,
2006; Quenet és mtsai, 2009).

A PARP-2 szerepét a T-limfocitdk érési folyamatdban, a thymopoiesis-ben is
igazoltdk. Egerekben emelkedett PARP-2 expresszid tapasztalhatd azon teriileteken, ahol a
timocitak érése zajlik: a timuszban, a 1ép fehér pulpa részén, illetve a Peyer-plakkokban.
PARP-2 hianyaban a CD4"CD8" dupla pozitiv sejtekben a Puma és a Noxa proapoptotikus
gének fokozott expresszidja figyelheté meg, mely proapoptotikus gének a DNS karosodasra
aktivalddnak, igy a PARP-2 enzimnek a dupla pozitiv T-sejtek talélésében van szerepe.
PARP-2 depletalt egerekben csdkken a timusz tdmege, csokken a dupla pozitiv sejtek szama,
illetve ezeken a sejteken a T-sejt receptor expresszidja is csokken (Yelamos és mtsai, 2006).
Emellett a természetes 616sejt (NKT) limfocita populéacidban is szuppresszio figyelheté meg
PARP-2 depletélt egerek majaban és lepében (Filliol és mtsai, 2017), mely ugyancsak azt
sugallja, hogy a T-limfocitak érési folyamataiban PARP-2 hidnyaban zavarok lépnek fel. A
PARP-2 szerepét az erythropoiesis-ben is azonositottdk: PARP-2 depletdlt egerekben
emelkedett eritropoetin szint mellett eritrocitaszdm- és élettartam-csdkkenés figyelheté meg,

valamint kronikus anémia alakul ki (Farres és mtsai, 2013; Farres és mtsai, 2015).

A PARP-2 fontos funkciot tolt be a tiidé6 morfogenezise soran, az epitél sejtek

.....

kolcsonhatést kialakitani a TTF-1 transzkripcios faktorral, mely a tiidére specifikus gének,

illetve a surfactant fehérje expressziojat szabalyozza. A PARP-2-TTF-1 interakcio soran a

rrrrrr

képzodését (Maeda és mtsai, 2006).
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Szdvettipus PARP-2 hianyaban fellépé fenotipus Referencia

a SIRT1 aktivaciojan keresztuli mitokondrialis

. o, . ez Bai és mtsai, 2011
biogenezis és izomrost izotipus valtas

vazizom

a SIRT1 aktivacidjan keresztili mitokondrialis

) . . Bai és mtsai, 2011
biogenezis és szteat6zis

maj

a SIRT1 aktivacidjan keresztiil sériilt  sejt

funkcio miatt kialakuld gliikoz intolerancia Bai s mtsal, 2011

hasnyalmirigy

a PPARy csokkent transzaktivald hatadsa miatt

zsirszovet kialakul lipodisztrofia Bai és mtsai, 2007

a DNS hibajavitas zavara és az apoptozis . .

. e PR o Dantzer és mtsal,

here indukcioja révén kialakulo himivarsejtszam-
« . 2004
csokkenes

timusz csokkent CD4*CD8" dupla pozitiv T-sejtszam Yelamgggg mtsal,

tido csokkent surfactant-képz6dés Maedgoeos 6mtsa|,

1. tabldzat Osszefoglalo tablazat a killonbézé szévetekben PARP-2 hianyaban kialakuld
fenotipusos valtozasokrol

2.2. Az autofagia

2.2.1. Az autofagia fogalma és tipusai

Az autofagia egy evoluiciosan konzervalt onemésztd folyamat, mely sordn a sejt sajat
anyagai — fehérjék és organellumok — a lizoszomaba keruilve degradalodnak. A folyamat
minden eukaridta sejtben megfigyelhetd, az autofagidban részt vevd fehérjék nagyfoku
homologiat mutatnak alacsonyabb- és magasabbrendii eukariota szervezetekben (Klionsky,
2005; Mizushima, 2007). Az autofagia elsé morfologiai leirasai az 1950-es évekbdl
szarmaznak, amikor szélesebb kdrben terjedni kezdtek az elektronmikroszkopos technikak.
Az autofagia leirasanak és korai tanulmanyozasanak egyik kiemelkedd alakja Christian de
Duve volt, aki nemcsak a lizoszomakat azonositotta 1955-ben, hanem elektronmikroszkdpban
tanulmanyozva a sejteket olyan membrannal hatarolt sejtalkotokra is bukkant, melyek
lizoszomaval fazionalnak és a sejt sajat anyagait, organellumait tartalmazzak (De Duve és
mtsai, 1955; De Duve, 1964). De Duve javasolta az autofagia elnevezést az
elektronmikroszkopos felvételeken lathatd onemészté folyamatokra (De Duve és Wattiaux,
1966).

Az autofagianak 3 tipusat kulonboztetjuk meg aszerint, hogyan kerll a lebontandd

anyag a lizoszomaba: chaperon-mediélt autofagia, mikroautofdgia és makroautofégia
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(Klionsky, 2005). A chaperon-medialt autofagia filogenetikailag magasabbrendii
eukariotakban jelenik meg és fehérjékre nezve szelektiv folyamat. A citoszolikus Hsc70
chaperon a citoszdlban specifikusan olyan fehérjékhez kapcsolodik, melyek KFERQ
pentapeptidb6l allo aminosavszekvenciat tartalmaznak, mely lizoszoméaba irdnyité szignal
szekvenciaként mitkodik. Ez a szekvencia a fehérjén belul barhol megtalalhat6 és akkor valik
elérhetévé a Hsc70 chaperon szamara, ha a fehérje térszerkezetében valamilyen valtozas
kovetkezik be. A KFERQ szekvenciat tartalmazd fehérje kotott Hsc70 a lizoszémak
membrénjdban taldlhatd lizoszéma-asszocialt membranfehérje 2A (LAMP-2A) fehérjéhez
kapcsoldadik, majd ko-chaperonok kozremiikodésével a lebontasra itélt fehérje letekeredik és a
LAMP-2A altal kepzett csatornan keresztil transzlokalodik a lizoszéma belsejébe mikdzben a
citoszolikus Hsc70 levalik rola. A lizoszoma belsejében a fehérje egy lizoszémalis Hsc70
dajkafehérjéhez kapcsolédik, majd a savas pH-n miikodé hidrolazok degradaljak a fehérjét
(Massey és mtsai, 2004; Cuervo, 2011). A mikroautofagia folyamatanak kezdetén a
lizoszoma membrénjan egy betiiremkedés keletkezik, majd a lizoszoma bekebelezi a
lebontandd anyagot. Mikroautofagidval egész organellumokat képes a sejt eliminalni, mely
organellumok membranjukkal egyitt bontddnak le. Szelektiv és nem-szelektiv formaja is
ismert. Szerepe foként a sejt talélésében fontos, példaul éhezés vagy nitrogén-deprivacio
sorén, de rapamycin kezelés hataséra is ez az autofagia tipus a jellemz6 (Wang es Klionsky,
2003). A makroautofagia a legismertebb és legjobban tanulmanyozott tipusa az
autofagianak, gyakran a szakirodalomban is csak autofagiaként hivatkoznak ra. A folyamat
els6 1épéseként kialakul a fagofor, mely egy ciszternaszerii kettds izolalo membran. A fagofor
eredete maig tisztazatlan, szarmazhat citoplazmatikus organellumokbdl (endoplazmatikus
retikulum, Golgi-komplex, mitokondrium), a plazmamembranbdl, de akar Ujonnan is
képzddhet (Tooze és Yoshimori, 2010; Parkhitko és mtsai, 2013; Feng és mtsai, 2014). A
fagofér korbezér egy citoplazmarészletet, ahol a lebontandé anyagok talalhatdk és igy alakul
ki az autofagoszoma. Az autofagoszoma kiils6 membranja elészor egy késéi endoszémaval
fazionalva hozza létre az amfiszomat, majd az amfiszoma egy lizoszomaval egyesul, igy
alakul ki az autolizoszOma. Az autofagoszéma kozvetlenil is flazionalhat lizoszomaval
kialakitva az autolizoszomat. Az autolizoszémaban 1évé hidrolazok végzik a bekebelezett
anyagok lebontésat (Mizushima és mtsai, 2008) (3. &bra). A mikro- és a makroautofégiara is
jellemz6 az organellum-szelektivitas, mely soran a lizoszoma kozvetlenil bekebelez vagy a
fagofor korbevesz mitokondriumot (mitofagia), riboszomat (ribofagia), peroxiszémat

(pexofagia) vagy endoplazmatikus retikulumot (retikulofagia) és megtorténik az organellum
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szelektiv eliminacioja (Dunn és mtsai, 2005; Rodriguez-Enriquez és mtsai, 2006; Beau és
mtsai, 2008; Cebollero és mtsai, 2012; Parkhitko és mtsai, 2013).

lizoszoma

@ Mikroautofagia

Chaperon-medialt
autofiagia

autofagoszoma

fagofor chaperon
I rosszul
" feltekeredett
" fehérje
permeaz
citoplazma lizoszomalis
hidrolazok
membranforras
O""“‘v . autolizoszoma

3. bra Autofagia tipusok

A makroautofagia soran kettds izoldld6 membran veszi korbe a lebontandd anyagot, kialakul az
autofagoszéma, mely lizoszoméaval egyesilve autolizoszoméat hoz létre. A mikroautofagianal a
lizoszémalis membran betiiremkedésén keresztiil kerll be a lizoszoma belsejébe a lebontandd anyag.
A chaperon-medidlt autofagia soran chaperonok ismerik fel a lebontandd fehérjéket, melyek a
lizoszéma membranjan talalhat6 lizoszoma-asszocialt membranfehérje 2A (LAMP-2A) altal képzett
csatornan at jutnak be a lizoszémaba. A lizoszoémalis hidrolazok altali degradacié utan a keletkez6
monomerek a megfelel6 transzporterjeik segitségével a citoszolba kerulnek (Mizushima és mtsai, 2008
utdn modositva).

2.2.2. Az autofagia molekularis mechanizmusa

Az autofagia molekuléris mechanizmuséat, a folyamatban reszt vevo géneket el6szor
¢lesztOben (Saccharomyces cerevisiae) azonositottak (Tsukada és Ohsumi, 1993). A 2000-es
évek elejéig nem volt egységes nevezektana az autofagidban azonositott géneknek és
fehérjeknek, igy 2003-ban Klionsky és munkatarsai bevezették az autophagy-related
kifejezésbdl az Atg betiisz0t (Klionsky és mtsai, 2003). Késobb az élesztében felismert gének
homoldgjait emlés sejtekben is leirtdk és az élesztékben kialakitott nomenklaturéra
tamaszkodva megalkottak az emlds sejtekben zajlé autofagidban részt vevd fehérjek
nevezéktanat is, mely csak néhany esetben tér el az eredetit6l. Emlésokben a mai napig 29

Atg és szamos egyéb fehérjét irtak le, melyek szerepet jatszanak az autofagia folyamataban.
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Az Atg fehérjék nagy fehérjekomplexeket alakitanak ki. Az Atg fehérjék részt vesznek az
autofagia indukciojaban, felelések az autofagoszoma kialakitasaért, a lizoszomaval toérténé

.....

2013).

Az autofagia els6 1épése az iniciacio, melyet az ULK1/2 kindz komplex végez, mely
komplexnek az Atg feherjéken (ULK1/2, Atgl3, Atgl01) kivul egyéb feherjék (példaul
FIP200) is tagjai. A komplexen belll a szerin/treonin kindz enzimaktivitasért az ULK1/2
fehérje a felelés és a komplex f6 feladata, hogy az autofagia indukcidjaként a fagofor
kialakuldsat stimulalja. A fagofor kialakulasanak elsé 1épéseként Kialakul a pre-autofag
struktara. Az Atg9 transzmembran domént tartalmazo integrans membranfehérje a fagofor
szarmazasi helyér6l a fagofor membranjahoz kotve széllitodik az autofagia helyszinére.
Kovetkez6 1épésként a Vps34 komplex (Beclin-1, Atgld, Vpsl5, Vps34) létrehozza a
fagofért. Ez a komplex egy lipid kinaz foszfatidil-inozitol 3-kinaz-kapcsolt protein kinaz
(PIKK) komplex, mely foszfatidil-inozitol 3-kindz (PI3K) aktivitassal rendelkezik. Az
ubiquitin-szerti konjugacios rendszer (Atg3, Atgd, Atg5, Atg7, LC3, Atgl0, Atgl2, Atgl6)
alakitja ki az autofagoszémat. A LC3-at az Atg4 proteaz hasitja, majd az Atg5—Atg12—Atgl6
komplex foszfatidil-etanolamint (PE) kdt a LC3-hoz, mely horgonyként segiti a lebontandd
anyagok fagofor altali korbevételét és végsé soron az autofagoszoma kialakulasat. A LC3
fehérje delipidalt naszcens formdjat LC3-I-nek, mig PE-konjugalt formajat LC3-1l-nek
nevezzik. Az autofagoszoma lizoszomaval torténé fizidja a HOPS komplex (Syx17,
SNAP29, VAMP7 és egyéb fehérjék) segitsegével valosul meg, mely SNARE komplexet
alkot az autofagoszoma és a lizoszoma membranja kdzott. A lizoszomabeli alacsony pH
kialakitasaért a vakuolaris proton ATPéazok a felelések, melyek a lizoszoma membréanjéban
lokalizalodnak és H* ionokat pumpdalnak a lizoszdma lumenébe. Az autofigia utolso
lebontas soran keletkez6 monomerek a megfelel6 transzporterek, permeazok segitségével
visszakerilnek a citoszolba (Melendez és Neufeld, 2008; Glick és mtsai, 2010; Mizushima és
Komatsu, 2011) (4. bra).
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4. bra Az autofagia molekularis mechanizmusa

Az autofagia kezdetekor az ULK1/2 komplex indukalja az autofagiat azaltal, hogy az Atg9-et hordozé
pre-autofag struktira az autofagia helyszinére szallitodik. A Vps34 komplex segiti a fagofor
kialakitasat. Az ubiquitin-szerii konjugacios rendszer kialakitja az autofagoszémat, mely kérbeveszi a
lebontandd organellumot vagy makromolekulat és felszinen LC3 fehérjék talalhatok. A HOPS
komplex segitségével az autofagoszéma lizoszomaval fuzionalva létrehozza az autolizoszomat.

Szamos vegydletet azonositottak, melyek serkent6 vagy gatlo hatasuk réven valamely
ponton szabalyozz&k az autofigia folyamatat. Az aktivatorok mTOR-fiiggé vagy mTOR-
fuggetlen modon képesek az autofagia indukcidjara, legismertebb autofagia induktor a
rapamycin. Az inhibitorok k6zétt vannak olyanok, melyek maganak az autofagianak valamely
lepését gatoljak (chloroquine, bafilomycin Al, obatoclax, clarithromycin A), illetve talalunk
olyanokat is, melyek az autofagia szabalyozasan keresztll képesek negativan befolyasolni a
folyamatot (példaul 3-metil-adenin (3-MA), mint PI3K inhibitor) (Sridharan és mtsai, 2011;
Parkhitko és mtsai, 2013; Liu és mtsai, 2020). A chloroquine a 4-aminokinolin vegyuletek
kdzé tartozd lizoszomatrop agensként képes bejutni a lizoszémakba és a lizoszémalis pH
emelésével gatolja a hidrolazokat, igy megakadalyozza a lizoszomalis degradaciot.
Chloroquine kezelés hatasara a LC3 fehérje PE-konjugalt formaja (LC3-11) halmozddik fel a
sejtekben (Fedorko, 1967; Klionsky és mtsai, 2016).
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2.2.3. Az autofagia szabéalyozasa

2.2.3.1. AmTOR kinaz komplex és az autofagia kapcsolata

Az autofagia f6 szabalyozdja a mTOR kinaz komplex. A mTOR egy szerin/treonin
kindz, mely a sejtek energiadllapotdt monitorozza és doménszerkezete alapjan a PIKK
kinazcsaladhoz tartozik. Neve a Streptomyces hygroscopicus altal termelt rapamycinbdl
szarmazik, melyrdl kimutattak, hogy a FKBP12 fehérjéhez valo kotddés utan képes gatolni a
mTORC1 mikodését (Heitman és mtsai, 1991). A mTOR Kkindz két szerkezetileg és
funkcionalisan eltéré multiprotein komplexbdl all, melyek a mTORCI1 és a mTORC2. A két
komplex tobb eleme azonos, azonban tartalmaznak egyedi fehérjéket is: a mTORC1 komplex
a TOR, Raptor, Deptor, mLST8 ¢és PRAS40 fehérjékbdl, mig a mTORC2 a TOR, Rictor,
Deptor, Protor, mLST8 és mSinl fehérjékbdl épiil fel. Mindkét komplexben a TOR fehérje
felel6s a kinaz aktivitasért, mig a Deptor, a TOR kinaz FAT doménjén keresztil gatolja annak
aktivitasat. A Raptor és a Rictor fehérjek hidként funkcionalnak, rajtuk keresztl
kapcsolodnak a szabalyozandd, a mTOR komplexekkel interakcioba 1ép6 fehérjék. A
MTORC2 érzéketlen a rapamycinre (Guertin és Sabatini, 2007; He és Klionsky, 2009).

A mMTORCL1 ket széleskoriien tanulmanyozott targetje a S6 kinaz és a 4EBP. A S6
kindznak két izoformaja ismert, a p70 S6 kinaz és a p90 S6 kinaz, melyeket a mTORCL1 képes
foszforilalni. A mTORC1 aktivalja a p70 S6 kinazt a Thr389 foszforilacidjan keresztul. Az
aktiv p70 S6 kinaz a S6 fehérje foszforilacioval pozitivan szabalyozza a riboszémalis gének
transzkripcidjat, generalja a riboszéma biogenezist és sejtndvekedést indukal, proapoptotikus
fehérjék (Bad, PDCD4) foszforilacidjaval gatolja az apoptozist, emellett a mTORC2
funkciojat is képes gatolni a Rictor kozvetlen foszforilacidja révén, illetve negativ
visszacsatolasként a sajat aktivitasat is képes csokkenteni az IRS1 foszforilacioja altal
(Magnuson és mtsai, 2012). A mTORC1 tobb ponton foszforilalhatja a 4EBP-t (Thr37, Thr46,
Thr70, Ser65), melynek mitkodése igy gatlodik és beindulnak az elF4E cap-fiiggd transzlacios
folyamatok (Hare és Harvey, 2017). Ugyanakkor a mTORC1 transzkripcids faktorok
foszforilalasan keresztul befolydsolja bizonyos gének transzkripcidjat. Serkenti a lipid
metabolizmust a SREBP-1 és a PPARy foszforilacigjan keresztil, mig a PGC-la
foszforilaciojaval fokozza a mitokondrialis metabolizmust, illetve a hipoxia indukalt faktor 1o
(HIF1a) foszforilacidjaval stimulalja az angiogenezist (Dodd és mtsai, 2015). A mTORC2
legfontosabb célfehérjéje a protein kinaz B (Akt), melyet a Ser473-on keresztil kozvetlendl

foszforilalni és igy maximalisan aktivalni képes (Frias és mtsai, 2006). Az Akt-nak szamos
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targetje ismert: a FOXO3a transzkripcids faktor és a kaszpaz-9 direkt foszforilacidja révén,
illetve a p53 gatlasan keresztul serkenti az apoptozist, a GSK3 gatlasaval csokkenti a
glukoneogenezist, a ciklin D1 géatlasaval pedig indukalja a sejtciklust. Tovabba, az Akt a
TSC1/2 komplexet foszforildlva serkenti a mTORC1 aktivitadsat (Gomez-Pinillos és Ferrari,
2012; Parkhitko és mtsai, 2013).

A mTORC1 autofégia gatlasban betoltott szerepe jol ismert folyamat (Jung és mtsai,
2010). Normal tapanyagellatottsdg mellett a mTORC1 koéti az ULK1/2 fehérjét, majd az
ULK1/2 és az Atgl3 kinazokat direkt foszforilalva gatolja az autofagia kezdeti lépését
(Hosokawa és mtsai, 2009). Emellett a mTORC1 szenzitiv a lizoszomakbdl kiaramlo
gatlasa alol, kialakul a stabil ULK1/2 komplex és indukalodik az autofagia (Jung és mtsai,
2009; Chen és Klionsky, 2011) (5. abra).

2.2.3.2. Az AMPK szerepe az autofagia szabalyozasaban

Az AMP aktivalt kindz (AMPK) egy szerin/treonin kinaz enzimkomplex, melynek f6
feladata a sejtek energiadllapotanak érzékelése. A  sejtekben 1évé AMP/ATP
koncentréacidjanak aranyét érzékeli: az AMP és az ATP az enzim y doménjéhez kapcsolodik,
de mig az AMP pozitivan, addig az ATP negativan befolyasolja az enzim kinaz aktivitasat
(Adams és mtsai, 2004). Az enzim 3 alegységbdl épiil fel: a katalitikus aktivitassal rendelkezd

a alegysegbol és két regulatorikus alegységbdl (B és y alegység) (Hardie, 2007).

Az AMPK-nak sz&mos targetfehérjéje ismert. Az AMPK szerepe komplex, szadmos
sejtbéli folyamatban vesz reszt, a fehérjéket direkt vagy indirekt modon szabalyozza. Az
AMPK a glikogén-szintazt foszforilalva gatolja annak miikodését, igy a glikogén szintézist.
Emellett serkenti a lipolizist a HSL-n keresztil, illetve gatolja a koleszterol szintézist a HMG-
CoA reduktéaz foszforilaldsa révén (Halse és mtsai, 2003). Transzkripcios faktorok reveén is
képes befolyasolni a metabolizmust, példaul a PGC-la foszforilalasa serkenti a glikoz
transzporter 4 (GLUT4) transzportereken torténd gliikoz felvételt. Ezek mellett befolyasolja a
glukoneogenezist, a sejtndvekedest és az inzulin szekréciot is (Kurth-Kraczek és mtsai, 1999;
Winder és Hardie, 1999; Vega és mtsai, 2000).

Az AMPK mTORCI1-fiiggé és -fliggetlen modon is kepes szabalyozni az autofagiat.

ATP deplécio esetén az AMPK gatolja a mTORC1 aktivitasat, mivel foszforilalja a Raptort,

illetve a TSC1/2 komplex fehérjéit, igy az autofdgia indukcidjban kozremiikodo fehérjek
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felszabadulnak a mTORCL1 gatlasa al6l és indukalddik az autofagia (Hoyer-Hansen és
Jaattela, 2007). Az ULK1 fehérje direkt foszforilacioja aktivalja az ULK1/2 komplexet.
Viszont az autofagia elérehaladtaval a fehérjék/ organellumok lebontasa noveli a sejtben az
ATP koncentréaciojat, mely gatolja az AMPK aktivitasat. Emellett negativ visszacsatolasként
az ULK1/2 komplex képes foszforilalni és ezéltal gatolni az AMPK-t (Alers és mtsai, 2012)
(5. abra).

Normal Tapanyag
tapanyagellatottsag deprivacio

mTORCT @ ——— ( AMPK

p_AAE |
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5. &bra Az autofagia mTORC1 és AMPK altali szabalyozasa

Normal tapanyagellatottsag mellett a mTORCL1 direkt foszforilalja az ULK1/2 komplexet, igy gatolva
az autofagia ULK1/2 komplex altali iniciacidjat. Tapanyag-deprivacié esetén az AMPK a mTORCL1 és
az ULK1/2 foszforilalasa révén aktivalja az ULK1/2 komplexet, mely generalja az autofagiat (Alers és
mtsai, 2012 utan maddositva).

2.2.4. Az autofagia fizioldgias és patologias szerepe

Az autofagia folyamatosan jelen van a sejtekben. Nyugvd sejtekben nagyjabol
egyensulyban vannak az anabolikus és a katabolikus folyamatok, az autofagia a sejt az
eloregedett vagy hibasan miikodoé organellumait/ fehérjéit eltavolitja és lehetdvé teszi, hogy
ujak képzédjenck. Ezt a folyamatot nevezzilkk bazalis autofagidnak. Tapanyag- vagy
energiahianyos allapotokban, valamilyen stresszor hatdsara stressz-indukalt autofagia
jelentkezik. Ehezés alatt az autofagia segitségével szamos anyag eliminalodik és szabad
aminosavak vagy zsirsavak formajaban felhasznalhatova valik uj feherjék vagy az ATP
szintézisehez (Levine és Yuan, 2005). Az autofagia szigortan szabalyozott folyamat, az
optimalis szintjének alul- vagy talmiikodése is sejthalalhoz vezethet (Singh és Cuervo, 2011).
A programozott sejthalalnak azt a tipusat, mely soran autofag vezikulumok akkumuléalédnak a

sejtekben, Il. tipusu autofdg sejthaldlnak nevezzilk. Ez a tipust sejthaldl nagytémegi
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sejtlebontas esetén valik sziikségszeriivé, példaul az embriogenezis soran (Mizushima és
mtsai, 2008; Chen és Klionsky, 2011).

Az autofagia jelentéségét daganatos megbetegedésekben, illetve neurodegenerativ
korképekben is igazoltak, de dsszefliggésbe hozhat6 a szeneszcenciaval és az immunvalasszal
is (Banerjee és mtsai, 2010; Jiang és Mizushima, 2014). A bazalis autofigia zavarara
vezethet6k vissza bizonyos neurodegenerativ konformacids betegsegek. Az Alzheimer-, a
Parkinson-, a Huntington-korban, illetve prionbetegségekben  jellemzdéen
fehérjeaggregatumok halmozddnak fel a neuronokban, melyek a sejt normal milkodését
gatoljak és neurodegeneraciohoz vezethetnek. A sejt tobbféle modon prébalja eltavolitani
ezeket az aggregatumokat, példaul autofagiaval, mely folyamatot aggregofagianak nevezink.
Ecetmuslica (Drosophila melanogaster) és egér Huntington-modellekben megfigyelték, hogy
a rossz konformécidju huntingtin fehérjéket az autofagia segitségével is probalja eliminalni a
neuron (Ravikumar és mtsai, 2004). Az Alzheimer-korban a B-amiloidok nagyméretli és
jellegzetes P-redoben gazdag filamentaris szerkezetii aggregatumokat alkotnak, melyek
plakkok formajaban jelennek meg a neuronok kézvetlen kdrnyezetében. A B-amiloid plakkok
kozelében disztrofids neuritek figyelhetok meg, melyeket a felhalmozodod autofag
vezikulumok okoznak és a tau fehérjék hiperfoszforilacidja miatt alakulnak ki (Nixon és
mtsai, 2005; Funderburk és mtsai, 2010). Parkinson-korban Lewy-testek formajaban
aggregatumok képzddnek, melyek legnagyobb részét a-szinuklein fehérjék alkotjak. A
Parkinson-korban az a-szinuklein fehérjék tobb mint 90%-a hiperfoszforilalt allapotban
talalhatdo meg, melyek konformacidja megvaltozik és p-reddben gazdag fibrillumokat
alakitanak ki. A dopaminerg neuronokban megjelené Lewy-testekben szolubilis a-szinuklein
fehérjék, ubiquitinek és hiperfoszforilalt a-szinukleinek detektalhatok, melyek lizoszomalis
lebonthatatlan plakkokat alakitanak ki a sejtekben (Martinez-Vicente és mtsai, 2008; Cheung
és Ip, 2009). Kiserletes korilmények kozott az Atgs es az Atg7 fehérjéket neurodegenerativ
folyamatokban azonositottdk. In vivo egerek neuronjaiban az Atg5 vagy Atg7 fehérje
deplécidja esetén ubiquitinalt fehérjék akkumulalédnak a neuronokban, mely végsé soron a

sejt pusztulasahoz vezet (Komatsu és mtsai, 2006; Mizushima és Hara, 2006).

Az immunvélasz sordn az antigén prezenticioban van jelentGs szerepe az
autofagianak. Az extracellularis térb6l, xenofagia altal a sejtekbe keriild anyagok vagy az
endogén eredetli, intracellularis patogének is a lizoszomalis lebontorendszer
kozremiikodésének segitségével degradalodnak (Wileman, 2013). A lizoszémékban limitalt

proteolizissel keletkez6 peptidek a MHCII-n Kkeresztul prezentdlédnak a T-limfocitaknak,
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beinditva ezzel az adaptiv immunvalaszt (Mizushima és mtsai, 2008; Kudchodkar és Levine,
2009; Levine és mtsai, 2011).

Az autofagia szabalyozasaban szamos onkogeént, illetve tumorszuppresszort
azonositottak, melyek az autofagiat pozitiv vagy negativ modon képesek befolyasolni. A
tumorprogresszid soran az autofagia miikodése indukalhatja és gatolhatja is a tumorigenezist.
A PI3K, a mTOR, a Bcl-2 onkogénkent gatoljak, mig a TSC1/2 komplex vagy a p53
tumorszuppresszorként serkentik az autofagiat (Mizushima és mtsai, 2008). Tovabba a
Beclin-1 monoallélikus delécidja a human emlé-, ovarium- és prosztatadaganatos esetek 40-
75%-ban megfigyelhetd (Qu €s mtsai, 2003). Ezzel ellentétben az Atg4 fehérjét

allatmodellekben tumorszuppresszorkent azonositottak (Marino és mtsai, 2007).

2.2.5. Az autofagia és a PARP enzimek kapcsolata

A PARP enzimcsalad ket tagjarol, a poli(ADP-ribozil)acidra képes PARP-1-16l, illetve
a mono(ADP-ribozil)aciot végzé PARP-10-r6l irtak le, hogy képes befolyasolni az autofagiat.

Szamos alkalommal szolgéltattak bizonyitékot arra, hogy a PARP-1 enzim az
autofagia pozitiv regulatora. Az alkildld agensek vagy az ioniz&l6 sugarzds a DNS
kérosodaséhoz vezetnek, amely nagyfoki PARP-1 aktivéciét indit el a sejtekben. PARP-1**
egér embrionalis fibroblaszt (MEF) sejtek doxorubicinnel torténd kezelése utan nagymértéki
PARP-1 aktivacio figyelheté meg, mely NAD" és ATP deplécidhoz vezet, illetve az
autofagoszomak felhalmozddasat okozza. Azonban az autofagia farmakoldgiai vagy genetikai
gatlasa PARP-17" MEF sejtekben fokozott nekrézist eredményez, ami arra utal, hogy az
autofagia PARP-1 Altal kozvetitett protektiv szerepet jatszik a kemoterapiaban (Munoz-
Gamez és mtsai, 2009). A PARP-1 az AMPK aktivaciojan keresztil segiti el6 az autofagiat. A
metil-nitro-nitrozo-guanidinra (MNNG) vélaszul a Bax” és Bak™ kettds-knockout MEF
sejtekben aktivalddik a PARP-1, csokken az intracellularis ATP szint, indukéalodik az AMPK,
illetve szuppresszalodik a mTORCL1 és ezaltal aktivalodik az autofagia (Zhou és mtsai, 2013).
A PARP-1 és az AMPK kdlcsonhatasat mar tobb esetben kimutattdk: a PARP-1 képes az
AMPK-t PARIléalni, mig az AMPK foszforildlhatja a PARP-1-et. Az AMPK PARIlacioja
befolydsolja az éhezés alatt megjelené autofagiat, mivel a PARP inhibitorokkal (PJ34,
olaparib, DPQ) torténé kezelés utan az autofagia csokkent aktivitdsa mutathato ki (Rodriguez-

Vargas és mtsai, 2016). Emellett tapanyag-deplécid esetén az AMPK csokkent PARilacioja

29



figyelhet6 meg, mely arra utal, hogy az AMPK teljes aktivitdsa szlikséges a PARP-1

poszttranszlaciés modositasdhoz (Rodriguez-Vargas és mtsai, 2019).

A PARP-10 enzim és az autofagia kapcsolata kevéssé ismert teriilet. A PARP-10
képes kolcsdnhatasba 1épni a p62 fehérjével, mely a LC3 kotésére képes LC3-kdlcsdnhat6
régio (LIR) motivumot tartalmazé fehérje és az autofagoszomalis fehérjedegradacioban van

szerepe (Kleine és mtsai, 2012).

2.3. A mitokondrium

2.3.1. A mitokondrium felépitése

A mitokondriumok az eukariota sejtekre jellemzd, kettés membrannal hatarolt
dinamikus organellumok, melyek szdma, mérete és alakja a sejt tipusanak, differencialtsagi
allapotanak, illetve energiaszikségletének megfeleléen valtozik. A mitokondrium bakteridlis
eredetli, kialakulasa az endoszimbionta elméletre vezethetd vissza. A mitokondrium egyik {6
feladatdnak az oxidativ foszforilacié soran termel6d6 ATP szintézis tekinthetd, igy
konvencionalisan a sejtek energiatermelé kozpontjanak is nevezheté. Az ATP szintézise
mellett feladatai kdzé szdmos fiziologids folyamat tartozik, tobbek kozott a citoszdlikus
kalcium homeosztazis fenntartasa, illetve az apoptozis szabalyozésa (Parsons és Green, 2010).
Nagy méretilk és jellegzetes struktarajuk alapjan elektronmikroszkopos felvételeken kénnyen
felismerhet6 organellumok. A mitokondriumok sajat cirkularis, kétszali DNS-el
rendelkeznek, melynek replikécidja a sejtmagtdl fuggetlen folyamat. A mitokondriélis DNS
(mtDNS) akér ezer példanyszdmban is jelen lehet a sejtben. A mitokondriélis genom 37 gent
kodol, mely genek tobbek kozott az oxidativ foszforilacio génjeinek tobbsegét, mig a tébbit a
nuklearis DNS kddolja (Anderson és mtsai, 1981).

A kiilsé mitokondrialis membran felépitése az eukaridta sejtmembranhoz hasonl6, a
membrant alkoté fehérjék és lipidek aranya megkozelitéleg 50-50%. Porin fehérjék altal
kialakitott nagyméretli transzmembran csatorndkat tartalmaz, melyek 5 kD alatti molekulakra
permeabilisek. A kiilsé membran transzlokacios komplexe a kiilsé mitokondrialis membran
transzlokaz (Tom) komplex, mely a transzlokalodo fehérje szignal szekvencigjat felismerd
Tom20, Tom22, Tom70 és a porust képzé Tom40 fehérjékbdl épiil fel. A kiilsé és a belsd
membran kozott talalhatd intermembran térben ionok és kis molekulak, példaul a citokrom c
talalhat6. Tovabba az intermembran térben a kisméretli belsd mitokondridlis membran

transzlokaz (Tim) fehérjék, a Tim9 és a Tim10 hexamert formalnak, majd komplexet alkotva
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chaperonként miikodve segitik a fehérjék athaladasat a SAM komplex részvételével a kiilsd
mitokondrialis membranba vagy a Tim22 komplexen keresztiil a bels6 membranba. A belsé
mitokondrialis membréan kardiolipinben gazdag, erésen impermeabilis, csak olyan anyagok
jutnak at rajta, melyeknek specifikus transzporterei megtalalhatok a membranban. A belsd
mitokondrialis membranban 1év6 transzporterek a Tim komplexek. A Tim23 komplex a bels6
membranba, illetve a hozza asszocialt PAM fehérje révén a matrixba juttatja a fehérjéket, ahol
megtorténik a szigndl szekvencia lehasitisa. A bels6 mitokondrialis membran
betliremkedéseit Kkrisztaknak nevezzilk, melyeken az elektrontranszportlanc komplexek
fehérjei és az ATP-szintaz foglal helyet (Ellenrieder és mtsai, 2015).

Az elektrontranszportlanc 6t komplexbdl épiil fel: az 1. komplex a NADH:ubiquinon
oxidoreduktaz, a Il. komplex a szukcinat-dehidrogenaz, a I1l. komplex az ubiquinon-citokrom
c oxidoreduktaz, a IV. komplex a citokrém c oxidaz, az V. komplex az ATP-szintdz, mely
F1FO-tipusi ATPaz. A 1-1V. komplex végzi az ubiquinon és a citokrom c kozvetitésével a
mitokondrialis matrix és az intermembran tér kozott 1€vo protongradiens kialakitasat azaltal,
hogy a NADH és FADH2 redukalasa kozben keletkez6 H' ionokat a matrixbol az
intermembran térbe pumpaljak, mikdzben viz keletkezik. Az V. komplexnek nevezett ATP-
szintdz a keletkezett protongradiens altal képzett membranpotenciélt hasznalja fel ATP
szintézisre, mikdzben az altala képzett csatornan keresztil az intermembran térbdl a matrixba
keriilnek a H* ionok. A belsé mitokondrialis membran altal hatarolt méatrixban talalhato
tobbek kozott a piruvat-dehidrogenaz enzim, a citromsav-ciklus és a zsirsav B-oxidacio
enzimkomplexei, a mitokondrialis genom és riboszémak (Schmidt és mtsai, 2010; Straub és
mtsai, 2016).

2.3.2. Mitokondrialis mindségkontroll

A mitokondrium  megfelelé6 miikodése nem csak a  mitokondridlis
elektrontranszportlanchoz sziikséges. A mitokondrialis matrixban szamos esszencialis
bioszintetikus Gtvonal lokalizalddik, igy a mitokondriumok hibatlan funkcidja az eukariéta
sejtek hatékony miikodéséhez is nélkilozhetetlenek. Ha valamilyen modon kéarosodik a
mitokondrium mindségellendrzé funkcidja, olyan sérilt mitokondriumok halmozddhatnak fel
a sejtben, melyekre redukalodott ATP- és emelkedett reaktiv oxigén kdzpontl vegyuletek
(ROS) termelése jellemzd, illetve pro-apoptotikus fehérjék felszabadulasdhoz vezethet, mely

végsO soron az apoptozis indukcidjat okozhatja. A mitokondrialis mindségellenérzé funkcid
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tobb szinten valdsulhat meg, mely a kdrosodas mértékétl fiigg (Green és Van Houten, 2011;
Ni és mtsai, 2015).

2.3.2.1. Mitokondrialis dinamika

A mitokondriumok dinamikus haldézatot alakitanak ki a sejtekben, mely halozat
allanddan zajlo fuzidja—fisszioja mellett a mitokondriumok sejten beluli lokalizacidja is
folyamatosan véltozik. A fuzié folyamata soran a mitokondriumok egymassal egyesulnek,
mig a fisszid6 a mitokondridlis halozat fragmentalodasat jelenti. Fizioldgias korilmények
kdzott a mitokondridlis fuzid és fisszio folyamata egyensulyban van, mely folyamatoknak a
mitokondrialis integritas fenntartdsa altal a megfelelé6 mitokondridlis mikddésben van
szerepe, mely elengedhetetlen a megfeleld6 mennyiségli ATP-termeléshez (Scott és Youle,
2010; Westermann, 2010; van der Bliek és mtsai, 2013; Tilokani és mtsai, 2018).

A mitokondriumok fuzidja a mitofuzinok (Mfnl és Mfn2) és az optic atrophy 1
(Opal) fehérje kozvetitésével zajlik. A fazio kétlépéses folyamat, mely soran elészor a kiilso,
majd a belsé mitokondridlis membranok egyesiilnek egymassal. Két transzmembran
doménjuknak koszonhetéen a kiilsd mitokondridlis membrdnban foglalnak helyet a
mitofuzinok, melyek a citoszélba 16gé C-terminalis végen taldlhat6 HR2 doménjukkal homo-
vagy heterodimerizalodva képesek két mitokondriumot térben kozeliteni egymashoz, mely
folyamathoz a N-terminalis végen taldlhato GTPaz doménnak koOszonhetéen a GTP
hidrolizise soran felszabadul6 energiat hasznaljak fel (Santel és Fuller, 2001; Koshiba és
fehérjék vegzik. Az Opal-nek két formaja ismert: a hosszabb formaja a bels6é membranhoz
kapcsolodik egy, a N-terminalis vegen talalhato transzmembran horgony segitségével, mig a
rovidebb valtozat a horgony lehasitdsa utan keletkezik €és szolubilis formaban az
intermembran térben lokalizalodik. Mind a rovid, mind a hosszu formaja képes a belsé
membranban elhelyezkedd negativ toltésti kardiolipinhez kapcsolddni, majd homo- vagy
heterodimerizacio utan a membranokat kozeliteni egymashoz (Mishra és mtsai, 2014; Ge és
mtsai, 2020) (6. abra).

A mitokondrium fisszidjéért a Fisl és a Drpl fehérjék a felelések. A Fisl a kiilsé
mitokondrialis membranban lokalizalédik a C-termindlisan talalhaté transzmembran
doménjének koészonhetéen, mig a fehérje tobbi része a citoszdl felé néz. A mitokondrialis

fissziot kivalto esemény kezdetekor a Drpl fehérje direkten a Fisl-hez kapcsolddva iniciélja a
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mitokondriumok szétvalasat (Mozdy és mtsai, 2000). A Drpl GTPaz aktivitassal rendelkez6
citoszolikus fehérje. A mitokondrium fisszidjanak helyszinen a Drpl fehérjék homomultimer
komplexet alkotva korbeveszik a mitokondriumot spirdl formaban, majd a GTP hidrolizisébdl
szarmazo energiat felhasznalva fragmentaljak az organellumot (Lackner és Nunnari, 2009) (6.
abra).

Mitokondrialis fuzio Mitokondrialis fisszio

6. abra A mitokondrialis dinamika

A mitokondrialis fuzio folyamata soran eldszor a mitofuzinok (Mfnl és Mfn2) kozvetitésével a kiilsd
mitokondrialis membranok, majd az optic atrophy 1 (Opal) fehérje segitségével a belsé mitokondrialis
membranok fizionalnak. A mitokondridlis fisszid alkalmaval a kiilsé mitokondrialis membran
felszinén talalhat6 Fisl fehérjéhez kapcsolddik a citoszolikus Drpl, mely spiral alaki homomultimer
komplexet képezve inicilja a mitokondrium hasadasat (Chiong és mtsai, 2014 utan médositva).

A mitokondriélis dinamika nagyon érzékeny folyamat, mivel a fuziéban—fisszioban
részt vevé valamely fehérje deplécidja vagy helytelen miikodése is mar az egyensulyi
folyamat felborulasahoz, a mitokondrium helytelen miikodéséhez vezethet. Mig a Mfnl
depletalt MEF sejtekben a Mfn2 csak részben képes a hibatlan mitokondrialis fuzid
fenntartdsara, addig forditott esetben, a Mfn2 deplécidja nem okoz fennakadast a
mitokondriumok egyestulési folyamataban (Chen és mtsai, 2003). Egerekben tanulményozva a
mitofuzinok deplécidja miopéatiat okoz, mely embrionalis korban in utero vagy kozvetlendl
szlletes utan letalis (Bertholet és mtsai, 2016). Az Opal homozigota mutécioja szintén letalis

in utero, mig heterozigdta mutaciojakor fragmentalt mitokondrialis haldzat alakul ki, mely
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csokkent mitokondridlis légzést és mtDNS instabilitast eredményez, emellett egerekben
kardiomiopatia, neuroldgiai rendellenessegek, viselkedésbeli problémak es latasi anomaliak

figyelhet6k meg (Alavi és mtsai, 2007; Davies és mtsai, 2007; MacVicar és Langer, 2016).

2.3.2.2. Mitofagia

A mitofagia az autofagia azon tipusa, mely folyamat sordn a mitokondriumok
szelektiv elimindlasa torténik meg. A mitofagia kifejezés a 2000-es évek elejérél szarmazik,
amikor szérum-depletalt patkany hepatocitakat konfokalis mikroszképpal tanulményozva a
depolarizalt mitokondriumok és a LC3-pozitiv vezikulumok kdzott kolokalizacids szignalt
fedeztek fel (Rodriguez-Enriquez és mtsai, 2006). A mitofagianak két (tvonala
kiilonboztetheté meg: az ubiquitin-medialt vagy Parkin-fiiggé és a receptor-mediélt vagy

Parkin-fuggetlen mitofagia (Parkhitko és mtsai, 2013) (7. abra).

Az ubiquitin-medialt mitofagia folyamatéban részt vevé két f6 fehérje a Parkin és a
PTEN indukalt kinaz 1 (Pink1). A Parkin egy citoszélikus E3 ubiquitin ligaz, melyet elséként
a Parkinson-kor kutatasa soran azonositottak (Kitada és mtsai, 1998). A Pinkl egy
szerin/treonin kinaz, mely a kiilsé mitokondrialis membrénban foglal helyet a N-termindlis
végen elhelyezkedd transzmembran doménjének koszonhetéen. Fiziologias koriilmények
kozott elészor a fehérje instabil, C-terminalis részét a PARL proteaz hasitja le, majd tovabbi
hasitasok utan a keletkez6 peptidek a citoszélban degradalédnak. A mitokondrialis
membranpotencial megvaltozasakor vagy a mitokondrium sériilésekor a PARL proteaz nem
képes a Pinkl hasitaséara, ezért a Pinkl feldusul a kiils6 mitokondrialis membranban és
autofoszforilaciot kovetden indukalodik a kinaz aktivitasa. Az aktivalt Pink1 ubiquitineket és
a Parkin fehérjét foszforilalja, melyek szignalként szolgélnak az autofag receptorok szamara

és igy indukaljak a mitokondrium szelektiv lebontasat (Sekine és Youle, 2018).

A receptor-medialt mitofagia folyamatat olyan fehérjék (Bnip3, Nix, FUNDC1)
inicidljak, melyek C-terminalis transzmembran doménjuknak koszonhetéen a kiilsé
mitokondridlis membranban jelennek meg és olyan motivumokat hordoznak, melyeket a
fagofér felszinén lokalizalod6 LC3 fehérje képes szelektiven felismerni. A fehérjék
kdlcsOnhatadsa nyoman a fagofor korbeveszi a mitokondriumot és elkezdédik az organellum
degradacidja. A Bnip3 és a Nix fehérje nem minden szdvetben expresszalodik fiziologias
koralmények kozott, de hipoxia hatasara mindkét fehérje expresszidja indukalddik (Galvez és

mtsai, 2006). Nix-fiiggé mitofagia figyelheté meg a retikulocitdk differenciacidjakor, mely
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folyamat soran a kialakult vorosvertestek mitokondriumai teljes mértékben eliminalodnak
(Schweers és mtsai, 2007). A FUNDC1 fehérjét szintén a hipoxia-indukalt mitofagia
folyamata sordn azonositottdk. Normoxias kortlmények kozott a FUNDC1-et a Src kinaz
foszforilalja, mely mikodése hipoxias korilmények kozott gatlodik, igy a FUNDC1
defoszforilalatlan allapotban nagyobb affinitassal kotédik a LC3 fehérjéhez (Liu és mtsai,
2012).

Ubiquitin-medialt mitofagia  Receptor-medialt mitofagia
Parkin
* Nix
Pink1 FUNDCI1
Bnip3

™~
fagofor

N/

mitofagoszéma

lizoszéma

7. &bra Mitofégia

Az ubiquitin-medialt mitofagia a mitokondrialis membranpotencial megvaltozasakor vagy a
mitokondrium sérllése soran 1ép fel. A Pinkl kindz feldusul a kiilsé mitokondrialis membranban,
majd a Parkin fehérjét és ubiquitineket foszforilalva inditja be a folyamatot. A receptor-medialt
mitofagia olyan receptorok (Nix, FUNDC1, Bnip3) kozvetitésével zajlik, melyek a kiilsé
mitokondrialis membranban megjelenve kapcsolatot biztositanak a fagoféron 1évé LC3 fehérjével. A
fagoforral korulvett mitokondrium, a mitofagoszoma lizoszdmaval flaziondl és megtorténik a
mitokondrium szelektiv lebontasa (Cai és Jeong, 2020 utan médositva).

35



2.3.2.3. A mitokondrialis ROS-termelés

A reaktiv oxigén kozpontl vegylletek nagy reakciokészséggel rendelkez6
oxigéntartalmu molekuldk, melyek kdzott gyokos és nem-gyokos termékeket is talalunk. A
szabadgyokok olyan atomok, ionok vagy molekuldk, melyek egy vagy tobb pérositatlan
elektronnal rendelkeznek. A sejtekben in vivo keletkezé reaktiv oxigén szarmazékok a
kévetkezéek: szuperoxid anion (O7), szinglet oxigén (*Oy), hidroxilgydk (OH"), peroxinitrit
(ONOO)), hidrogén-peroxid (H,O,). A reaktiv oxigén termékek fontos szerepet tdltenek be a
sejtmetabolizmusban,  hirvivé  molekulaként  szerepilk  van  szignaltranszdukcios

folyamatokban, illetve szabalyozo funkciojuk is lehet (Harris és DeNicola, 2020).

A mitokondriumok felelosek a sejtekben keletkezd szabadgyokok 90%-aert, de a
sejtekben nem csak a mitokondriumok lehetnek endogén ROS-forrdsok: az endoplazmatikus
retikulumban (ER) a fehérjék poszttranszlaciéos modositasa kozben, a diszulfid hidak
képzOdésénél, illetve a peroxiszOmakban is termelédhetnek, emellett a NADPH-oxidazok is
termelhetnek szabadgyodkoket. A mitokondrialis elektrontranszportlanc két komplexe, az I. és
a Ill. komplex is képes O, képzésre. A szuperoxid aniont a szuperoxid-dizmutazok (SOD)
alakitjak at H,0,-d4, melyet a kataldz és a glutation-peroxidaz (GPX) enzimek vizzé
redukalnak. A funkcidjukat vesztett mitokondriumokban az ATP-termelést ATP hidrolizis
valtja fel, mely megnovekedett oxidativ stresszt indukal és ezen keresztil fehérje

maodositasokhoz, lipidperoxidaciohoz és DNS karosodashoz vezet (Harris és DeNicola, 2020).

A sejtekben endogén antioxidans rendszer csokkenti a ROS-szintet, melynek tagjai
olyan enzimek vagy kofaktorok, melyek részt vesznek a szabadgyokok eliminalasaban. A
glutation (GSH) a glutation-peroxidaz és a glutation-S-transzferaz enzimek kofaktoraként,
mig a szulforedoxin és a tioredoxin a peroxiredoxin (PRDX) enzimek regeneralasaval segiti a

szabadgyokszint mérséklését (Margis és mtsai, 2008; Lu és Holmgren, 2014) (8. abra).
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8. abra Intracellularis ROS-forrasok

A NADPH-oxidaz ¢s a mitokondrialis elektrontranszportlanc (ETL) miikodése révén szuperoxid anion
keletkezik (O;), melyet a szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzimek alakitanak at H,O,-da. A H,0, a
citoszolban peroxidazok (katalaz, glutation-peroxidaz (GPX), peroxiredoxin (PRDX)) &ltal vizzé
redukalodik. A O, a NO-al peroxinitritet (ONOO") képez. A hidroxilgydk (OHe) lipidekkel reagalva
lipid gydkoket (L) hoz létre, melyek oxigénnel (O,) lipidperoxid gydkdket (LOOs) alakitanak ki. A
LOOe- a lipidekkel reagalva ujra Le-t hoz Iétre (Harris és DeNicola, 2020 utan maddositva).
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II1. Célkitiizések

A PARP-2 enzim metabolizmusban betoltott szerepérdl szeretnénk Kiterjeszteni
ismereteinket az egyik legfontosabb intracellularis degraddlé folyamat, az autofagia

irdnyaban. A kapcsolat felderitésének érdekében munkank soran az alabbi célokat tiiztiik ki:

1. A PARP-2 hiany hatasara az autofagiaban fellép6 valtozasok vizsgalata.

2. Az autofigia szabalyozaséban részt vevé energiaszenzorok aktivitas valtozasanak
tanulményozéasa PARP-2 csendesités hatdsara.

3. A PARP-2 hianyaban fellépé megndvekedett SIRT1 aktivacio autofagiara kifejtett
hatasainak vizsgalata.

A PARP-2 szerepet jatszik a mitokondrialis homeosztazis szabalyozaséban. Célul
thztiikk ki az erre vonatkozo ismereteink szélesitését. Ennek megfeleléen a fébb céljaink a

kovetkezdek voltak:

1. A PARP-2 hianya altal kivaltott mitokondrialis morfoldgiai valtozasok vizsgalata.
2. A PARP-2 csendesités hatdsara megjelené oxidativ  stressz  folyamatok
tanulmanyozasa.

3. APARP-1 és a PARP-3 enzimek mitokondrialis hatasainak vizsgalata.
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IVV. Anyagok és modszerek

4.1. Anyagok

Kiserleteink soran a 2. tdblazatban talalhaté anyagokat hasznaltuk, jelélve az anyagok

alkalmazott koncentracigjat és az inkubacio idejét.

Anyag Gyarté Katalogusszam lf(‘)l E?;m?gg% Inkubacid ideje
AICAR Bﬁ’)?géifgl‘gzy 5c-200659A 1 mM 24 6ra
EX-527 Selleckchem S1541 25 uM 24 oOra
GSH Sigma-Aldrich G4251 5mM 48 dra
chloroquine Sigma-Aldrich C6628 25 uM 2 Ora
MitoTEMPO Sigma-Aldrich SMLO0737 10 uM 48 dra
NAC Sigma-Aldrich AT7250 5mM 48 dra
NR ChromaDex - 500 uM 24 oOra
olaparib Selleckchem S1060 1uM 24 oOra
PJ34 Sigma-Aldrich P4365 3 UM 24 Ora
rapamycin Cayman Chemical 13346 20 nM 24 Ora
rezveratrol Sigma-Aldrich R5010 50 pM 24 ora

2. tblazat Kisérleteink soran alkalmazott anyagok

4.2. Sejttenyésztés

A C2C12 egér mioblaszt sejteket 4500 mg/l glikoz tartalmi DMEM médiumban
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, D6429) tenyésztettilk, melyet 10% FBS-sel, 2 mM L-

glutaminnal és 1% penicillin/sztreptomicinnel egészitettiink ki.

A HepG2 human hepatokarcinoma sejteket 1000 mg/l glukéz tartalmu DMEM
médiumban (Sigma-Aldrich, D5546) tartottuk fenn 10% FBS, 2 mM L-glutamin és 1%

penicillin/sztreptomicin jelenlétében.

A C2C12 és a HepG2 sejtvonalakban munkacsoportunk korabban elvégezte shRNS

technikaval a PARP-2 gén csendesitését, melyet a C2C12 sejtek esetén 2,5 pg/ml puromycin
(Thermo Fisher Scientific, Walthman, USA, A1113803) szelekcidval tartottunk fenn (Bai és
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mtsai, 2011), mig a HepG2 sejtek tenyésztése soran 0,25 pg/ml puromycint alkalmaztunk
(Szanto és mtsai, 2014). A csendesités soran létrehozott PARP-2 csendesitett sejteket
shPARP2 névvel, mig a kontroll, nem-specifikus szekvenciat tartalmazé sejteket, sScPARP2-
ként jeloltiik. A csendesités tartossagat adott id6kozonként mRNS- és fehérjeszinten
ellendriztiik reverz transzkripcio-kapcsolt kvantitativ PCR (RT-gPCR) és Western blot

modszerekkel.

A MEF sejteket egy el6z6 projekt keretein beliil munkacsoportunk preparalta PARP-2
knockout (PARP-27) és vad tipusti (PARP-2"") egér embriokbol (Bai és mtsai, 2007). A
sejteket 4500 mg/I gliikdz tartalmd DMEM médiumban tartottuk fenn, a médiumot 20% FBS-

sel, 2 mM L-glutaminnal és 1% penicillin/sztreptomicinnel kiegészitve.

A sejteket a tenyésztés soran 37°C-on 5% CO, tartalom mellett tenyésztettilk
sejttenyészté inkubatorban. A kiilonb6z6 Kisérletek soran alkalmazott sejtvonalak és anyagok
minden esetben az abrafeliratokban vannak feltiintetve.

4.3. Géncsendesités

A siRNS altali tranziens géncsendesitést a PARP-2 gén esetében a C2C12 sejteken,
mig a SIRT1, a PARP-1 és a PARP-3 gének esetén a sSCPARP2 és shPARP2 C2C12 sejteken

vegeztik.

A kisérleteink soran hasznalt, a PARP-2 gént (4390771), a SIRT1 gént (4390771,
SiRNS azonositd: s96766), a PARP-1 gént (4390771), illetve a PARP-3 gént (4390771) célzo
siRNS-eket, valamint a negativ kontroll siRNS-t (4390843) a Thermo Fisher Scientific cégtol
rendeltik. A PARP-2 (siRNS azonositd: s62056, s62057, s62058), a PARP-1 (SiRNS
azonositd: s62053, s62054, s62055) és a PARP-3 (SiRNS azonosito: s108205, s108206,
s108207) gének csendesitése soran 3 kiilonb6zé szekvenciaval rendelkezé siRNS-t
hasznaltunk, melyeket az abrédkon #1, #2, illetve #3 névvel jel6ltink. Minden kisérlet soran
alkalmaztunk nem transzfektalt, kontroll sejteket, illetve negativ kontroll siRNS-sel

transzfektalt sejteket is.

A transzfekcid el6tti napon egy 24 lyukl tenyésztéedénybe szélesztettiik a sejteket,
majd masnap 30 nM végkoncentracidju siRNS-sel transzfektaltuk o6ket Lipofectamine™
RNAiMax transzfekcios reagens (Invitrogen, Carlsbad, USA, 13778075) segitségével. A
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sejteket 48 draig inkubdltuk a transzfekcios eleggyel. A csendesités sikeressegét mRNS- és
fehérjeszinten RT-qPCR és Western blot technikaval ellendriztiik.

4.4. Sejtproliferacié vizsgalata

A sejtek proliferacidjanak vizsgalata soran a fehérjék bazikus aminosav oldallancaihoz
kot6d6 szulforodamin B festéssel (SRB) kolorimetrias mérést végeztink. A sejteket 96 lyuku
tenyésztéedénybe szélesztettilk, majd az éabrafeliratban feltiintetett anyagokkal kezeltiik. A
kezelési id6 letelte utan elészor 50% TCA-val 1 6ran keresztll fixaltuk, majd 0,4%
szulforodamin B oldattal 10 percig inkubaltuk a sejteket. A nem-kotodott festeket 1%
ecetsavval torténd mosasi 1épések soran tavolitottuk el, majd a kotott festéket 10 mM Tris
bazisban oldottuk fel és az abszorbanciat spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific)
segitsegével 540 nm-en detektéltuk (Fodor és mtsai, 2016).

4.5. Sejthalal vizsgélata

Az apoptotikus és a nekrotikus sejtek elkllonitése FITC Annexin V/Dead Cell
Apoptosis Kit (Invitrogen, V13242) segitsegével tortént. A sejteket 6 lyuku sejttenyésztd
edénybe szélesztettiik a kezelés el6tti napon, majd a kezelési id6 letelte utan centrifugaval
Osszegytjtottik és 5 pl FITC Annexin V=100 pg/ml propidium-jodid festékekkel jel6ltik
Oket 15 percen keresztiil. A fluoreszcenciat FACSCalibur™ dramlasi citométer (Becton
Dickinson Biosciences, San Jose, USA) segitségével detektaltuk, majd az adatokat BD
CellQuest Pro™ szoftverrel (Becton Dickinson Biosciences) értékeltik.

4.6. Konfokalis mikroszkopia

Mintaink konfokalis mikroszkoppal torténé elemzése soran Leica TCS SP8 konfokalis
mikroszkopot (Leica, Wetzlar, Németorszag) hasznaltunk LAS X szoftverrel (Leica). A
mikroszkopos képek kiértékelését ImageJ szoftverrel (National Institutes of Health) végeztik.
A sejtekben 1évé LC3 foltok szamat Yoshii és Mizushima szerint hataroztuk meg (Yoshii és
Mizushima, 2017). A mitokondriumok morfoldgiai elemzése sordn az ImageJ szoftver Mito-
Morphology makréjaval dolgoztunk, mely mérés sordn a sejt mitokondriélis tartalmét, a
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mitokondriumok kerlletét és cirkularitasat, illetve a form faktort hataroztuk meg. A form
faktor a mitokondridlis teriiletbdl és keriiletbdl szamolt mérdszam, mely legjobban jellemzi a
fragmentacio meértékét (Dagda és mtsai, 2009). A kolokalizacios vizsgalatokhoz a szoftver
EzColocalization plugin-jét hasznaltuk a Pearson-féle korrelaciés egyltthatét alkalmazva
(Stauffer és mtsai, 2018).

4.6.1. Mitokondriélis haldzat tanulméanyozasa

A mitokondriumok vizsgélatara MitoTracker™ Red CMXRos (Invitrogen, M7512)
fluoreszcens festéket alkalmaztunk, mely képes az organellumban akkumulalodni (Chazotte,
2011). A sejteket 24 lyuku tenyésztoedénybe kor alakl fed6lemezre szélesztettik, majd
méasnap az 4brafeliratban feltiintetett anyagokkal kezeltiik vagy siRNS-ekkel transzfektaltuk.
A kezelés/ transzfekcid letelte utan a sejteket 100 nM végkoncentraciéju MitoTracker™ Red
CMXRos festekkel jeldltik 20 percen keresztill, majd a lemezeket PBS-sel mostuk és 4%

paraformaldehiddel fixaltuk.

4.6.2. Savas pH-ju organellumok vizsgalata

A sejtekben talalhatd savas pH-val rendelkezé organellumok (lizoszomak,
autolizoszoméak) tanulmanyozéasara LysoTracker™ Deep Red (Invitrogen, L12492)
fluoreszcens festéket hasznaltunk, mely az organellumba vald bekeriilés utan protonalédva
halmozodik fel (Chikte és mtsai, 2014; Yoshii és Mizushima, 2017). A sejteket 24 lyuku
LysoTracker™ Deep Red festékkel jeloltiik 30 percen keresztiil. A jelolési id6 letelte utan a
sejteket mostuk PBS-sel, majd 4% paraformaldehiddel fixaltuk.

4.6.3. Immunfluoreszcencia

A sejteket 24 lyukt tenyésztdedénybe kor alaktl fedélemezre szélesztettiik, majd
masnap a feltintetett anyagokkal kezeltiik vagy siRNS-ekkel transzfektaltuk. A kezelés/
transzfekcio letelte utan a sejteket 4% paraformaldehiddel fixaltuk, majd 1% Triton X-100-
PBS oldattal permeabilizaltuk. Minden 1épés kozott a sejteket Ovatosan mostuk PBS-sel.

Ezutan a lemezeket 1% BSA-PBS oldattal blokkoltuk 1 6ran keresztiil, majd egy éjszakan at
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inkubaltuk a mintdkat az els6dleges antitesttel. Masnap a mintakhoz fluoroférral jel6lt

masodlagos antitestet adtunk és DAPI (Invitrogen, R37606) segitségével jeldltik a sejtmagot.

Az immunfluoreszcens kisérleteink sordn hasznalt elsédleges és masodlagos

antitesteket a 3. tdblazat tartalmazza.

Antitest Gyarto Kataldgusszam Higitas
LC3A/B Alexa Fluor . . ,
488 konjugalt Cell Signaling Technology 13082 1:50
TOMM20 Abcam ab56783 1:200

anti-egér 1gG Alexa

Fluor 546 konjugalt Thermo Fisher Scientific A-11003 1:1000

3. téblazat Immunfluoreszcens kisérleteink soran hasznalt elsddleges és masodlagos
antitestek

4.7. Tot&l RNS izolalas és RT-gPCR

A sejtekbdl total RNS-t TRIzol reagens (Invitrogen, 15596018) segitségével izolaltunk
a gyartd utasitasai szerint. RNS mintaink tisztasagat és mennyiségét NanoDrop™ 1000

spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific) ellendriztiik.

A reverz transzkripcid soran 2 g totdl RNS-t hasznaltunk és a reakciét High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA, 4368814)
alkalmazasaval hajtottuk végre.

A reverz transzkripcio soran nyert cDNS mintainkat tizszeresére higitva hasznaltuk fel
a qPCR reakcioban, mely soran qPCRBIO SyGreen Mix Lo-ROX-ot (PCR Biosystems Ltd,
London, Egyesult Kiralysag, PB20.11-05) hasznaltunk. A mérést LightCycler 480 Real-Time
PCR (Roche Applied Science, Basel, Svajc) késziilékkel végeztik. A vizsgalt gének

expresszidjat haztartasi genek (36B4 és ciklofilin) expresszidjanak atlagahoz viszonyitottuk.

A primerparok  szekvenciainak a tervezéséhez a Primer3  szoftvert
(https://primer3.ut.ee/) hasznaltuk, mig az ellendrzésiiket az OligoAnalyzer™ programmal
(https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) végeztik. A primerek specificitasanak
ellendrzése a BLASTN program segitségével (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) tortént.

A mérés soran hasznalt primerek szekvenciai a 4. tablazatban lathatok.
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Gén neve

Primerek

5’-CGTGATGCGTGCATCATTGA-3’

Cox17 5'-CATTCACAAAGTAGGCCACC-3’
oviC 5 TCCATCAGGGTATCCTCTCC-3’
y 5'-GGAGGCAAGCATAAGACTGG-3’
Brol 5. TCGAGTCCCCATTCATTGCAGT-3’
P 5-GAAGAAGGTCCCTGCCCACTAG-3’
Fiel 5'-CTGGACTCATTGGACTGGCTGT-3’
5 AGAGGTAGACTACAGGGGTGCA-3’
- 5'-GGTCCTGCAATCACTCTGTCCT-3"
5'-CCCATTTCACCCCTTCAGACCT-3’
M 5'-GTGATCAGGTTCAGCGTCCTCT-3’
5. CCACTCCTCCGACCACAAGAAT-3’
Ndufa2 5'-GCACACATTTCCCCACACTG-3’
5'-CCCAACCTGCCCATTCTGAT-3’
NdUfh3 5 TACCACAAACGCAGCAAACC-3’
5 AAGGGACGCCATTAGAAACG-3’
NdUfDS 5. CTTCGAACTTCCTGCTCCTT-3
5'-GGCCCTGAAAAGAACTACG-3’
Noxd 5'-GCAGATTTACTCTGTGTGTTGCAT-3’
5 - TCCCATCTGTTTGACTGAGGT-3’
O0al 5 ATTGTGTGCTCTCAGTCAGGCT-3’
P 5 ACCTTTCCCTGACGCCTAGTTC-3’
barkin 5 AAATGCATCTGGAGGGGACGAA-3’
5 -TAACTGGACCTCTGGCTGCTTC-3’
Daro.1 5'-GGAGCTGCTCATCTTCAACC-3’
P 5'-GCAGTGACATCCCCAGTACA-3’
Dar0.2 5'-GGAAGGCGAGTGCTAAATGAA-3’
P 5 AAGGTCTTCACAGAGTCTCGATTG-3’
Darn.3 5'-CCTGCTGATAATCGGGTCAT-3’
P 5 TTGTTGTTGTTGCCGATGTT-3"
ikl 5'-GGGAAGAACAGCCTTGAACAGC-3’
5'-GCAAAGTTCAGTGTTGGCCTCA-3’
sirtt 5 TGTGAAGTTACTGCAGGAGTGTAAA-3’
5'-GCATAGATACCGTCTCTTGATCTGAA-3’
Ciklofilin 5'-TGGAGAGCACCAAGACAGACA-3’
5 -TGCCGGAGTCGACAATGAT-3’
2684 5 AGATTCGGGATATGCTGTTGG-3’

5’-AAAGCCTGGAAGAAGGAGGTC-3’

4. tablazat A RT-gPCR analizishez hasznalt primerparok szekvenciai
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4.8. Cellularis ATP koncentracio meghatarozasa

A cellularis ATP szint meghatarozasat fluorimetrids méréssel ATP Assay Kit (Sigma-
Aldrich, MAK190) segitségével végeztiik. A sejteket 6 lyuku sejttenyészté edényben
ndvesztettik, majd a feltintetett anyagokkal kezeltik. A kezelési id6 utan a sejteket
centrifugalassal 6sszegytijtottiik, ATP Assay Buffer-ben lizaltuk és a fluoreszcenciat 96 lyukd
feketefalu tenyésztéedényben detektaltuk Spark 20M fluoriméter (Tecan Life Sciences,
Mannedorf, Svajc) segitségével. A mért fluoreszcencia alapjan meghataroztuk mintaink ATP
tartalmat, melyet a fehérjetartalomra normalizéaltunk, majd a normalizalt értékeket abrézoltuk.

4.9. SDS-PAGE és Western blot

A sejteket eldszor PBS-el mostuk, centrifugalassal Osszegytjtottiik, majd lizis
pufferben (50 mM Tris, pH 8, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,5% dezoxikolsav, 0,1%
SDS, 1 mM EDTA, 1 mM Na3zVO,4, 1 mM NaF, 1 mM PMSF, proteaz gatlo koktél) lizaltuk.
Mintaink fehérjetartalmat Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)
alkalmazasaval hataroztuk meg, majd 2-merkaptoetanollal és 5xSDS mintapufferrel (310 mM
Tris-HCI, pH 6,8, 50% glicerin, 10% SDS, 100 mM DTT, 0,01% brémfenolkék) 10 perc alatt
100°C-on felfoztiik oket.

Fehérjemintainkat 8% poliakrilamid gélen méret szerint elvalasztottuk, majd
nitrocelluléz membranra transzferdltuk. A membranokat 5% BSA-TBStyeen Oldattal 1 déran
keresztiil blokkoltuk, ezt kdvetden az elsddleges antitesttel jeloltiik egy éjszakén keresztil.
Masnap a TBStyeen oldattal torténé mosasi 1épések utan az elsédleges antitestre specifikus
peroxiddz-konjugalt masodlagos antitesttel inkubaltuk a membranokat, majd
kemilumineszcens reakcidval lathatova tettiik a savokat ChemiDoc™ Touch rendszer (Bio-
Rad, Hercules, USA) segitségével. A savok intenzitasat ImageJ szoftverrel hatroztuk meg,

majd statisztikai modszerekkel értékeltuk ki.

A Western blot kisérleteink soran alkalmazott elsédleges ¢s masodlagos antitestek

listajat az 5. tablazat tartalmazza.
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Alkalmazott

Antitest Gyarto Katalogusszam higitas
Akt Cell Signaling 9272 1:1000
Technology
AMPKq Cell Signaling 5832 1:1000
Technology
INOS Novus Biologicals NB300-605 1:1000
LC3A/B Cell Signaling 12741 1:1000
Technology
NTyr Millipore 06-284 1:1000
OPAL Thermo Fisher MAS-16149 1:1000
Scientific
Parkin Thermo Fisher PAS-13399 1:1000
Scientific
PARP1 Cell Signaling 9532 1:2000
Technology
PARP2 Enzo Life Sciences ALX-210-899 1:2000
PARP3 Novus Biologicals NBP1-31415 1:1000
PAR Sigma-Aldrich MABC547 1:1000
Foszfo-Akt (Serd73) Cell Signaling 4060 1:1000
Technology
Foszfo-AMPKa. (Thr172) Cell Signaling 2535 1:1000
Technology
Foszfo-p70 S6 Kinaz Cell Signaling _
(Thr389) Technology 9205 1:1000
PINK1 Novus Biologicals BC100-494 1:1000
SIRT1 Millipore 07-131 1:1000
S6 Kinéz Sigma-Aldrich SAB4502691 1:1000
4HNE Abcam ab46545 1:1000
Anti-eger 19G HRP- Sigma-Aldrich AQ044 1:2000
konjugalt
Antl-nyul' Ig@ HRP- Cell Signaling 2074 1:2000
konjugalt Technology
Anti-p-aktin-Peroxidaz Sigma-Aldrich A3854 1:20000

5. tablazat Western blot kisérleteink soran hasznalt elsodleges és masodlagos antitestek
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4.10. Szuperoxid-termelés mérése

A sejtek szuperoxid-termelését hidroetidin (HE) (Sigma-Aldrich, D7008) festéssel
hataroztuk meg, mely a citoszélban valé oxidalodasa utan képes interkalalddni a sejtmagi
DNS-be. A mérés eldtti napon a sejteket 6 lyuku tenyésztdedénybe szélesztettilk, majd a
kdvetkez6 napon a sejteket centrifugaval 6sszegytijtottiik és 2,5 uM hidroetidinnel jel6ltiik 30
percen keresztil. A fluoreszcenciat FACSCalibur™ aramlasi citométerrel (Becton Dickinson
Biosciences) detektaltuk, mig az adatokat BD CellQuest Pro™ szoftverrel (Becton Dickinson
Biosciences) elemeztik ki (Hegedus és mtsai, 2021).

4.11. A lipidperoxidaci6 vizsgélata

A lipidperoxidacié mértékét a melondialdehiddel reagéalé tiobarbitursav
mennyiségének képzodésével, illetve a 4HNE-mddositott fehérjék Western blot mddszerrel
torténd vizsgalataval hatdroztuk meg, hasonldéan, mint Kovacs és munkatarsai (Kovacs és
mtsai, 2019). A TBARS méréshez a sejteket 75 cm*es sejttenyésztd flaskakba szélesztettiik,
majd masnap PBS-sel mostuk és centrifugalassal 6sszegyiijtottiik oket. A sejtpellethez 8,1%
SDS-t, 20% ecetsavat, 0,8% tiobarbitursavat (Sigma-Aldrich, T5500) és desztillalt vizet
tartalmazé oldatot adtunk és 1 oran keresztiil 95°C-on melegitettiik 6ket. Ezutan a mintakat
lehtitottiik, centrifugaltuk, majd a feliiliszo abszorbanciajat spektrofotométerrel (Thermo
Fisher Scientific) 530 nm-en lemértik. A lipidperoxidaci6 mértékét a sejtszamra

normalizaltuk és ezeket a normalizéalt értékeket abrazoltuk.

4.12. Az oxigénfogyasztds meghatarozasa

A sejtek oxigénfogyasztasat Seahorse XF96 Flux Analyzer oximéterrel (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA) hataroztuk meg. A sejteket a probahoz tervezett 96 lyuku
tenyésztdedényekbe szélesztettiik €s a megfeleld anyagokkal kezeltiik. A mérés soran eldszor
az oxigénfogyasztéds alapértékét rogzitettik, majd 50 uM etomoxir (Sigma-Aldrich, E1905)
hozzéadésa utan a szabad zsirsav oxidécidt hataroztuk meg. A kapott adatokat BCA méréssel

torténd fehérjetartalomra normalizéltuk €és abrazoltuk.
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4.13. Elektronmikroszképia

Vizsgalataink soran a scPARP2 és shPARP2 C2C12, valamint a scPARP2 és
shPARP2 HepG2 sejtek ultrastruktdrajat tanulmanyoztuk elektronmikroszkdppal.

A sejteket eldszor centrifugalassal 0sszegytjtottiik, majd 3% glutaraldehiddel fixaltuk,
mely 0,1 M kakodilat pufferben volt oldva és 5% szachardzt tartalmazott. Kakodilat pufferrel
torténd mosasi 1épés utan a mintainkat poszt-fixaltuk 1% ozmium-tetroxiddal, majd felszalld
alkoholsorban dehidraltuk Oket és a preparatumot Durcupan™ ACM miigyantaba (Sigma-
Aldrich) agyaztuk. Ultravékony szeleteket készitettink Leica Ultracut UCT ultramikrotom
(Leica) segitségevel, majd a metszeteket formvar hartyaval bevont mikrorostélyokra
helyeztilk és uranil-acetattal, illetve Reynolds-féle élom-citrattal jeloltik. A metszeteket

JEOL 1010 transzmisszios elektronmikroszkoppal (JEOL, Tokid, Japan) vizsgaltuk.

Az elektronmikroszkopos képek kiértékelése soran ImageJ szoftvert hasznéltunk és

minden csoportbdl minimum 45 sejtet elemeztink ki.

414, Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai Kiértékelése soran Prism szoftvert (GraphPad Software, San
Diego, USA) hasznaltunk. A statisztikai analizist az adatok normalitasvizsgalataval kezdtik.
Két csoport statisztikai 0sszehasonlitasanal kétmintas t-prébat alkalmaztunk. Tobb csoport
Osszehasonlitasanal egyutas ANOVA statisztikai tesztet hasznaltunk, melyet az 0sszes
lehetséges kombinacio dsszehasonlitasanal Tukey-féle poszt-hoc teszt, mig egy valasztott

csoporthoz valo hasonlitas soran Dunnett-féle poszt-hoc teszt kdvetett.

Az adatokat atlag * SEM formdjaban adtuk meg. A Kkisérletek bioldgiai
replikaciojanak szamat az abrafeliratokban n szammal jel6ltiik. A szignifikancia szintjét (p
érték) minden esetben feltiintettilk az abrafeliratban.
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V. Eredmények

5.1. A modell sejtvonalak validalasa

Kiserleteink soran C2C12 egér mioblaszt és HepG2 human hepatokarcindma sejteket
hasznaltunk, melyekben munkacsoportunk korabban elvégezte a PARP-2 gén csendesitését
shRNS technikaval (Bai és mtsai, 2011; Szanto és mtsai, 2014). Az igy létrehozott PARP-2
csendesitett sejteket shPARP2-ként, mig a nem-specifikus szekvenciat tartalmazé kontroll
sejteket sSCPARP2-ként jeloltiik. A csendesités meglétét mRNS- és fehérjeszinten RT-qPCR és
Western blot technikékkal ellenériztiik (9. dbra).
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9. dbra A kisérleteink soran hasznalt modell sejtvonalak validalasa

A PARP-2 mRNS- ¢és fehérjeszintili expresszidjat a SCPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtek (A), illetve a
SCPARP2 és shPARP2 HepG2 sejtek (B) esetén RT-gPCR (n=3) és Western blot (n=3) modszerekkel
hataroztuk meg. Az abran reprezentativ Western blot képek, illetve 3 fiiggetlen kisérletbdl szarmazo
denzitometrias Kiértékelésuk lathatok. Az adatok atlag + SEM formaban vannak feltiintetve. A
statisztikai szignifikanciat kétmintas t-prébéaval hataroztuk meg. A *** statisztikai szignifikanciat jelez
a SCPARP2 és shPARP2 sejtek kozétt, ahol p<0,001.



5.2. A PARP-2 csendesités gatolja az autofagiat
5.2.1. A PARP-2 csendesités gatolja az autofagiat immortalizalt mioblaszt sejtekben

Az egyik legfontosabb intracelluléris degradald folyamat, az autofagia és a PARP-2
kapcsolata eddig felderitetlen teriilet, igy munkank els6 felében ezen kapcsolat feltérképezését
tliztiik ki célul.

A kontroll és PARP-2 csendesitett C2C12 mioblaszt sejteket eldszor
elektronmikroszkopos technikaval tanulmanyoztuk, mely sordn a sejtek ultrastruktirajat
vizsgaltuk (Eskelinen és mtsai, 2011; Yoshii és Mizushima, 2017). Az elektronmikroszk6ppal
készllt felvételeket elemezve azt tapasztaltuk, hogy a PARP-2 csendesitett sejtekben
citoszolikus elektrondenz struktdrak jelennek meg, mely struktdrakat az autofagiaban jartas

kutatok késoéi autofag vezikulumoknak vélemeényeztek (10. dbra).
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10. &bra Elektrondenz struktirdk megjelenése PARP-2 csendesitett sejtekben

A scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejteket elektronmikroszkoppal (n=1, vizsgalt sejtszdm: 50/50)
tanulméanyoztuk. Az abrén reprezentativ elektronmikroszkoppal készult felvételek, illetve a hozza
tarsulo kiértékelés lathatd. A piros nyilak és a kiemelt terlilet elektrondenz struktirakat szemléltetnek
PARP-2 csendesitett sejtekben. A citoszolikus elektrondenz struktirdkat megszamoltuk, majd
abrazoltuk. Az adatok atlag + SD formaban vannak feltlintetve. A statisztikai szignifikanciat kétmintas
t-prébaval hataroztuk meg. A *** statisztikai szignifikanciat jelez a SCPARP2 és shPARP2 C2C12
sejtek kozott, ahol p<0,001.

Annak érdekében, hogy megerdsitsiik, hogy az elektronmikroszkopos felvételeken
latott elektrondenz strukturak autofag természetiiek, tanulmanyoztuk egy jol ismert és széles
kdrben alkalmazott autofagia marker, a LC3 fehérje expressziojat (Klionsky és mtsai, 2016).
A LC3 fehérje az ubiquitin-szerti konjugacios rendszer tagjaként hozzajarul az autofagoszéma
kialakuldsdhoz, a fagofor mellett az autofagoszoma lizoszomaval torténé fhzidja utan
kialakuld autolizoszdma membranjanak felszinen is megtalalhaté (Tanida és mtsai, 2008;
Yoshii és Mizushima, 2017). A LC3 expressziojat eloszor a SCPARP2 és shPARP2 C2C12
sejtekben vizsgaltuk Western blot (11. abra A) és immunfluoreszcens technikaval (11. abra
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B). Fokozott LC3 expressziot detektaltunk a PARP-2 csendesitett sejtekben a kontroll
sejtekhez viszonyitva, emellett az immunfluoreszcens felvételeken a LC3-pozitiv
vezikulumok szamaban emelkedést tapasztaltunk. A LC3 expressziobeli pozitiv valtozasa
foként a lipidalt, autofag-membran asszocialt, LC3-1I forméat érintette. A LC3-pozitiv

vezikulumok szdmaénak emelkedése az autofdgia emelkedett aktivitasara utal PARP-2

A SoQv " _ - B scPARP2 shPARP2 N scPARP2
& & =R = [ shPARP2
QY. QV' N 15 = ® g 15=
£ 2.3 2.5
N N E -
>0 22
LC3A/B-II 5 %% 054 % %% 054
g od 2 od
LC3A/B LC3A/B-I 2 i
—_ ek —_ * ©
£ 154 3 154 £
o N v = T 5g 15
= @ To® f
BRE 4] 2HE 4 < 5t
2 § 8 2 % g a 20
22 z 2 o}
8 25 051 & 25 o5 2®
[T =] [T =
¢ = 2 £ o
s ol g ol

LC3A/B-II LC3A/B-II/LC3A/B-I
arany

EGYESITETT

11. &bra A PARP-2 hianya fokozza a LC3 expressziot

A LC3 fehérjeszintii expressziojat a SCPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben Western blot technikaval
(n=3) (A), illetve immunfluoreszcencidval (n=3) (B) tanulmanyoztuk. A LC3-pozitiv vezikulumokat
Alexa Fluor 488-konjugalt LC3 antitesttel, mig a sejtmagokat DAPI festéssel tettiik lathatova. Az
abran reprezentativ. Western blot képek és konfokalis mikroszkoppal készilt immunfluoreszcens
felvételek, illetve 3 fiiggetlen kisérletb6l szarmazé kiértékelésiik lathatok. Az adatok atlag + SEM
forméaban vannak feltlintetve. A statisztikai szignifikanciat kétmintas t-probaval hataroztuk meg. A *,
** gg *** statisztikai szignifikanciat jelez a SCPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtek kozott, ahol p<0,05,
p<0,01, illetve p<0,001.

Az el6z6 eredmények alatamasztasanak céljabdl a LC3 expressziot olyan C2C12
sejtekben is vizsgaltuk, melyekben tranziensen csendesitettik a PARP-2 gént. Minden
tranziens transzfekciot kovetden ellendriztiik a csendesités sikerességét a PARP-2
fehérjeszintli expresszidjanak Western blot technikaval térténé tanulmanyozasaval (12. abra
A). A PARP-2 tranziensen csendesitett sejtvonalban, a stabil sejtvonalhoz hasonléan, fokozott
LC3 expresszidt detektaltunk Western blot médszerral, valamint a LC3-pozitiv vezikulumok
szdmaban is emelkedést tapasztaltunk az immunfluoreszcencias kisérleteink soran (12. abra
A-B).
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12. dbra A PARP-2 tranziens csendesitése serkenti a LC3 expressziot

A C2C12 sejtekben a PARP-2 tranziens csendesitése soran kétféle, a PARP-2 génre specifikus sSiRNS-
t (SIPARP2 #1 és #2), negativ kontroll siRNS-t (NEG) és transzfektéalatlan kontroll sejteket (CTL)
hasznéltunk, majd a PARP-2 fehérjeszintli expresszidjat Western blot technikaval (n=3) (A)
ellendriztilk. Ugyanezen sejtekben a LC3 fehérjeszintli expressziojat Western blot (n=3) segitsegével
(A), illetve immunfluoreszcenciaval (n=3) (B) vizsgaltuk. A LC3-pozitiv vezikulumokat Alexa Fluor
488-konjugalt LC3 antitesttel, mig a sejtmagokat DAPI festéssel tettik lathatova. Az abran
reprezentativ Western blot képek és konfokalis mikroszkoppal késziilt immunfluoreszcens felvételek,
illetve 3 fliggetlen kisérletb6l szarmazé kiértékelésiik lathatok. Az adatok atlag + SEM forméaban
vannak feltlintetve. A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel hataroztuk meg, mely soran
Dunnett-féle poszt-hoc tesztet alkalmaztunk. A *, ** és *** statisztikai szignifikanciat jelez a negativ
kontroll és a jel6lt mintacsoport kdz6tt, ahol p<0,05, p<0,01, illetve p<0,001.
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Az autofagia folyamatanak konfokalis mikroszkoppal torténd tanulmanyozasanak
kovetkezo 1épéseként LysoTracker Deep Red fluoreszcens festékkel jeloltiik a sejteket, mely
festék a sejtekben talalhatd savas pH-ju organellumokban (lizoszoma, autolizoszoma)
akkumulalodik, igy jelolve azokat (Yoshii és Mizushima, 2017). A konfokéalis mikroszkoppal
készilt felvételek kiértékelése folyaman emelkedést figyeltink meg a LysoTracker-pozitiv
organellumok szamaban a PARP-2 csendesitett sejtekben (13. abra), mely a megndvekedett

LC3 expresszioval 6sszhangban ugyancsak az autofagia fokozott aktivitasara utal PARP-2
hidnyaban.
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13. &bra A PARP-2 hiany noveli a savas pH-ju organellumok szamat

A savas pH-ju organellumok jelenlétét a SCPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben LysoTracker Deep
Red fluoreszcens festékkel (n=3) tanulmanyoztuk. Az abran reprezentativ konfokéalis mikroszkoppal
késziilt felvételek, illetve 3 fiiggetlen kisérletbdl szarmazo kiértékelésiik lathatok. Az adatok atlag +
SEM forméaban vannak feltiintetve. A statisztikai szignifikanciat kétmintas t-probaval hataroztuk meg.
A *** statisztikai szignifikanciat jelez a SCPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtek kdzott, ahol p<0,001.
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A kovetkezé kisérletben azt tanulmanyoztuk, hogy a scPARP2 és shPARP2 C2C12
sejtek hogyan reagalnak ismert, autofagiat médositani képes anyagokkal torténé kezelésre,
esetleg eltéré valtozasok tapasztalhatok-e a LC3 expressziojaban a kontroll, illetve a PARP-2
csendesitett sejtvonalban. A kisérlet sordn chloroquine-nel kezeltilk, illetve szérum-éheztettiik
a sejteket, majd immunfluoreszcenciaval vizsgaltuk a LC3-pozitiv vezikulumok szamanak
valtozasat. Tanulmanyozva a konfokalis mikroszképpal keszult felvételeket megfigyeltik,
hogy mind a chloroquine kezelés, mind a szérum-éheztetés fokozta a LC3 expressziot a
kontroll és a PARP-2 csendesitett sejtekben is. A LC3-pozitiv vezikulumok szama mindkét
kezelés hatdsara azonos szintet ért el a kontroll és a PARP-2 csendesitett sejtek esetén is, a
PARP-2 hidnyaban megfigyelhet6 expressziobeli novekedés eltiint (14. abra). Ez azt sugallja,
hogy a kezeletlen sejtekben zajlé autofagia PARP-2 csendesiteés hatdsara zavart szenved és
elakad.
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14. &bra A chloroquine kezelés és a szérum-eheztetés ndveli a LC3-pozitiv vezikulumok
szamat kontroll és PARP-2 csendesitett sejtekben

A scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejteket 2 dran keresztiil 25 uM chloroquine-nel kezeltik vagy 12
oran at szérum-éheztettiik, majd a LC3 expresszidjat immunfluoreszcenciaval (n=3) vizsgaltuk. A
LC3-pozitiv vezikulumokat Alexa Fluor 488-konjugélt LC3 antitesttel, mig a sejtmagokat DAPI
festéssel tettiik lathatova. Az &bran reprezentativ konfokalis mikroszkdppal készilt felvételek, illetve 3
fliggetlen kisérletb6l szarmazd kiértékelésiik lathatok. Az adatok atlag + SEM forméban vannak
feltiintetve. A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel hataroztuk meg, mely soran Tukey-
féle poszt-hoc tesztet alkalmaztunk. A *** statisztikai szignifikanciat jelez a scPARP2 és shPARP2
C2C12 sejtek kozott, ahol p<0,001. A ## és ### statisztikai szignifikanciat jelol a kontroll és a kezelt
mintacsoportok k6zott, ahol p<0,01, illetve p<0,001.

5.2.2. A PARP-2 hiény hatdsdara az autofdagiaban fellépd zavar az AMPK gatlasatol és a

=z

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a sejtek f6 energiaszenzorai, a mTOR kinaz
komplexek eés az AMPK, melyek a sejtek energiaellatottsagat monitorozzak, hogyan
valtoznak PARP-2 hianyaban. Western blot mddszerrel végzett kisérleteink alapjan az AMPK
expresszidja nem, de foszforilaltsagi allapota mérséklédott PARP-2 hidnyaban. Vizsgaltuk a
MTORC1 és mTORC2 komplexek aktivitasat az altaluk szabalyozott fehérjék (p70 S6 kinaz
és Akt) expresszidjan és foszforilaltsagi allapotan keresztil. A p70 S6 kinaz foszforilaltsagat
tanulmanyozva a mTORC1 aktivitasaban nem detektaltunk véaltozast a shPARP2 C2C12

sejtekben, mig az Akt kindz foszforilaltsdga azt mutatta, hogy a mTORC2 komplex aktivitasa
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enyhén csokkent (15. &bra). Ezen eredmények megerdsitik azon megallapitasunkat, hogy
PARP-2 hianyaban megvaltozik a sejtek energiaérzékelése, mely valtozas hatassal lehet az
autofagiara is.
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15. dbra A PARP-2 hianya modositja a sejtek energiaérzekelését

A scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben az AMPK, a p70 S6 kindz és az Akt fehérjeszinti
expressziojat és foszforilaltsagi allapotat Western blot technikval (n=3) tanulmanyoztuk. Az abréan
reprezentativ Western blot képek, illetve 3 fiiggetlen kisérletb6l szarmazo denzitometrias kiértékelésiik
lathatdk. Az adatok atlag + SEM forméban vannak feltlintetve. A statisztikai szignifikanciat kétmintas

t-prébaval hataroztuk meg. A ** statisztikai szignifikanciat jelez a scPARP2 és shPARP2 C2C12
sejtek kozott, ahol p<0,01.
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A scPARP2 ¢és shPARP2 C2CI12 sejteket az elobb emlitett energiaszenzorok
farmakoldgiai modulatoraival kezelve azt tanulmanyoztuk, hogy ezen modulatorok képesek-e
valamilyen mddon befolyasolni a PARP-2 csendesités hatasara megjelené emelkedett LC3
expresszidt. Ennek érdekében AICAR-ral, rapamycinnel, olaparibbal és NR-dal kezeltik a
kontroll és a PARP-2 csendesitett mioblaszt sejteket, majd vizsgaltuk a LC3 expresszid
valtozésait. Az AICAR, mely egy AMPK aktivator, csokkentette a LC3-pozitiv vezikulumuk
szamat a PARP-2 csendesitett sejtekben a kezeletlen sejtekhez viszonyitva, mig a mTORC1
inhibitorral, rapamycinnel torténé kezelés hatasara a LC3 expresszioban novekedést
tapasztaltunk a kontroll sejtekben, azonban a PARP-2 csendesitett sejtekben megjelend
fokozott LC3 expressziora nem volt hatdssal. Az olaparib, mint PARP inhibitor, és a
nikotinamid-ribozid (NR), mint NAD" prekurzor, kezelés hatasara mérséklédést figyeltiink
meg a LC3-pozitiv vezikulumok szaméban, azonban a PARP-2 csendesitésben megfigyelt
megndvekedett LC3 szintet az alapallapotra (kontroll, kezeletlen sejtek) egyik szer sem tudta
lecsokkenteni (16. 4bra).
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16. &bra Az energiaszenzorok farmakoldgiai modulalasa hatassal van a LC3-pozitiv
vezikulumok szdméra

A scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejteket 24 oran keresztil 1 mM AICAR-ral, 20 nM rapamycinnel
(rapa), 1 uM olaparibbal (olap) vagy 500 pM nikotinamid-riboziddal (NR) kezeltiik, majd a LC3
expressziojat immunfluoreszcencidval (n=3) vizsgaltuk. A LC3-pozitiv vezikulumokat Alexa Fluor
488-konjugélt LC3 antitesttel, mig a sejtmagokat DAPI festéssel tettlik lathatovd. Az 4&bran
reprezentativ konfokalis mikroszkdppal készult felvételek, illetve 3 fiiggetlen kisérletbél szarmazo
kiértékelésuk lathatok. Az adatok atlag + SEM formaban vannak feltlintetve. A statisztikai
szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel hataroztuk meg, mely soran Tukey- vagy Dunnett-féle poszt-
hoc tesztet alkalmaztunk. A * és *** statisztikai szignifikanciat jelez a jeldlt mintacsoportok kozott,
ahol p<0,05, illetve p<0,001. A ## és ### statisztikai szignifikanciat jelol a kontroll és a kezelt
mintacsoportok kdzott, ahol p<0,01, illetve p<0,001.

Munkacsoportunk korébban kimutatta, hogy a PARP-2 enzim a SIRT1 prométerének
represszora, igy PARP-2 csendesitésben emelkedett SIRT1 expresszio és aktivitas figyelhetd
meg (Bai es mtsai, 2011). Kovetkez6 vizsgalatunk soran arra kerestiik a valaszt, hogy a
PARP-2 csendesités utdn megfigyelhet6 SIRT1 expresszio- és aktivitasbeli ndvekedés
osszefuiggésben all-e az altalunk PARP-2 hianyaban tapasztalt fokozott LC3 expresszidval. A
SIRT1 autofagidban betoltott szerepét kordbban mar szamos alkalommal leirtak (Jang és
mtsai, 2012; Ng és Tang, 2013). A SIRT1 farmakoldgiai aktivalasara rezveratrolt, mig
gatlasara EX-527-et hasznaltunk (Gertz és mtsai, 2013; Hubbard és Sinclair, 2014) és
vizsgaltuk a LC3 expressziot scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben. Vizsgalataink alapjan
a rezveratrol mindkét sejtvonal esetében emelte, mig a SIRT1 EX-527-tel torténd gatlasa
csokkentette a PARP-2 csendesités soran tapasztalt emelkedett LC3-pozitiv vezikulumok

szdmét (17. abra).
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17. abra A PARP-2 hianyban megjelend SIRT1 aktivacio az autofigia f6 reguldtora

A scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejteket 24 6ran keresztiil 50 uM rezveratrollal vagy 25 uM EX-527-
tel kezeltik, majd a LC3 expresszidjat immunfluoreszcenciaval (n=3) vizsgaltuk. A LC3-pozitiv
vezikulumokat Alexa Fluor 488-konjugalt LC3 antitesttel, mig a sejtmagokat DAPI festéssel tettlik
lathatova. Az abran reprezentativ konfokalis mikroszkoppal készilt felvételek, illetve 3 fliggetlen
kisérletb6l szarmazo kiértékelésiik lathatok. Az adatok atlag + SEM formaban vannak feltiintetve. A
statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel hataroztuk meg, mely soran Tukey-féle poszt-hoc
tesztet alkalmaztunk. A *** statisztikai szignifikanciat jelez a sScPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtek
kozott, ahol p<0,001. A # és ### statisztikai szignifikanciat jeldl a kontroll és a kezelt mintacsoportok
kozott, ahol p<0,05, illetve p<0,001.

A farmakologiai gatlas soran bekovetkezd valtozasok megerésitésenek érdekében a
SIRT1 enzimet tranziensen, siRNS-el csendesitettik sSCPARP2 és sShPARP2 C2C12 sejtekben,
melynek hatékonysagat Western blot technikaval ellenériztik (18. abra A). A SIRT1
tranziens csendesitése utan a LC3-pozitiv vezikulumok szdmaban, hasonldan a farmakol6giai
gatloszernél, az EX-527-nél tapasztaltakkal, mérséklddést figyeltiink meg (18. abra B). Ezen
eredmenyek arra utalnak, hogy a PARP-2 csendesités soran bekovetkezé megndvekedett

SIRT1 aktivitas pozitivan befolyasolja az autofagiat.

57



A scPARP2 shPARP2

[} Q
e =
siRNS siRNS % %‘
« 2
CTL NEG SIRT1 CTL NEG SIRT1 - B E
o
roc
| o g e — | sirT1 5§E
xX =
) ; o g I scPARP2
[ —— ] ©-aktin £ 5, T oonin
= S|SIRT1
B negativ negativ

kontroll kontroll SiSIRT1 kontroll kontroll SiSIRT1

scPARP2
DAPI

shPARP2
DAPI

EGYESITETT
i EGYESITETT

LC3 foltok szama
5e1tenkent

o

siSIRT1

18. dbra A SIRT1 csendesités redukalja a LC3-pozitiv vezikulumok szamat

(A) A scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben tranziens transzfekcidval csendesitettiik a SIRT1-et,
mely soran a SIRT1 génre specifikus siRNS-t (SiSIRT1), negativ kontroll siRNS-t (NEG), illetve
transzfektalatlan kontroll sejteket (CTL) hasznaltunk, majd a SIRT1 fehérjeszintii expressziojat
Western blot technikdval (n=3) ellenériztik. (B) Ugyanezen sejtekben a LC3 expresszidjat
immunfluoreszcenciaval (n=3) tanulmanyoztuk. A LC3-pozitiv vezikulumokat Alexa Fluor 488-
konjugalt LC3 antitesttel, mig a sejtmagokat DAPI festéssel tettik lathatova. Az abran reprezentativ
Western blot képek és konfokalis mikroszkoppal készilt immunfluoreszcens felvételek, illetve 3
fliggetlen kisérletbdl szarmazd kiértékelésiik lathatok. Az adatok atlag + SEM forméban vannak
feltiintetve. A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel hataroztuk meg, mely soran Tukey-
féle poszt-hoc tesztet alkalmaztunk. A *** statisztikai szignifikanciat jelez a sScPARP2 és shPARP2
C2C12 sejtek kozott, ahol p<0,001. A # és ### statisztikai szignifikanciat jel6l a negativ kontroll és a
transzfektalt mintacsoport kézott, ahol p<0,05, illetve p<0,001.

5.2.3. A PARP-2 hiany noveli a LC3-pozitiv vezikulumok szamat primer sejtek esetén is

El6z6 kisérleti eredményeink igazoldsénak céljabol egér primer MEF sejtekben is

tanulméanyoztuk a LC3 fehérje expressziojat immunfluoreszcens technikaval. A kisérlet soran
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egy PARP-2** egérbdl szarmazo primer sejtvonalat hasonlitottunk dssze 5 kiillonbozé PARP-
2 knockout egérb8l (PARP-2") szarmazé primer sejtvonallal (PARP27 #1, #2, #3, #4, #5)
(Bai és mtsai, 2007). A konfokalis mikroszkdppal készilt felvételek kiértékelése soran a LC3-
pozitiv vezikulumok szaméaban emelkedést mutattunk ki a PARP-2"" egerekbél izolalt MEF
sejtekben a PARP-2"* egérbél szarmazd MEF-hez viszonyitva (19. &bra), mely 6sszhangban
van az immortalizalt C2C12 sejtek esetén tapasztaltakkal. Ezen eredmény azt sugallja, hogy
az autofagia aktivitdsa PARP-2 hianyaban fokozddik, ugyanakkor arra is kovetkeztetni enged,
hogy a LC3 expressziobeli valtozasa nem az immortalizacio, hanem a PARP-2 gén hianyanak

a kovetkezménye.
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19. &bra A PARP-2 hianya primer sejtek esetén is befolyasolja a LC3 expressziot

A primer MEF sejtekben a LC3 expresszidjat immunfluoreszcenciaval (n=3) tanulmanyoztuk. A LC3-
pozitiv vezikulumokat Alexa Fluor 488-konjugalt LC3 antitesttel, mig a sejtmagokat DAPI festéssel
tettlk lathatova. Az abran reprezentativ konfokélis mikroszkoppal késziilt felvételek, illetve 3
fiiggetlen kisérletb6l szarmazo kiértékeléstik lathatok. Az adatok atlag £+ SEM formaban vannak
feltlintetve. A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel hataroztuk meg, mely sorén
Dunnett-féle poszt-hoc tesztet alkalmaztunk. A *** statisztikai szignifikanciat jelez a jelolt
mintacsoportok kdzott, ahol p<0,001.



5.2.4. A PARP-2 aktivitasa szerepet jatszik az autofagiaban

Végul arra kerestik a valaszt, hogy a PARP-2 farmakoldgiai gatlasa milyen hatassal
van az el6zdleg vizsgalt energiaszenzorok expressziojara és foszforilaltsagi allapotara. Ezért
PARP inhibitorokkal, olaparibbal és PJ34-el kezelt sScPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben
tanulmanyoztuk a mTOR rendszer ket komplexének és az AMPK-nak az aktivitasat Western
blot modszerrel. Fontos megemliteni, hogy a két PARP inhibitor nem szelektiv egy adott
PARP enzimre, vagyis a PARP-1-et es a PARP-2-t is gatoljak mikodésiik soran. A
gatloszerekkel torténd kezelés utdn az AMPK foszforilacidjaban csokkenést tapasztaltunk
mind a kontroll, mind a PARP-2 csendesitett sejtvonalban (20. abra A). A p70 S6 kinaz
foszforilaltsagat vizsgalva a mTORCL aktivitasaban novekedést figyeltink meg a scPARP2
C2C12 sejtekben, mig a PARP-gatlas mTORC1 aktivitasbeli csokkenést eredményezett a
PARP-2 csendesitett sejtekben (20. bra B). Emellett a PARP aktivitds gatlasa csokkentette
az Akt kinaz foszforilaltsagat a kontroll sejtekben, azonban a PARP-2 csendesitett sejtekben
nem volt hatassal (20. abra C). Ezen eredmények megerdésitették azt a hipotézisunket, hogy a

PARP-2 aktivitasanak csokkenése hatassal van a sejtek energiaérzékelésére.
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20. abra A PARP-2 aktivitasa befolyasolja a sejtek energiaérzékelését

A scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejteket 24 éran keresztiil 1 uM olaparibbal (olap) vagy 3 uM PJ34-
el kezeltik, majd az AMPK, p70 S6 kindz és az Akt fehérjeszintii expressziojat és foszforilaltsagi
allapotat Western blot technikaval (n=3) tanulmanyoztuk. Az &bran reprezentativ Western blot képek,
illetve 3 fiiggetlen kisérletb6l szarmazd denzitometrias kiértékelésik lathatok. Az adatok atlag + SEM
forméaban vannak feltiintetve. A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel hataroztuk meg,
mely soran Tukey-féle poszt-hoc tesztet alkalmaztunk.
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5.3. A PARP-2 enzim csendesitése a mitokondrialis halézat fragmentacidjat okozza,
illetve noveli a mitokondrialis ROS-termelést
5.3.1. A PARP-2 hianyaban mitokondrialis fragmentéacié 1ép fel

A PARP-2 és a mitokondrium kapcsolata szélesebb kdrben tanulményozott téma és
tobb irodalmi forras alapjan elmondhatd, hogy a PARP-2 szerepet jatszik a mitokondrialis
homeosztazis szabalyozasaban. Munkank soran a PARP-2 és a mitokondrium kapcsolatarol az

ismereteinket szerettiik volna kiterjeszteni.

A Kkontroll és PARP-2 csendesitett C2C12 mioblaszt sejtekben a mitokondrialis
struktarat  immunfluoreszcens  technikdval  konfokalis  mikroszkdp  segitségével
tanulmanyoztuk. A mitokondriumokat MitoTracker Red fluoreszcens festékkel jeldltik (21.
abra A), mely az ¢é16 sejtek mitokondriumaiban akkumul&lodik (Chazotte, 2011). Emellett a
mitokondrialis morfoldgia konfokalis mikroszkoppal torténdé tanulmanyozasanak céljabol a
Tomm20 fehérjét jeloltik a feherjére specifikus antitesttel (21. dbra B). A Tomm?20 a kiilsé
mitokondrialis membranban lokalizalodd transzporter fehérje, melyet széles korben
alkalmaznak mitokondrialis markerként (Balaker és mtsai, 2013). A konfokalis
mikroszkdppal késziilt felvételek elemzése sordn mindkét jeldlés alkalméaval fragmentalédott
mitokondrialis struktdrat detektaltunk a PARP-2 csendesitett sejtekben. Az ImageJ szoftver
Mito-Morphology makrdjaval torténd kiértékelés alkalmaval a mitokondrialis tartalomban és
cirkularitdsban névekedést, mig a mitokondrialis keriletben és a form faktorban csokkenést
tapasztaltunk PARP-2 hianyaban, mely adatok szintén a mitokondrialis hal6zat
fragmentalddésara utalnak.
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21. abra A PARP-2 hidnya mitokondrialis morfoldgiai valtozast indukal

A mitokondrialis strukturat a SCPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben MitoTracker Red fluoreszcens
festékkel (n=3) (A) és immunfluoreszcenciaval (n=3) (B) tanulmanyoztuk. Az immunfluoreszcencia
soran a mitokondriumokat Tomm20 antitesttel, mig a sejtmagokat DAPI festéssel tettik lathatova. Az
abran reprezentativ konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételek, illetve 3 fiiggetlen kisérletbol
szarmaz0 kiértékelésuk lathatdk. A felvételek kiértékelése sordn az ImageJ szoftver Mito-Morphology
makrojat alkalmaztuk. Az adatok &atlag + SEM forméban vannak feltintetve. A statisztikai
szignifikanciat kétmintas t-prébaval hataroztuk meg. A *, ** és *** statisztikai szignifikanciat jelez a
SCPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtek kdzott, ahol p<0,05, p<0,01, illetve p<0,001.
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Munkank kovetkezé 1épéseként a SCPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtek
ultrastruktarajat  elektronmikroszkopos  technikaval  vizsgaltuk (22. &bra). Az
elektronmikroszkoppal készitett felvételeket tanulmanyozva PARP-2 hianydban a
mitokondrialis atmetszetek szamaban emelkedést tapasztaltunk, mely szintén arra utal, hogy
PARP-2 csendesités hatasdra megvaltozik a mitokondridlis morfologia, a halézat

toredezettebbé valik.
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22. &bra A mitokondrialis halozat toredezetté valik PARP-2 hianyaban

A scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejteket elektronmikroszkoppal (n=1, vizsgalt sejtszdm: 45/45)
tanulméanyoztuk. Az abrédn reprezentativ elektronmikroszképpal készilt felvételek, illetve a hozza
tarsul6 kiértékelés lathatd. A mitokondriumokat sejtenként megszamoltuk és a sejtfeltiletre normalizalt
adatokat abrazoltuk. Az adatok atlag + SD formaban vannak feltlintetve. A statisztikai szignifikanciat
kétmintés t-prébaval hataroztuk meg. A ** statisztikai szignifikanciat jelez a SSCPARP2 és shPARP2
C2C12 sejtek kozott, ahol p<0,01.

Az el6z6 eredményeink megerésitésének céljabol a mitokondrialis strukturat PARP-2
tranziensen csendesitett C2C12 sejtekben is vizsgaltuk. Minden tranziens csendesités utan
ellendriztiik a kisérlet sikerességét a PARP-2 mMRNS- és fehérjeszinti expresszidjanak
vizsgalataval (23. dbra A). A PARP-2 tranziensen csendesitett sejtvonalakban, a stabil
sejtvonalhoz  hasonloan, fragmentalodott mitokondridlis halozatot figyeltink meg
MitoTracker Red jel6lést kovetden, mely szintén az emelkedett mitokondriélis tartalomban és
cirkularitasban, illetve a mérsékl6dott mitokondriélis kertletben és form faktorban nyilvanult
meg (23. &bra B).
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23. &bra A PARP-2 tranziens csendesitése hatassal van a mitokondriélis morfolégiara

(A) A C2C12 sejtekben a PARP-2 tranziens csendesitése soran haromféle, a PARP-2 génre specifikus
SIRNS-t (SIPARP2 #1, #2 és #3), negativ kontroll siRNS-t (NEG) és transzfektalatlan kontroll sejteket
(CTL) hasznaltunk, majd a PARP-2 fehérje- és mRNS-szintli expresszidjat RT-gQPCR (n=3) és
Western blot technikdval (n=3) ellendriztik. (B) Ugyanezen sejtekben a mitokondrialis struktirat
MitoTracker Red fluoreszcens festékkel (n=3) tanulmanyoztuk. Az abran reprezentativ Western blot
képek és konfokalis mikroszkoppal készult immunfluoreszcens felvételek, illetve 3 fliggetlen
kisérletb6l szarmazO Kiértékelésik lathatok. A konfokalis mikroszképpal késziilt felvételek
kiértékelése soran az ImageJ szoftver Mito-Morphology makrojat alkalmaztuk. Az adatok atlag +
SEM formaban vannak feltiintetve. A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel hataroztuk
meg, mely sordn Dunnett-féle poszt-hoc tesztet alkalmaztunk. A *, ** és *** statisztikai
szignifikanciat jelez a negativ kontroll és a jeldlt mintacsoport kozoétt, ahol p<0,05, p<0,01, illetve
p<0,001.
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5.3.2. A SIRTI aktivdacio, a mitofdgia, illetve a mitokondridalis dinamikaban bekovetkezd

valtozasok nincsenek hatassal a PARP-2 hidnydban fellépd mitokondridlis fragmentdciora

A mitokondridlis héalozat integritasdnak  megvaltozasat szamos tényezo
befolydsolhatja. Az el6z6ekben mar ismertettem, hogy PARP-2 hidnyaban az autofagia
blokkolddik. Mivel a mitokondrialis struktira szétesése a mitokondriumok szelektiv
lebontasara, a mitofagidra is visszavezethetd, igy vizsgéltuk ennek a folyamatnak is az
eshetdségét. A mitofagia detektalasanak legegyszeriibb moddja a mitokondriumok ¢és az
autofagoszomak kolokalizacidjanak vizsgalata immunfluoreszcens technikéaval, mely soran az
organellumokra specifikus markereket hasznalva tanulmanyozzuk a két organellum
kolokalizacidjanak mértékét (Ding és Yin, 2012). Ennek igazolasahoz a scPARP2 és
ShPARP2 C2C12 sejtekben az el6z6 kiserletekben jol ismertetett markereket hasznéltuk a
mitokondriumok és az autofagoszémak lokalizacijanak vizsgalatara: a mitokondriumokat
MitoTracker Red fluoreszcens festékkel vagy Tomm20 antitesttel, mig az autofagoszémakat
LC3 antitesttel jel6ltik (24. abra). A konfokalis mikroszkoppal készilt felvetelek
kiértékelését az ImagelJ szoftver EzColocalization plugin-jével végeztiik, mely elemzés
alkalmaval nem talaltunk megndvekedett kolokalizacids szignalt PARP-2 hianyaban az
autofagoszomak és a mitokondriumok kozott. Az abran megjelend szignifikans kiilonbség a

kis értékek kozti kiilonbségbdl adodik, nem utal mitofagiara.
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24. abra PARP-2 hianyaban nem indukalddik mitofagia

A mitofagidt a scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben immunfluoreszcenciaval (n=3)
tanulmanyoztuk, mely soran a mitokondriumokat MitoTracker Red fluoreszcens festékkel (A) vagy
Tomm?20 antitesttel (B), a LC3-pozitiv vezikulumokat Alexa Fluor 488-konjugalt LC3 antitesttel, mig
a sejtmagokat DAPI festéssel tettlik lathatdva. Az abran reprezentativ konfokalis mikroszképpal
késziilt felvételek, illetve 3 fiiggetlen kisérletb6l szarmazd kiértékelésiik lathatok. A konfokalis
mikroszkoppal készult felvételek kiértékelése sordn az ImageJ szoftver EzColocalization plugin-jét
alkalmaztuk. Az adatok atlag + SEM formaban vannak feltiintetve. A statisztikai szignifikanciat
kétmintas t-probaval hataroztuk meg. A ** és *** statisztikai szignifikanciat jelez a sScPARP2 és
shPARP2 C2C12 sejtek kozott, ahol p<0,01, illetve p<0,001.

Szamos esetben bizonyitottdk mér, hogy a SIRT1 képes befolyasolni a mitokondrialis
struktarat a mitofagia szabalyozasan keresztil (Jang és mtsai, 2012; Andreux és mtsai, 2013;
Liu és mtsai, 2017), igy kovetkez6 kisérletiinkben a PARP-2 hianyaban fellép6 emelkedett
SIRT1 aktivitds hatdsat vizsgaltuk a mitokondrialis halozatra. A SIRT1-et tranziensen
csendesitettiik SCPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben (25. 4bra A), majd a mitokondrialis
struktarat MitoTracker Red fluoreszcens festékkel vizsgéaltuk (25. abra B). A konfokélis

mikroszkoppal készilt felvételek kiértékelése soran nem tapasztaltunk valtozast, vagyis a
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PARP-2 hianyaban fellépd mitokondridlis fragmentiaci6 nem a megndvekedett SIRT1
aktivitas eredménye. A SIRT1 csendesites nem volt hatassal a mitokondrialis morfologiéra,
illetve a PARP-2 csendesités soran megfigyelt fragmentalddott mitokondrialis strukturat a
SIRT1 csendesitése nem tudta kompenzalni, a mitokondriumok nem nyerték vissza a kontroll

sejtekre jellemz6 fuzionalt fenotipusukat.
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25. &bra A PARP-2 hidnyban jelentkezd SIRTI aktivdcio nincs 0sszefliggésben a megjelend
mitokondrialis morfoldgiai valtozassal

(A) A scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben tranziens transzfekcioval csendesitettik a SIRT1-et,
mely soran a SIRT1 génre specifikus siRNS-t (siSIRT1), negativ kontroll siRNS-t (NEG), illetve
transzfektalatlan kontroll sejteket (CTL) hasznaltunk, majd a SIRT1 fehérje- és mMRNS-szintii
expressziojat RT-gPCR (n=3) és Western blot technikaval (n=3) hataroztuk meg. (B) Ugyanezen
sejtekben a mitokondridlis struktdrat MitoTracker Red fluoreszcens festékkel (n=3) tanulményoztuk.
Az abran reprezentativ Western blot képek és konfokalis mikroszképpal készilt immunfluoreszcens
felvételek, illetve 3 fliggetlen kisérletb6l szarmazo kiértékelésiik lathatok. A konfokéalis mikroszkoppal
készilt felvételek kiértékelése soran az ImageJ szoftver Mito-Morphology makrojat alkalmaztuk. Az
adatok atlag £+ SEM formaban vannak feltlintetve. A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA
teszttel hataroztuk meg, mely sordn Tukey-féle poszt-hoc tesztet alkalmaztunk. A *, ** s ***
statisztikai szignifikanciat jelez a SCPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtek kozott, ahol p<0,05, p<0,01,
illetve p<0,001. A ## és ### statisztikai szignifikanciat jeldl a negativ kontroll és a transzfektalt
mintacsoport k6zott, ahol p<0,01, illetve p<0,001.
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A mitokondrialis dinamikaban, a f0zi6—fisszid folyamataban szerepet jatszo fehérjék
expresszidjanak megvaltozasa, diszregulacidja szintén magyardzatot adhat a mddosult

mitokondrialis morfologiara. Igy kovetkezd 1épésként a fiizioban—fisszidban és mitofagiaban
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részt vevo fehérjék (Mfnl, Mfn2, Opal, Fisl, Drpl, Parkin és Pink1l) mRNS- (26. abra A) és
fehérjeszintli (26. dbra B) expressziojat tanulmanyoztuk a kontroll és a PARP-2 csendesitett
C2C12 sejtekben. Ezen fehérjék expresszidjaban a PARP-2 csendesités soran nem talaltunk

olyan valtozast, mely koherens lenne a sShPARP2 HepG2 sejtekben tapasztaltakkal.
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26. abra A mitokondrialis dinamikaban nem torténik valtozas PARP-2 hianyaban

A mitokondridlis fuziéban (Mfnl, Mfn2, Opal), fissziéban (Fisl, Drpl) és mitofagiaban (Parkin,
Pinkl) részt vevé fehérjék mRNS- és fehérjeszintli expresszidjat a SCPARP2 és shPARP2 C2C12
sejtekben RT-gPCR (n=3) (A) és Western blot technikaval (n=3) (B) tanulmanyoztuk. Az abran
reprezentativ Western blot képek, illetve 3 fliggetlen kisérletb6l szarmazo denzitometrias kiértékelésiik
lathatdk. Az adatok atlag + SEM forméban vannak feltiintetve. A statisztikai szignifikanciat kétmintas
t-prébaval hataroztuk meg. A * statisztikai szignifikanciat jelez a SCPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtek
kozott, ahol p<0,05.

5.3.3. A PARP-2 csendesités sordn a mitokondridlis halozatban bekovetkezo valtozds nem

csak az immortalizalt mioblaszt sejtekre jellemzo

A mioblasztokon torténd vizsgalatok utan arra kerestiik a valaszt, hogy a PARP-2
mioblaszt sejtekre specifikus vagy més sejttipusokban is hasonlé esemény jatszodik le.
ScPARP2 és shPARP2 HepG2 sejtekben, a C2C12 sejtekhez hasonldan, elészor MitoTracker
Red fluoreszcens festékkel (27. abra A), illetve Tomm20 antitesttel immunfluoreszcencia
segitségével (27. abra B) jeloltik a mitokondriumokat, majd a felvételeket az ImageJ szoftver
Mito-Morphology makrojaval értékeltik ki. A mioblaszt sejtekhez hasonléan a PARP-2
csendesitett HepG2 sejtekben is fragmentalodott mitokondrialis haldzatot detektaltunk
mindket jel6lés alkalmaval.
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27. abra A HepG2 sejtekben megvaltozik a mitokondrialis morfologia a PARP-2
csendesitése soran

A mitokondrialis strukturat a sScPARP2 és shPARP2 HepG2 sejtekben MitoTracker Red fluoreszcens
festékkel (n=3) (A) és immunfluoreszcenciaval (n=3) (B) tanulmanyoztuk. Az immunfluoreszcencia
soran a mitokondriumokat Tomm20 antitesttel, mig a sejtmagokat DAPI festéssel tettiik lathatova. Az
abran reprezentativ konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételek, illetve 3 fiiggetlen kisérletbdl
szarmaz0 kiértékelésik lathatok. A konfokalis mikroszkdppal késziilt felvételek kiértékelése soran az
ImageJ szoftver Mito-Morphology makréjat alkalmaztuk. Az adatok atlag + SEM forméban vannak
feltintetve. A statisztikai szignifikanciat kétmintas t-prébéaval hataroztuk meg. A *, ** gs ***
statisztikai szignifikanciat jelez a scPARP2 és shPARP2 HepG2 sejtek kozott, ahol p<0,05, p<0,01,
illetve p<0,001.

Kovetkez6 kisérletiink soran a SCPARP2 és shPARP2 HepG2 sejtek ultrastrukturajat
elektronmikroszkoppal tanulmanyoztuk (28. abra). Az elektronmikroszkoppal készitett
felvételeken PARP-2 hidnydban a mitokondrialis atmetszetek szamaban ndvekedést

tapasztaltunk, mely szintén a mitokondridlis struktira szétesésére utal.
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28. abra HepG2 sejtekben tdredezett mitokondrialis haldzat detektalhato PARP-2 hianyban

A scPARP2 és shPARP2 HepG2 sejteket elektronmikroszképpal (n=1, vizsgalt sejtszdm: 45/45)
tanulméanyoztuk. Az abrén reprezentativ elektronmikroszképpal készilt felvételek, illetve a hozza
tarsulo kiértékelés lathatd. A mitokondriumokat sejtenként megszamoltuk és a sejtfeltiletre normalizalt
adatokat abrazoltuk. Az adatok atlag + SD formaban vannak feltlintetve. A statisztikai szignifikanciat
kétmintés t-probaval hataroztuk meg. A *** statisztikai szignifikanciat jelez a SCPARP2 és shPARP2
HepG2 sejtek kdzott, ahol p<0,001.

A kovetkez6 kisérletlink soran arra kerestiik a valaszt, hogy a PARP-2 csendesitett
HepG2 sejtekben megjelené megvaltozott mitokondrialis struktira 6sszefliggésben van-e a
mitofagiaval, illetve a mitokondridlis dinamika megvaltozasaval. El0szor a SCPARP2 és
ShPARP2 HepG2 sejtekben az autofagoszoma—mitokondrium kolokaliz&ciot kétféle
mitokondrialis jel6léssel konfokalis mikroszképpal (29. abra A) vizsgaltuk, majd a
mitokondrium flziojaban—fissziojaban részt vevd fehérjék expresszidjat (29. &bra B)
tanulményoztuk. Az immunfluoreszcens felvételek kiértékelésehez szintén az ImageJ szoftver
EzColocalization plugin-jét hasznaltuk. Az elemzés alkalméval, a C2C12 sejtekhez
hasonl6an, nem detektaltunk PARP-2 hianyaban emelkedett kolokalizacids szignalt az
autofagoszomak és a mitokondriumok kozott, illetve a mitokondrialis fazio—fisszid
folyamataban és mitofagiaban szerepet jatszo fehérjék (Mfnl, Mfn2, Opal, Fisl, Drpl, Parkin
és Pinkl) mRNS-szintli expresszidjaban sem torténtek olyan mértékii valtozasok, melyek
magyarazhattdk volna a mitokondrium toredezettségét, melyet PARP-2 hidnyéaban

tapasztaltunk.

70



>

MitoTracker Red DAPI EGYESITETT

N
[a
[0
<
o Sexk
Q 0 =
(2] ﬁgn 03
=
10 um .,I_am
- 508
g 8o
GG 2
&8
[
o~ s o
o
[n'd
<L
o
c
w
DAPI EGYESITETT
N
o
o
<L
D- *k
Q 0~
w TP 03
még
23D
T o
cC 0w
b8 & o
g2
o .§ ©
R
E s
n'd
<
o
ey
w
B —_ * xR
=2
N
w =
Z20 8 15
rwNE
EZ9
Egg I :scPARP2
§5§ 05 [ shPARP2
€
o 0
-~

Mfn1 Mfn2 Opa1t Fis1 Drp1 Parkin Pink1

29. abra A HepG2 sejtekben sem torténik valtozas a mitofagiaban, illetve a mitokondrialis
dinamikaban PARP-2 csendesités soran

(A) A mitofagiat a scPARP2 és shPARP2 HepG2 sejtekben immunfluoreszcenciaval (n=3)
tanulmanyoztuk, mely sordn a mitokondriumokat MitoTracker Red fluoreszcens festékkel vagy
Tomm20 antitesttel, a LC3-pozitiv vezikulumokat Alexa Fluor 488-konjugalt LC3 antitesttel, mig a
sejtmagokat DAPI festéssel tettiik lathatova. (B) Ugyanezen sejtekben a mitokondrialis fuzidban
(Mfnl, Mfn2, Opal), fissziéban (Fisl, Drpl) és mitofagidban (Parkin, Pinkl1) részt vevé fehérjék
MRNS-szintli expresszidjat RT-gPCR technikaval (n=3) tanulményoztuk. Az &brdn reprezentativ
konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételek, illetve 3 fiiggetlen kisérletb6l szarmazo kiértékelésiik
lathatok. A konfokalis mikroszkdppal készilt felvételek kiértékelése soran az Imagel szoftver
EzColocalization plugin-jét alkalmaztuk. Az adatok atlag £+ SEM formaban vannak feltiintetve. A
statisztikai szignifikanciat kétmintds t-probaval hataroztuk meg. A *, ** és *** statisztikai
szignifikanciat jelez a scPARP2 és shPARP2 HepG2 sejtek kdzott, ahol p<0,05, p<0,01, illetve
p<0,001.
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5.3.4. A PARP-2 hianya oxidativ stresszt indukal

Szamos esetben bizonyitottak mar, hogy a PARP-gatlas hatasara megvaltozik a sejtek
redox allapota (Virag és Szabo, 2002; Pacher és mtsai, 2007), ezért dontottiink mi is amellett,
hogy oxidativ és nitrozativ stressz markereket tanulmanyozunk a scPARP2 és shPARP2
C2C12 sejtekben. El6szor hidroetidin festéssel vizsgaltuk a szuperoxid-termelést, mely
emelkedést mutatott PARP-2 csendesitett sejtekben (30. dbra A). A kovetkezé kisérletben
fokozott lipidperoxidaciot detektaltunk a tiobarbitursav-reaktiv termékek (TBARS)
meghatéarozasaval (30. &bra B), illetve Western blot technikaval a 4-hidroxinonenal (4HNE)-
modositott fehérjék expresszidjanak vizsgalataval (30. abra C) PARP-2 hianyaban, melyek
emelkedett oxidativ hatdsra utalnak. A nitrozativ stressz markereként el6szor fehérjeszinten
Western blot technikaval enyhén emelkedett indukalhaté nitrogén-monoxid szintaz (iNOS)
expressziot mutattunk ki PARP-2 hianydban (30. &bra D), majd a nitrotirozin (NTyr)
kifejez6dését tanulményoztuk Western blot mddszerrel, mely sordn enyhe emelkedést
tapasztaltunk PARP-2 csendesitett sejtekben (30. abra E). A Nox4, mely a NADPH-oxidaz
egyik egysége, mRNS-szintli expresszidjaban csokkenést figyeltink meg, melybdl arra
kdvetkeztethetlink, hogy a fokozott ROS-termelés forrasa nem a NADPH-oxidaz (30. abra
F). Eredményeink azt mutatjdk, hogy PARP-2 hidnyadban megvéltozik a sejtek redox

homeosztazisa, oxidativ stressz indukalédik.
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30. abra A PARP-2 hianya oxidativ stresszt idéz elé

A scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben vizsgéltuk a szuperoxid-produkciot hidroetidin (HE)
festéssel (n=3) (A), a lipidperoxidacié mértékét TBARS vizsgalattal (n=3) (B) és a 4-hidroxinonenal
(4HNE) tanulményozéasan keresztil Western blottal (n=3) (C), az indukélhaté nitrogén-monoxid
szintaz (iNOS) (D) és nitrotirozin (NTyr) expressziot (E) Western blottal (n=3-3), mig a NADPH-
oxidaz 4 (Nox4) mRNS-szinti expresszidjat RT-gPCR-el (n=3) (F). Az abrén reprezentativ Western
blot képek, illetve 3 fiiggetlen kisérletbdl szarmazd denzitometrias kiértékelésiik lathatok. Az adatok
atlag + SEM formaban vannak feltiintetve. A statisztikai szignifikanciat kétmintds t-probaval
hataroztuk meg. A *, ** és *** statisztikai szignifikanciat jelez a SCPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtek
kozott, ahol p<0,05, p<0,01, illetve p<0,001.

Ezt kovetéen azt szerettiik volna tisztazni, hogy a PARP-2 hianyaban megjelend
mitokondrialis fragmentacio, illetve az emelkedett ROS-termelés 06sszefiiggésben all-e
egymassal. Ennek érdekében a kontroll és PARP-2 csendesitett mioblaszt sejteket altalanos
tiol-reduktansokkal, GSH-nal és N-acetil-L-ciszteinnel (NAC), illetve a mitokondriumot célzo
antioxidanssal, MitoTEMPO-val kezeltik, majd MitoTracker Red fluoreszcens festékkel
vizsgaltuk a mitokondrialis morfoldgiaban bekovetkezé valtozasokat (31. dbra). A konfokalis
mikroszkoppal készilt felvételeket az Image] szoftver Mito-Morphology makrdjaval
elemeztiik. A mitokondriélis tartalomban, mely mitokondriélis biogenezisre utal, antioxidans-
kezelés hatdsara sem detektaltunk valtozast, azonban a PARP-2 hianyaban bekovetkezo
mitokondrialis morfologiai valtozast mindharom antioxiddnssal torténd kezelés mérsékelni
tudta. A mitokondridlis kerlletben és form faktorban ndvekedést, mig a cirkularitasban
csokkenést tapasztaltunk, melyek arra utalnak, hogy a PARP-2 hidny altal el6idézett

mitokondrialis fragmentacio alapja a részben mitokondrialis eredetii oxidativ stressz.
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31. dbra Az antioxidansok alkalmazasa visszaallitja a PARP-2 hidanydban megjelend
megvaltozott mitokondrialis strukturat

A scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejteket 48 6ran keresztiil 5 mM glutationnal (GSH), 5 mM N-acetil-
L-ciszteinnel (NAC) vagy 10 pM MitoTEMPO-val kezeltiik, majd a mitokondrialis struktirat
MitoTracker Red fluoreszcens festékkel (n=3) tanulményoztuk. Az &bran reprezentativ konfokalis
mikroszkoppal késziilt felvételek, illetve 3 fliggetlen kisérletbdl szarmazd kiértékelésiik lathatok. A
felvételek Kiértékelése soradn az Imagel szoftver Mito-Morphology makrdjat alkalmaztuk. Az adatok
atlag + SEM forméban vannak feltintetve. A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel
hataroztuk meg, mely soran Tukey-féle poszt-hoc tesztet alkalmaztunk. A *, ** és *** statisztikai
szignifikanciat jelez a scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtek kozétt, ahol p<0,05, p<0,01, illetve
p<0,001. A #, ## és ### statisztikai szignifikanciat jelol a kontroll és a kezelt mintacsoport kozétt,
ahol p<0,05, p<0,01, illetve p<0,001.

Kovetkezd kisérletiinkben arra szerettiink volna valaszt kapni, hogy az elézdleg
alkalmazott antioxidansokkal torténdé kezelésre hogyan reagalnak a mitokondridlis legzési
lanc tagjai, melyekrél korabban mar Kimutattak, hogy PARP-2 hianyaban expresszidjuk
fokozodik (Bai és mtsai, 2011). Ezért a kontroll és PARP-2 csendesitett C2C12 sejteket
antioxidansokkal kezeltik, majd RT-gPCR segitségével 6t fehérje, a Ndufa2, Ndufb3,
Ndufb5, COX17 és cyt C mRNS-szintli expresszidjat vizsgaltuk (32. abra). A vizsgalt
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fehérjék expresszidjaban a kezeletlen kontroll és PARP-2 csendesitett sejtekben szignifikans

kilonbséget figyeltink meg, mely kiilonbségek az antioxidansokkal torténé kezelés hatasara

mérséklodtek.
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32. abra Az antioxidansok redukaljak a PARP-2 csendesités hatasara megnovekedett
mitokondrialis gének expresszidjat

A scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejteket 48 oran keresztil 5 mM glutationnal (GSH), 5 mM N-acetil-
L-ciszteinnel (NAC) vagy 10 uM MitoTEMPO-val (MT) kezeltik, majd a feltlintetett mitokondrialis
gének (Ndufa2, Ndufb3, Ndufb5, COX17, cyt C) mRNS-szintii expresszidjat RT-gPCR-rel (n=3)
tanulmanyoztuk. Az adatok atlag + SEM formaban vannak feltlintetve. A statisztikai szignifikanciat
egyutas ANOVA teszttel hataroztuk meg, mely sordn Tukey- vagy Dunnett-féle poszt-hoc tesztet
alkalmaztunk. A *, ** és *** statisztikai szignifikanciat jelez a scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtek
kozott, ahol p<0,05, p<0,01, illetve p<0,001. A #, ## és ### statisztikai szignifikanciat jel6l a kontroll
és a kezelt mintacsoport kdzoétt, ahol p<0,05, p<0,01, illetve p<0,001.
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Az antioxidansok hatasat a sejtek oxigénfogyasztasara, illetve a zsirsav oxidacio
mértékére Seahorse oximéterrel vizsgaltuk, mig az ATP tartalmat fluoreszcens méréssel
hataroztuk meg. Mind az alap oxigénfogyasztasban és zsirsav oxidacidban (33. bra A), mind
az ATP tartalomban (33. abra B) csokkenést taldltunk az antioxidansokkal torténé kezelést
kovetden a kontroll és a PARP-2 csendesitett C2C12 sejtekben. A PARP-2 hianyaban
megfigyelt fokozott oxigénfogyasztas, zsirsav oxidacié es ATP tartalom az antioxidansokkal

torténo kezelést kovetden mérséklddott.
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33. bra Az antioxidansok alkalmazéasa mérsékli a sejtek alap oxigénfogyasztasat, a zsirsav
oxidacidt, illetve az ATP tartalmat

A scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejteket 48 6ran keresztll 5 mM glutationnal (GSH), 5 mM N-acetil-
L-ciszteinnel (NAC) vagy 10 uM MitoTEMPO-val kezeltilk, majd az alap oxigénfogyasztas és a
zsirsav oxidacié mértékét Seahorse méréssel (n=3) (A), mig az ATP tartalmat ATP Assay Kit
segitségével (n=3) (B) hataroztuk meg. Az adatok atlag + SEM formaban vannak feltintetve. A
statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel hataroztuk meg, mely sordn Tukey-féle poszt-hoc
tesztet alkalmaztunk. A *, ** és *** statisztikai szignifikanciat jelez a SCPARP2 és shPARP2 C2C12
sejtek kozott, ahol p<0,05, p<0,01, illetve p<0,001. A #, ## és ### statisztikai szignifikanciat jeldl a
kontroll és a kezelt mintacsoport kézott, ahol p<0,05, p<0,01, illetve p<0,001.

Az antioxidansok tovabbi hatasat vizsgalva a GSH-nal, NAC-nel és MitoTEMPO-val
kezelt scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben a sejtproliferaciot, illetve a sejthalalt
tanulményoztuk. Eredményeink alapjan az antioxidansok kozil a GSH és a NAC csokkentette
a sejtek proliferacios képességét, azonban nem talaltunk kilénbséget a SSCPARP2 és shPARP2
sejtek kozott (34. abra A). A MitoTEMPO nem volt hatassal erre a folyamatra. Emellett sem
az antioxidansok, sem a PARP-2 csendesités nem befolyasolta a sejthalal folyamatokat (34.
abra B).
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34. dbra Az antioxidansok nincsenek hatéssal a sejtek proliferaciéjara, illetve nem okoznak
sejthalélt

A scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejteket 48 6ran keresztlil 5 mM glutationnal (GSH), 5 mM N-acetil-
L-ciszteinnel (NAC) vagy 10 uM MitoTEMPO-val kezeltiik, majd a sejtproliferaciét SRB méréssel
(n=3) (A), mig az apoptotikus és nekrotikus sejtek elkilonitését FITC Annexin V/Dead Cell Apoptosis
Kit (n=3) (B) segitségével hataroztuk meg. Az adatok atlag + SEM forméban vannak feltiintetve. A
statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel hataroztuk meg, mely soran Tukey-féle poszt-hoc
tesztet alkalmaztunk. A # statisztikai szignifikanciat jel6l a kontroll és a kezelt mintacsoport kdzott,
ahol p<0,05.

5.3.5. A PARP-1-nek és a PARP-3-nak nincs szerepe a PARP-2 hiany altal eldidézett

megvaltozott mitokondrialis morfol6giaban

Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy a masik két DNS hibajavitasban részt vevé PARP
enzim, a PARP-1 és a PARP-3 aktivitasa befolyasolhatja a mitokondrialis strukturat
(Mouchiroud és mtsai, 2013; Rodriguez-Vargas és mtsai, 2020). Ennek érdekében kovetkezd
Kisérleteinkben azt tanulmanyoztuk, hogy a PARP-1 és a PARP-3 Osszefiiggésben all-e a

PARP-2 hianyaban tapasztalt mitokondrialis morfologiai valtozassal.

A PARP-1 mitokondridlis strukturara Kkifejtett hatasat a kontroll és PARP-2
csendesitett C2C12 mioblaszt sejtekben eldszor a PARP-1 tranziens csendesitésével kezdtik.
A csendesités hatékonysagat mRNS- és fehérjeszinten RT-qPCR és Western blot
modszerekkel ellendriztiik (35. abra A-B), majd ugyanezen sejtekben vizsgaltuk a PARIlacio
mértékét Western blottal (35. dbra B). A PAR Western blot képen jol lathatd, hogy a PARP-1
gén tranziens csendesitése a PARP-1 enzim autoPARIl&cidjanak mértékét is csokkentette.
Ugyanezen sejtekben tanulméanyoztuk a mitokondrialis morfologiat MitoTracker Red
fluoreszcens festékkel (35. abra C). A fluoreszcens felvételek kiertékelése soran az Imagel

szoftver Mito-Morphology makrojat hasznaltuk, mely alkalméaval a kontroll sejtekben PARP-
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1 hiany esetén a mitokondridlis struktira enyhe fragmentalddasat figyeltik meg, azonban a
PARP-2 hianyban megjelené megvaltozott mitokondrialis morfologiara a PARP-1 enzim

csendesitése nem volt hatassal.

A PARP-3 enzimet, a PARP-1-hez hasonl6an, tranziensen csendesitettiilk SCPARP2 és
shPARP2 C2C12 sejtekben, majd a csendesités eredményességét RT-gPCR és Western blot
technikadkkal mRNS- és fehérjeszinten ellendriztiik (36. Abra A-B), illetve ugyanezen PARP-
3 csendesitett sejtekben vizsgaltuk a PARilacié mértékét (36. abra B). Két PARP-3-at célzo
SiIRNS esetében a PAR Western blot képen névekedést tapasztaltunk, mely fokozott PARP-1
aktivitasra utal. Ugyanezen sejtekben a mitokondrialis morfologiat MitoTracker Red
fluoreszcens festékkel vizsgaltuk (36. abra C), majd a fluoreszcens felvételek elemzese
soran, a PARP-1-hez hasonléan a kontroll sejtekben igen, mig a PARP-2 csendesitett

sejtekben nem tapasztaltunk valtozast.
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35. abra A PARP-1 csendesités nincs hatassal a PARP-2 hianyaban jelentkezd megvaltozott
mitokondrialis strukturara

(A) A scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben a PARP-1 tranziens transzfekcioval valo csendesitése
sorén haromféle, a PARP-1 génre specifikus siRNS-t (siPARP1 #1, #2 és #3), illetve negativ kontroll
SiRNS-t (NEG) és transzfektalatlan kontroll sejteket (CTL) hasznaltunk, majd a PARP-1 fehérje- és
MRNS-szintli expresszidjat RT-gPCR (n=3) és Western blot technikaval (n=3) hataroztuk meg.
Ugyanezen sejtekben a poli(ADP-ribozil)4cié (PARilacié) mértékét Western blot maddszerrel (n=3)
(B), mig a mitokondridlis struktirat MitoTracker Red fluoreszcens festékkel (n=3) (C)
tanulmanyoztuk. Az abran reprezentativ Western blot képek és konfokalis mikroszkoppal készilt
immunfluoreszcens felvételek, illetve 3 fliggetlen kisérletb6l szarmazo kiértékelésik lathatok. A
konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételek kiértékelése soran az ImageJ szoftver Mito-Morphology
makrojat alkalmaztuk. Az adatok éatlag + SEM forméban vannak feltintetve. A statisztikai
szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel hataroztuk meg, mely sordn Tukey-féle poszt-hoc tesztet
alkalmaztunk. A *** statisztikai szignifikanciat jelez a sSCPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtek kozott,
ahol p<0,001. A #, ## és ### statisztikai szignifikanciat jeldl a negativ kontroll és a transzfektalt
mintacsoport kdz6tt, ahol p<0,05, p<0,01, illetve p<0,001.
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36. abra A PARP-3 csendesités nem befolyasolja a modosult mitokondrialis struktarat,
mely PARP-2 hianyaban jelenik meg

(A) A scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben a PARP-3 tranziens transzfekcidval valé csendesitése
soran haromféle, a PARP-3 génre specifikus siRNS-t (SiPARP3 #1, #2 és #3), illetve negativ kontroll
siRNS-t (NEG) és transzfektalatlan kontroll sejteket (CTL) hasznaltunk, majd a PARP-3 fehérje- és
MRNS-szintli expressziojat RT-qgPCR (n=3) és Western blot technikédval (n=3) hataroztuk meg.
Ugyanezen sejtekben a poli(ADP-ribozil)aci6 (PARilacio) mértékét Western blot modszerrel (n=3)
(B), mig a mitokondridlis strukturat MitoTracker Red fluoreszcens festékkel (n=3) (C)
tanulmanyoztuk. Az abran reprezentativ Western blot képek és konfokalis mikroszkdppal késziilt
immunfluoreszcens felvételek, illetve 3 fliggetlen kisérletbdl szarmazo kiértékelésiik lathatok. A
konfokalis mikroszkoppal készilt felvételek kiértékelése soran az ImageJ szoftver Mito-Morphology
makrojat alkalmaztuk. Az adatok &tlag £+ SEM forméban vannak feltintetve. A statisztikai
szignifikanciat egyutas ANOVA teszttel hataroztuk meg, mely sordn Tukey-féle poszt-hoc tesztet
alkalmaztunk. A *, ** és *** statisztikai szignifikanciat jelez a sScCPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtek
kozott, ahol p<0,05, p<0,01, illetve p<0,001. A #, ## és ### statisztikai szignifikanciat jelol a negativ
kontroll és a transzfektélt mintacsoport koz6tt, ahol p<0,05, p<0,01, illetve p<0,001.
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V1. Megbeszélés

A PARP-2 enzim biologiai szerepét eredetileg a DNS hibajavitasra sziikitették (Ame
és mtsai, 1999), azonban az enzim felfedezése Ota eltelt tobb mint 20 évben szdmos mas
metabolikus folyamatban is igazoltak jelenlétét: a spermatogenezisben (Dantzer és mitsali,
2006; Quenet és mtsai, 2009), a T-sejtek érése soran (Yelamos és mtsai, 2006), az
erythropoiesis-ben (Farres és mtsai, 2013; Farres és mtsai, 2015), a lipid metabolizmusban
(Bai és mtsai, 2007; Marton és mtsai, 2018), a koleszterol homeosztazisban (Szanto és mtsai,
2014), illetve a tiid6 morfogenezisében (Maeda és mtsai, 2006). Ertekezésem f6 célja a
PARP-2 alapvet6 fiziologiai folyamatokban, az autofagiaban és a mitokondrialis

minéségkontrollban betdltott szerepének vizsgalata volt.

6.1. A PARP-2 deplécidja esetén az autofagia zavart szenved

Az autofagia minden eukariota sejtre jellemz6 intracelluléris lebontd folyamat,
melynek fé feladata a citoprotekcid, mely soran a sejt a sajat anyagait elimindlja, a
feleslegesseé valt vagy funkciojukat vesztett organellumokat vagy makromolekulakat bontja le.
Mindemellett az intracellularis patogének elleni védelemben is fontos szerepet tolt be az
autofagia (Wileman, 2013). A folyamat f6 szabalyozoi a sejtek energiaszenzorai, az AMPK és
a mTOR kinaz komplexek. Minden sejtben folyamatosan jelen van az autofagia, melynek
zavara patofiziologias allapotok kialakulasahoz vezethet (Ravikumar és mtsai, 2004; Nixon és
mtsai, 2005; Komatsu és mtsai, 2006; Martinez-Vicente és mtsai, 2008; Mizushima és mtsai,
2008; Cheung és Ip, 2009). A PARP enzimcsaléad tagjai kozil a PARP-1 (Munoz-Gamez és
mtsai, 2009; Zhou és mtsai, 2013; Rodriguez-Vargas és mtsai, 2016) és a PARP-10 (Kleine és
mtsai, 2012) enzimeket korabban mar azonositottdk az autofagia folyamataban, azonban a

PARP-2 autofagiaban betoltott szerepét ez idaig még nem irtak le.

Az autofagiat olyan egér eredeti mioblaszt sejtekben tanulményoztuk, melyben
munkacsoportunk egy korabbi kisérletsorozat alkalmaval maéar elvégezte a PARP-2
csendesitését shRNS technikaval (Bai és mtsai, 2011). Kisérleti eredményeink azt mutatjak,
hogy a PARP-2 csendesités noveli az autofag természetii vezikulumok szamat, mely a PARP-
2 hianyaban tapasztalhaté fokozott LC3 expresszioban nyilvanult meg. Ezen eredményt a
PARP-2 siRNS technikaval torténé akut csendesitése alkalmaval is megerdsitettiik.

Kovetkez6 kisérletiink alkalmaval arra kerestiik a valaszt, hogy az autofagia folyamatat
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modositani képes anyagokkal torténé kezelésre hogyan reagal a kontroll és a PARP-2
csendesitett sejtvonal, esetleg eltéré valtozasok tapasztalhatOk-e a két sejtvonalban. A
chloroquine, mint autofagia inhibitor a lizoszomalis pH neutralizalasaval gatolja a
lizoszomalis degradacié folyamatat (Fedorko, 1967; Amaravadi és mtsai, 2007), mig a
szérum-eheztetés a mTOR komplex szabalyozasan keresztiil inditja be a folyamatot (Jung és
mtsai, 2009; Chen és Klionsky, 2011). A chloroquine kezelés, illetve a szérum-éheztetés
hatdsara is fokozott LC3 expresszidt detektaltunk a kontroll és a PARP-2 csendesitett
sejtvonalban, azonban a PARP-2 hianyaban megfigyelhetd két sejtvonal kozti LC3-szignal
kilénbség eltiint, az LC3 expresszidé mindkét kezelés hatasara azonos szintet ért el, mely arra
utal, hogy a PARP-2 enzim hianya elsésorban az alap autofagia aktivitasat gatolja. Irodalmi
adatok utalnak arra, hogy a szérum-deplécidé csokkenti a PARP-2 expressziot. Sun és
munkatarsai kimutattdk, hogy a szérum-éhezés sordn a PARP-2 mRNS-szintli expresszidja
nem véaltozik meg, hanem a PARP-2 proteoszomalis degradacioja gyorsul fel (Sun és mtsai,
2019).

Kutatasi eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a PARP-2 deplécidja atrendezi a
sejtek energiaérzékelési rendszerét: az AMPK és a mTORC2 aktivitdsdban csokkenést
tapasztaltunk PARP-2 hianyaban. Az AMPK szerepe ismert az autofagia folyamataban,
irodalmi ismereteink szerint az AMPK az autofégia induktora (Hardie, 2007; Zhou és mtsai,
2013; Rodriguez-Vargas és mtsai, 2016). Eredményeink azonban arra utalnak, hogy az
AMPK aktivalasa AICAR-ral részlegesen blokkolja a PARP-2 csendesitése soran
bekovetkez6 megndvekedett autofagia aktivitdst, mely azt sugallja, hogy a PARP-2
csendesités soran fellépd AMPK aktivitas csokkenés hozzajarul az autofagia aktivitdsanak
megnovekedésehez. Mig a mTORC1 aktivitasat nem befolydsolja a PARP-2 hianya, a
MTORC2 aktivitasaban enyhe csokkenést tapasztaltunk PARP-2 csendesitett sejtekben.
Kordbban mar azonositottdk az autofdgia mTORCL1-fliggetlen és mTORC2-fiiggd formajat is,
mely esetben az Akt foszforilacidja a mTORC2 altal nem valtoztatja meg a mTORC1
aktivitasat (Lampada és mtsai, 2017). Azonban a PARP-2 enzim és a mTOR komplex tagjai
kozti kapcsolatot eddig még nem azonositottdk. Jelenleg is folynak kutatasaink, mely a
PARP-2 és a mTOR komplexek kozti kdlcsonhatést vizsgalja. El6zetes eredményeink alapjan
megallapithatd, hogy a mTORC2 csokkent aktivitdsa a komplexben talalhato Rictor fehérje
csokkent expresszidjara vezethetd vissza, melyrél emellett kordbban mar kimutattak, hogy
PARilalhato (Isabelle és mtsai, 2012).
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Az autofagia szabalyozasa komplex folyamat, melyben a f6 regulatorokon, a mTOR
komplexeken és az AMPK-n kivil, a SIRT1-nek is szerepe van. Korabban mar megfigyelték,
hogy a SIRT1 aktivaciéo autofagiat indukal a LC3-1-LC3-Il konverzi6 és a fokozott
autofagoszoma képzés altal (Lee és mtsai, 2008). A SIRT1 direkt és indirekt mddon is
befolyasolhatja az autofagiat. Egyrészt direkten képes kdlcsonhatasba Iépni és deacetilalni az
autofagia mechanizmusaban részt vevo kulcsfehérjéket, az Atg5-6t, az Atg7-et és az Atg8-at
(Lee és mtsai, 2008), masrészt indirekt médon a FOXO transzkripcios faktorok deacetilalésa
révén szabalyozza az autofagia mechanizmusat. A SIRT1 altal deacetiladlt FOXO1 a Rab7
transzkripciéjanak indukalasaval az autofagoszomak formaléasat serkenti, mig a deacetilalt
FOXO03 a Bnip3 és NIX receptorok transzkripciojanak serkentésével okoz autofagiat
(Kroemer és mtsai, 2010). A SIRT1 aktivéacidja miatt indukal6dd autofagia kardioprotektiv
(Gottlieb és Mentzer, 2010) es neuroprotektiv hatasd (Marino és mtsai, 2011). Eredmeényeink
alapjan a PARP-2 deplécio soran bekovetkezo autofagia indukcid a SIRT1 PARP-2 hidnyaban
megjelend fokozott aktivaciojaval is sszefliggésben van. A PARP-2 csendesités noveli a
SIRT1 aktivitast, mivel a PARP-2 a SIRT1 promoterének represszora, igy a PARP-2
deplécidja esetén fokozott SIRT1 expresszio és aktivitds figyelheté meg (Bai és mtsai, 2011).
3-MA-val gatolva az autofagiat a SIRT1 expresszioja csokken, azonban a rezveratrol SIRT1-
fliggd modon autofagiat indukal (Morselli és mtsai, 2011). Fontos megemliteni, hogy a
rezveratrol SIRT1- és mTOR-fliggetlen modon az autofagia gatlasat okozhatja a S6 kinaz
direkt gatlasan keresztiil (Armour és mtsai, 2009). Emellett az intracellularis NAD"
koncentracionak is hatdsa van az autofagia folyamatadra a SIRT1 és a PARP-1 enzimek
aktivitasanak befolyasolasa révén, mivel mindkét enzim aktivitasat szabalyozza a NAD®
koncentracio (Hipkiss, 2009; Zhang és mtsai, 2016). Kisérleteink soran NR-dal, egy NAD*
prekurzorral kezelve a sejteket megallapitottuk, hogy a NAD® szint emelése képes
megforditani a PARP-2 csendesités soran kialakuld LC3-pozitiv vezikulum akkumulaciot. A
SIRT1 farmakologiai gatlasa és génszintii csendesitése is, az irodalmi adatokkal 6sszhangban

(Ng és Tang, 2013), csokkentette az autofag vezikulumok szamat.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a PARP-2 gén csendesitése fokozza a
LC3-pozitiv autofdg vezikulumok szaméat a sejt energiaszenzorainak, az AMPK és a
mMTORC?2 aktivitdsanak csokkentése, illetve a SIRT1 aktivitdsdnak emelése altal. A PARP-2
hianya atrendezi a sejtek energiaérzékelését, mely hatasara a bazalis autofagia zavart szenved
és elakad (37. abra).
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6.2. A PARP-2 hianya mitokondrialis fragmentéaciot okoz és oxidativ stresszt indukal

Kutatasunk masodik részeként a PARP-2 és a mitokondrium kapcsolatat
tanulméanyoztuk. A PARP-2 és a mitokondrium kapcsolatat kordbban mar szamos esetben
azonositottak (Bai és mtsai, 2011; Szanto és mtsai, 2012; Mohamed és mtsai, 2014), azonban
kutatasunk soran a kapcsolatukrdl ismereteinket szerettlk volna béviteni. A PARP-2
hianyaban megjelené mitokondrialis biogenezis folyamatéban a fokozott SIRT1 aktivacionak
van szerepe (Bai és mtsai, 2011). Oxidativ fenotipus detektalhato PARP-2 depletalt egerek
véazizmaban és méajaban, emellett emelkedett mitokondrialis tartalom és mtDNS mennyiség is
észlelheté PARP-2 knockout egerekben (Bai és mtsai, 2011; Szanto és mtsai, 2012; Mohamed
és mtsai, 2014).

A mitokondridlis struktlrat el6szor egér eredetii C2C12 sejteken tanulmanyoztuk,
mely sejtekben a PARP-2 shRNS technikaval volt csendesitve (Bai és mtsai, 2011), majd a
kapott eredményeinket PARP-2 csendesitett human HepG2 sejteken, illetve a PARP-2 akut
csendesitése alkalmaval is megerdsitettiik. Eredmeényeink szerint a PARP-2 csendesitése
megvaltoztatja a mitokondridlis halozatot, a struktira toredezettségét okozza. Emellett a
PARP-2 deplécio alkalmaval a mitokondrialis tartalomban is névekedést tapasztaltunk, mely a
korabbi kutatasi eredményekkel korrelal (Bai és mtsai, 2011; Mohamed és mtsai, 2014) és
mitokondrialis biogenezisre utal. A masik major PARP enzimrél, a PARP-1-r61 korabban mar

igazoltak, hogy hatassal van a mitokondrialis hal6zat integritasara (Fang és mtsai, 2014).

Sokféle parhuzamos atvonal okozhatja a mitokondridlis haldzat fragmentacidjat,
tobbek kozott a mitokondriumok organellum-szelektiv lebontasa, a mitofagia (Rodriguez-
Enriquez és mtsai, 2006), a mitokondriélis fuzio—fisszié folyamatanak helytelen miikodése, a
folyamatban részt vevo fehérjék expressziobeli valtozasa vagy teljes hianya (Scott €s Youle,
2010; Westermann, 2010; van der Bliek és mtsai, 2013), illetve a SIRT1 aktivacio (Jang és
mtsai, 2012; Andreux és mtsai, 2013; Liu és mtsai, 2017). Irodalmi adatok szerint a PARP-1
gatlasa mitofagiat okozhat, mivel a PARP-1 hiperaktivacidja miatt csokken az intracellularis
NAD" koncentracio és kovetkezményesen a SIRT1 aktivitds, mely fokozza a Pinkl
aktivacigjat és mitokondrialis hiperpolarizaciot okoz (Fang és mtsai, 2014). A SIRT1 hatassal
van a mitokondrialis halézatra, mivel a SIRT1 fokozott aktivitdsa a mitokondrialis tartalom
novekedését okozza, illetve a mitokondrialis hal6zat fragmentalddik (Jang és mtsai, 2012).
Kisérleti eredményeink szerint azonban a PARP-2 csendesités hatasara bekovetkezé SIRT1

aktivacid6 nem az oka a mitokondrialis halézat megvéaltozasanak. Ezen kiviul PARP-2
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hidnyaban a mitokondrialis dinamika folyamataban sem figyeltink meg olyan valtozasokat,
melyek a mitokondridlis haldzat szétesését magyaraztdk volna és mind a C2C12, mind a
HepG2 sejtvonalban hasonlé modon véltoztak volna, illetve a mitofagia aktivitdsdban sem
mutattunk ki fokozddast. Eredményeink azt sugalljak, hogy a PARP-2 hianyaban
megvaltozott mitokondrialis haldzatért egyik vizsgalt folyamat sem felels.

Kovetkezo kisérletiink soran a PARP-2 csendesités hatasara oxidativ stresszt
figyeltink meg. lrodalmi adatok utalnak arra, hogy a PARP genetikai vagy farmakoldgiai
gatlasa megvaltoztathatja a sejtek redox allapotat (Virag és Szabo, 2002; Pacher és mtsai,
2007). Kisérleteink soran a PARP-2 deplécioja esetén az oxidativ stressz markerekben, tébbek
kdzott a hidroetidin festés altal detektalt szuperoxid-termelésben, illetve a 4HNE-mddositott
fehérjék expressziojaban és a TBARS mérés soran a tiobarbitursav-reaktiv termékek
képzOddésében a lipidperoxidacidban emelkedést tapasztaltunk, melyek a PARP-2 hianyaban
megjelené fokozott oxidativ stresszre utalnak. Altalanos tiol-reduktansokkal, GSH-nal és
NAC-nel, valamint a mitokondriumot célz6 antioxidanssal, a MitoTEMPO-val torténd kezelés
utdn megallapitottuk, hogy az antioxidansok nem befolyadsoljak a PARP-2 hianyaban
tapasztalhaté mitokondrialis biogenezist, a mitokondrialis tartalmat nem valtoztatjak meg,
azonban a PARP-2 hidnyaban tapasztalt megvaltozott mitokondrialis héalozatra hatéssal
vannak. A PARP-2 hianyaban megfigyelheté fragmentalodott mitokondridlis strukturat az
antioxidansokkal torténé kezelés helyredllitja, a kontroll sejtekre jellemzé fenotipus, hal6zatos
mitokondrialis struktira jelenik meg. Kordbban szdmos esetben bizonyitottdk mar, hogy a
fokozott ROS-termelés a mitokondriumok fragmentécidjat okozza. A mitokondriélis
dinamikaban  bekovetkez6  valtozasok szorosan kapcsolodnak a  sejtek  redox
homeosztazisahoz (Jezek és mtsai, 2018; Chelombitko és mtsai, 2020). A MitoTEMPO-rdl
mtsai, 2021). A PARP-2 csendesités a mitokondriélis 1égzesi l1anc egyes tagjainak, mint a
Ndufa2, a Ndufb3, a Ndufb5, a COX17 és a cyt C mMRNS-szintli expresszidjat noveli (Bai €és
mtsai, 2011). Kiseérleti eredményeink szerint a PARP-2 hianyaban tapasztalhaté fokozott
expresszidjukat az alkalmazott antioxidansok képesek voltak csokkenteni. Emellett az
antioxidansokkal torténd kezelést kovetéen csOkkent a sejtek oxigénfogyasztasa, a zsirsav
oxidacio es kovetkezményesen a sejtek ATP tartalma is a kontroll és a PARP-2 csendesitett
sejtekben is, azonban a kezeletlen kontroll és a PARP-2 sejtek kozti kilonbségek nem
valtoztak. Az antioxidansok kozil a GSH és a NAC, az irodalommal korrelalva (Kusano és

mtsai, 2000), csokkentette a sejtek proliferacios képességét, azonban a kontroll és a PARP-2
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csendesitett sejtek egyforman reagaltak az antioxidans kezelést kovetéen, nem volt a két
sejtvonal kozott kilonbség. Emellett kimutattuk, hogy sem az antioxidans kezelés, sem a
PARP-2 csendesités nincs hatassal a spontan sejthalalra. Ezen eredmények arra utalnak, hogy
a PARP-2 hianyaban tapasztalhatd emelkedett ROS-termelés forrasa részben a mitokondrium
és a mitokondridlis struktara fragmentalodasat a fokozott ROS-termelés altal kivaltott

oxidativ stressz okozza.

A PARP enzimcsalad két tagjardl, a PARP-1-r61 és a PARP-3-r6l kordbban mar
kimutattak, hogy képesek befolyasolni a mitokondrialis morfoldgiat (Mouchiroud és mtsai,
2013; Rodriguez-Vargas és mtsai, 2020). A PARP-1 farmakolégiai gatldsa a mitokondrialis
fazio folyamataban részt vevé Opal fehérje expressziojat mRNS-szinten csokkenti, igy
toredezettebb halozat jellemzi az olaparibbal kezelt sejtek mitokondriumait (Mouchiroud és
mtsai, 2013). A PARP-3 gatlasat emelkedett ROS-termeléssel is 0sszefliggésbe hoztak,
melynek f6 szarmazasi helye a mitokondridlis NADPH-oxidaz (Rodriguez-Vargas és mtsai,
2020). Vizsgéalataink szerint azonban a PARP-1 vagy a PARP-3 csendesitése nem okoz
morfoldgiai valtozasokat a mitokondrialis struktardban, vagyis a PARP-2 csendesitett

sejtekben megfigyelhet6 toredezettségre egyik enzim csendesitése sem volt hatassal.

Ezen eredmeények alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy a PARP-2 enzim hianya a
mitokondrialis halézat fragmentalodasat okozza, illetve fokozott ROS-termeléssel jar, mely
oxidativ stresszt indukal. PARP-2 hianyaban megvaltozik a sejtek oxidativ allapota, mely
mitokondrialis biogenezissel jar és az oxidativ stressz kialakulasa a mitokondrialis struktira

toredezettsegét okozza (37. &bra).

(PaRP2 ) |
AMPK |, fokozott ROS-termelés
mTORC2 |, 1
SIRT1 oxidativ stressz
autofagia fragmentalddott

mitokondrialis halézat

37. abra A PARP-2 hianyaban tapasztalhat6 valtozasok

PARP-2 hidny esetén a sejtek energiaérzékelése zavart szenved, mely a csokkent AMPK és mTORC2,
valamint a fokozott SIRT1 aktivitdsdban nyilvanul meg, melyek az autofagia indukcidjat okozzak.
Emellett a PARP-2 enzim hidnya megndvekedett ROS-termeléssel jar, mely oxidativ stresszt okoz a
sejtekben és a PARP-2 hianyéaban tapasztalhatd fragmentalddott mitokondriélis halozatért felelds.
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VI1. Osszefoglalas

A PARP-2 enzim a PARP enzimcsaldd tagjaként fehérjék poszttranszlacios
modositasat  végzi. lrodalmi  ismereteink szerint szdmos metabolikus  folyamat
szabalyozédsaban vesz részt a PARP-2 enzim. Munkank soran a PARP-2 és az autofagia

kapcsolatat, illetve a PARP-2 mitokondrialis homeosztazisban betdltott szerepét vizsgaltuk.

Eredményeink alapjan a PARP-2 csendesitése soran a bazalis autofagia zavart
szenved, elakad és LC3-pozitiv vezikulumok halmozddnak fel a sejtben. A PARP-2 hidnya
atrendezi a sejtek energiahomeosztazisat, mivel a PARP-2 hianyaban fellépé autofagia zavara
az AMPK és a mTORC2 csokkent, valamint a SIRT1 fokozott aktivitasara vezethetd vissza.
A sejtek energiaérzékelésének megvéaltozasa hatassal van a PARP-2 hianyaban megfigyelhet6
autofagia zavarral. Az AMPK AICAR-ral torténd farmakoldgiai gatlasa, illetve a SIRT1
farmakoldgiai vagy genetikai csendesitése, valamint a NAD" prekurzor, a NR, hatasara
csokkent LC3 expresszio jelenik meg, vagyis a PARP-2 hianyaban fellép6 fokozott LC3-

pozitiv vezikulum akkumulaciét ezen vegyuletek mérsékelni képesek.

Kimutattuk, hogy a PARP-2 csendesitése a mitokondridlis halézat fragmentécidjat
okozza, emellett a PARP-2 hianyaban mitokondridlis biogenezist detektaltunk. Sokféle
parhuzamos Utvonal okozhatja a mitokondrialis halozat integritasanak megvaltozasat, tobbek
kozott a mitofagia, a mitokondridlis dinamikaban részt vevd fehérjék megvaltozott
expresszidja vagy diszreguléacioja, illetve a SIRT1 aktivacidja. Kisérleteink soran azonban
egyik folyamatban sem taldltunk olyan valtozast, mely a PARP-2 hidnyaban jelentkez6
mitokondrialis struktarabeli valtozast indokolhatnd. A PARP-1 vagy a PARP-3 csendesitése
sem okoz morfologiai valtozasokat a mitokondridlis struktirdban, vagyis a PARP-2
csendesitett sejtekben megfigyelhetd toredezettségre egyik enzim csendesitése sem volt
hatdssal. A PARP-2 hianyaban az oxidativ stressz markerek kifejezédésében emelkedést
tapasztaltunk. Altalanos tiol-reduktansokkal, GSH-nal és NAC-nel, valamint a
mitokondriumot célz6 antioxidanssal, a MitoTEMPO-val kezelve a sejteket a mitokondrialis
tartalomban nem tapasztaltunk valtozast, azonban a PARP-2 hianyaban fellép mitokondrialis
struktaraban bekovetkezd fragmentalodast vissza tudtdk forditani. Ezen eredményekbdl arra
kovetkeztetiink, hogy a PARP-2 hianyaban megjelené megvaltozott mitokondrialis fenotipus
az oxidativ stressz markerek emelkedésével allnak kapcsolatban, vagyis a fokozott ROS-

produkcid okozza a mitokondridlis struktdra toredezettseget.
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VIIIl. Summary

PARP-2, a member of the PARP family, performs the post-translational modification
of proteins. Based on the literature, PARP-2 enzyme is involved in the regulation of several
metabolic processes. In our work, we investigated the relationship between PARP-2 and

autophagy and the role of PARP-2 in mitochondrial homeostasis.

In the absence of PARP-2, basal autophagy is disrupted and the number of LC3-
positive vesicles increases in cells. The silencing of PARP-2 rearranged the energy
homeostasis of cells, disrupting autophagy. The disruption of autophagy is due to decreased
activity of AMPK and mTORC2 and increased activity of SIRT1. The altered energy
homeostasis affects autophagy. Pharmacological inhibition of AMPK by AICAR and
pharmacological or genetic silencing of SIRT1, and NR as NAD" precursor, reduced the
expression of LC3, these compounds are able to reduce the increased accumulation of LC3-

positive vesicle in the absence of PARP-2,

Subsequently, we showed that silencing of PARP-2 causes fragmentation of the
mitochondrial network and the induction of mitochondrial biogenesis. There are several
pathways that can cause changes in integrity of the mitochondrial network, among others,
mitophagy, altered expression or dysregulation of the mitochondrial fusion—fission
machinery, and activation of SIRT1. However, in our experiments, we did not find any major
change in these processes that would justify changes in the mitochondrial structure in the
absence of PARP-2. Silencing of PARP-1 or PARP-3 did not cause morphological changes in
mitochondrial structure, the fragmentation observed in PARP-2 silenced cells was not
affected by silencing of either enzyme. Upon the silencing of PARP-2, the expression of
oxidative stress markers as superoxide production, expression of 4HNE-modified proteins or
formation of thiobarbituric acid-reactive products increased. Treatment of cells with thiol
reductants, GSH and NAC, and the mitochondrial-targeted antioxidant, MitoTEMPO, did not
change the mitochondrial content, but reverted mitochondrial fragmentation. We conclude
that the altered mitochondrial phenotype that appears in the absence of PARP-2 is associated
with increased level of the oxidative stress causing the fragmentation of the mitochondrial

structure.

88



IX. Irodalomjegyzek

Adams, J., Chen, Z. P., Van Denderen, B. J., Morton, C. J., Parker, M. W., Witters, L. A.,
Stapleton, D., Kemp, B. E. (2004). "Intrasteric control of AMPK via the gammal subunit
AMP allosteric regulatory site." Protein Sci 13(1): 155-165.

Alavi, M. V., Bette, S., Schimpf, S., Schuettauf, F., Schraermeyer, U., Wehrl, H. F., Ruttiger,
L., Beck, S. C., Tonagel, F., Pichler, B. J., Knipper, M., Peters, T., Laufs, J., Wissinger, B.
(2007). "A splice site mutation in the murine Opal gene features pathology of autosomal
dominant optic atrophy."” Brain 130(Pt 4): 1029-1042.

Alers, S., Loffler, A. S., Wesselborg, S., Stork, B. (2012). "Role of AMPK-mTOR-UIK1/2 in
the regulation of autophagy: cross talk, shortcuts, and feedbacks.” Mol Cell Biol 32(1): 2-11.

Althaus, F. R., Richter, C. (1987). "ADP-ribosylation of proteins. Enzymology and biological
significance.” Mol Biol Biochem Biophys 37: 1-237.

Alvarez-Gonzalez, R., Jacobson, M. K. (1987). "Characterization of polymers of adenosine
diphosphate ribose generated in vitro and in vivo." Biochemistry 26(11): 3218-3224.

Amaravadi, R. K., Yu, D., Lum, J. J.,, Bui, T., Christophorou, M. A., Evan, G. |., Thomas-
Tikhonenko, A., Thompson, C. B. (2007). "Autophagy inhibition enhances therapy-induced
apoptosis in a Myc-induced model of lymphoma.” J Clin Invest 117(2): 326-336.

Ame, J. C., Rolli, V., Schreiber, V., Niedergang, C., Apiou, F., Decker, P., Muller, S., Hoger,
T., Menissier-de Murcia, J., de Murcia, G. (1999). "PARP-2, A novel mammalian DNA
damage-dependent poly(ADP-ribose) polymerase.” J Biol Chem 274(25): 17860-17868.

Ame, J. C., Spenlehauer, C., de Murcia, G. (2004). "The PARP superfamily.” Bioessays
26(8): 882-893.

Anderson, S., Bankier, A. T., Barrell, B. G., de Bruijn, M. H., Coulson, A. R., Drouin, J.,
Eperon, I. C., Nierlich D. P., Roe, B. A., Sanger, F., Schreier, P. H., Smith, A. J., Staden, R.,
Young, I. G. (1981). "Sequence and organization of the human mitochondrial genome."
Nature 290(5806): 457-65.

Andreux, P. A., Houtkooper, R. H., Auwerx, J. (2013). "Pharmacological approaches to
restore mitochondrial function.” Nat Rev Drug Discov 12(6): 465-483.

Armour, S. M., Baur, J. A., Hsieh, S. N., Land-Bracha, A., Thomas, S. M., Sinclair, D. A.
(2009). "Inhibition of mammalian S6 kinase by resveratrol suppresses autophagy.” Aging

(Albany NY) 1(6): 515-528.

Ashrafi, G., Schwarz, T. L. (2013). "The pathways of mitophagy for quality control and
clearance of mitochondria." Cell Death Differ 20(1): 31-42.

Augustin, A., Spenlehauer, C., Dumond, H., Menissier-de Murcia, J., Piel, M., Schmit, A. C.,
Apiou, F., Vonesch, J. L., Kock, M., Bornens, M., de Murcia, G. (2003). "PARP-3 localizes
preferentially to the daughter centriole and interferes with the G1/S cell cycle progression.” J
Cell Sci 116(8): 1551-62.

89



Bai, P. (2015). "Biology of Poly(ADP-Ribose) Polymerases: The Factotums of Cell
Maintenance." Mol Cell 58(6): 947-958.

Bai, P., Canto, C., Brunyanszki, A., Huber, A., Szanto, M., Cen, Y., Yamamoto, H., Houten,
S. M., Kiss, B., Oudart, H., Gergely, P., Menissier-de Murcia, J., Schreiber, V., Sauve, A. A.,
Auwerx, J. (2011). "PARP-2 regulates SIRT1 expression and whole-body energy
expenditure.” Cell Metab 13(4): 450-460.

Bai, P., Houten, S. M., Huber, A., Schreiber, V., Watanabe, M., Kiss, B., de Murcia, G.,
Auwerx, J., Menissier-de Murcia, J. (2007). "Poly(ADP-ribose) polymerase-2 [corrected]
controls adipocyte differentiation and adipose tissue function through the regulation of the
activity of the retinoid X receptor/peroxisome proliferator-activated receptor-gamma
[corrected] heterodimer.” J Biol Chem 282(52): 37738-37746.

Bai, P., Nagy, L., Fodor, T., Liaudet, L., Pacher, P. (2015). "Poly(ADP-ribose) polymerases
as modulators of mitochondrial activity.” Trends Endocrinol Metab 26(2): 75-83.

Balaker, A. E., Ishiyama, P., Lopez, I. A., Ishiyama, G., Ishiyama, A. (2013).
"Immunocytochemical localization of the translocase of the outer mitochondrial membrane
(Tom20) in the human cochlea.” Anat Rec (Hoboken) 296(2): 326-332.

Banasik, M., Komura, H., Shimoyama, M., Ueda, K. (1992). "Specific inhibitors of
poly(ADP-ribose) synthetase and mono(ADP-ribosyl)transferase.” J Biol Chem 267(3): 1569-
1575.

Banerjee, R., Beal, M. F., Thomas, B. (2010). "Autophagy in neurodegenerative disorders:
pathogenic roles and therapeutic implications.” Trends Neurosci 33(12): 541-549.

Beau, I., Esclatine, A., Codogno, P. (2008). "Lost to translation: when autophagy targets
mature ribosomes." Trends Cell Biol 18(7): 311-314.

Bertholet, A. M., Delerue, T., Millet, A. M., Moulis, M. F., David, C., Daloyau, M., Arnaune-
Pelloquin, L., Davezac, N., Mils, V., Miquel, M. C., Rojo, M., Belenguer, P. (2016).
"Mitochondrial fusion/fission dynamics in neurodegeneration and neuronal plasticity.”
Neurobiol Dis 90: 3-19.

Blander, G., Guarente, L. (2004). "The Sir2 family of protein deacetylases.” Annu Rev
Biochem 73: 417-435.

Boehler, C., Dantzer, F. (2011). "PARP-3, a DNA-dependent PARP with emerging roles in
double-strand break repair and mitotic progression.” Cell Cycle 10(7): 1023-1024.

Cai, Q., Jeong, Y. Y. (2020). "Mitophagy in Alzheimer's Disease and Other Age-Related
Neurodegenerative Diseases." Cells 9(1).

Canto, C., Auwerx, J. (2012). "Targeting sirtuin 1 to improve metabolism: all you need is
NAD(+)?" Pharmacol Rev 64(1): 166-187.

Cebollero, E., Reggiori, F., Kraft, C. (2012). "Reticulophagy and ribophagy: regulated
degradation of protein production factories.” Int J Cell Biol 2012: 182834.

90



Chambon, P., Weill, J. D., Mandel, P. (1963). "Nicotinamide mononucleotide activation of
new DNA-dependent polyadenylic acid synthesizing nuclear enzyme." Biochem Biophys Res
Commun 11: 39-43.

Chazotte, B. (2011). "Labeling mitochondria with MitoTracker dyes." Cold Spring Harb
Protoc 2011(8): 990-992.

Chelombitko, M. A., Chernyak, B. V., Fedorov, A. V., Zinovkin, R. A., Razin, E., Paruchuru,
L. B. (2020). "The role played by mitochondria in FceRI-dependent mast cell activation."
Front Immunol 11: 584210.

Chen, H., Detmer, S. A., Ewald, A. J., Griffin, E. E., Fraser, S. E., Chan, D. C. (2003).
"Mitofusins Mfnl and Mfn2 coordinately regulate mitochondrial fusion and are essential for
embryonic development.” J Cell Biol 160(2): 189-200.

Chen, Y., Klionsky, D. J. (2011). "The regulation of autophagy - unanswered questions." J
Cell Sci 124(Pt 2): 161-170.

Cheung, Z. H., Ip, N. Y. (2009). "The emerging role of autophagy in Parkinson's disease."
Mol Brain 2: 29.

Chikte, S., Panchal, N., Warnes, G. (2014). "Use of LysoTracker dyes: a flow cytometric
study of autophagy.” Cytometry A 85(2): 169-178.

Chiong, M., Cartes-Saavedra, B., Norambuena-Soto, I., Mondaca-Ruff, D., Morales, P. E.,
Garcia-Miguel, M., Mellado, R. (2014). "Mitochondrial metabolism and the control of
vascular smooth muscle cell proliferation.” Front Cell Dev Biol 2: 72.

Cuervo, A. M. (2011). "Chaperone-mediated autophagy: Dice's 'wild' idea about lysosomal
selectivity.” Nat Rev Mol Cell Biol 12(8): 535-541.

Curtin, N. J., Szabo, C. (2013). "Therapeutic applications of PARP inhibitors: anticancer
therapy and beyond." Mol Aspects Med 34(6): 1217-1256.

Dagda, R. K., Cherra, S. J., 3rd, Kulich, S. M., Tandon, A., Park, D., Chu, C. T. (2009). "Loss
of PINKZ1 function promotes mitophagy through effects on oxidative stress and mitochondrial
fission." J Biol Chem 284(20): 13843-13855.

Daniels, C. M., Ong, S. E., Leung, A. K. (2015). "The Promise of Proteomics for the Study of
ADP-Ribosylation." Mol Cell 58(6): 911-924.

Dantzer, F., Giraud-Panis, M. J., Jaco, I., Ame, J. C., Schultz, 1., Blasco, M., Koering, C. E.,
Gilson, E., Menissier-de Murcia, J., de Murcia, G., Schreiber, V. (2004). "Functional
interaction between poly(ADP-Ribose) polymerase 2 (PARP-2) and TRF2: PARP activity
negatively regulates TRF2." Mol Cell Biol 24(4): 1595-1607.

Dantzer, F., Mark, M., Quenet, D., Scherthan, H., Huber, A., Liebe, B., Monaco, L.,
Chicheportiche, A., Sassone-Corsi, P., de Murcia, G., Menissier-de Murcia, J. (2006).
"Poly(ADP-ribose) polymerase-2 contributes to the fidelity of male meiosis | and
spermiogenesis.” Proc Natl Acad Sci U S A 103(40): 14854-148509.

91



Dantzer, F., Santoro, R. (2013). "The expanding role of PARPs in the establishment and
maintenance of heterochromatin.” FEBS J 280(15): 3508-3518.

Davies, V. J,, Hollins, A. J., Piechota, M. J., Yip, W., Davies, J. R., White, K. E., Nicols, P.
P., Boulton, M. E., Votruba, M. (2007). "Opal deficiency in a mouse model of autosomal
dominant optic atrophy impairs mitochondrial morphology, optic nerve structure and visual
function." Hum Mol Genet 16(11): 1307-1318.

De Duve, C. (1964). "From Cytases to Lysosomes." Fed Proc 23: 1045-1049.

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(4): 604-617.

De Duve, C., Wattiaux, R. (1966). "Functions of lysosomes.” Annu Rev Physiol 28: 435-492.

Ding, W. X., Yin, X. M. (2012). "Mitophagy: mechanisms, pathophysiological roles, and
analysis." Biol Chem 393(7): 547-564.

Dodd, K. M., Yang, J., Shen, M. H., Sampson, J. R., Tee, A. R. (2015). "mTORCL1 drives
HIF-1lalpha and VEGF-A signalling via multiple mechanisms involving 4E-BP1, S6K1 and
STATS3." Oncogene 34(17): 2239-2250.

Dunn, W. A., Jr,, Cregg, J. M., Kiel, J. A., van der Klei, 1. J., Oku, M., Sakali, Y., Sibirny, A.
A., Stasyk, O. V., Veenhuis, M. (2005). "Pexophagy: the selective autophagy of
peroxisomes.” Autophagy 1(2): 75-83.

Ellenrieder, L., Martensson, C. U., Becker, T. (2015). "Biogenesis of mitochondrial outer
membrane proteins, problems and diseases.” Biol Chem 396(11): 1199-213.

Eskelinen, E. L., Reggiori, F., Baba, M., Kovacs, A. L., Seglen, P. O. (2011). "Seeing is
believing: the impact of electron microscopy on autophagy research.” Autophagy 7(9): 935-
956.

Fang, E. F., Scheibye-Knudsen, M., Brace, L. E., Kassahun, H., SenGupta, T., Nilsen, H.,
Mitchell, J. R., Croteau, D. L., Bohr, V. A. (2014). "Defective mitophagy in XPA via PARP-1
hyperactivation and NAD(+)/SIRT1 reduction.” Cell 157(4): 882-896.

Farres, J., Llacuna, L., Martin-Caballero, J., Martinez, C., Lozano, J. J., Ampurdanes, C.,
Lopez-Contreras, A. J., Florensa, L., Navarro, J., Ottina, E., Dantzer, F., Schreiber, V.,
Villunger, A., Fernandez-Capetillo, O., Yelamos, J. (2015). "PARP-2 sustains erythropoiesis
in mice by limiting replicative stress in erythroid progenitors.” Cell Death Differ 22(7): 1144-
1157.

Farres, J., Martin-Caballero, J., Martinez, C., Lozano, J. J., Llacuna, L., Ampurdanes, C.,
Ruiz-Herguido, C., Dantzer, F., Schreiber, V., Villunger, A., Bigas, A., Yelamos, J. (2013).
"Parp-2 is required to maintain hematopoiesis following sublethal gamma-irradiation in
mice.” Blood 122(1): 44-54.

Fedorko, M. (1967). "Effect of chloroquine on morphology of cytoplasmic granules in
maturing human leukocytes--an ultrastructural study.” J Clin Invest 46(12): 1932-1942.

92



Feng, Y., He, D., Yao, Z., Klionsky, D. J. (2014). "The machinery of macroautophagy." Cell
Res 24(1): 24-41.

Filliol, A., Piquet-Pellorce, C., Dion, S., Genet, V., Lucas-Clerc, C., Dantzer, F., Samson, M.
(2017). "PARP2 deficiency affects invariant-NKT-cell maturation and protects mice from
concanavalin A-induced liver injury.” Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 313(5): G399-
G400.

Fodor, T., Szanto, M., Abdul-Rahman, O., Nagy, L., Der, A., Kiss, B., Bai, P. (2016).
"Combined Treatment of MCF-7 Cells with AICAR and Methotrexate, Arrests Cell Cycle and
Reverses Warburg Metabolism through AMP-Activated Protein Kinase (AMPK) and
FOXOL1. " PLoS One 11(2): e0150232.

Frias, M. A., Thoreen, C. C., Jaffe, J. D., Schroder, W., Sculley, T., Carr, S. A., Sabatini, D.
M. (2006). "mSinl is necessary for Akt/PKB phosphorylation, and its isoforms define three
distinct mTORC2s." Curr Biol 16(18): 1865-1870.

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.

Galvez, A. S., Brunskill, E. W., Marreez, Y., Benner, B. J., Regula, K. M., Kirschenbaum, L.
A., Dorn, G. W., 2nd (2006). "Distinct pathways regulate proapoptotic Nix and BNip3 in
cardiac stress." J Biol Chem 281(3): 1442-1448.

Ge, Y., Shi, X., Boopathy, S., McDonald, J., Smith, A. W., Chao, L. H. (2020). "Two forms
of Opal cooperate to complete fusion of the mitochondrial inner-membrane.” Elife 9.

Gertz, M., Fischer, F., Nguyen, G. T., Lakshminarasimhan, M., Schutkowski, M., Weyand,
M., Steegborn, C. (2013). "Ex-527 inhibits Sirtuins by exploiting their unique NAD+-
dependent deacetylation mechanism.” Proc Natl Acad Sci U S A 110(30): E2772-2781.

Glick, D., Barth, S., Macleod, K. F. (2010). "Autophagy: cellular and molecular
mechanisms." J Pathol 221(1): 3-12.

Gomez-Pinillos, A., Ferrari, A. C. (2012). "mTOR signaling pathway and mTOR inhibitors in
cancer therapy." Hematol Oncol Clin North Am 26(3): 483-505, vii.

Gottlieb, R. A., Mentzer, R. M. (2010). "Autophagy during cardiac stress: joys and
frustrations of autophagy.” Annu Rev Physiol 72: 45-59.

Green, D. R., Van Houten, B. (2011). "SnapShot: Mitochondrial quality control.” Cell 147(4):
950, 950 e951.

Griffin, R. J., Pemberton, L. C., Rhodes, D., Bleasdale, C., Bowman, K., Calvert, A. H.,
Curtin, N. J., Durkacz, B. W., Newell, D. R., Porteous, J. K., et al. (1995). "Novel potent
inhibitors of the DNA repair enzyme poly(ADP-ribose)polymerase (PARP)." Anticancer
Drug Des 10(6): 507-514.

Guertin, D. A., Sabatini, D. M. (2007). "Defining the role of mTOR in cancer.” Cancer Cell
12(1): 9-22.

93



Gupte, R., Liu, Z., Kraus, W. L. (2017). "PARPs and ADP-ribosylation: recent advances
linking molecular functions to biological outcomes.” Genes Dev 31(2): 101-126.

Haenni, S. S., Altmeyer, M., Hassa, P. O., Valovka, T., Fey, M., Hottiger, M. O. (2008).
"Importin alpha binding and nuclear localization of PARP-2 is dependent on lysine 36, which
is located within a predicted classical NLS." BMC Cell Biol 9: 39.

Haenni, S. S., Hassa, P. O., Altmeyer, M., Fey, M., Imhof, R., Hottiger, M. O. (2008).
"Identification of lysines 36 and 37 of PARP-2 as targets for acetylation and auto-ADP-
ribosylation." Int J Biochem Cell Biol 40(10): 2274-2283.

Halse, R., Fryer, L. G., McCormack, J. G., Carling, D., Yeaman, S. J. (2003). "Regulation of
glycogen synthase by glucose and glycogen: a possible role for AMP-activated protein
kinase." Diabetes 52(1): 9-15.

Hanzlikova, H., Gittens, W., Krejcikova, K., Zeng, Z., Caldecott, K. W. (2017). "Overlapping
roles for PARP1 and PARP2 in the recruitment of endogenous XRCC1 and PNKP into
oxidized chromatin." Nucleic Acids Res 45(5): 2546-2557.

Hardie, D. G. (2007). "AMP-activated/SNF1 protein kinases: conserved guardians of cellular
energy." Nat Rev Mol Cell Biol 8(10): 774-785.

Hare, S. H., Harvey, A. J. (2017). "mTOR function and therapeutic targeting in breast
cancer." Am J Cancer Res 7(3): 383-404.

Harris, I. S., DeNicola, G. M. (2020). "The Complex Interplay between Antioxidants and
ROS in Cancer." Trends Cell Biol 30(6): 440-451.

Hassa, P. O., Haenni, S. S., Elser, M., Hottiger, M. O. (2006). "Nuclear ADP-ribosylation
reactions in mammalian cells: where are we today and where are we going?" Microbiol Mol
Biol Rev 70(3): 789-829.

Hayashi, K., Tanaka, M., Shimada, T., Miwa, M., Sugimura, T. (1983). "Size and shape of
poly(ADP-ribose): examination by gel filtration, gel electrophoresis and electron
microscopy." Biochem Biophys Res Commun 112(1): 102-107.

He, C., Klionsky, D. J. (2009). "Regulation mechanisms and signaling pathways of
autophagy." Annu Rev Genet 43: 67-93.

Hegedus, C., Juhasz, T., Fidrus, E., Janka, E. A., Juhasz, G., Boros, G., Paragh, G., Uray, K.,
Emri, G., Remenyik, E., Bai, P. (2021). "Cyclobutane pyrimidine dimers from UVB exposure
induce a hypermetabolic state in keratinocytes via mitochondrial oxidative stress.” Redox Biol
38:101808.

Heitman, J.,, Movva, N. R., Hall, M. N. (1991). "Targets for cell cycle arrest by the
immunosuppressant rapamycin in yeast." Science 253(5022): 905-909.

Hipkiss, A. R. (2009). "NAD+ availability and proteotoxicity." Neuromolecular Med 11(2):
97-100.

94



Hosokawa, N., Hara, T., Kaizuka, T., Kishi, C., Takamura, A., Miura, Y., lemura, S.,
Natsume, T., Takehana, K., Yamada, N., Guan, J. L., Oshiro, N., Mizushima, N. (2009).
"Nutrient-dependent mTORCL1 association with the ULK1-Atg13-FIP200 complex required
for autophagy.” Mol Biol Cell 20(7): 1981-1991.

Hottiger, M. O., Hassa, P. O., Luscher, B., Schuler, H., Koch-Nolte, F. (2010). "Toward a
unified nomenclature for mammalian ADP-ribosyltransferases.” Trends Biochem Sci 35(4):
208-2109.

Houtkooper, R. H., Pirinen, E., Auwerx, J. (2012). "Sirtuins as regulators of metabolism and
healthspan.” Nat Rev Mol Cell Biol 13(4): 225-238.

Hoyer-Hansen, M., Jaattela, M. (2007). "AMP-activated protein kinase: a universal regulator
of autophagy?" Autophagy 3(4): 381-383.

Hubbard, B. P., Sinclair, D. A. (2014). "Small molecule SIRT1 activators for the treatment of
aging and age-related diseases." Trends Pharmacol Sci 35(3): 146-154.

Huber, A., Bai, P., de Murcia, J. M., de Murcia, G. (2004). "PARP-1, PARP-2 and ATM in
the DNA damage response: functional synergy in mouse development.” DNA Repair (Amst)
3(8-9): 1103-1108.

Isabelle, M., Gagne, J. P., Gallouzi, I. E., Poirier, G. G. (2012). "Quantitative proteomics and
dynamic imaging reveal that G3BP-mediated stress granule assembly is poly(ADP-ribose)-
dependent following exposure to MNNG-induced DNA alkylation.” J Cell Sci 125(Pt 19):
4555-4566.

Isabelle, M., Moreel, X., Gagne, J. P., Rouleau, M., Ethier, C., Gagne, P., Hendzel, M. J.,
Poirier, G. G. (2010). "Investigation of PARP-1, PARP-2, and PARG interactomes by
affinity-purification mass spectrometry."” Proteome Sci 8: 22.

Jang, S. Y., Kang, H. T., Hwang, E. S. (2012). "Nicotinamide-induced mitophagy: event
mediated by high NAD+/NADH ratio and SIRT1 protein activation." J Biol Chem 287(23):
19304-19314.

Jezek, J., Cooper, K. F., Strich, R. (2018). "Reactive Oxygen Species and Mitochondrial
Dynamics: The Yin and Yang of Mitochondrial Dysfunction and Cancer Progression.”
Antioxidants (Basel) 7(1): 13.

Jiang, P., Mizushima, N. (2014). "Autophagy and human diseases.” Cell Res 24(1): 69-79.

Johansson, M. (1999). "A human poly(ADP-ribose) polymerase gene family (ADPRTL):
cDNA cloning of two novel poly(ADP-ribose) polymerase homologues.” Genomics 57(3):
442-445,

Jung, C. H., Jun, C. B., Ro, S. H., Kim, Y. M., Otto, N. M., Cao, J., Kundu, M., Kim, D. H.
(2009). "ULK-Atgl13-FIP200 complexes mediate mTOR signaling to the autophagy
machinery.” Mol Biol Cell 20(7): 1992-2003.

Jung, C. H., Ro, S. H., Cao, J., Otto, N. M., Kim, D. H. (2010). "mTOR regulation of
autophagy." FEBS Lett 584(7): 1287-1295.

95



Kawaichi, M., Oka, J., Zhang, J., Ueda, K., Hayaishi, O. (1983). "Properties of poly(ADP-
ribose) synthetase and ADP-ribosyl histone splitting enzyme." Princess Takamatsu Symp 13:
121-128.

Kitada, T., Asakawa, S., Hattori, N., Matsumine, H., Yamamura, Y., Minoshima, S., Yokochi,
M., Mizuno, Y., Shimizu, N. (1998). "Mutations in the parkin gene cause autosomal recessive
juvenile parkinsonism." Nature 392(6676): 605-608.

Kleine, H., Herrmann, A., Lamark, T., Forst, A. H., Verheugd, P., Luscher-Firzlaff, J.,
Lippok, B., Feijs, K. L., Herzog, N., Kremmer, E., Johansen, T., Muller-Newen, G., Luscher,
B. (2012). "Dynamic subcellular localization of the mono-ADP-ribosyltransferase ARTD10
and interaction with the ubiquitin receptor p62." Cell Commun Signal 10(1): 28.

Klionsky, D. J. (2005). "Autophagy." Curr Biol 15(8): R282-283.

Klionsky, D. J., Abdelmohsen, K., Abe, A., Abedin, M. J., Abeliovich, H., Acevedo Arozena,
A., Adachi, H., Adams, C. M., Adams, P. D., Adeli, K., Adhihetty, P. J., Adler, S. G., Agam,
G., Agarwal, R., Aghi, M. K., Agnello, M., Agostinis, P., Aguilar, P. V., Aguirre-Ghiso, J.,
Airoldi, E. M., et al. (2016). "Guidelines for the use and interpretation of assays for
monitoring autophagy (3rd edition)." Autophagy 12(1): 1-222.

Klionsky, D. J., Cregg, J. M., Dunn, W. A., Jr., Emr, S. D., Sakali, Y., Sandoval, I. V., Sibirny,
A., Subramani, S., Thumm, M., Veenhuis, M., Ohsumi, Y. (2003). "A unified nomenclature
for yeast autophagy-related genes.” Dev Cell 5(4): 539-545.

Kofler, J., Otsuka, T., Zhang, Z., Noppens, R., Grafe, M. R., Koh, D. W., Dawson, V. L., de
Murcia, J. M., Hurn, P. D., Traystman, R. J. (2006). "Differential effect of PARP-2 deletion
on brain injury after focal and global cerebral ischemia.” J Cereb Blood Flow Metab 26(1):
135-141.

Komatsu, M., Waguri, S., Chiba, T., Murata, S., Iwata, J., Tanida, I., Ueno, T., Koike, M.,
Uchiyama, Y., Kominami, E., Tanaka, K. (2006). "Loss of autophagy in the central nervous
system causes neurodegeneration in mice." Nature 441(7095): 880-884.

Koshiba, T., Detmer, S. A., Kaiser, J. T., Chen, H., McCaffery, J. M., Chan, D. C. (2004).
"Structural basis of mitochondrial tethering by mitofusin complexes.” Science 305(5685):
858-862.

Kovacs, T., Miko, E., Vida, A., Sebo, E., Toth, J., Csonka, T., Boratko, A., Ujlaki, G., Lente,
G., Kovacs, P., Toth, D., Arkosy, P., Kiss, B., Mehes, G., Goedert, J. J., Bai, P. (2019).
"Cadaverine, a metabolite of the microbiome, reduces breast cancer aggressiveness through
trace amino acid receptors.” Sci Rep 9(1): 1300.

Kroemer, G., Marino, G., Levine, B. (2010). "Autophagy and the integrated stress response."
Mol Cell 40(2): 280-93.

Kudchodkar, S. B., Levine, B. (2009). "Viruses and autophagy.” Rev Med Virol 19(6): 359-
378.

Kurnit, K. C., Coleman, R. L., Westin, S. N. (2018). "Using PARP Inhibitors in the Treatment
of Patients With Ovarian Cancer." Curr Treat Options Oncol 19(12): 1.

96



Kurth-Kraczek, E. J., Hirshman, M. F., Goodyear, L. J., Winder, W. W. (1999). "5 AMP-
activated protein kinase activation causes GLUT4 translocation in skeletal muscle." Diabetes
48(8): 1667-1671.

Kusano, C., Takao, S., Noma, H., Yoh, H., Aikou, T., Okumura, H., Akiyama, S., Kawamura,
M., Makino, M., Baba, M. (2000). "N-acetyl cysteine inhibits cell cycle progression in
pancreatic carcinoma cells." Hum Cell 13(4): 213-20.

Kutuzov, M. M., Khodyreva, S. N., llina, E. S., Sukhanova, M. V., Ame, J. C., Lavrik, O. I.
(2015). "Interaction of PARP-2 with AP site containing DNA." Biochimie 112: 10-19.

Lackner, L. L., Nunnari, J. M. (2009). "The molecular mechanism and cellular functions of
mitochondrial division." Biochim Biophys Acta 1792(12): 1138-1144.

Lagouge, M., Argmann, C., Gerhart-Hines, Z., Meziane, H., Lerin, C., Daussin, F., Messadeq,
N., Milne, J., Lambert, P., Elliott, P., Geny, B., Laakso, M., Puigserver, P., Auwerx, J. (2006).
"Resveratrol improves mitochondrial function and protects against metabolic disease by
activating SIRT1 and PGC-1alpha.” Cell 127(6): 1109-1122.

Lamb, C. A., Yoshimori, T., Tooze, S. A. (2013). "The autophagosome: origins unknown,
biogenesis complex." Nat Rev Mol Cell Biol 14(12): 759-774.

Lampada, A., O'Prey, J., Szabadkai, G., Ryan, K. M., Hochhauser, D., Salomoni, P. (2017).
"mTORC1-independent autophagy regulates receptor tyrosine kinase phosphorylation in
colorectal cancer cells via an mTORC2-mediated mechanism.” Cell Death Differ 24(6): 1045-
1062.

Lee, I. H., Cao, L., Mostoslavsky, R., Lombard, D. B., Liu, J., Bruns, N. E., Tsokos, M., Alt,
F. W., Finkel, T. (2008). "A role for the NAD-dependent deacetylase Sirtl in the regulation of
autophagy.” Proc Natl Acad Sci U S A 105(9): 3374-3379.

Leger, K., Bar, D., Savic, N., Santoro, R., Hottiger, M. O. (2014). "ARTD2 activity is
stimulated by RNA." Nucleic Acids Res 42(8): 5072-5082.

Levine, B., Mizushima, N., Virgin, H. W. (2011). "Autophagy in immunity and
inflammation." Nature 469(7330): 323-335.

Levine, B., Yuan, J. (2005). "Autophagy in cell death: an innocent convict?" J Clin Invest
115(10): 2679-2688.

Li, X., Klaus, J. A., Zhang, J., Xu, Z., Kibler, K. K., Andrabi, S. A., Rao, K., Yang, Z. J.,
Dawson, T. M., Dawson, V. L., Koehler, R. C. (2010). "Contributions of poly(ADP-ribose)
polymerase-1 and -2 to nuclear translocation of apoptosis-inducing factor and injury from
focal cerebral ischemia.” J Neurochem 113(4): 1012-1022.

Liu, G., Park, S. H., Imbesi, M., Nathan, W. J., Zou, X., Zhu, Y., Jiang, H., Parisiadou, L.,
Gius, D. (2017). "Loss of NAD-Dependent Protein Deacetylase Sirtuin-2 Alters
Mitochondrial Protein Acetylation and Dysregulates Mitophagy.” Antioxid Redox Signal
26(15): 849-863.

97



Liu, L., Feng, D., Chen, G., Chen, M., Zheng, Q., Song, P., Ma, Q., Zhu, C., Wang, R., Qi,
W., Huang, L., Xue, P., Li, B., Wang, X., Jin, H., Wang, J., Yang, F., Liu, P., Zhu, Y., Sui, S.,
Chen, Q. (2012). "Mitochondrial outer-membrane protein FUNDC1 mediates hypoxia-
induced mitophagy in mammalian cells.” Nat Cell Biol 14(2): 177-185.

Liu, T., Zhang, J., Li, K., Deng, L., Wang, H. (2020). "Combination of an Autophagy Inducer
and an Autophagy Inhibitor: A Smarter Strategy Emerging in Cancer Therapy." Front
Pharmacol 11: 408.

Lu, J., Holmgren, A. (2014). "The thioredoxin antioxidant system." Free Radic Biol Med 66:
75-87.

Luscher, B., Ahel, 1., Altmeyer, M., Ashworth, A., Bai, P., Chang, P., Cohen, M., Corda, D.,
Dantzer, F., Daugherty, M., Dawson, T., Dawson, V., Deindl, S., Fehr, A., Feijs, K., Filippov,
D., Gagne, J. P., Grimaldi, G., Guettler, S., Hoch, N., et al. (2021). "ADP-ribosyltransferases,
an update on function and nomenclature.” FEBS J

MacVicar, T., Langer, T. (2016). "OPAL processing in cell death and disease - the long and
short of it." J Cell Sci 129(12): 2297-2306.

Maeda, Y., Hunter, T. C., Loudy, D. E., Dave, V., Schreiber, V., Whitsett, J. A. (2006).
"PARP-2 interacts with TTF-1 and regulates expression of surfactant protein-B." J Biol Chem
281(14): 9600-9606.

Magnuson, B., Ekim, B., Fingar, D. C. (2012). "Regulation and function of ribosomal protein
S6 kinase (S6K) within mTOR signalling networks." Biochem J 441(1): 1-21.

Malanga, M., Althaus, F. R. (2004). "Poly(ADP-ribose) reactivates stalled DNA
topoisomerase | and Induces DNA strand break resealing." J Biol Chem 279(7): 5244-5248.

Margis, R., Dunand, C., Teixeira, F. K., Margis-Pinheiro, M. (2008). "Glutathione peroxidase
family - an evolutionary overview." FEBS J 275(15): 3959-3970.

Marino, G., Morselli, E., Bennetzen, M. V., Eisenberg, T., Megalou, E., Schroeder, S.,
Cabrera, S., Benit, P., Rustin, P., Criollo, A., Kepp, O., Galluzzi, L., Shen, S., Malik, S. A.,
Maiuri, M. C., Horio, Y., Lopez-Otin, C., Andersen, J. S., Tavernarakis, N., Madeo, F.,
Kroemer, G. (2011). "Longevity-relevant regulation of autophagy at the level of the
acetylproteome.” Autophagy 7(6): 647-649.

Marino, G., Salvador-Montoliu, N., Fueyo, A., Knecht, E., Mizushima, N., Lopez-Otin, C.
(2007). "Tissue-specific autophagy alterations and increased tumorigenesis in mice deficient
in Atg4C/autophagin-3." J Biol Chem 282(25): 18573-18583.

Martinez-Vicente, M., Talloczy, Z., Kaushik, S., Massey, A. C., Mazzulli, J., Mosharov, E.
V., Hodara, R., Fredenburg, R., Wu, D. C., Follenzi, A., Dauer, W., Przedborski, S.,
Ischiropoulos, H., Lansbury, P. T., Sulzer, D., Cuervo, A. M. (2008). "Dopamine-modified
alpha-synuclein blocks chaperone-mediated autophagy." J Clin Invest 118(2): 777-788.

Marton, J., Peter, M., Balogh, G., Bodi, B., Vida, A., Szanto, M., Bojcsuk, D., Janko, L.,
Bhattoa, H. P., Gombos, 1., Uray, K., Horvath, 1., Torok, Z., Balint, B. L., Papp, Z., Vigh, L.,
Bai, P. (2018). "Poly(ADP-ribose) polymerase-2 is a lipid-modulated modulator of muscular
lipid homeostasis." Biochim Biophys Acta Mol Cell Biol Lipids 1863(11): 1399-1412.

98



Massey, A., Kiffin, R., Cuervo, A. M. (2004). "Pathophysiology of chaperone-mediated
autophagy." Int J Biochem Cell Biol 36(12): 2420-2434.

Melendez, A., Neufeld, T. P. (2008). "The cell biology of autophagy in metazoans: a
developing story." Development 135(14): 2347-2360.

Menissier de Murcia, J., Ricoul, M., Tartier, L., Niedergang, C., Huber, A., Dantzer, F.,
Schreiber, V., Ame, J. C., Dierich, A., LeMeur, M., Sabatier, L., Chambon, P., de Murcia, G.
(2003). "Functional interaction between PARP-1 and PARP-2 in chromosome stability and
embryonic development in mouse.” EMBO J 22(9): 2255-2263.

Meyer-Ficca, M. L., Lonchar, J. D., Ihara, M., Meistrich, M. L., Austin, C. A., Meyer, R. G.
(2011). "Poly(ADP-ribose) polymerases PARP1 and PARP2 modulate topoisomerase Il beta
(TOP2B) function during chromatin condensation in mouse spermiogenesis.” Biol Reprod
84(5): 900-9009.

Mishra, P., Carelli, V., Manfredi, G., Chan, D. C. (2014). "Proteolytic cleavage of Opal
stimulates mitochondrial inner membrane fusion and couples fusion to oxidative
phosphorylation.” Cell Metab 19(4): 630-641.

Mizushima, N. (2007). "Autophagy: process and function.” Genes Dev 21(22): 2861-2873.

Mizushima, N., Hara, T. (2006). "Intracellular quality control by autophagy: how does
autophagy prevent neurodegeneration?" Autophagy 2(4): 302-304.

Mizushima, N., Komatsu, M. (2011). "Autophagy: renovation of cells and tissues.” Cell
147(4): 728-741.

Mizushima, N., Levine, B., Cuervo, A. M., Klionsky, D. J. (2008). "Autophagy fights disease
through cellular self-digestion.” Nature 451(7182): 1069-1075.

Mohamed, J. S., Hajira, A., Pardo, P. S., Boriek, A. M. (2014). "MicroRNA-149 inhibits
PARP-2 and promotes mitochondrial biogenesis via SIRT-1/PGC-1alpha network in skeletal
muscle." Diabetes 63(5): 1546-1559.

Morselli, E., Marino, G., Bennetzen, M. V., Eisenberg, T., Megalou, E., Schroeder, S.,
Cabrera, S., Benit, P., Rustin, P., Criollo, A., Kepp, O., Galluzzi, L., Shen, S., Malik, S. A,,
Maiuri, M. C., Horio, Y., Lopez-Otin, C., Andersen, J. S., Tavernarakis, N., Madeo, F.,
Kroemer, G. (2011). "Spermidine and resveratrol induce autophagy by distinct pathways
converging on the acetylproteome.” J Cell Biol 192(4): 615-629.

Mouchiroud, L., Houtkooper, R. H., Moullan, N., Katsyuba, E., Ryu, D., Canto, C., Mottis,
A., Jo, Y. S., Viswanathan, M., Schoonjans, K., Guarente, L., Auwerx, J. (2013). "The
NAD(+)/Sirtuin Pathway Modulates Longevity through Activation of Mitochondrial UPR and
FOXO Signaling.” Cell 154(2): 430-441.

Mozdy, A. D., McCaffery, J. M., Shaw, J. M. (2000). "Dnmlp GTPase-mediated
mitochondrial fission is a multi-step process requiring the novel integral membrane
component Fislp." J Cell Biol 151(2): 367-380.

99



Munoz-Gamez, J. A., Rodriguez-Vargas, J. M., Quiles-Perez, R., Aguilar-Quesada, R.,
Martin-Oliva, D., de Murcia, G., Menissier de Murcia, J., Almendros, A., Ruiz de Almodovar,
M., Oliver, F. J. (2009). "PARP-1 is involved in autophagy induced by DNA damage.”

Autophagy 5(1): 61-74.

Nemoto, S., Fergusson, M. M., Finkel, T. (2005). "SIRT1 functionally interacts with the
metabolic regulator and transcriptional coactivator PGC-1{alpha}."” J Biol Chem 280(16):
16456-16460.

Ng, F., Tang, B. L. (2013). "Sirtuins' modulation of autophagy." J Cell Physiol 228(12): 2262-
2270.

Ni, H. M., Williams, J. A., Ding, W. X. (2015). "Mitochondrial dynamics and mitochondrial
quality control.” Redox Biol 4: 6-13.

Nixon, R. A., Wegiel, J., Kumar, A., Yu, W. H., Peterhoff, C., Cataldo, A., Cuervo, A. M.
(2005). "Extensive involvement of autophagy in Alzheimer disease: an immuno-electron
microscopy study.” J Neuropathol Exp Neurol 64(2): 113-122.

Oka, S., Kato, J., Moss, J. (2006). "Identification and characterization of a mammalian 39-
kDa poly(ADP-ribose) glycohydrolase.” J Biol Chem 281(2): 705-713.

Oliver, A. W., Ame, J. C., Roe, S. M., Good, V., de Murcia, G., Pearl, L. H. (2004). "Crystal
structure of the catalytic fragment of murine poly(ADP-ribose) polymerase-2." Nucleic Acids
Res 32(2): 456-464.

Pacher, P., Beckman, J. S., Liaudet, L. (2007). "Nitric oxide and peroxynitrite in health and
disease." Physiol Rev 87(1): 315-424.

Parkhitko, A. A., Favorova, O. O., Henske, E. P. (2013). "Autophagy: mechanisms,
regulation, and its role in tumorigenesis.” Biochemistry (Mosc) 78(4): 355-367.

Parsons, M. J., Green, D. R. (2010). "Mitochondria in cell death.” Essays Biochem 47: 99-
114,

Pickles, S., Vigie, P., Youle, R. J. (2018). "Mitophagy and Quality Control Mechanisms in
Mitochondrial Maintenance." Curr Biol 28(4): R170-R185.

Purnell, M. R., Whish, W. J. (1980). "Novel inhibitors of poly(ADP-ribose) synthetase."
Biochem J 185(3): 775-777.

Qu, X., Yu, J., Bhagat, G., Furuya, N., Hibshoosh, H., Troxel, A., Rosen, J., Eskelinen, E. L.,
Mizushima, N., Ohsumi, Y., Cattoretti, G., Levine, B. (2003). "Promotion of tumorigenesis by
heterozygous disruption of the beclin 1 autophagy gene.” J Clin Invest 112(12): 1809-1820.

Quenet, D., EI Ramy, R., Schreiber, V., Dantzer, F. (2009). "The role of poly(ADP-
ribosyl)ation in epigenetic events.” Int J Biochem Cell Biol 41(1): 60-65.

Quenet, D., Gasser, V., Fouillen, L., Cammas, F., Sanglier-Cianferani, S., Losson, R.,
Dantzer, F. (2008). "The histone subcode: poly(ADP-ribose) polymerase-1 (Parp-1) and Parp-
2 control cell differentiation by regulating the transcriptional intermediary factor TIF1lbeta
and the heterochromatin protein HPlalpha." FASEB J 22(11): 3853-3865.

100



Quenet, D., Mark, M., Govin, J., van Dorsselear, A., Schreiber, V., Khochbin, S., Dantzer, F.
(2009). "Parp2 is required for the differentiation of post-meiotic germ cells: identification of a
spermatid-specific complex containing Parpl, Parp2, TP2 and HSPA2." Exp Cell Res
315(16): 2824-2834.

Ravikumar, B., Vacher, C., Berger, Z., Davies, J. E., Luo, S., Oroz, L. G., Scaravilli, F.,
Easton, D. F., Duden, R., O'Kane, C. J., Rubinsztein, D. C. (2004). "Inhibition of mTOR
induces autophagy and reduces toxicity of polyglutamine expansions in fly and mouse models
of Huntington disease.” Nat Genet 36(6): 585-595.

Rodgers, J. T., Lerin, C., Haas, W., Gygi, S. P., Spiegelman, B. M., Puigserver, P. (2005).
"Nutrient control of glucose homeostasis through a complex of PGC-lalpha and SIRT1."
Nature 434(7029): 113-118.

Rodriguez-Enriquez, S., Kim, 1., Currin, R. T., Lemasters, J. J. (2006). "Tracker dyes to probe
mitochondrial autophagy (mitophagy) in rat hepatocytes." Autophagy 2(1): 39-46.

Rodriguez-Vargas, J. M., Martin-Hernandez, K., Wang, W., Kunath, N., Suganthan, R., Ame,
J. C., Oliver, F. J., Ye, J., Bjoras, M., Dantzer, F. (2020). "Parp3 promotes astrocytic
differentiation through a tight regulation of Nox4-induced ROS and mTorc2 activation.” Cell
Death Dis 11(11): 954.

Rodriguez-Vargas, J. M., Oliver-Pozo, F. J., Dantzer, F. (2019). "PARP1 and Poly(ADP-
ribosyl)ation Signaling during Autophagy in Response to Nutrient Deprivation." Oxid Med
Cell Longev 2019: 2641712.

Rodriguez-Vargas, J. M., Rodriguez, M. 1., Majuelos-Melguizo, J., Garcia-Diaz, A.,
Gonzalez-Flores, A., Lopez-Rivas, A., Virag, L., llluzzi, G., Schreiber, V., Dantzer, F.,
Oliver, F. J. (2016). "Autophagy requires poly(adp-ribosyl)ation-dependent AMPK nuclear
export.” Cell Death Differ 23(12): 2007-2018.

Sanderson, D. J., Cohen, M. S. (2020). "Mechanisms governing PARP expression,
localization, and activity in cells.” Crit Rev Biochem Mol Biol 55(6): 541-554.

Santel, A., Fuller, M. T. (2001). "Control of mitochondrial morphology by a human
mitofusin.” J Cell Sci 114(Pt 5): 867-874.

Saxena, A., Wong, L. H., Kalitsis, P., Earle, E., Shaffer, L. G., Choo, K. H. (2002).
"Poly(ADP-ribose) polymerase 2 localizes to mammalian active centromeres and interacts
with PARP-1, Cenpa, Cenpb and Bub3, but not Cenpc.” Hum Mol Genet 11(19): 2319-2329.

Schmidt, O., Pfanner, N., Meisinger, C. (2010). "Mitochondrial protein import: from
proteomics to functional mechanisms.” Nat Rev Mol Cell Biol 11(9): 655-667.

Schreiber, V., Ame, J. C., Dolle, P., Schultz, 1., Rinaldi, B., Fraulob, V., Menissier-de Murcia,
J., de Murcia, G. (2002). "Poly(ADP-ribose) polymerase-2 (PARP-2) is required for efficient
base excision DNA repair in association with PARP-1 and XRCC1." J Biol Chem 277(25):
23028-23036.

Schreiber, V., Dantzer, F., Ame, J. C., de Murcia, G. (2006). "Poly(ADP-ribose): novel
functions for an old molecule.” Nat Rev Mol Cell Biol 7(7): 517-528.

101



Schweers, R. L., Zhang, J., Randall, M. S., Loyd, M. R., Li, W., Dorsey, F. C., Kundu, M.,
Opferman, J. T., Cleveland, J. L., Miller, J. L., Ney, P. A. (2007). "NIX is required for
programmed mitochondrial clearance during reticulocyte maturation.” Proc Natl Acad Sci U S
A 104(49): 19500-19505.

Scott, 1., Youle, R. J. (2010). "Mitochondrial fission and fusion.” Essays Biochem 47: 85-98.

Sekine, S., Youle, R. J. (2018). "PINK1 import regulation; a fine system to convey
mitochondrial stress to the cytosol.” BMC Biol 16(1): 2.

Shieh, W. M., Ame, J. C., Wilson, M. V., Wang, Z. Q., Koh, D. W., Jacobson, M. K.,
Jacobson, E. L. (1998). "Poly(ADP-ribose) polymerase null mouse cells synthesize ADP-
ribose polymers." J Biol Chem 273(46): 30069-30072.

Sigorski, D., lIzycka-Swieszewska, E., Bodnar, L. (2020). "Poly(ADP-Ribose) Polymerase
Inhibitors in Prostate Cancer: Molecular Mechanisms, and Preclinical and Clinical Data."
Target Oncol 15(6): 709-722.

Singh, R., Cuervo, A. M. (2011). "Autophagy in the cellular energetic balance.” Cell Metab
13(5): 495-504.

Sridharan, S., Jain, K., Basu, A. (2011). "Regulation of autophagy by kinases." Cancers
(Basel) 3(2): 2630-2654.

Stauffer, W., Sheng, H., Lim, H. N. (2018). "EzColocalization: An ImageJ plugin for
visualizing and measuring colocalization in cells and organisms."” Sci Rep 8(1): 15764.

Straub, S. P., Stiller, S. B., Wiedemann, N., Pfanner, N. (2016). "Dynamic organization of the
mitochondrial protein import machinery." Biol Chem 397(11): 1097-1114.

Sun, Q., Gatie, M. 1., Kelly, G. M. (2019). "Serum-dependent and -independent regulation of
PARP2." Biochem Cell Biol 97(5): 600-611.

Szanto, M., Brunyanszki, A., Kiss, B., Nagy, L., Gergely, P., Virag, L., Bai, P. (2012).
"Poly(ADP-ribose) polymerase-2: emerging transcriptional roles of a DNA-repair protein."”
Cell Mol Life Sci 69(24): 4079-4092.

Szanto, M., Brunyanszki, A., Marton, J., Vamosi, G., Nagy, L., Fodor, T., Kiss, B., Virag, L.,
Gergely, P., Bai, P. (2014). "Deletion of PARP-2 induces hepatic cholesterol accumulation
and decrease in HDL levels." Biochim Biophys Acta 1842(4): 594-602.

Szanto, M., Rutkai, 1., Hegedus, C., Czikora, A., Rozsahegyi, M., Kiss, B., Virag, L., Gergely,
P., Toth, A., Bai, P. (2011). "Poly(ADP-ribose) polymerase-2 depletion reduces doxorubicin-
induced damage through SIRT1 induction.” Cardiovasc Res 92(3): 430-438.

Tanida, 1., Ueno, T., Kominami, E. (2008). "LC3 and Autophagy.” Methods Mol Biol 445:
77-88.

Tilokani, L., Nagashima, S., Paupe, V., Prudent, J. (2018). "Mitochondrial dynamics:
overview of molecular mechanisms.” Essays Biochem 62(3): 341-360.

102



Tooze, S. A., Yoshimori, T. (2010). "The origin of the autophagosomal membrane." Nat Cell
Biol 12(9): 831-835.

Tsukada, M., Ohsumi, Y. (1993). "Isolation and characterization of autophagy-defective
mutants of Saccharomyces cerevisiae." FEBS Lett 333(1-2): 169-174.

Valero, T. (2014). "Mitochondrial biogenesis: pharmacological approaches.” Curr Pharm Des
20(35): 5507-55009.

van der Bliek, A. M., Shen, Q., Kawajiri, S. (2013). "Mechanisms of mitochondrial fission
and fusion." Cold Spring Harb Perspect Biol 5(6).

Vaziri, H., Dessain, S. K., Ng Eaton, E., Imai, S. I., Frye, R. A, Pandita, T. K., Guarente, L.,
Weinberg, R. A. (2001). "hSIR2(SIRT1) functions as an NAD-dependent p53 deacetylase."”
Cell 107(2): 149-159.

Vega, R. B., Huss, J. M., Kelly, D. P. (2000). "The coactivator PGC-1 cooperates with
peroxisome proliferator-activated receptor alpha in transcriptional control of nuclear genes
encoding mitochondrial fatty acid oxidation enzymes.”" Mol Cell Biol 20(5): 1868-1876.

Virag, L., Szabo, C. (2002). "The therapeutic potential of poly(ADP-ribose) polymerase
inhibitors." Pharmacol Rev 54(3): 375-429.

Vyas, S., Chesarone-Cataldo, M., Todorova, T., Huang, Y. H., Chang, P. (2013). "A
systematic analysis of the PARP protein family identifies new functions critical for cell
physiology." Nat Commun 4: 2240.

Wang, C. W., Klionsky, D. J. (2003). "The molecular mechanism of autophagy.” Mol Med
9(3-4): 65-76.

Westermann, B. (2010). "Mitochondrial fusion and fission in cell life and death.” Nat Rev
Mol Cell Biol 11(12): 872-884.

Wileman, T. (2013). "Autophagy as a defence against intracellular pathogens." Essays
Biochem 55: 153-63.

Winder, W. W., Hardie, D. G. (1999). "AMP-activated protein kinase, a metabolic master
switch: possible roles in type 2 diabetes.” Am J Physiol 277(1): E1-10.

Yelamos, J., Monreal, Y., Saenz, L., Aguado, E., Schreiber, V., Mota, R., Fuente, T.,
Minguela, A., Parrilla, P., de Murcia, G., Almarza, E., Aparicio, P., Menissier-de Murcia, J.
(2006). "PARP-2 deficiency affects the survival of CD4+CD8+ double-positive thymocytes."
EMBO J 25(18): 4350-4360.

Yelamos, J., Schreiber, V., Dantzer, F. (2008). "Toward specific functions of poly(ADP-
ribose) polymerase-2." Trends Mol Med 14(4): 169-178.

Yoshii, S. R., Mizushima, N. (2017). "Monitoring and Measuring Autophagy.” Int J Mol Sci
18(9).

Zhang, D. X., Zhang, J. P., Hu, J. Y., Huang, Y. S. (2016). "The potential regulatory roles of
NAD(+) and its metabolism in autophagy.” Metabolism 65(4): 454-62.

103



Zhang, L., Zou, J., Chali, E., Qi, Y., Zhang, Y. (2014). "Alpha-lipoic acid attenuates cardiac
hypertrophy via downregulation of PARP-2 and subsequent activation of SIRT-1." Eur J
Pharmacol 744: 203-210.

Zheng, G. D., Hu, P. J., Chao, Y. X., Zhou, Y., Yang, X. J,, Chen, B. Z.,, Yu, X. Y., Cali, Y.
(2019). "Nobiletin induces growth inhibition and apoptosis in human nasopharyngeal
carcinoma C666-1 cells through regulating PARP-2/SIRT1/AMPK signaling pathway." Food
Sci Nutr 7(3): 1104-1112.

Zhou, J., Ng, S., Huang, Q., Wu, Y. T., Li, Z.,, Yao, S. Q., Shen, H. M. (2013). "AMPK

mediates a pro-survival autophagy downstream of PARP-1 activation in response to DNA
alkylating agents.” FEBS Lett 587(2): 170-177.

104



X. Targyszavak

AMPK

Autofagia

LC3

Mitokondrialis biogenezis
Mitokondrialis fragmentacio
Mitokondrialis morfoldgia
mTOR

Oxidativ stressz
Poli(ADP-rib6z) polimeraz-2
SIRT1

105

AMPK

Autophagy

LC3

Mitochondrial biogenesis
Mitochondrial fragmentation
Mitochondrial morphology
mTOR

Oxidative stress
Poly(ADP-ribose) polymerase-2
SIRT1



Kdszonetnyilvanitas

Kdszonetemet szeretném kifejezni témavezetémnek, Prof. Dr. Bay Péternek a
munkam soran biztositott szakmai iranymutatasaért és tamogatasaért. Halaval tartozom, hogy
lehetévé tette szdmomra, hogy a munkacsoportjanak tagjaként kiemelkedé munkafeltételek

mellett készithettem el doktori disszertaciomat.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Virag Laszlénak, az Orvosi Vegytani Intézet

igazgatdjanak, hogy az intézetben végezhettem el kutatomunkamat.

Szeretnék koszonetet mondani munkacsoportunk minden Kkorébbi és jelenlegi
tagjanak, hogy technikai tandcsokkal segitették munkamat. Kulon szeretném kdszénetemet
kifejezni Dr. Maténé Dr. Sari Zsanettnek és Antal Déranak, akik nemcsak munkatarsként,

hanem baratként is segitették mindennapjaimat.

A technikai segitségért szeretnék koszonetet mondani Gelenczei-Finta Laszlo és

Bancsi Laszl6 technikusoknak.

Halaval tartozom Kis Nikoletta Grétanak és Prof. Dr. Antal Miklésnak az
elektronmikroszkopos vizsgalatok elkészitéséért. Koszonetet mondok Prof. Dr. Juhész
Gébornak az autofigia kutatasa soran nydjtott technikai tanéacsaiért és segitségéért.
Kdszonettel tartozom Prof. Dr. Vigh Laszlonak és Dr. Horvath Ibolyanak a mtUPR kutatas
soran nyujtott segitségukert. Koszénetemet fejezem ki Dr. Balint Balint Laszlonak és Laczik
Miklosnak a bioinformatikai elemzések sordn nydjtott segitségért. Koszonetemet szeretném

kifejezni Dr. Karen Uraynak publikacionk angol nyelvii lektoralasaért.

Legnagyobb kdszonetemet es halamat csaladomnak és férjemnek szeretném kifejezni,
akik nemcsak batoritottak €s biztattak, hanem tamaszt nyujtottak és tamogattak a PhD képzés

évei alatt.

A tanulmany alapjaul szolgél6 kutatast az Innovacios és Technoldgiai Minisztérium
altal meghirdetett Tématertleti Kivalosagi Program (TKP2020-1KA-04) tamogatta. A
disszertacio elkészitését a GINOP-2.3.2-15-2016-00006 szamu projekt tamogatta. A projekt
az Eurodpai Uni6 tdmogatasaval, az Eurdpai Regionalis Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval

valosult meg.

106



Publikacios lista

DEBRECENI EGYETEM

EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Jelolt: Janké Laura

Nyilvantartasi szam: ~ DEENK/459/2021.PL
Targy: PhD Publikacids Lista

Doktori Iskola: Molekularis Orvostudomany Doktori Iskola
MTMT azonosité: 10069221

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

1. Janké, L., Kovacs, T., Laczik, M., Sari, Z., Ujlaki, G., Kis, G., Horvath, I., Antal, M., Vigh, L., Balint,
B. L., Uray, K., Bai, P.: Silencing of Poly(ADP-Ribose) Polymerase-2 Induces Mitochondrial
Reactive Species Production and Mitochondrial Fragmentation.

Cells. 10 (6), 1-23, 2021.

DOI: http://dx.doi.org/10.3390/cells10061387

IF: 6.6 (2020)

2. Janké, L., Sari, Z., Kovacs, T., Kis, G., Szanto, M., Antal, M., Juhasz, A. G., Bai, P.: Silencing of
PARP?2 blocks autophagic degradation.

3. Sari

4. Sari,

Cells. 9 (2), 1-21, 2020.

DOI: http://dx.doi.org/10.3390/cells9020380

IF: 6.6

Tovabbi kézlemények

, Z., Miko, E., Kovacs, T., Janké, L., Csonka, T., Lente, G., Sebé, E., Téth, J., Téth, D.,

Arkosy, P., Boratkd, A., Ujlaki, G., Torok, M., Kovacs, |., Szabg, J., Kiss, B., Méhes, G.,
Goedert, J. J., Bai, P.: Indolepropionic Acid, a Metabolite of the Microbiome, Has Cytostatic
Properties in Breast Cancer by Activating AHR and PXR Receptors and Inducing Oxidative

Stress.
Cancers (Basel). 12 (9), 1-27, 2020.

DOI: http://dx.doi.org/10.3390/cancers12092411

IF: 6.639

Indoxylsulfate a Metabolite of the Microbiome, Has Cytostatlc Effects in quast%ar@rﬁ/

Activation of AHR and PXR Receptors and Induction of Oxidative Stress.

Cancers (Basel). 12 (10), 1-23, 2020.

DOI: http://dx.doi.org/10.3390/cancers12102915

IF: 6.639

107



DEBRECENI EGYETEM

EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

5. Hegeds, C., Boros, G., Fidrus, E., Kis, G., Antal, M., Juhasz, T., Janka, E. A., Janké, L., Paragh,
G. J., Emri, G., Bai, P., Remenyik, E.: PARP1 Inhibition Augments UVB-Mediated
Mitochondrial Changes-Implications for UV-Induced DNA Repair and Photocarcinogenesis.
Cancers (Basel). 12 (1), 1-29, 2020.

DOI: http://dx.doi.org/10.3390/cancers12010005
IF: 6.639

6. Kovéacs, P., Csonka, T., Kovacs, T., Sari, Z., Ujlaki, G., Sipos, A., Karanyi, Z., Szeécs, D.,
Hegedis, C., Uray, K., Janké, L., Kiss, M., Kiss, B. K., Laoui, D., Virag, L., Méhes, G., Bai,
P., Miko, E.: Lithocholic acid, a metabolite of the microbiome, increases oxidative stress in
breast cancer.
Cancers (Basel). 11, 1-31, 2019,
IF: 6.126

7. Marton, J., Péter, M., Balogh, G., Bédi, B., Vida, A., Szanté, M., Bojcsuk, D., Janké, L., Bhattoa,
H. P., Gombos, |., Uray, K., Horvath, I., Térék, Z., Balint, B. L., Papp, Z., Vigh, L., Bai, P.:
Poly(ADP-ribose) polymerase-2 is a lipid-modulated modulator of muscular lipid homeostasis.
Biochim. Biophys. Acta. Mol. Cell Biol. Lipids. 1863 (11), 1399-1412, 2018.

DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.bbalip.2018.07.013
IF: 4.402

A kozl6 folydiratok osszesitett impakt faktora: 43,645
A kozl6 folydiratok dsszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kézleményekre):
13,2

A DEENK a Jeldlt altal az iDEa Tudostérbe feltdltétt adatok bibliografiai és tudomanymetriai
ellendrzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan

elvégezte.

Debrecen, 2021.10.08. /

. ) _.Oo""
§Y oo £

108



Fuggelék

Az értekezés alapjaul szolgalo kdzlemények kilénlenyomata.

109



