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Bevezetés

A PARP enzimcsalad minden tagjara jellemz$ egy Kkatalitikus aktivitassal
rendelkezd domén, mely a szubsztratként hasznalt NAD'-ot nikotinamidra és ADP-
ribdzra hasitja, majd az ADP-ribdz egységeket felhasznalva nagyméretii PAR
polimereket szintetizdl. A PARP enzimek 4&ltal katalizalt PARilacios reakcié egy
evoldciosan konzervalt poszttranszlacids médositas. A fehérjecsalad egyik tagja a PARP-
2 enzim, mely a sejtbéli PARP aktivitas 10-15%-aért felelds. A PARP-2 enzimet el3szor
a DNS hibajavitasban azonositottdk, azonban azéta mar szamos fizioldgias és
patofiziologids folyamatban leirtdk szerepét, mint génexpresszids szabalyozd
mechanizmusok, mitokondrialis folyamatok szabalyozasa, a lipid metabolizmus, a sejtek
oxidativ kérosodasra adott valasza, a spermatogenezis, a T-sejtek érése illetve bizonyos

immunfolyamatok.

A PARP enzimek és az autofagia kapcsolata

Az eukaridta sejtek  homeosztazisanak  fenntartasdnak  érdekében
elengedhetetlen az anabolikus és a katabolikus folyamatok egyensilya. Az autofagia egy
evoluciosan konzervalt intracellularis 6nemészté folyamat, mely sordn a sejt a sajat
makromolekuldit vagy organellumait a lizoszémalis lebontd rendszer segitségével
degradalja. Mindemellett a patogének elleni védelemben is szerepe van az autofagianak.
A lizoszomalis hidrolazok altali degradacié utan a keletkez6 monomerek a megfeleld
transzporterjeik segitségével a citoszdlba keriilnek. Az autofagiaval torténd eliminacio 6
szabalyoz6i a sejtek energiaszintjének szenzorai, a mTOR komplexek és az AMPK.
Normal tapanyagellatottsag mellett az mTORCL gatolja az autofagia kezdeti 1épését, mig
tdpanyag-deplécid esetén indukalddik az autofagia. Az AMPK mTORCI1-fiiggd és -
figgetlen médon is képes szabalyozni az autofagiat. ATP deplécié esetén az AMPK
gatolja a MTORC1 aktivitasat és indukalddik az autofagia. Azonban az ATP
szabélyozott folyamat, az optimalis szintjének alul- vagy talmiikddése is sejthalalhoz

vezethet. Szdmos patofiziologids folyamatban mutattdk ki az autofagia szerepét vagy
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A mai napig a PARP enzimcsaldd két tagjarol, a PARP-1 és a PARP-10
enzimrol igazoltdk, hogy képes valamilyen modon beavatkozni az autofagia folyamataba.
A PARP-1-et proautofag faktorként azonositottak, mely nagymértékii citosztatikus
karosodads esetén indukalja az autofagiat. A PARP-10 enzimet a p62 interakcios
partnereként irtak le, melynek az autofagoszémalis fehérjedegradacidban van szerepe,

azonban az autofagia szabalyozéasaban bet6lt6tt szerepe eddig tisztazatlan.

A PARP-2 szerepe a mitokondridlis biogenezisben

A mitokondriumok az eukariota sejtek energiatermeld kozpontjainak tekinthetd
organellumok, melyek valtozatos alakot, méretet, mennyiséget mutathatnak a sejtek
tipusatol, illetve differencialtsagi allapotatol fiiggben. A mitokondrium egyik f6
feladatanak az oxidativ foszforilacié soran termel6d6 ATP szintézis tekinthetd, igy
konvencionalisan a sejtek energiatermel8 kdzpontjanak is nevezheté. Azonban nemcsak
az ATP szintézis, hanem szamos egyéb intracellularis folyamatban is szerepik van,
példaul az intracellularis kalcium koncentracié befolyasolasaban vagy az apoptozis
kezdeti lépései soran. A mitokondrialis matrixban szamos esszencialis bioszintetikus
utvonal lokaliz&lédik, igy a mitokondriumok hibétlan funkcidja az eukaridta sejtek
hatékony miikddéséhez is nélkilézhetetlenek. A mitokondrialis minéségkontroll tobb
szinten megval6sulé jol szabalyozott folyamatokbol all. A mitokondrialis dinamika, a
mitofagia, a mitokondrialis ROS-termelés, illetve a mtUPR sordn bekovetkezd negativ
valtozdsok  patofizioldgias folyamatok  kialakuldsahoz  vezethetnek, mint a
kardiomiopatia, a diabetes mellitus, neurodegeneracio vagy az arteriosclerosis.

A PARP-2 enzim és a mitokondrium kapcsolatat szamos esetben azonositottak
mar. A PARP-2 depléci6 SIRT1 aktivéciot eredményez, mely mitokondridlis biogenezist
okoz és noveli az oxidativ metabolizmust a f& mitokondrialis enzimek expresszidjanak
fokozéasa révén. Emellett a PARP-2 knockout egerekben emelkedett mitokondrialis
tartalom és mtDNS mennyiség figyelhetd meg, mely korreldl a PARP-2 hidnyaban az

izmokban ¢és a majban megfigyelhetd oxidativ fenotipussal.



Célkitiizések

A PARP-2 enzim metabolizmusban bet6ltott szerepérol szeretnénk kiterjeszteni

ismereteinket az egyik legfontosabb intracellularis degradalé folyamat, az autofagia

iranyaban. A kapcsolat felderitésének érdekében munkank soran az alabbi célokat tliztiik

ki:

A PARP-2 hiany hatasara az autofagiaban fellépd valtozasok vizsgalata.

Az autofagia szabalyozasaban részt vev$ energiaszenzorok aktivitas
valtozasanak tanulmanyozasa PARP-2 csendesités hatasara.

A PARP-2 hianyaban fellépd megnovekedett SIRT1 aktivacié autofagiara
kifejtett hatasainak vizsgalata.

A PARP-2 szerepet jatszik a mitokondrialis homeosztazis szabalyozasaban.

Célul thztiik ki az erre vonatkozd ismereteink szélesitését. Ennek megfeleléen a fobb

céljaink a kovetkezoek voltak:

1.

A PARP-2 hidnya altal kivaltott mitokondrialis morfologiai valtozasok
vizsgalata.

A PARP-2 csendesités hatasara megjelend oxidativ stressz folyamatok
tanulmanyozasa.

A PARP-1 és a PARP-3 enzimek mitokondrialis hatasainak vizsgalata.



Anyagok és médszerek

Anyagok

A kisérleteink soran hasznalt GSH-t, chloroquine-t, MitoTEMPO-t, NAC-t,
PJ34-et és rezveratrolt a Sigma-Aldrich-tdl szereztiik be. Az EX-527 és az olaparib a
Selleckchem-t6l, az AICAR a Santa Cruz Biotechnology-t6l, a NR a ChromaDex-t6l, mig

a rapamycin a Cayman Chemical-t6l szarmazott.

Sejttenyésztés

A C2C12 mioblaszt sejteket 4500 mg/l gliikéz tartalmi DMEM médiumban,
mig a HepG2 hepatokarcindma sejteket 1000 mg/l gliikdz tartalmi DMEM médiumban
37°C-on 5% CO, tartalom mellett tenyésztettiik, melyet 10% FBS-sel, 2 mM L-
glutaminnal és 1% penicillin/sztreptomicinnel egészitettiink ki. A C2C12 és a HepG2
sejtvonalakban munkacsoportunk korabban elvégezte shRNS technikaval a PARP-2 gén
csendesitését, melyet puromycin szelekcidval tartottunk fenn. A csendesités soran
létrehozott PARP-2 csendesitett sejteket ShPARP2 névvel, mig a kontroll, nem-specifikus
szekvenciat tartalmazé sejteket, scPARP2-ként jel6ltik.

A MEF sejteket egy el6z6 projekt keretein beliil munkacsoportunk preparalta
PARP-2 knockout (PARP-2") és vad tipusi (PARP-2"") egér embriokbol, melyeket
4500 mg/l glikoéz tartalmi DMEM médiumban tartottuk fenn, a médiumot 20% FBS-sel,
2 mM L-glutaminnal és 1% penicillin/sztreptomicinnel kiegészitve.

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 scPARP2 és shPARP2
C2C12 sejteken végeztiik. A PARP-2, a PARP-1 és a PARP-3 gének csendesitése soran 3
kiilonboz6 szekvenciaval rendelkezd siRNS-t hasznaltunk, melyeket az abrékon #1, #2,
illetve #3 névvel jeléltink. Minden kisérlet soran alkalmaztunk nem transzfektalt,
kontroll sejteket, illetve negativ kontroll siRNS-sel transzfektalt sejteket is.

A sejteket 30 nM végkoncentracioju siRNS-sel transzfektaltuk Lipofectamine™

RNAiMax transzfekciés reagens segitségével, majd 48 6raig inkubaltuk &ket a
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transzfekcios eleggyel. A csendesités sikerességét mRNS- és fehérjeszinten RT-gPCR és

Western blot technikaval ellenériztiik.

Sejtproliferacio vizsgalata

A sejtek proliferacidjanak vizsgalata soran a fehérjék bazikus aminosav
oldallancaihoz ko6t6d6 szulforodamin B festéssel (SRB) kolorimetrids mérést végeztiink.
A sejteket eldszor 50% TCA-val 1 6ran keresztul fixaltuk, majd 0,4% szulforodamin B
oldattal 10 percig inkubéltuk a sejteket. A nem-k6t6dott festéket 1% ecetsavval torténd
mosasi lépések soran tavolitottuk el, majd a kétott festéket 10 mM Tris bazisban oldottuk

fel és az abszorbanciat spektrofotométer segitségével 540 nm-en detektaltuk.

Sejthaldl vizsgalata

Az apoptotikus és a nekrotikus sejtek elkiilénitése FITC Annexin V/Dead Cell
Apoptosis Kit segitségével tortént. A sejteket centrifugaval sszegytjtottiik és 5 pl FITC
Annexin V=100 pg/ml propidium-jodid festékekkel jeldltiik 6ket 15 percen keresztiil. A
fluoreszcenciat FACSCalibur™ aramlasi citométer segitségével detektaltuk, majd az
adatokat BD CellQuest Pro™ szoftverrel értékeltiik.

Konfokalis mikroszkopia

Mintdink konfokalis mikroszkoppal torténd elemzése soran Leica TCS SPS8
konfokalis mikroszképot hasznaltunk LAS X szoftverrel. A mikroszkdpos képek
kiértékelését Imagel szoftverrel végeztik. A mitokondriumok morfolégiai elemzése
soran az ImageJ szoftver Mito-Morphology makrdjaval dolgoztunk, mely mérés soran a
sejt mitokondrialis tartalmat, a mitokondriumok keriiletét és cirkularitasat, illetve a form
faktort hataroztuk meg. A form faktor a mitokondrialis teriiletb6l és keriiletb6l szamolt
mérészam, mely legjobban jellemzi a fragmentaci6 mértékét. A kolokalizacios
vizsgalatokhoz a szoftver EzColocalization plugin-jét hasznaltuk a Pearson-féle
korrelacios egyitthat6t alkalmazva.



Mitokondrialis halézat tanulményozasa

A mitokondriumok vizsgalatara MitoTracker™ Red CMXRos fluoreszcens
festéket alkalmaztunk, mely képes az organellumban akkumulalddni. A sejteket kdr alakd
festékkel jeldltik 20 percen keresztil, ezutan a lemezeket PBS-sel mostuk és 4%

paraformaldehiddel fixaltuk.

Savas pH-ju organellumok vizsgalata

A sejtekben taldlhatd savas pH-val rendelkezd organellumok (lizoszdmak,
autolizoszémak) tanulmanyozasara LysoTracker™ Deep Red fluoreszcens festéket
hasznaltunk, mely az organellumba vald beker(ilés utan protonalédva halmozddik fel. A
sejteket kor alaki fed6lemezre ndvesztettik, majd 50 nM végkoncentracidji
LysoTracker™ Deep Red festékkel jeldltiik 30 percen keresztiil. A jeldlési id6 letelte utan
a sejteket mostuk PBS-sel, majd 4% paraformaldehiddel fixaltuk.

Immunfluoreszcencia

A sejteket kor alaka fed6lemezre szélesztettiik, majd 4% paraformaldehiddel
fixaltuk és 1% Triton X-100-PBS oldattal permeabilizaltuk. Minden lépés kozott a
sejteket Gvatosan mostuk PBS-sel. Ezutan a lemezeket 1% BSA-PBS oldattal blokkoltuk
1 oran keresztiil, majd egy éjszakan at inkubaltuk a mintdkat az elsédleges antitesttel.
Mésnap a mintdkhoz fluoroférral jelélt masodlagos antitestet adtunk és DAPI
segitségével jeldltik a sejtmagot.

Total RNS izolalas és RT-qPCR

A sejtekbdl total RNS-t TRIzol reagens segitségével izolaltunk a gyartd
utasitasai szerint. RNS mintaink tisztasdgat és mennyiségét NanoDrop™ 1000
spektrofotométerrel ellendriztiik.

A reverz transzkripcié soran 2 pg total RNS-t hasznaltunk és a reakciot High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit alkalmazasaval hajtottuk végre.

A reverz transzkripcié soran nyert cDNS mintdinkat tizszeresére higitva
hasznaltuk fel a qPCR reakciéban, mely soran qPCRBIO SyGreen Mix Lo-ROX-ot
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hasznaltunk. A mérést LightCycler 480 Real-Time PCR készulékkel végeztik. A vizsgalt
gének expresszidjat haztartasi gének (36B4 és ciklofilin) expresszidjanak atlagahoz

viszonyitottuk.

Cellularis ATP koncentracié meghatarozasa

A celluléris ATP szint meghatarozasat fluorimetrias méréssel ATP Assay Kit
segitségével végeztiik. A sejteket centrifugalassal osszegylijtottiik, ATP Assay Buffer-ben
lizéltuk és a fluoreszcenciat 96 lyuku feketefalt tenyésztéedényben detektaltuk Spark
20M fluoriméter segitségével. A mért fluoreszcencia alapjan meghataroztuk mintaink
ATP tartalmat, melyet a fehérjetartalomra normalizaltunk, majd a normalizalt értékeket

abrazoltuk.

SDS-PAGE és Western blot

A sejteket eldszor PBS-el mostuk, centrifugalassal 6sszegytijtottiik, majd lizis
pufferben (50 mM Tris, pH 8, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,5% dezoxikélsav,
0,1% SDS, 1 mM EDTA, 1 mM Na3VO,, 1 mM NaF, 1 mM PMSF, proteaz gatl6 koktél)
lizdltuk. Mintdink fehérjetartalmat Pierce™ BCA Protein Assay Kit alkalmazaséaval
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 dket.

Fehérjemintainkat 8% poliakrilamid gélen méret szerint elvalasztottuk, majd
nitrocellulé6z membranra transzferaltuk. A membranokat 5% BSA-TBSt,e. Oldattal 1
oran keresztiil blokkoltuk, ezt kdvetéen az elsddleges antitesttel jeloltiik egy éjszakan
keresztll. Masnap a TBSqyeen oldattal torténd mosasi 1épések utan az elsddleges antitestre
specifikus peroxidaz-konjugalt masodlagos antitesttel inkubaltuk a membranokat, majd
kemilumineszcens reakcioval lathatova tettlik a savokat ChemiDoc™ Touch rendszer
segitségével. A savok intenzitasat ImageJ szoftverrel hataroztuk meg, majd statisztikai

modszerekkel értékeltiik ki.



Szuperoxid-termelés mérése

A sejtek szuperoxid-termelését hidroetidin (HE) festéssel hataroztuk meg, mely
a citoszolban valé oxidaldédasa utan képes interkalalodni a sejtmagi DNS-be. A sejteket
centrifugaval Osszegylijtottikk és 2,5 uM hidroetidinnel jeloltiik 30 percen keresztiil. A
fluoreszcenciat FACSCalibur™ aramlasi citométerrel detektaltuk, mig az adatokat BD

CellQuest Pro™ szoftverrel elemeztik ki.

A lipidperoxidéci6 vizsgalata

A lipidperoxidaci6 mértékét a melondialdehiddel reagaldé tiobarbitursav
mennyiségének képzddésével, illetve a 4HNE-modositott fehérjék Western blot
modszerrel torténd vizsgalatival hatiroztuk meg. A sejteket PBS-sel mostuk és
centrifugalassal 0sszegytjtottilk 6ket. A sejtpellethez 8,1% SDS-t, 20% ecetsavat, 0,8%
tiobarbitursavat és desztillalt vizet tartalmazé oldatot adtunk és 1 6ran keresztiil 95°C-on
melegitettiik Oket. Ezutdn a mintdkat lehiitottik, centrifugaltuk, majd a felliliszd
abszorbancidjat spektrofotométerrel 530 nm-en lemértiik. A lipidperoxidacio mértékét a

sejtszamra normalizaltuk és ezeket a normalizalt értékeket abrazoltuk.

Az oxigénfogyasztas meghatarozasa

A sejtek oxigénfogyasztasat Seahorse XF96 Flux Analyzer oximéterrel
hataroztuk meg. A sejteket a probahoz tervezett 96 lyukd tenyésztéedényekbe
szélesztettiik. A mérés soran el6szor az oxigénfogyasztas alapmértékét rogzitettiik, majd
50 pM etomoxir hozzéadasa utan a szabad zsirsav oxidaciot hataroztuk meg. A kapott

adatokat BCA méréssel torténd fehérjetartalomra normalizaltuk és dbrazoltuk.

Elektronmikroszkopia

Vizsgalataink soran a scPARP2 és shPARP2 C2C12, valamint a sScCPARP2 és
shPARP2 HepG2 sejtek ultrastrukturajat tanulmanyoztuk elektronmikroszképpal.

A sejteket el6szor centrifugélassal dsszegytjtottilk, majd 3% glutaraldehiddel
fixaltuk, mely 0,1 M kakodilat pufferben volt oldva és 5% szachar6zt tartalmazott.
Kakodilat pufferrel térténé mosasi 1épés utan a mintainkat poszt-fixaltuk 1% ozmium-
tetroxiddal, majd felszallo alkoholsorban dehidraltuk éket és a preparatumot Durcupan™
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ACM miigyantaba agyaztuk. Ultravékony szeleteket készitettiink Leica Ultracut UCT
ultramikrotom  segitségével, majd a metszeteket formvar hartyaval bevont
mikrorostélyokra helyeztiik és uranil-acetattal, illetve Reynolds-féle o6lom-citrattal
jeloltuk. A metszeteket JEOL 1010 transzmisszids elektronmikroszkdppal vizsgaltuk.

Az elektronmikroszképos képek kiértékelése soran Imagel szoftvert

hasznaltunk és minden csoportbél minimum 45 sejtet elemeztiink ki.

Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai kiértékelése soran Prism szoftvert hasznaltunk. A
statisztikai analizist az adatok normalitasvizsgalataval kezdtilk. Két csoport statisztikai
Osszehasonlitasanal kétmintés t-probat alkalmaztunk. Tébb csoport dsszehasonlitasanal
egyutas ANOVA statisztikai tesztet hasznaltunk, melyet az dsszes lehetséges kombinacio
Osszehasonlitasanal Tukey-féle poszt-hoc teszt, mig egy valasztott csoporthoz vald
hasonlitas soran Dunnett-féle poszt-hoc teszt kdvetett.

Az adatokat atlag + SEM formajaban adtuk meg. A kisérletek bioldgiai
replikacidjanak szamat az abrafeliratokban n szammal jeléltiik. A szignifikancia szintjét
(p érték) minden esetben feltlintettlik az abrafeliratban.
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Eredmények

A PARP-2 csendesités gatolja az autofagiat
A PARP-2 csendesités gatolja az autofagiat immortalizalt mioblaszt sejtekben

A kontroll és PARP-2 csendesitett C2CI12 mioblaszt sejteket el6szor
elektronmikroszkdpos technikaval tanulmanyoztuk. Az elektronmikroszképpal késziilt
felvételeket elemezve azt tapasztaltuk, hogy a PARP-2 csendesitett sejtekben citoszolikus
elektrondenz struktirdk jelennek meg, melyek késéi autofag vezikulumoknak tiintek.
Annak érdekében, hogy megerdsitsiik, hogy az elektronmikroszkopos felvételeken Iatott
elektrondenz strukturdk autofag természetiick, tanulmanyoztuk egy jol ismert és széles
korben alkalmazott autofagia marker, a LC3 fehérje expresszidjat. A LC3 expresszidjat
elészor a scPARP2 és shPARP2 C2CI12 sejtekben vizsgaltuk Western blot és
immunfluoreszcens technikaval. Fokozott LC3 expressziot detektaltunk a PARP-2
csendesitett sejtekben a kontroll sejtekhez viszonyitva, az immunfluoreszcens
felvételeken a LC3-pozitiv vezikulumok szdméaban emelkedést tapasztaltunk. A LC3
expressziobeli pozitiv véltozasa féként a lipidalt, autofag-membran asszocialt, LC3-II
format érintette. A LC3 fehérje foltokban torténd megjelenése az autofagia emelkedett
aktivitasara utal PARP-2 hianydban. Az el6z6 eredmények alatimasztasanak céljabol a
LC3 expressziét olyan C2C12 sejtekben is vizsgaltuk, melyekben tranziensen
csendesitettiik a PARP-2 gént. A PARP-2 tranziensen csendesitett sejtvonalban, a stabil
sejtvonalhoz hasonl6an, fokozott LC3 expressziot detektaltunk.

Az  autofigia  folyamatanak  konfokalis  mikroszkoppal  torténé
tanulmanyozasanak kovetkezd 1épéseként LysoTracker Deep Red fluoreszcens festékkel
jeloltik a sejteket, mely festék a sejtekben talalhaté savas pH-ju organellumokban
(lizoszéma, autolizoszéma) akkumulalodik, igy jeldlve azokat. A  konfokalis
mikroszkoéppal késziilt felvételek kiértékelése soran emelkedést figyeltink meg a
LysoTracker-pozitiv organellumok szamaban a PARP-2 csendesitett sejtekben, mely
ugyancsak fokozott autofag aktivitasra utal.

A kovetkezd kisérletben azt tanulmanyoztuk, hogy a scPARP2 és shPARP2
C2C12 sejtek hogyan reagalnak ismert, autofagiat modositani képes anyagokkal torténd

kezelésre, esetleg eltérd valtozasok tapasztalhatok-e a LC3 expresszidjaban a kontroll,
11



illetve a PARP-2 csendesitett sejtvonalban. A kisérlet soran chloroquine-nel kezeltik,
illetve szérum-éheztettiik a sejteket, majd immunfluoreszcenciaval vizsgaltuk a LC3-
pozitiv vezikulumok szamanak valtozasat. Mind a chloroquine kezelés, mind a szérum-
éheztetés fokozta a LC3 expressziét a kontroll és a PARP-2 csendesitett sejtekben is. A
LC3-pozitiv vezikulumok szama mindkét kezelés hatasara azonos szintet ért el a kontroll
és a PARP-2 csendesitett sejtek esetén is, a PARP-2 hianydban megfigyelhetd
expressziobeli novekedés eltiint. Ez azt sugallja, hogy a kezeletlen sejtekben zajld

autofagia PARP-2 csendesités hatasara zavart szenved és elakad.

A PARP-2 hiany hatdsara az autofagiaban fellépé zavar az AMPK gatlasatol és a SIRTI

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a sejtek f6 energiaszenzorai, a mTOR
kinaz komplexek és az AMPK, melyek a sejtek energiaellatottsagat monitorozzak,
hogyan valtoznak PARP-2 hianyaban. Western blot modszerrel végzett kisérleteink
alapjan az AMPK expresszidja nem, de foszforilaltsagi allapota mérséklodott PARP-2
hianyaban. Megvizsgaltuk a mTORC1 és mTORC2 komplexek aktivitasat az altaluk
szabalyozott fehérjék (p70 S6 kinaz és Akt) expresszidjan és foszforilaltsagi allapotan
keresztiil. A p70 S6 kinaz foszforilaltsagat tanulmanyozva a mTORCL1 aktivitdsaban nem
detektaltunk valtozast a shPARP2 C2C12 sejtekben, mig az Akt kinadz foszforilaltsaga azt
mutatta, hogy a mTORC2 komplex aktivitdsa enyhén csokkent. Ezen eredmények
meger6sitik azon megallapitasunkat, hogy PARP-2 hidnydban megvaltozik a sejtek
energiaérzékelése.

A scPARP2 és shPARP2 C2CI12 sejteket az elébb emlitett energiaszenzorok
farmakoldgiai modulatoraival kezelve azt tanulményoztuk, hogy ezen modulétorok
képesek-e valamilyen médon befolyasolni a PARP-2 csendesités hatdsara megjelend
emelkedett LC3 expressziot. Az AICAR, mely egy AMPK aktivator, csdkkentette a LC3-
pozitiv vezikulumuk szamat a PARP-2 csendesitett sejtekben a kezeletlen sejtekhez
viszonyitva, mig a mTORCI inhibitorral, rapamycinnel torténd kezelés hatasara a LC3
expresszioban novekedést tapasztaltunk a kontroll sejtekben. 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
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csendesitésben megfigyelt megndvekedett LC3 szintet az alapéllapotra (kontroll,
kezeletlen sejtek) egyik szer sem tudta lecsokkenteni.

Kovetkezé vizsgalatunk soran arra kerestiik a valaszt, hogy a PARP-2
csendesitése utdn megfigyelheté SIRT1 expresszio- és aktivitsbeli ndvekedés,
Osszefiiggésben all-e az altalunk PARP-2 hianyaban tapasztalt fokozott LC3
expresszioval. A SIRT1 autofagiaban betdltott szerepét korabban mar szamos alkalommal
leirtdk. A SIRT1 farmakoldgiai aktivalasara rezveratrolt, mig gatlasara EX-527-et
hasznaltunk és vizsgaltuk a LC3 expressziot scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben.
Vizsgalataink alapjan a rezveratrol mindkét sejtvonal esetében emelte a LC3 expressziot,
mig a SIRT1 EX-527-tel torténd gatlasa csokkentette a PARP-2 csendesités soran
tapasztalt emelkedett LC3-pozitiv vezikulumok szamét.

A farmakoldgiai gatlas soran bekdvetkezo valtozasok megerdsitése érdekében a
SIRT1 enzimet tranziensen, siRNS-el csendesitettiik scPARP2 és shPARP2 C2C12
sejtekben. A SIRT1 tranziens csendesitése utan a LC3-pozitiv vezikulumok szamaban,
hasonldan a farmakologiai gatloszernél, az EX-527-nél tapasztaltakkal, mérsékl3dést
figyeltink meg. Ezen eredmények arra utalnak, hogy a PARP-2 csendesités soran

bekovetkezd megndvekedett SIRT1 aktivitas pozitivan befolyasolja az autofagiat.

A PARP-2 hiany noveli a LC3-pozitiv vezikulumok szaméat nem-transzformalt primer
sejtek esetén is

El6z6 kisérleti eredményeink igazolasanak céljabol, egér primer MEF sejtekben
is tanulmanyoztuk a LC3 fehérje expressziojat immunfluoreszcens technikaval. A kisérlet

+/+

soran egy PARP-2"" egérb6l szarmazo primer sejtvonalat hasonlitottunk ossze 5
kiilonboz6 PARP-2 knockout egérbdl (PARP-27") szérmazé primer sejtvonallal. A
konfokalis mikroszkopos felvételek Kkiértékelése soran a LC3-pozitiv vezikulumok
szamaban emelkedést mutattunk ki a PARP-2" egerekbdl izolalt MEF sejtekben a PARP-
2" egérbdl szarmazé MEF-hez viszonyitva, mely ésszhangban van az immortalizalt
C2C12 sejtek esetén tapasztaltakkal. Ezen eredmény azt sugallja, hogy az autofag
aktivitds PARP-2 hidnyaban fokozddik, ugyanakkor arra is kovetkeztetni enged, hogy a
LC3 expresszidbeli valtozasa nem az immortalizacio, hanem a PARP-2 gén hianyanak a
kdvetkezménye.
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A PARP-2 aktivitasa szerepet jatszik az autofagidban

PARP inhibitorokkal, olaparibbal és PJ34-el kezelt scPARP2 és shPARP2
C2C12 sejtekben tanulmanyoztuk a mTOR rendszer két komplexének és az AMPK-nak
az aktivitasat. A gatloszerekkel torténd kezelés utan az AMPK foszforilacidjaban
csokkenést tapasztaltunk mind a kontroll, mind a PARP-2 csendesitett sejtvonalban. A
p70 S6 kinaz foszforilaltsagat vizsgalva a mTORCL1 aktivitasdban ndvekedést figyeltiink
meg a SCPARP2 C2C12 sejtekben, mig a PARP-gatlds mTORCL aktivitasbeli csokkenést
eredményezett a PARP-2 csendesitett sejtekben. Emellett a PARP aktivitas gatlasa
csokkentette az Akt kindz foszforilaltsagat a kontroll sejtekben, azonban a PARP-2
csendesitett sejtekben nem volt hatassal. Ezen eredmények megerdsitették azt a
hipotézisiinket, hogy a PARP-2 aktivitdsdnak csokkenése hatassal van a sejtek

energiaérzékelésére.

A PARP-2 enzim csendesitése a mitokondridlis halézat fragmentaciojat okozza,
illetve ndveli a mitokondrialis ROS-termelést
A PARP-2 hianyaban mitokondrialis fragmentéacio Iép fel

A kontroll és PARP-2 csendesitett C2C12 mioblaszt sejtekben a mitokondrialis
struktirat immunfluoreszcens technikdval tanulmanyoztuk. A  mitokondriumokat
MitoTracker Red fluoreszcens festékkel jeldltiik, mely az él6 sejtek mitokondriumaiban
akkumulalodik. Emellett a mitokondrialis morfologia konfokalis mikroszkoppal torténd
tanulményozéasanak céljabol a Tomm20 fehérjét jeloltik a fehérjére specifikus antitesttel.
Mindkét jeldlés alkalmaval fragmentalédott mitokondridlis struktirat detektaltunk a
PARP-2 csendesitett sejtekben. Az ImageJ szoftver Mito-Morphology makrdjaval térténd
kiértékelés alkalmaval a mitokondrilis tartalomban és cirkularitdsban ndvekedést, mig a
mitokondridlis kerliletben és a form faktorban csokkenést tapasztaltunk PARP-2
hianyaban, mely adatok szintén a mitokondrialis hal6zat fragmentalédasara utalnak.

Munkénk kovetkez6 1épéseként a scPARP2 és shPARP2 C2CI2 sejteket
elektronmikroszkdpos technikaval vizsgaltuk. PARP-2 hianyaban a mitokondridlis
atmetszetek szamaban emelkedést tapasztaltunk, mely szintén a mitokondrialis
morfoldgia megvéltozéasara, a halozat toredezettségére utal.
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Az el6z6 eredményeink megerésitésének céljabol a mitokondridlis struktrat
PARP-2 tranziensen csendesitett C2C12 sejtekben is vizsgaltuk. A tranziensen
transzfektalt sejtvonalakban fragmentalodott mitokondridlis halézatot figyeltiink meg
MitoTracker Red jelolést kovetden, mely a stabil sejtvonalhoz hasonldan, az emelkedett
mitokondrialis tartalomban és cirkularitasban, illetve a mérsékl6dott mitokondrialis

keriiletben és form faktorban nyilvanult meg.

A SIRT1 aktivacid, a mitofagia, illetve a mitokondridlis dinamikdban bekovetkezd
valtozdsok nincsenek hatassal a PARP-2 hidnydban fellépd  mitokondridlis
fragmentaciora

A mitokondrialis haldzat integritisanak megvaltozasat szamos tényezd
befolyasolhatja. Mivel a mitokondrialis struktdra szétesése a mitokondriumok szelektiv
lebontasara, a mitofagidra is visszavezethetd, igy vizsgaltuk ennek a folyamatnak is az
eshetéségét. Ennek igazolasdhoz a scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben, az el6z6
kisérletekben jol ismertetett markereket hasznaltuk a mitokondriumok és az
autofagoszémak lokalizacidjanak vizsgalatara: a mitokondriumokat MitoTracker Red
fluoreszcens festékkel vagy Tomm20 antitesttel, mig az autofagoszomaékat LC3 antitesttel
jeloltlik. A konfokalis mikroszkdppal késziilt felvételek kiértékelését az ImageJ szoftver
EzColocalization plugin-jével végeztik, mely elemzés alkalmaval nem taldltunk
megnovekedett Kkolokalizacids szignalt PARP-2 hiadnydban az autofagoszomak és a
mitokondriumok kozdtt.

Kovetkezé kisérletiinkben a PARP-2 hianyaban fellépd emelkedett SIRT1
aktivitds hatdsat vizsgaltuk a mitokondrialis halézatra. A SIRT1-et tranziensen
csendesitettiik ScCPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben, majd a mitokondridlis strukturat
MitoTracker Red fluoreszcens festékkel vizsgaltuk. A konfokalis mikroszkoppal késziilt
felvételek kiértékelése soran nem tapasztaltunk valtozast, vagyis a PARP-2 hianyaban
fellép6 mitokondrialis fragmentacié nem a megndvekedett SIRT1 aktivitas eredménye. A
SIRT1 csendesités nem volt hatassal a mitokondrialis morfolégiara, illetve a PARP-2
csendesités soran megfigyelt fragmentalédott mitokondrialis struktarat a SIRT1
csendesitése nem tudta kompenzalni, a mitokondriumok nem nyerték vissza fuzionalt
fenotipusukat.
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Kovetkez6 1épésként a fuzioban—fisszidban és mitofagiaban részt vevo fehérjék
(Mfn1, Mfn2, Opal, Fisl, Drpl, Parkin és Pinkl) mRNS- és fehérjeszintli expresszidjat
tanulményoztuk a kontroll és a PARP-2 csendesitett C2C12 sejtekben. Ezen fehérjék
expressziojaban a PARP-2 csendesités soran nem talaltunk olyan valtozast, mely
koherens lenne a sShPARP2 HepG2 sejtekben tapasztaltakkal.

A PARP-2 csendesités soran a mitokondrialis halozatban bekévetkezd valtozas nem csak
az immortalizalt mioblaszt sejtekre jellemzd

A mioblasztokon torténd vizsgalatok utan arra kerestiik a valaszt, hogy a
valtozds a mioblaszt sejtekre specifikus vagy mas sejttipusokban is hasonlé esemény
jatszodik le. SCPARP2 és shPARP2 HepG2 sejtekben, a C2C12 sejtekhez hasonléan,
elészor MitoTracker Red fluoreszcens festékkel, illetve Tomm20 antitesttel jeldltik a
mitokondriumokat. A mioblaszt sejtekhez hasonléan a PARP-2 csendesitett HepG2
sejtekben is fragmentalodott mitokondridlis héalozatot detektaltunk mindkét jeldlés
alkalméval.

Kovetkez6 kisérletink soran a ScPARP2 és shPARP2 HepG2 sejteket
elektronmikroszkoéppal tanulmanyoztuk. Az elektronmikroszképpal készitett felvételeken
PARP-2 hianyaban a mitokondridlis atmetszetek szamaban ndvekedést tapasztaltunk,
mely szintén a mitokondridlis struktira szétesésére utal.

A kovetkezd kisérletiink soran arra kerestiik a valaszt, hogy a PARP-2
csendesitett HepG2 sejtekben megjelend megvaltozott mitokondrialis —struktura
Osszefiiggésben all-e a mitofagiaval, illetve a mitokondrialis dinamika megvaltozasaval.
El6szor a scPARP2 és shPARP2 HepG2 sejtekben az autofagoszoma—mitokondrium
kolokalizaciot kétféle mitokondridlis jeldléssel konfokalis mikroszkoppal, majd a
Az elemzés alkalmaval, a C2C12 sejtekhez hasonléan, nem detektaltunk kolokalizacios
szignalt az autofagoszémak és a mitokondriumok kozott, illetve a mitokondrialis
fuzio—fisszié folyamataban és mitofagiaban szerepet jatszé fehérjék (Mfnl, Mfn2, Opal,

Fisl, Drpl, Parkin és Pinkl) expresszidjaban sem torténtek olyan mértékli valtozasok,
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melyek magyarazhattdk volna a mitokondrium toredezettséget, melyet PARP-2

hianyaban tapasztaltunk.

A PARP-2 hianya oxidativ stresszt indukal

Szamos esetben bizonyitottdk mar, hogy a PARP-gatlas hatasara megvaltozik a
sejtek redox allapota, ezért dontdttiink mi is amellett, hogy oxidativ és nitrozativ stressz
markereket tanulmanyozunk a scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben. Eldszor
hidroetidin festéssel vizsgaltuk a szuperoxid-termelést, mely emelkedést mutatott, majd
fokozott  lipidperoxidaciot  detektdltunk a  tiobarbitursav-reaktiv.  termékek
meghatarozasaval, illetve Western blot technikdval a 4HNE-médositott fehérjék
expresszi6janak vizsgalatdval PARP-2 hianyaban, melyek emelkedett oxidativ hatasra
utalnak. A nitrozativ stressz markereként eldszor fehérjeszinten Western blot technikaval
enyhén emelkedett iNOS expressziot mutattunk ki, majd a NTyr expressziojat
tanulmanyoztuk Western blot médszerével, mely soran enyhe emelkedést tapasztaltunk
PARP-2 hianyaban. A Nox4 mRNS-szintli expressziojaban csokkenést figyeltiink meg,
melybdl arra kovetkeztethetiink, hogy a fokozott ROS-termelés forrasa nem a NADPH-
oxidaz. Eredményeink azt mutatjak, hogy PARP-2 hidnydban megvéltozik a sejtek redox
homeosztazisa, oxidativ stressz indukalodik.

Ezt kdvetden azt szerettiik volna tisztdzni, hogy a PARP-2 hianydban megjelend
mitokondrialis fragmentacio, illetve az emelkedett ROS-termelés Osszefliggésben all-e
egymassal. Ennek érdekében a kontroll és PARP-2 csendesitett mioblaszt sejteket
altalanos tiol-reduktansokkal, GSH-nal és NAC-nel, illetve MitoTEMPO-val kezeltiik,
majd MitoTracker Red fluoreszcens festékkel vizsgaltuk a mitokondrialis morfol6giaban
bekovetkez  valtozasokat. A mitokondridlis tartalomban, mely mitokondridlis
biogenezisre utal, antioxidans-kezelés hatasara sem detektaltunk valtozast, azonban a
PARP-2 hianyaban bekovetkezd mitokondrialis morfologiai valtozast mindharom
antioxidanssal torténd kezelés mérsékelni tudta. A mitokondrialis keriiletben és form
faktorban novekedést, mig a cirkularitasban cstkkenést tapasztaltunk, melyek arra
utalnak, hogy a PARP-2 hiany altal el6idézett mitokondrialis fragmentacié alapja a

részben mitokondrialis eredet(i oxidativ stressz.
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Kovetkez6 kisérletiinkben arra szerettiink volna valaszt kapni, hogy az el6zbleg
alkalmazott antioxidansokkal torténd kezelésre hogyan reagalnak a mitokondrialis 1égzési
lanc tagjai, melyekr6l kordbban mar kimutattak, hogy PARP-2 hidnyaban expresszidjuk
fokozodik. Ezért a kontroll és PARP-2 csendesitett C2C12 sejteket antioxidansokkal
kezeltiik, majd RT-gPCR segitségével 6t fehérje, a Ndufa2, Ndufb3, Ndufb5, COX17 és
cyt C mMRNS-szintli expressziojat vizsgaltuk. A vizsgalt fehérjék expresszidjaban a
kezeletlen kontroll és PARP-2 csendesitett sejtekben szignifikans kildnbséget figyeltiink
meg, mely kiilonbségek az antioxidansokkal torténd kezelés hatasara mérséklodtek.

Az antioxidansok hatasat a sejtek oxigénfogyasztdsara, illetve a zsirsav
oxidacio mértékére Seahorse oximéterrel vizsgaltuk, mig az ATP tartalmat fluoreszcens
méréssel hataroztuk meg. Mind az alap oxigénfogyasztashan és zsirsav oxidacidban,
mind az ATP tartalomban csékkenést talaltunk a kontroll és a PARP-2 csendesitett
C2C12 sejtek esetén. A PARP-2 hianyaban megfigyelt fokozott oxigénfogyasztas, zsirsav
oxidacioé és ATP tartalom az antioxidansokkal torténd kezelést kovetden csokkent.

Az antioxidansok tovabbi hatdsat vizsgalva a GSH-nal, NAC-nel és
MitoTEMPO-val kezelt scPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben a sejtproliferaciot,
illetve a sejthalalt tanulmanyoztuk. Eredményeink alapjan az antioxidansok kozil a GSH
és a NAC csokkentette a sejtek proliferacios képességét, azonban nem talaltunk
kiilénbséget a sScPARP2 és shPARP2 sejtek kdzott. A MitoTEMPO nem volt hatéssal erre
a folyamatra. Emellett sem az antioxidansok, sem a PARP-2 csendesités nem befolyésolta
a sejthalal folyamatokat.

A PARP-1-nek és a PARP-3-nak nincs szerepe a PARP-2 hidny dlital elidézett
megvaltozott mitokondriélis morfoldgiara

Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy a masik két DNS hibajavitasban részt vevd
PARP enzim, a PARP-1 és a PARP-3 aktivitasa hatassal van a mitokondriélis strukturara.
Ennek érdekében kovetkezd kisérleteinkben azt tanulmanyoztuk, hogy a PARP-1 és a
PARP-3 gsszefliggésben van-e a PARP-2 hianyaban tapasztalt mitokondrialis morfoldgiai
véltozassal.

A PARP-1 mitokondrialis strukturara kifejtett hatdsat a kontroll és PARP-2
csendesitett C2C12 mioblaszt sejtekben eldszor a PARP-1 tranziens csendesitésével
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kezdtik. A PAR Western blot képen jol lathatd, hogy a PARP-1 gén tranziens
csendesitése a PARP-1 enzim autoPARilaciéjanak mértékét is csokkentette. Ugyanezen
sejtekben tanulmanyoztuk a mitokondrialis morfolégiat MitoTracker Red fluoreszcens
festékkel. A fluoreszcens felvételek kiértékelése soran a kontroll sejtekben PARP-1 hiany
esetén a mitokondridlis struktira enyhe fragmentalodasat 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 hasonléan, tranziensen csendesitettiik
sCPARP2 és shPARP2 C2C12 sejtekben, majd vizsgaltuk a PARilacio mértékét. Két
PARP-3-at célzd siRNS esetében a PAR Western blot képen ndvekedést tapasztaltunk,
mely fokozott PARP-1 aktivitdsra utal. Ugyanezen sejtekben a mitokondridlis
morfolégiat MitoTracker Red fluoreszcens festékkel vizsgaltuk, majd a fluoreszcens
felvételek elemzése soran, a PARP-1-hez hasonl6éan, nem tapasztaltunk valtozast sem a
kontroll, sem a PARP-2 csendesitett sejtekben.
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Megbeszélés

A PARP-2 deplécidja esetén az autofagia zavart szenved

Az autofagia minden eukariota sejtre jellemz6 intracelluléris lebontd folyamat,
melynek f6 feladata a citoprotekcié, mely soran a sejt a sajat anyagait eliminalja, a
feleslegessé valt vagy funkcidjukat vesztett organellumokat vagy makromolekulakat
bontja le. Mindemellett az intracellularis patogének elleni védelemben is fontos szerepet
tolt be az autofagia. A folyamat 6 szabalyozoi a sejtek energiaszenzorai, az AMPK és a
mTOR kindz komplexek. Minden sejtben folyamatosan jelen van az autofagia, melynek
zavara patofiziologias allapotok kialakuldsahoz vezethet. A PARP-1 és a PARP-10
enzimeket korabban mar azonositottdk az autofagia folyamataban, azonban a PARP-2
autofagiaban betoltott szerepét ez idaig még nem irték le.

Az autofagiat olyan egér eredetli mioblaszt sejtekben tanulméanyoztuk, melyben
munkacsoportunk egy korabbi kisérletsorozat alkalmaval mar elvégezte a PARP-2
csendesitését shRNS technikéval. Kisérleti eredményeink azt mutatjak, hogy a PARP-2
csendesités noveli az autofag természetii vezikulumok szamat, mely a PARP-2 hianyaban
tapasztalhat6 fokozott LC3 expresszidban nyilvanult meg. Ezen eredményt a PARP-2
siRNS technikaval torténé akut csendesitése alkalmaval is megerdsitettiik. Kovetkezo
kisérletiink alkalméaval arra kerestlik a vélaszt, hogy az autofagia folyamatat médositani
képes anyagokkal torténd kezelésre hogyan reagéal a kontroll és a PARP-2 csendesitett
sejtvonal, esetleg eltérd valtozasok tapasztalhatok-e a két sejtvonalban. A chloroquine,
mint autofagia inhibitor a lizoszomalis pH neutralizalasaval gatolja a lizoszomalis
degradacio folyamatat, mig a szérum-éheztetés a mTOR komplex szabalyozasan
keresztill inditja be az autofagiat. A chloroquine kezelés, illetve a szérum-éheztetés
hatésara fokozott LC3 expressziot detektaltunk a kontroll és a PARP-2 csendesitett
sejtvonalban is, azonban a PARP-2 hidnyaban megfigyelhetd két sejtvonal kozti LC3-
szignal kiilonbség mindkét kezelés hatasara mérséklodott, mely arra utal, hogy a PARP-2
enzim hianya elsGsorban az alap autofag aktivitast gatolja. Irodalmi adatok utalnak arra,
hogy a szérum-deplécié csokkenti a PARP-2 expressziot. Korabban kimutattak, hogy a
szérum-éhezés sordn a PARP-2 mRNS-szintii expresszidja nem valtozik meg, hanem a

PARP-2 proteoszémalis degradacioja gyorsul fel.
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Kutatasi eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a PARP-2 deplécidja
atrendezi a sejtek energiaérzékelési rendszerét: az AMPK és a mTORC2 aktivitasaban
csokkenést tapasztaltunk PARP-2 hianyaban. Az AMPK szerepe ismert az autofagia
folyamataban, irodalmi ismereteink szerint az AMPK az autofigia induktora.
Eredményeink azonban arra utalnak, hogy az AMPK aktivalasa AICAR-ral részlegesen
blokkolja a PARP-2 gatlasa utan bekovetkez6 megnovekedett autofag aktivitast, mely azt
sugallja, hogy a PARP-2 csendesités soran fellépé AMPK aktivitas csdkkenés hozzajarul
az autofagia aktivitasanak megnodvekedéséhez. Mig a mTORC1 aktivitasait nem
befolyasolja a PARP-2 hidnya, a mTORC2 aktivitdsaban enyhe csokkenést tapasztaltunk
PARP-2 csendesitett sejtekben. Korabban mar azonositottak az autofagia mTORC1-
fuggetlen és mMTORC2-fliggd formajat is, mely esetben az Akt foszforilacioja a mTORC2
altal nem valtoztatja meg a mTORC1 aktivitasat. Azonban a PARP-2 enzim és a mTOR
komplex tagjai kozti kapcsolatot eddig még nem azonositottak. Jelenleg is folynak
kutatdsaink, mely a PARP-2 és a mTOR komplexek kozti kolcsonhatast vizsgalja.
Elézetes eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a mTORC2 csokkent aktivitasa a
komplexben taldlhatd Rictor fehérje csdkkent expresszidjara vezethet vissza, melyrdl
emellett kordbban mér kimutattak, hogy PARilalhato.

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 aktivacid autofagiat indukal a LC3-1-LC3-I1 konverzid és a
fokozott autofagoszéma képzés altal. A SIRT1 direkt és indirekt madon is befolyasolhatja
az autofagiat. Egyrészt direkten képes kdlcsdnhatasba lépni és deacetilalni az autofagia
mechanizmuséaban részt vevd kulcsfehérjéket, az Atg5-6t, Atg7-et és az Atg8-at, masrészt
indirekt médon a FOXO transzkripcids faktorok deacetildlasa révén szabalyozza az
autofagia mechanizmusat. A SIRT1 altal deacetilalt FOXO1 a Rab7 transzkripcidjanak
indukalasaval az autofagoszoméak formalasat serkenti, mig a deacetilalt FOXO3 a Bnip3
és NIX receptorok transzkripcidjanak serkentésével okoz autofagiat. A SIRT1 aktivacioja
miatt indukalodé autofagia kardioprotektiv és neuroprotektiv hatasd. Eredményeink
alapjdn a PARP-2 deplécié soran bekovetkezé autofigia indukcid a SIRT1 PARP-2
hianyaban megjelené fokozott aktivaciojaval is Osszefiiggésben van. A PARP-2
csendesitése noveli a SIRT1 aktivitdst, mivel a PARP-2 a SIRT1 promdterének
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represszora, igy a PARP-2 deplécidja esetén fokozott SIRT1 expresszid és aktivitas
figyelheté meg. 3-MA-val gatolva az autofagiat a SIRT1 expresszidja csokken, azonban a
rezveratrol SIRT1-fliggd moddon autofigiat indukal. Fontos megemliteni, hogy a
rezveratrol SIRT1- és mTOR-fliggetlen modon az autofdgia gatlasat okozhatja a S6 kinaz
direkt gatlasan keresztiil. Emellett az intracellularis NAD* koncentracionak is hatasa van
az autofagia folyamatara a SIRT1 és a PARP-1 enzimek aktivitasanak befolyasolasa
révén, mivel mindkét enzim aktivitasat szabalyozza a NAD* koncentracid. Kisérleteink
soran NR-dal, egy NAD" prekurzorral kezelve a sejteket megallapitottuk, hogy a NAD*
szint emelése képes megforditani a PARP-2 csendesités soran kialakulé LC3-pozitiv
vezikulum akkumulaciot. A SIRT1 farmakoldgiai gatlasa és génszintli csendesitése is, az
irodalmi adatokkal 6sszhangban, csokkentette az autofag vezikulumok szamat.

Eredményeink alapjan megéllapithaté, hogy a PARP-2 gén csendesitése
fokozza a LC3-pozitiv autofadg vezikulumok szamat a sejt energiaszenzorainak, az
AMPK-nak és a mTORC2-nek, illetve a SIRT1 modulalasa altal.

A PARP-2 hidnya mitokondrialis fragmentéciot okoz és oxidativ stresszt indukal

Kutatdsunk masodik részeként a PARP-2 és a mitokondrium kapcsolatat
tanulméanyoztuk. A PARP-2 és a mitokondrium kapcsolatat korabban mar szamos esetben
azonositottdk, azonban kutatasunk soran a kapcsolatukrol ismereteinket szerettiik volna
boviteni. A PARP-2 hianyaban megjelend mitokondrialis biogenezis folyamataban a
fokozott SIRT1 aktivacidnak is szerepe van. Oxidativ fenotipus detektalhaté PARP-2
depletalt egerek vazizmaban és majaban, emellett megnévekedett mitokondrialis tartalom
és mtDNS mennyiség is észlelhetd PARP-2 knockout egerekben.

A mitokondridlis  struktirat el6szor egér eredeti C2C12 sejteken
tanulmanyoztuk, mely sejtekben a PARP-2 shRNS technikaval volt csendesitve, majd a
kapott eredményeinket PARP-2 csendesitett human HepG2 sejteken, illetve a PARP-2
akut csendesitése alkalmaval is megerdsitettiik. Eredményeink szerint a PARP-2
csendesitése megvaltoztatja a mitokondridlis halozatot, a struktira tdredezettségét
okozza. Emellett a PARP-2 deplécié alkalméaval a mitokondrialis tartalomban ndvekedést
tapasztaltunk, mely a korabbi kutatasi eredményekkel korrelal és mitokondrialis
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biogenezisre utal. A masik major PARP enzimrél, a PARP-1-ré1 korabban mar igazolték,
hogy hatéssal van a mitokondrialis halézat integritasara.

Sokféle parhuzamos G(tvonal okozhatja a mitokondridlis hal6zat
mitofigia, a mitokondridlis flzio—fisszio folyamatinak helytelen miikodése, a
folyamatban részt vevo fehérjék expressziobeli valtozdsa vagy teljes hianya, illetve a
SIRT1 aktivacio. Irodalmi adatok szerint a PARP-1 gatlasa mitofagiat okozhat, mivel a
PARP-1 hiperaktivaciéja miatt csokken az intracellularis NAD® koncentracio és
kovetkezményesen a SIRT1 aktivitds, mely fokozza a Pinkl aktivacidjat és
mitokondrialis hiperpolarizaciot okoz. A SIRT1 hatassal van a mitokondrialis hal6zatra,
mivel a SIRT1 fokozott aktivitasa a mitokondrialis tartalom névekedését okozza, illetve a
mitokondrialis halézat fragmentalddik. Kisérleti eredményeink szerint azonban a PARP-2
csendesités hatasara bekdvetkezd SIRT1 aktivacid nem az oka a mitokondrialis halozat
megvaéltozasanak. Ezen kivll a mitokondriélis dinamika folyamatéban sem figyeltiink
meg olyan valtozasokat, melyek a mitokondrialis hal6zat szétesését magyaraztak volna és
mind a C2C12, mind a HepG2 sejtvonalban hasonléan valtoztak volna, illetve a mitofagia
aktivitasaban sem mutattunk ki fokozddast. Eredményeink azt sugalljak, hogy a PARP-2
hianyaban megvaltozott mitokondrialis halozatért egyik vizsgalt folyamat sem felel6s.

Kovetkez6 kisérletiink soran a PARP-2 csendesités hatdsara oxidativ stresszt
figyeltiink meg. Irodalmi adatok utalnak arra, hogy a PARP genetikai vagy farmakolégiali
gatldsa megvaltoztathatja a sejtek redox Aallapotat. Kisérleteink sordn a PARP-2
deplécidja esetén az oxidativ stressz markerekben, tdbbek kdzott a hidroetidin festés altal
detektalt szuperoxid-termelésben, illetve a 4HNE-modositott fehérjék expresszidjaban és
a TBARS mérés soran a tiobarbitursav-reaktiv termékek képzO6désében a
lipidperoxidacidban emelkedést tapasztaltunk, melyek a PARP-2 hidnyiban megjelend
fokozott oxidativ stresszre utalnak. Altalanos tiol-reduktansokkal, GSH-nal és NAC-nel,
valamint a mitokondriumot célz¢ antioxidanssal, a MitoTEMPO-val torténd kezelés utan
megéllapitottuk, hogy az antioxidansok nem befolyasoljak a PARP-2 hianyéaban
tapasztalhaté mitokondridlis biogenezist, a mitokondridlis tartalmat nem valtoztatjak meg,
azonban a PARP-2 hidnyaban tapasztalt megvaltozott mitokondrialis haldzatra hatssal
vannak. A PARP-2 hianyaban megfigyelhetd fragmentalodott mitokondriélis struktarat az
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antioxidansokkal torténd kezelés helyredllitja, a kontroll sejtekre jellemzé fenotipus,
halézatos mitokondridlis struktira jelenik meg. Kordbban szamos esetben bizonyitottak
mar, hogy a fokozott ROS-termelés a mitokondriumok fragmentaciojat okozza. A
mitokondridlis dinamikdban bekovetkezd valtozasok szorosan kapcsolodnak a sejtek
redox homeosztazisahoz. A MitoTEMPO-rél korabban mar kimutattak, hogy hatassal van
egyes tagjainak, mint a Ndufa2, a Ndufb3, a Ndufb5, a COX17 és a cyt C mRNS-szintii
expressziojat noveli. Kisérleti eredményeink szerint a PARP-2 hianyaban tapasztalhato
fokozott expresszidjukat az alkalmazott antioxidansok képesek voltak csokkenteni.
Emellett az antioxidansokkal torténé kezelést kovetden csokkent a sejtek
oxigénfogyasztésa, a zsirsav oxidacio és kdvetkezményesen 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, csokkentette a sejtek proliferacios képességét, azonban a kontroll
és a PARP-2 csendesitett sejtek egyforman reagaltak az antioxidans kezelést kovetden,
nem volt a két sejtvonal kozott killonbség. Emellett kimutattuk, hogy sem az antioxidans
kezelés, sem a PARP-2 csendesités nincs hatdssal a spontan sejthalalra. Ezen eredmények
arra utalnak, hogy a PARP-2 hidnyaban tapasztalhatd emelkedett ROS-termelés forrasa
részben a mitokondrium és a mitokondrialis struktira fragmentalodasat a fokozott ROS-
termelés altal kivaltott oxidativ stressz okozza.

A PARP enzimcsalad két tagjarol, a PARP-1-r61 és a PARP-3-rdl kordbban mér
kimutattdk, hogy képesek befolyasolni a mitokondrialis morfoldgiat. A PARP-1
farmakoldgiai gatldsa a mitokondrialis fUzid folyamatdban részt vevé Opal fehérje
expressziojat mRNS-szinten csokkenti, igy toredezettebb haldzat jellemzi az olaparibbal
kezelt sejtek mitokondriumait. A PARP-3 gétlasat emelkedett ROS-termeléssel is
Osszefiiggésbe hoztak, melynek f6 szarmazasi helye a mitokondrialis NADPH-oxidaz.
Vizsgalataink szerint azonban a PARP-1 vagy a PARP-3 csendesitése nem okoz
morfoldgiai valtozasokat a mitokondridlis strukt(raban, vagyis a PARP-2 csendesitett
sejtekben megfigyelhetd toredezettségre egyik enzim csendesitése sem volt hatassal.

Ezen eredmények alapjan arra kovetkeztethettink, hogy a PARP-2 enzim hidnya
a mitokondrialis halézat fragmentalddasat okozza, illetve fokozott ROS-termeléssel jar,
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mely oxidativ stresszt indukéal. PARP-2 hidnyaban megvéltozik a sejtek oxidativ allapota,
mely mitokondrialis biogenezissel jar és az oxidativ stressz kialakulasa a mitokondrialis

struktlra toredezettségét okozza.
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Osszefoglalas

A PARP-2 enzim a PARP enzimcsalad tagjaként fehérjék poszttranszlacios
modositasat végzi. Irodalmi ismereteink szerint szdmos metabolikus folyamat
szabalyozéasaban vesz részt a PARP-2 enzim. Munkank soran a PARP-2 és az autofagia
kapcsolatat, illetve a PARP-2 mitokondridlis homeosztazisban bet6ltott szerepét
vizsgaltuk.

Eredményeink alapjan a PARP-2 csendesitése soran a bazalis autofagia zavart
szenved, elakad és LC3-pozitiv vezikulumok halmozédnak fel a sejtben. A PARP-2
hidnya atrendezi a sejtek energiahomeosztazisat, mivel a PARP-2 hidnyaban fellépd
autofagia zavara az AMPK és a mTORC2 csokkent, valamint a SIRT1 fokozott
aktivitasara vezethet6 vissza. A sejtek energiaérzékelésének megvaltozasa hatassal van a
PARP-2 hianyaban megfigyelhetdé autofagia zavarral. Az AMPK AICAR-ral torténd
farmakolo6giai gatlasa, illetve a SIRT1 farmakoldgiai vagy genetikai csendesitése,
valamint a NAD" prekurzor, a NR, hatasara csokkent LC3 expresszio jelenik meg, vagyis
a PARP-2 hianydban fellépé fokozott LC3-pozitiv vezikulum akkumulaciot ezen
vegyliletek mérsékelni képesek.

Kimutattuk, hogy a PARP-2 csendesitése a mitokondridlis hal6zat
detektaltunk. Sokféle parhuzamos Utvonal okozhatja a mitokondrialis hal6zat
integritdsanak megvaltozasat, tobbek kozott a mitofagia, a mitokondriélis dinamikéban
részt vevd fehérjék megvaltozott expresszidja vagy diszregulacidja, illetve a SIRT1
aktivacidja. Kisérleteink soran azonban egyik folyamatban sem talaltunk olyan valtozast,
mely a PARP-2 hidnyaban jelentkezé mitokondrialis strukturabeli véaltozast indokolhatna.
A PARP-1 vagy a PARP-3 csendesitése sem okoz morfoldgiai valtozésokat a
mitokondrialis struktiraban, vagyis a PARP-2 csendesitett sejtekben megfigyelhetd
toredezettségre egyik enzim csendesitése sem volt hatassal. A PARP-2 hianyaban az
oxidativ stressz markerek Kifejezodésében 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

valtozést, azonban a PARP-2 hidnyéaban fellép6 mitokondrialis struktiraban bekovetkezd
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fragmentalodast vissza tudtak forditani. Ezen eredményekbdl arra kdvetkeztetiink, hogy a
PARP-2 hidnyaban megjelend megvaltozott mitokondrialis fenotipus az oxidativ stressz
markerek emelkedésével allnak kapcsolatban, vagyis a fokozott ROS-produkcié okozza a
mitokondriélis struktura téredezettségeét.
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