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1. BEVEZETES

A Fold felszinét elér6 UV tartomanybdl az UVB rendelkezik a legnagyobb DNS karositd
hatassal, mely fdleg ciklobutdn pirimidin dimerek (CPD) kialakuldsat okozza. Ezeknek a
fototermékeknek a javitasat emlds sejtekben a komplex, ugyanakkor lassti nukleotid excizios
rendszer (NER) végzi. Alacsonyabb rendszertani osztalyokban altaldnossagban megfigyelhetd
egy sokkal hatékonyabb javitd6 mechanizmus, a fotoreaktivacid, mely a fotolidz enzim
segitségével, a fény energidjanak a felhasznaldsaval javitja rendkiviil gyorsan ezeket a
fotolézidkat, ugyanakkor ez a repair utvonal eltlint az evolucid soran a méhlepényes
emlosokbol. A DNS karosodasra adott valasz magaban foglalja olyan szignalizacids utvonalak
aktivalodasat, mely tobbek kozott a DNS hibajavitast, a redox homeosztazist, a karosodott
cellularis komponensek lebontasat, a metabolikus valtozasokat és a mitokondriumok
miikddését szabalyozzak. Emellett az UVB-indukalt reaktiv szabadgyokok (ROS) is tobb
(patho)fiziologias folyamat szabalyozoi. Habar az UVB szerepe az apoptdzis, a gyulladas és a
karcinogenezis elinditasaban jol karakterizalt, keveset tudunk a sejtek metabolizmusara,
valamint mitokondrialis aktivitdsara kifejtett hatdsarol. Az UVB-indukalt akut DNS karosodas
¢s a mitokondriumok funkcionalis allapota kozotti, ugynevezett anterograd szignaling
kozvetitésében kiemelt szerepet jatszhat a DNS karosodéasra aktivalédd poli(ADP-rib6z)
polimerdz 1 fehérje (PARPI1), mely a DNS repair és a genomintegritds fenntartdsa mellett

szamos mechanizmus révén szabdlyozza a mitokondriumok miikddését.

1.1. Az UV sugarzas

Hullamhossztulajdonsaguk és eltérd bioldgiai hatdsuk alapjan az UV sugarak 3 kiilonb6zd
osztalyba sorolhatok: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) és UVC (100-280 nm). A
legkisebb hullamhosszisaga UVC sugérzast az 6zonréteg teljes mértékben kisziiri, igy
boriinket nem ¢éri el. Mig az UVB sugérzas boriink felsé rétegét, az epidermiszt, igy foleg a
keratinocitdkat érinti, az UVA sugarzds energidjat az epidermisz mellett a dermisz is
abszorbedlja. Az egyes UV spektrumok bioldgiai hatdsmechanizmusukban is eltérnek
egymastol. Az UVC sugarzas rendelkezik a legnagyobb genotoxikus hatdssal, mely ciklobutan
pirimidin dimerek (CPD), egyszalu és duplaszali DNS lanctorések kialakuldsaban nyilvanul
meg. Az UVB az UVC-hez hasonloan direkt mdédon karositja a DNS-t, de leginkabb egy DNS
szalon beliili kovalens keresztkotések, igy CPD-k, (6-4) fototermékek, valamint utobbiak
fotoizomerizaciojaval kialakulé Dewar izomerek megjelenését okozza. Az UV A sugérzas foleg
reaktiv oxigén gyokok (ROS) indukcidjan keresztiil oxidativ karosodast okoz, mely lipid

peroxidéaciohoz, protein oxidacidhoz, gyulladasos citokinek felszabaduldsdhoz, egyszala DNS
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torések ¢s 7,8-dihidro-8-oxoguanin (8-OH-dG) 1¢zi6k kialakulasahoz vezet. Az UV sugarzas
rendkiviil sokféle biologiai hatast képes kivaltani. Az akut hatasok kozé tartozik a D vitamin
szintézis, az apoptotikus keratinocitak (sunburn sejtek), a metabolikus valtozdsok megjelenése,
melyek klinikailag eritéma, esetenként holyagképzddés, majd hiperpigmentacid, hiperalgézia
formajaban jelenik meg. Napok mulva hiperkeratdzis, epidermalis hiperplazia jon 1étre. Az UV
immunszupresszidé mind akut, mind kronikus esetben kialakul. Hossza tava hatdsnak tekintjiik
a bororegedést és a karcinogenezist. Mivel a sztratoszférikus 6zonréteg az UVC sugarzast
teljesen, az UVB-t pedig 90-95%-ban kisziiri, a Fold felszinét elérd napfény ultraibolya
tartomanyanak 90-95%-at az UVA, a maradék 5-10%-ot az UVB teszi ki. Ennek ellenére az
UV spektrum legtobb biologiai hatdsanak kdzvetitéséért mégis az UVB-t tartjak felelosnek. Az
UVB-indukalt fotoléziok C>T és CC>TT tranzicidhoz, UVB-re jellemz6 szignatira mutaciok
megjelenésé¢hez vezet. llyen mutdciok figyelhetdk meg keratinocita eredetii bérdaganatokban
(bazalsejtes karcinoma (BCC) és laphamsejtes karcinoma (SCC)), valamint hdmdaganat-

megeldzd 1ézidkban (szolaris keratdzis), st kronikus fénykéarosodott bérben is.

1.2. A nukleotid excizios repair (NER)

A NER, mely prokaridtdkban és eukaridtdkban az UVB-okozta fototermékek eltavolitasat
végzi, igen komplex: tobb mint 30 fehérjébdl all. A DNS karosodas felismerésében mutatott
kiilonbségek alapjan megkiilonboztetiink global genom repairt (GG-NER) és transzkripcio-
kapcsolt (TC-NER) javito mechanizmust. A GG-NER a heterokromatikus régiok javitasat
végzi, aktivacidjat a DDB2 fehérje inditja. Ezzel szemben a TC-NER szamara az indit6 szignalt
a karosodas helyén megakadd RNS polimerdz II jelenti, igy az aktivan atir6d6 DNS
szakaszokon végzi a hibajavitast. Az ezt kovetd 1épések mindkét ttvonal esetében hasonldéan
zajlanak. Miutdn a DNS-ko6td fehérjék felismerték a kéarosodds altal okozott DNS
konformaciovaltozast, helikdzok szétnyitjdk a DNS-t a 1¢z16 koriil. Ezt koveti a DNS karosodas
megerdsitése utan az incizid, majd a 1€ézidt tartalmazd kb. 24-32 nukleotidnyi szakasz
eltavolitasa. Az igy kialakul6 rést DNS polimerazok toltik ki, majd a lancvégeket DNS ligazok
egyesitik. A NER miikodését szabalyzo fehérjék genetikai defektusai ritka, ugyanakkor igen
sulyos betegségek, Xeroderma Pigmentosum (XP), Cockayne szindroma (CS), valamint

trichotiodisztrofia (TTD) kialakulasat okozza.

1.3. A Fotoreaktivacio

Szerte az élovilagban a baktériumoktol egészen a méhlepényes emldsokig megfigyelhetd a

NER mellett egy masik javitd mechanizmus is, az ugynevezett fotoreaktivacio az UVB-okozta



fototermékek eltavolitdsara. A fotoreaktivaciét a DNS fotolidzok katalizaljak, melyeket
szubsztratspecifitasuk alapjan CPD-specifikus, ill. (6-4) fototermék-specifikus fotolidzoknak
neveziink. Mindkét fotolidz 55 kDa koriili vizoldhatdé monomer flavoprotein, mely prosztetikus
csoportként redukalt FADH -ot, fénygytijtd antennaként pedig metiltetrahidrofolatot (MTHF)
vagy 8-hidroxi-7,8-didemetil-deazariboflavint (8-HDF) ritkabban pedig pterint tartalmaz. 300—
500 nm fényexpoziciot kovetden a fénygylijté antennak altal abszorbealt energia FRET
mechanizmussal a redukalt FADH -nak adddik at. A gerjesztett FADH ™ egy elektront tovabbit
a CPD-nek, melynek hatasara a két bazist 6sszekotd kovalens kotés felszakad, az elektron pedig

visszakeriil FADH®-ra, mellyel az aktiv FADH" regeneralodik.

1.4. A reaktiv oxigéngyokok szerepe

A reaktiv oxigén szabadgyokok a sejtek fiziologids miikodésének melléktermékei. Szamos
szubcellularis  kompartmentben  keletkezhetnek  kiilonb6z6  enzimek  aktivitasdnak
koszonhetden, igy a mitokondrialis miikodés is hozzajarul a szabadgyokok képzddéséhez.
Ugyanakkor az exogén kornyezeti hatasok, igy tobbek kozott az UV sugarzas is jelentés ROS-
termeld tényezd. Mivel a szabadgyokok masodlagos messengerként fontos szerepet jatszanak
szamos szignalizacids Utvonal szabalyozasaban, ezért a sejtek a pro- és antioxidans egyensuly
fenntartasara torekednek. Az epidermisz szamos kromoforral rendelkezik, melyek az UV altal
abszorbedlt energiat biomolekuldknak vagy kozvetleniil a molekularis oxigénnek atadva
szabadgyokok kialakulasat okozza. A bor tobbféle, az antioxidans védelemben fontos szerepet
jatsz6 enzimet és antioxidanst tartalmaz, melyek nélkiilozhetetlenek a ROS karos hatasainak
kivédésében. Ha az antioxidans védelem hidnya és/vagy a tulzott mértékiit ROS termelés miatt
az egyensuly megbomlik, oxidativ stressz jon létre. Ugyanakkor a redukald ekvivalensek
szintjének emelkedése vagy az antioxidans rendszerek tulzott mértékl aktivacioja kimeritheti a
sejtek szabadgyOk pooljat és ugynevezett anti-oxidativ vagy reduktiv stressz jon létre, mely
paradox modon feedback regulacioval az oxidativ stresszhez hasonl6 fenotipusbeli valtozasokat

hozhat létre.

1.5. A mitokondrialis dinamika és mindségellendrzés

A mitokondriumok rendkiviil dinamikus organellumok, melyek formdajuk és méretiik
szabalyozasanak érdekében koordinalt hasadési és fuzios eseményeken mennek keresztiil,
melyeket 0Osszefoglaloan ,mitokondridlis dinamikédnak” neveziink. A mitokondrialis
dinamikaban bekovetkezett valtozasok a mitokondriumok miikodésének optimalis fenntartasat,

a tapanyagellatottsdg szabalyozasat, valamint a sejt metabolikus sziikségletéhez valo



finomhangolasat szolgéljak. A mitokondrialis fragmentacié gyakran 0sszefiigg a mitokondrialis
funkci6 romlasaval, mivel ez a morfoldgiai allapot figyelhetd meg dontden sulyos stresszhatas
¢€s apoptozis soran. A mitokondridlis fuzi6 lehetdvé teszi a mitokondrialis matrix komponensek
halozaton beliili eloszlasat, eldsegiti a mitokondriumok kozotti komplementaciot é€s
homogenitast, emeli a mitokondrialis aktivitast, védelmet nyujt az autofagidval szemben és
altalaban a sejtek tulélésében jatszik szerepet. A mitokondridlis dinamika f6 kozvetitdi, a
mitokondrialis fizidt irdnyitd mitofuzin 1 (Mfnl), mitofuzin 2 (Mfn2) ¢és optikus atrofia 1
(OPA1), valamit a fissziot tdmogatd dinamin-kapcsolt protein 1 (Drpl) mind a guanozin-
trifoszfatdzok (GTPazok) csalddjanak tagjai. A mitokondriumok mindségellendrzésének
szabalyozasaban kulcsszerepet jatszik a mitokondridlis biogenezis €s a mitokondridlis szelektiv
autofagia (mitofagia), melyek a sejtek metabolikus allapotanak, kiils6 ¢és belso
stresszhatdsoknak megfelelden 6sszehangoltan szabalyozzik a sejtek mitokondrialis tartalmat.
A fisszios és fuzios gépezet komponenseit kddolo gének mutécioi, a mitokondridlis proliferacio
¢s lebontdsi folyamatok kozotti egyensulyhidny, a mitokondridlis mindségellendrzés
deregulacioja sulyos betegségek tobbek kozott daganatos, neurodegenerativ betegségek és

metabolikus szindromak kialakulasat okozzak.

1.6. Az autofagia

Az autofagia egy katabolikus folyamat, mely a karosodott citoplazmatikus komponensek, koros
fehérjeaggregatumok, az oOreg vagy sériilt organellumok lizoszomalis lebontdsa révén
elengedhetetlen a sejtek homeosztazisanak fenntartasdhoz. Emlds sejtekben az autofagia harom
f6 tipusat kiilonboztetjiik meg: makroautofagia, mikroautofagia és chaperone-kozvetitett
autofagia. Az autofagia lehet nem szelektiv vagy szelektiv. A nem szelektiv makroautofagia
véletlenszeriien bekebelez barmilyen karosodott citoplazmatikus komponenseket. A szelektiv
tdpanyaghiany, kiils6 vagy bels6 stresszhatdsokra az intracellularis komponensek lebontasaval
és Ujrahasznositdsaval egyrészt 1) épitéelemeket generdl az anabolikus folyamatokhoz,
masrészt energiat biztosit lebonto utvonalak mitkodéséhez, igy kozponti szerepet tolt be a szén-

és nitrogénanyagcsere szabalyozasaban, valamint metabolikus plaszticitast biztosit a sejteknek.

1.7. A mitokondrialis metabolizmus szabalyozasa
A mitokondrium legismertebb szerepe a kiillonb6z0 szubsztratok (cukrok, aminosavak
zsirsavak) oxidéaciojan keresztil az adenozin-trifoszfat (ATP), mint f6 energiahordozo

eldallitasa. A 1égzési lanc 6t komplexbdl all: az I-es (NADH ubikinon-oxidoreduktaz), a I1-es



(szukcinat-ubikinon-oxidoreduktaz), a Ill-as (ubikinol-citokrom c-reduktdz), a IV-es
(citokrom-c-oxidaz) és az V-komplexekbdl (FoF1 ATP-szintetaz). Az elektronok a 1égzési
lancon keresztiil az I-es komplextdl a IV-es felé &ramlanak, melynek soran proton pumpalodik
a mitokondrialis matrixbol az intermembrén térbe. A belsd membran két oldala kozott kialakult
protongradiens hatdsara a protonok visszaaramlanak az V-0s komplexen keresztiil, ¢és a
felszabaduld energia segitségével ATP keletkezik ADP-bdl és anorganikus fosztatbol (Pi). A
mitokondrialis metabolizmust szamos fehérje direkt és indirekt médon egyarant szabélyozza,
melyek koziil a Sirtuin 1 (SIRT1), Ataxia teleangiektazia mutalt (ATM), AMP-aktivalt protein-
kinaz (AMPK) és p53 a mitokondrialis biogenezist ¢és az oxidativ anyagcserét tdmogatjak,

valamint gatoljdk az anabolikus folyamatok aktivalodasat. Szamos szubsztratjaiknak

.........

crer

szabalyozzak. Ugyanakkor pozitivan reguldljak a mitokondrialis biogenezist és az oxidativ
anyagcserét. A cellularis NAD" készlet szabalyozasaban kulcsszerepet tolt be a katalitikus
aktivitisukhoz NAD'-ot hasznil6 PARPI, melynek tartds aktivacidjat altalaban a
mitokondriumok funkciondlis romldsaval hozzdk Osszefiiggésbe tobbek kozott Cockayne-
szindromaban, Xeroderma Pigmentosumban és Ataxia Teleangiektazidban. Ugyanakkor egyes
kozlemények beszamolnak arrol, hogy egy atmeneti PARP1 aktivacio utdn a NAD" szint
gyorsan helyredllhat, és nem kdvetkezik be mitokondridlis diszfunkcio, s6t a PARP1-indukalt
NAD-deplécié a metabolikus egyensulyt az oxidativ foszforilacid iranyaba tolja el, mely
elengedhetetlen a karosodott sejtek tuléléséhez. Az egyes metabolikus fehérjék egymas
aktivitasat pozitiv vagy negativ irdnyban egyarant képesek befolyasolni, igy a mitokondrialis

energiatermelésre eltérd hatast gyakorolnak.



2. CELKITUZESEK

Az ultraibolya fény szdmos bioldgiai hatassal rendelkezik, melyek hozzdjarulnak a
napfényexpoziciot kovetd akut €s kronikus molekularis és celluldris valtozasok elinditasahoz.
Az akut borgyulladas, a keratinocita eredetli daganatmegel6zé 1€ézidk, bordaganatok, az
immunszupresszio és a bororegedés kialakulasanak hatterében tobbek kozott az UVB sugarzas
DNS karositdo hatdsa bizonyitott. Egyre tobb irodalmi adat szamol be a sejtmag és a
mitokondriumok k&zotti anterograd/retrograd szignalingrdl, igy valdszinii, hogy az UVB-
okozta akut DNS karosodas a mitokondriumok morfolégiai és funkciondlis valtozasait inditja
el. Ebben a folyamatban jatszhat fontos szerepet a PARP szupercsalad legkarakterizaltabb tagja,
a PARPI. Munkénk elsé felében human eredeti HaCaT keratinocitakon fizioldgiailag is
relevans doézisu UVB irradiaciot kovetden vizsgaltuk a PARP1 fehérje szerepét az UVB-
indukalt DNS repair, mitokondrialis biogenezis, mitokondrialis morfologia és metabolizmus,
valamint az autofagia szabalyozasaban. Ezenkiviil célul tliztiik ki az UVB és PARP1 gatlas altal

kivaltott metabolikus valtozasok hatterében allo utvonalak azonositasat.

Az UVB sugarzas altal 1étrehozott fototermékek koziil a legdomindnsabban jelenlévé 1€zi6 a
ciklobutan pirimidin dimer. A CPD-k javitasat emlds sejtekben az igen komplex, ugyanakkor
lassu nukleotid excizidos rendszer végzi. Alacsonyabb rendszertani kategoéridkban
altalanossagban elterjedt egy masik javitd mechanizmus is, az ugynevezett fotoreaktivacio,
mely a fotolidz enzim segitségével a fény energidjanak felhasznalasaval javitja rendkiviil
gyorsan a két pirimidin bazis kozotti kovalens kotést. Habar a CPD-k szerepe a sunburn sejtek
kialakulasaban, a gyulladasos folyamatok, a fotoaging €és a karcinogenezis elinditdsaban jol
karakterizalt, keveset tudunk ezeknek a fototermékeknek a szerepérdl a mitokondrialis funkcio
¢s a metabolikus folyamatok szabalyozasdban. In vitro szintetizalt N1-metil-pszeuduridin
modositott CPD-specifikus fotoliaz enzimet kodol6 mRNS-t keratinocitakba juttatva lehetdve
valt az UVB-indukalt CPD-fliggd folyamatok feltérképezése. Munkank masodik felében célul
tliztiik ki a CPD-k, valamint a reaktiv oxigén gyokok szerepének vizsgalatat a DNS karosodas,
a mitokondridlis morfoldgia €s funkcio, a lipid csepp biogenezis, az autofagia, a differenciacio

¢s a mitokondrialis szubsztrat hasznositas szabalyozasaban.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Sejtkultiara

A HaCaT keratinocitakat ¢s CHO-K 1 sejteket high-glucose DMEM médiumban tenyésztettiik,
melyet 10 %-os FBS és 0,5%-o0s antibiotikum-antimikotikum oldattal egészitettiink ki. A primer
keratinocitakat (NHEK) 60 uM-os kalcium tartalmt Epilife médiumban tenyésztettiik, melyet
HKGS koktéllal és 0,5%-os antibiotikum-antimikotikum oldattal egészitettiink ki. A sejteket
T75-06s flaskaban, 37 °C-on, 5%-0s CO» tenzio mellett tartottuk fenn.

3.2. UVB irradiacio és sejtkezelés

A sejteket 1x-es tripszin-EDTA oldattal gyiijtottiik be, majd 12, 24 vagy 96 lyuku sejttenyésztd
edénybe osztottuk szét. Az UVB besugarzashoz eltavolitottuk a tapoldatot, 2x mostuk a sejteket
eldmelegitett DPBS-sel, majd 400, 300 vagy 30 ul DPBS-ben 20 vagy 40 mJ/cm? UVB dézissal
sugaraztuk be Oket a sejttenyésztd edény nagysagatol fliggden, amelyhez két széles spektrumi
UVB csovet (TL-20W/12 RS; Philips, Eindhoven, Hollandia) hasznaltunk. A kontroll sejteket
aluminium fo6lidval takartuk le. Az UVB besugarzast kovetéen a DPBS-t komplett médiumra
cseréltiik le, majd tovabbi 24 o6ran at inkubatorban tartottuk a sejteket. Az alkalmazott UVB

dozis nagysagat minden esetben UVX digitalis radiométerrel ellendriztiik.

3.3. CPD-specifikus fotoliazz mRNS transzfekcio és fotoreaktivacio

Az in vitro szintetizalt CPD-specifikus fotoliaz enzimet kodold6 mRNS-t kollaborécios
partneriink Prof. Karik6 Katalin és Dr. Boros Gabor (BioNTech RNA pharmaceuticals GmbH,
BioNTech AGQG) allitottak el6 linearizalt plazmiddal (pTEV-CPD-PL-A101) a Potorous
tridactylus CPD-specifikus fotolidz enzimjét kddold génjébdl. Az mRNS tisztasagat agaroz
gélelektroforézissel ellendrizték. A keratinocitak fotoliaz mRNS transzfekcigjat 24 lyuku plate-
en 400 pL szérum és antibiotikum mentes Epilife médiumban végeztiik, melyet 500 ng-nak
megfeleld mikroliternyi CPD-specifikus fotolidz enzimet kodold6 mRNS-sel, 1 pL
Lipofectamine Plus-szal és 2 uLL Lipofectamine LTX reagenssel egészitettiink ki. A komplexet
2 6ran keresztiil hagytuk allni a sejteken. Az UVB irradiaciot 300 uL DPBS-ben végeztiik. A
fotoreaktivaciot ugyanebben az oldatban végeztik két fénycsdvel (Sylvania Standard
F18W/54-765 Daylight 6500K) 30 percig. A kontroll sejteket ebben az esetben is aluminium
foliaval takartuk le. A sejteket komplett DMEM-ben vagy Epilife-ban tovabbi 24 6rén at
tartottuk az inkubatorban.



3.4. Géncsendesités

A PARPI1 fehérjére specifikus On-target plus SMARTpool PARP1 siRNS-t a Dharmacon
Research, Inc. cégtdl vasaroltuk. A kisérlethez nem-specifikus siRNS-t hasznaltunk
kontrollként. A sejteket antibiotikum-mentes, 10 %-os FBS tartalmia DMEM-ben tenyésztettiik.
A DharmaFECT transzfekcids reagens és siRNS mixet 20 percig inkubaltuk, majd a sejtekre
mértiik 50 nM siRNS végkoncentracioban. 48 6ra mulva a sejteket besugaraztuk és komplett

DMEM-ben tovabbi 24 6raig inkubaltuk dket.

3.5. Sejt életképesség

A sejtek ¢letképességének meghatarozasat Dead Cell Apoptosis Kit-tel végeztiik a gyartd
leirasa szerint. A festett sejteket aramlési citometriaval, FACSCalibur késziiléken analizaltuk.
Az adatgytlijtéshez és kiértékeléshez CellQuest pro szoftver 5.2 és Flowjo Single Cell Analysis
v10.0.7 szoftvert hasznaltunk.

3.6. Sejtproliferacio

c ey

kovetden 1x-es tripszin-EDTA oldattal gytjtottiik be, majd 100 mm-es Petri csészébe raktuk
szét egyenld sejtszamban (5x10* sejt/edény). 10 nappal késébb a keratinocitdkat DPBS-sel

mostuk, 100%-o0s metanollal fixaltuk és May-Griinwald-Giemsa oldattal festettiik.

3.7. Sejtciklus analizis

Az egyes sejtciklus fazisok meghatdrozdsdhoz a sejteket tripszineztiik, 10 percig 96%-os
jéghideg etanollal fixaltuk, majd szintén 10 percig 0,1%-os Triton X-100 oldattal
permeabilizaltuk. A kétszer 1x-es DPBS-sel torténd mosés utan a sejteket 0,5 mg/mL RNaz
tartalma DPBS oldatban inkubaltuk 1 6ran at 37 °C-on. A sejtek DNS tartalmanak jeloléséhez
propidium jodidot hasznaltunk 20 pg/mL végkoncentracidban. A mintdk DNS tartalmanak

meghatarozasat aramlasi citométerrel végeztiik.

3.8. Hipoxantin-guanin foszforiboziltranszferaz (HPRT) mutacios assay

A CHO sejteket egy hétig hipoxantin—aminopterin—timidin (HAT) médiumban tartottuk. A
sejteket UVB irradiaciot kovetden heti haromszori passzalassal tovabbi egy héten at komplett
DMEM-ben névesztettiik, majd 5x10* sejtszdmban 100 mm-es Petri csészében 5 pg/mL 6-

tioguanin (6-TG) tartalmu szelekcids médiumban tovabbi 10 napig ndvesztettiik oket. A sejtek



fixalasat, permeabilizalasat és festését a sejtproliferacional leirt klonogén assay-hez hasonldéan

végeztik.

3.9. CPD-specifikus enzimhez kapcsolt immunszorbens assay (ELISA)

A keratinocitdkbol DNS-t izolaltunk Purelink Genomic DNA Mini Kit-tel a gyartd leirdsat
kovetve. A DNS-t 100 °C-on 10 percig denaturaltuk, majd jégen allni hagytuk 15 percig. Az
eléz6leg 0.003%-os protamin szulfattal bevont 96 lyuku plate 1-1 well-jébe 15 ng-nyi DNS
keriilt, melyet egy ¢jszakan at 37 °C-on beszaritottunk. A plate-et haromszor mostuk 0,05%-0s
Tween-20 tartalmua PBS-sel (PBST), és 2%-o0s FBS blokkol6 pufferben 37 °C-on 30 percig
inkubaltuk. Anti-CPD (klén: TDM2) egér ellenes antitesttel 1:1000 higitasban inkubaltuk a
mintakat 37 °C-on tovabbi 30 percig. A PBST-vel torténdé mosasi 1épések utan 1:3000
higitasban torma peroxidaz-konjugalt egér ellenes IgG masodlagos antitest keriilt a well-ekbe,
melyet a 37°C-on 30 percig torténd inkubalas utdn PBST-vel mostunk, majd citrat-foszfat
tartalmu ekvilibralé pufferre (51,4 mM Na,HPOs4, 24,3 mM citromsav monohidrat, pH 5.0)
cseréltiink. A puffert eltavolitottuk, majd 0,0063%-0s H20- és 0,04% o-feniléndiamin tartalmu
citrat-foszfat szubsztrat oldatot tettiink a mintdkra. 30 perc utan a szinreakcidt 2 M-os H2SOq4
(VWR) oldattal allitottuk le, az abszorbanciat 492 nm-es hulldmhosszon ELISA microplate

olvasoval hataroztuk meg.

3.10. Valos idejii kvantitativ PCR

A total RNS izolalaséat guanidin izotiocianat-fenol-kloroformos extrakcioval végeztiikk. Az RNS
mintak koncentraciojat €s tisztasagat NanoDrop spektrofotométerrel ellendriztiik. A mintdkbol
DNaz I kezeléssel eltavolitottuk a genomi DNS szennyezddést. A reverz transzkripcidt a gyartd
leirasanak megfeleléen High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit felhasznalasaval
végeztiikk. A PCR terméket a SYBR green festék fluoreszcencia intenzitasanak ndvekedésével
kovettiik nyomon 384 well optikai plate-en, Lightcyler 480 II tipusi késziiléken. A

2—ACT

génexpressziot modszerrel hatdroztuk meg. A kapott értékeket a szukcinat dehidrogenaz

(SDHA) ¢és a foszfoglicerat kinaz (PGK1) haztartasi génekre normalizaltuk.

3.11. Western blot

A sejteket 1x-es tripszin-EDTA oldattal begytijtottiik, majd 4 °C-on, 1500 rpm-en 5 percig tartd
centrifugalast kovetden 1:1000 proteaz inhibitor koktél tartalmti RIPA pufferben jégen lizaltuk.
Centrifugalas utan a feliiliszobol meghataroztuk a mintak fehérje tartalmat BCA assay-vel. A

lizatumot 5x-0s loading pufferben 10 percen at 100 °C-on forraltuk. A mintdkat SDS-



poliakrilamid gélbe vittiikk fel. A fehérjéket nitrocellul6z membranra blottoltuk 4t, majd a
membrant 5%-0s BSA- tartalmazé TBST-ben (0,05% Tween 20-at tartalmazé TBS puffer)
blokkoltuk. Az els6dleges antitestet 4 °C-on egy ¢jszakan at hagytuk a membranokon. A mosasi
Iépéseket kovetden torma peroxidaz-konjugalt egér, illetve nyul ellenes IgG masodlagos
antitesttel inkubaltuk a membranokat szobahdmérsékleten egy 6ran at. A vizsgalni kivant
fehérjéket a Pierce ECL Western Blotting Substrate vagy SuperSignal West Femto Maximum
Sensitivity Substrate el6hivé folyadékkal tettiik lathatova. A savokat a nyilt forraskodu ImageJ

v1.52a szoftverrel denzitometraltuk. Az altalunk hasznalt normalizal6 fehérje a B-aktin volt.

3.12. Elektron mikroszkopia

A keratinocitakat tripszinezéssel begytijtottiikk, DPBS-sel mostuk, 1500 rpm-en centrifugaltuk,
majd a pelletet 3% glutaraldehided és 5% szacharozt tartalmazo 0,1 M-os kakodilat pufferben
fixaltuk 2 6ran keresztiil. Ezutan a sejteket ozmifikaltuk 1% ozmium tetroxidban (OsOs), majd
felszallo alkoholsorban dehidrataltuk. Durcupan araldit kezeléssel beagyaztuk a mintakat, majd
kapszulazast kovetden ultravékony metszeteket készitettiink Leica EM UC7 ultramikrotémmal.
A standard kontrasztozast uranil-acetat és Reynolds-féle 6lom citrat oldattal végeztiik. A nagy
felbontasu transzmisszids elektronmikroszképids (TEM) képeket Jeol JEM 1010 elektron

mikroszkoppal és a hozza tartozo szoftverrel készitettiik.

3.13. Konfokalis mikroszképia

A sejteket liveglemezre novesztettiik, majd az aldbbi reagensekkel festettiik 37 °C-on 30 percig
a detektalni kivant cellularis kompartmentdl fiiggéen. A mitokondridlis halozat
vizualizacidjahoz 100 nM Mitotracker Red CMXRos-t, a lipid cseppek detektalasahoz 1 pg/mL
Bodipy 493/503-t vagy 1 mL DPBS-ben 30 uL Adipored-et hasznéltunk. A mintakat kétszer
mostuk DPBS-sel; 3,7%-o0s paraformaldehid oldattal szobahdn 20 percig fixaltuk, 0,2% Triton
X-100 oldattal permeabilizaltuk, 1 6ran at 1 %-os BSA oldattal blokkoltuk, majd egy €jszakéan
at 4 °C-on a primer antitesttel inkubaltuk nedves kamrdban. Az autofagoszoémakat 1:50
higitasban Alexa Fluor 488-konjugalt LC3A/B antitesttel, a Keratin 1 (K1) fehérjét 1:750
higitasban nyulban termelt Keratin 1 antitesttel tettiik 1athatova. Masnap a mintdkat DPBS-sel
mostuk, majd a K1 expresszional Alexa Fluor 488-konjugalt nyul ellenes masodlagos I1gG
antitesttel inkubaltuk egy 6ran at szobahdn. DAPI-t tartalmaz6 mounting médiummal fedtiik a
mintdkat majd 60x-os olajimmerzios objektivval Olympus FV3000 mikroszkoppal képeket

készitettink.
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3.14. Mitokondrialis tomeg mérése

100 nM Mitotracker Green-nel inkubaltuk a mintakat 37 °C-on 30 percig. A sejteket kétszer
mostuk DPBS-sel, tripszinezéssel begyljtottiik és azonnal jégre helyeztiik. A Mitotracker

Green intenzitasat &ramlési citometriaval hataroztuk meg.

3.15. Mitokondrialis membranpotencial vizsgalata

A mitokondridlis membranpotencidl meghatdrozasdhoz 3,3’-dihexiloxakarbocianin jodidot
[DiOCs(3)] vagy 100 nM Mitotracker Red CMXRos-t hasznaltunk. A mintakat 37 °C-on 30
percig inkubdltuk a festékekkel. A sejteket kétszer mostuk DPBS-sel, 1x-es tripszin-EDTA
oldattal begytjtottiik és azonnal jégre helyeztiik. A Mitotracker Red CMXRos intenzitasat

aramlasi citometridval hatdroztuk meg.

3.16. Reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) detektalasa

A reaktiv oxigén gyokok meghatarozasat az el6z6 két modszerhez hasonloan végeztiik. Az itt
alkalmazott ROS detektdlasdra alkalmas festéket, a dihidroetidiumot 10 pM

végkoncentracidban hasznaltuk és a fluoreszcenciat aramlasi citometriaval mértiik.

3.17. Mitokondrialis reaktiv oxigén szabadgyokok (mtROS) detektalasa

1 uM MitoSOX Red-del inkubaltuk a mintakat 37 °C-on 10 percig. A sejteket kétszer mostuk
DPBS-sel, tripszinezéssel begylijtottiik ¢és azonnal jégre helyeztik. A MitoSOX Red

fluoreszcencia intenzitasat aramlasi citometriaval mértiik.

3.18. Mitokondrialis DNS izolalas

A sejteket tripszinezéssel begytijtottiik, mostuk DPBS-sel, majd 1500 rpm-en centrifugaltuk. A
pelletbdl a Mitochondrial DNA Isolation Kit-tel a gyarto leirasdnak megfelelden mitokondrialis

DNS-t izolaltunk.

3.19. Citrat-szintaz (CS) aktivitas vizsgalata

A sejtek CS aktivitasat Citrate Synthase Assay Kit segitségével a gyartd protokolljat kovetve
hataroztuk meg. Az optikai denzitasbeli (OD) valtozasokat 412 nm-es hulldmhosszon az ELISA
mikroplate olvasé kinetikai programjanak hasznalataval allapitottuk meg. A kapott OD

értékeket a sejtek 0sszfehérje tartalmara normalizaltuk.

11



3.20. Mitokondrialis szubsztrat preferencia vizsgalata Seahorse XF Mito Fuel Flex Test
Kit-tel

Egy oraval a mérés inditasa el6tt a sejtekrél a komplett DMEM-et 1 mM natrium-piruvat, 2
mM L-glutamin és 10 mM D-glukéz tartalmt puffermentes, tigynevezett unbuffered DMEM-
re cseréltik és COz-mentes inkubatorban egy oOran keresztiil ekvilibraltuk o6ket. BPTES,
Etomoxir és UK-5099 inhibitorokkal mértiik a glutamin, a zsirsavak és a piruvat mitokondrialis
oxidaciojat az XF96 Extracellular Flux Analyzer késziilékkel mért oxigén fogyasztasi értékek

alapjan.

3.21. Glikolizis és oxidativ foszforilacio vizsgalata

Egy oraval az assay inditasa eldtt a sejtekrdl a komplett DMEM-et 10 mM gluk6z tartalmu
puffermentes DMEM-re cseréltiik és COr-mentes inkubatorban tartottuk Oket egy oran
keresztiil. Négy alapmérés utan, oligomicin, FCCP és antimicin A keriilt befecskendezésre. Az
oxigénfogyasztasi (OCR) értékek az oxidativ foszforilaciot, az extracellularis acidifikacios rata
(ECAR) a glikolizis aktivitasat tiikrozik. Minden OCR és ECAR értéket a sejtek Osszfehérje

tartalmara normalizaltuk.

3.22. Endogén és exogén zsirsav oxidacio meghatarozasa

Kozvetlen az UVB besugarzast kdvetden a sejteket 23 6ran szubsztrat-csokkentett médiumban
tartottuk. 45 perccel az assay-t megeldzden a szubsztrat limitalt médiumot ugynevezett fatty
acid oxidation (FAO) médiumra cseréltiik. 135 pL FAO assay médium kertilt minden well-be
¢s a plate-et egy oran 4t COz-mentes inkubdatorban tartottuk. Az endogén és exogén zsirsav
oxidaci6 elkiilonitése céljabol 30 uL XF Palmitate-BSA FAO Substrate vagy BSA, valamint
Vehicle vagy 40 uM Etomoxir keriilt az adott mintakra. A négy alapmérés utan, oligomicin,
FCCP ¢és antimicin A keriilt befecskendezésre. Minden OCR értéket a sejtek Osszfehérje

tartalmara normalizaltunk.

3.23. ATP szint mérés

A sejteket PBS-sel mostuk és 1500 rpm-en centrifugaltuk. A feliiluszé leszivasa utan a pellet
teljes ATP tartalmat az ATP Colorimetric/Fluorometric Assay-vel végeztiik a gyartd leirdsa

szerint. A kapott OD értékeket a sejtek total fehérje tartalméra normalizaltuk.
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3.24. NAD" tartalom meghatarozasa

A sejteket PBS-sel mostuk és 1500 rpm-en centrifugaltuk. A keratinocitdk NAD™ tartalmanak
meghatarozasit NAD/NADH Quantitation Colorimetric Kit-tel végeztilk a gyartd leirasat

kovetve. A kapott OD adatokat a sejtek dsszfehérje tartalmara normalizaltuk.

3.25. Statisztikai analizis

A populacié eloszlasat Kolmogorov—Smirnov teszttel allapitottuk meg. Amennyiben a
populédcié nem normal eloszldst mutatott, az értékeket logaritmikusan vagy Box-Cox
modszerrel transzforméltuk. Chi® vagy Fisher-féle egzakt teszttel hataroztuk meg az egyes
mitokondrialis morfoldgiai altipusok gyakorisagat. A tobbféle kezelés kozotti szignifikans
eltérések meghatarozasait ANOVA modszerrel végeztiik, melyet Sidak’s vagy Dunnett’s-féle
post-hoc analizissel egészitettiink ki. Minden adatot atlag + az atlag standard hibajaként (SEM)
abrazoltunk. Az eredményeket p<0.05 tekintettiik szignifikdnsnak.
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4. EREDMENYEK ES DISSZKUSSZIO

Munkénk soran az UVB-okozta DNS karosodas és a sejtek megvaltozott metabolizmusa kézotti
kapcsolat feltérképezését thztik ki célul. Kiilonb6zé tanulmanyokbol ismert, hogy a
folyamatosan fennallo6 DNS karositd tényezdk, valamint a DNS repair defektusa a sejtek
mitokondrialis funkciéromlasat okozta. Ilyen bioenergetikai romlas figyelhetd meg olyan
genetikai betegségekben (Ataxia-teleangiektazia, Xeroderma Pigmentosum, Cockayne
szindroma), ahol kéarosodott valamelyik, a DNS hibajavitas szempontjabdl esszencialis gén.
Habér az UV tartomany UVB komponensének szerepe jol karakterizalt a DNS karosodas, az
apoptozis, a fotoaging, valamint a karcinogenezis szabalyozasaban, kevés adat all
rendelkezésre, hogy az UVB miként befolyasolhatja a mitokondriumok miikddését. A
mitokondriumom morfologiai €s funkcionalis valtozasainak kdvetése kutatasi témam kézponti
eleme volt a DNS repair hatékonysdganak modositasaval. Egy fiziologids folyamat
szabalyozasanak, jelen esetben az UVB stresszvalasznak és a mitokondridlis szignalizacionak
feltarasara a leird jellegli vizsgdlat nem mindig alkalmas, ezzel szemben, ha a folyamatot
bioldgiailag relevans behatdsok modellezésével vizsgaljuk, nagyon értékes informaciokat
nyerhetiink, és jobban megismerhetjiik a valos miikodést. Ehhez olyan kémiai agenst (veliparib)
hasznaltunk, mely a DNS hibajavitasban fontos szerepet jatsz6 PARP1 fehérjét gatolja, és
melyet az FDA (Food and Drug Administration) jovahagyott kiilonbozd szolid tumorok
kezelésében. A PARP1 fehérje gatlasatol tehat az UVB-okozta DNS kérosodas fokozodasat
vartuk. A DNS karosodas csokkentése kutatasunk masik fontos eleme volt. Ehhez olyan in vitro
szintetizalt, a Potorous tridactylus fotolidz enzimét kodolé mRNS-t juttattunk a sejtekbe, mely
fehérjéveé transzlalodva az UVB altal 1étrehozott dominansan jelenlévd ciklobutan pirimidin
dimer fototermékeket rendkiviil gyorsan ki tudja javitani. A fotolidz overexpresszidjara azért
volt sziikség, mert az enzim eltlint az evolicid soran a méhlepényes emldsokbdl, igy az
emberbdl is. Habar a két vizsgalt koriilmény természetesen nem egyszeriien egymas ellentettje,
ebben a két modellrendszerben a DNS hibajavitas pozitiv vagy negativ irdnyban torténd
befolyasolasaval az UVB-indukalt DNS kéarosodas szerepét tudtuk vizsgéalni a mitokondriumok
funkciondlis allapotanak szabalyozasaban fizioldgiailag is relevans sejttipusban és UVB dozist

kovetben.

4.1. DNS karosodas

UVB irradiaciot kovetden dozisfiiggd modon a poli(ADP-rib6z) polimer rendkiviil gyors

crcr

a legjelentdsebb poli(ADP-riboz) polimeraz aktivitassal, 85-90%-ban jarul hozz4 a sejtek teljes
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PARIilaciés szignaljanak kialakitasdhoz, éppen ezért az UVB-okozta PAR formacioban is a
PARPI-t tekintjiik a legfontosabb mediatornak. Az ABT-888 (veliparib) igen hatékonyan
gatolta a PARP1 aktivalédasat UVB irradiaciot kovetden is. A PARilaciéo hianya a CPD-k
eltavolitasanak hatékonysagat szignifikansan csokkentette. A NER defektusaval egy idében
fokozott G2/M sejtciklus blokkot tapasztaltunk PARP gétldé mellett, mely tipikus példaja az akut
DNS karosodésnak. Ezeknek az adatoknak a tiikrében nem meglepd, hogy a PARP1 gatlasa
Eredményeink 6sszhangban allnak az irodalmi adatokkal €s klinikai tapasztalatokkal, melynek
soran megfigyelték, hogy kiilonb6z6 PARP inhibitorok (rucaparib, olaparib, stenoparib,
niraparib) alkalmazasa fotoszenzitiv reakciot valt ki. Az UVB-re keletkez6 dominans
fotoléziok, a CPD-k mellett megfigyelhet6k az ugynevezett (6-4) fototermékek felhalmozdodasa
is, melyek javitdsa a CPD-kkel szemben gyorsan megtorténik. Emiatt az UVB-okozta DNS
kéarosodas kozvetitésében a CPD-ket tekintjiik a legfontosabb 1ézionak, a CPD-fiiggd hatasok
experimentalis igazoldsa azonban mégis nehézkes és kevés irodalmi adat all rendelkezésre. Az
altalunk felallitott egyedi kisérleti rendszerben ezeket a CPD-fiiggd hatadsokat tudtuk vizsgalni
a CPD-specifikus fotolidz overexpresszidjaval. Amennyiben az enzimet a lathatdo fény
energiajaval aktivaltuk, rendkiviil gyorsan eltavolitotta a CPD-ket a magi és a mitokondrialis
¢letképességének csokkenése teljesen gatolhatd volt a fotoliaz aktivacidjaval, mely a CPD-k
kulcsszerepét hangstilyozza az UVB-okozta DNS karosodas kozvetitésében. Ebben a kisérleti
rendszerben tehat a PARP1 gatlastol jelentdsen eltérd hatasokat figyeltiink meg az UVB-okozta

DNS karosodés kimenetelének szempontjabol.

4.2. NAD" deplécio és a NAD*-fogyaszto enzimek aktivacidja

A PARP1 az egyik legkordbban aktivalédd6 DNS karosodasban szerepet jatszo fehérje, mely
kozponti szereppel bir tobbek kozott a sejtek NAD' készletének szabalyozasaban. Igen
agressziv NAD'-fogyasztd, egyes kozlemények szerint 50-80%-ban a PARP1 fehérje felelds a
sejtek teljes NAD" deplécidjaért. Nem meglepd tehat, hogy UVB hatdsara a NAD" szint
szignifikans csokkenését tapasztaltuk, még orakkal a lezajlott PARP aktivaciot kdvetden is. A
PARP gatl6 alkalmazasa robosztus médon emelte a sejtek NAD™ tartalmat. Hasonlo valtozast
tapasztaltunk a fotolidz aktivacidja soran, az UVB NAD"-depletalo hatéasa teljesen elmaradt.
Meglepd modon, a CPD-k eltavolitasa csak részlegesen csokkentette a PARP aktivaciot, igy
felmertil a (6-4) fototermékek PARilaciot szabalyzo szerepe, illetve egy masik enzimcsalad, a

Sirtuinok, mint potencialis NAD"-fogyasztok aktivalodasa UVB irradiaciot kovetden. A Sirtuin
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csalad valamennyi tagja (SIRT1-7) UVB hatasara CPD-fiiggd mddon fokozott expressziot
mutatott, mely magyarazatot szolgaltathat, miért keriilhet el a CPD-k eltavolitasat kdvetden a
keratinocitik NAD"-deplécidja csak részlegesen csokkent PARP1 aktivitis mellett is. A
Sirtuinok eltérdé szubcellularis lokalizacioval szamos folyamat, tobbek k6zott a metabolizmus
¢s a DNS repair szabalyozasaban vesznek részt. Eredményeink azt mutatjak, hogy a PARPI
mellett a SIRT-¢ek is részt vehetnek a NAD" szint szabalyozasaban UVB irradiaciot kovetden,
valamint kolcsonhat6 partnereikkel egyiitt aktivan segithetik a DNS kéarosodas felismerését és

a DNS hibajavitas koordinalasat.

4.3. Mitokondrialis fazié

A mitokondriumok morfolégidja dinamikusan valtozik endogén és exogén kdrnyezeti
szigndloknak, valamint a sejtek metabolikus igényeinek megfelelden. A mitokondriumok alakja
két egymas ellen hat6 folyamat, a fzid ¢és a fisszi6 aranyatol fliggden a kerekded, egymastol
jol elszeparalt formaktol az egészen elongalt, spagetti-szerl, haldzatosan kapcsolddod
struktiraig terjedhet. Emellett a sejtek mitokondrialis tartalmat a szintézis (mitokondrialis
biogenezis) és a lebontas (mitofagia) is szigortian szabélyozza, mellyel a mitokondriumok
mindségellendrzése is megtorténik. Eredményeink azt mutatjak, hogy az UVB irradiécio,
valamint a PARP gatlas hatasara emelkedik a mitokondriumok szdma, dsszteriilete, tdmege,
transzkripcids faktor génexpresszids emelkedését is detektaltuk. DNS karosodas hidnyaban
(fotoliaz aktivacid) az UVB-indukalt mitokondridlis biogenezisre utald valtozasokat nem
tapasztaltunk. Hasonlé emelkedett mitokondrialis biogenezist, valamint biogenezishez kothetd
funkciovaltozast figyeltek meg hidrogén peroxid és etopozid kezelést, ionizald, valamint UVC
sugarzast kovetden, mely az akut DNS kéarosodds mitokondridlis biogenezist fokozo hatasat
tapasztaltuk UVB irradidciot kovetden, mely még prominensebb volt a PARP1 gétlasa mellett.
Amennyiben a fotolidz enzimmel eltavolitottuk a CPD-ket, Gigy a mitokondrialis morfologiai
véltozasok is elmaradtak. Irodalmi adatok azt mutatjdk, hogy a mitokondrialis dinamikaban
bekovetkezett valtozasok a DNS karosodastdl és a sejttipustdl egyarant fiigg. Hasonlo
mitokondridlis fuziot figyeltek meg cikloheximid, aktinomicin D, valamint UVC irradidciot
kovetden, melyet a szakirodalom egy protektiv valasz részeként ugynevezett stressz-indukalt
mitokondridlis hiperfizioként (SIMH) emlit. Az UVB-okozta mitokondrialis fuziot és
biogenezist mi is protektiv mechanizmusként értelmezziik. A fuzi6 eldsegiti két vagy tobb

karosodott mitokondrium kozott a DNS és a metabolitok (ADP, NADH, FADH>) cseréjét,
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mellyel a keratinocitak oxidativ foszforildciojukat fenntartani, DNS karosodédsukat pedig
enyhiteni probaljak. Ezt timasztja ald, hogy ezek a valtozasok dozisfliiggd modon az UVB-
irradialt keratinocitdkban voltak megfigyelhetéek. A PARP1 gatlasa fokozta, a fotolidz enzim
csokkentette az UVB hatésara keletkez6 CPD szintet, igy a mitokondrialis fzi6 €s biogenezis

akut DNS karosodastol valo fliggését igazoltuk.

4.4. Cellularis és mitokondrialis metabolizmus

A DNS karosodas tobb szempontbdl is szoros Osszefliggést mutat a mitokondriumok
aktivitasaval, a sejtek metabolikus allapotaval. Szamos olyan fehérjét irtak le, melyek a DNS
karosodas felismerésében vagy a DNS repair szabalyozasaban vesznek részt, és direkt vagy
indirekt modon celluléris €s az egész organizmus szintjén a mitokondridlis energiatermelést
szabalyozzék. Ilyen fehérjék csokkent vagy hibas miikodését figyelték meg tobbek kozott
Werner szindromaban (WS), Ataxia Teleangiektdzidban (AT), Hutchinson—Gilford
progéridban (HGPS) és Cockayne szindromaban (CS). Ko6zos tulajdonsdguk ezeknek a
betegségeknek, hogy valamelyik, a DNS kéarosodasra adott valaszban szerepet jatsz6 fehérje
elégtelen mitkodése miatt alakulnak ki. NER-deficienciat, igy fokozott DNS karosodast
modellez6 CSA™", XPA™ mutans egerekben UVC irradiaciot kovetden a PARP1, az AMPK
és a NAD" kozponti szerepét figyelték meg a DNS karosodas okozta mitokondrialis véaltozasok
kozvetitésében. Az UVC-okozta akut DNS karosoddshoz hasonléan mitokondridlis
membranhiperpolarizaciot, a glikolizis, a citratkor, az oxidativ foszforilacio, valamint a zsirsav
oxidacio emelkedését detektaltuk UVB irradiaciot kovetden. Western blottal, valamint az adott
fehérje gatlasaval igazoltuk az ATM, AMPK, p53, AKT és mTOR utvonalak aktivalodasat az
OXPHOS, valamint a CPTIA, HADHA, ACADM fehérjék szerepét a béta oxidacio
szabalyozasaban. Az altalunk tapasztalt valtozasok jelentds részét a PARP1 gatlasa fokozta, a
CPD-k eltavolitasa pedig szignifikansan csokkentette, mely az UVB-okozta DNS karosodas
mitokondrialis metabolizmust modulélé szerepét bizonyitja. Habar a krénikusan fennall6 DNS
karosoddas vagy a DNS repairben bekovetkezett defektus az energia homeosztazis
csOkkenéséhez, permanens mitokondridlis diszfunkcidhoz vezet, az akut, tolerdlhato6 DNS
kérosodas a mitokondriumok metabolizmusénak fokozodésat eredményezi, mely a nukleotid
excizids repair energiaigényét fedezi. Szamos a NER-ben kulcsszerepet betoltd fehérje a DNS
karosodas felismeréséhez és a DNS 1ézidhoz vald kotddésehez ATP-t igényel. Ily modon az
UVB-okozta mitokondrialis funkcidemelkedés a sejtek szempontjabol egy adaptiv, anti-
apoptotikus valasz része. Erre utal, hogy a mitokondridlis biogenezis vagy az oxidativ

foszforilacidoban szerepet jatszo fehérjék gatlasa a sejtek életképességének a csokkenését okozta
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UVB irradidciot kovetden. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az ATM/ATR, az AMPK, a p53,
az AKT és az mTOR szignalizacids utvonalak CPD-fliggd aktivalddasa fokozhatjak a nukleotid
excizios repair hatékonysagat. Habar a fokozott mitokondrialis metabolizmussal 6sszhangban
UVB irradiaciot kovetéen CPD-fiiggd modon emelkedett a sejtek piruvat, zsirsav és glutamin
oxidaciotol valo fiiggése, ezt az emelkedett szubsztrat preferenciat nem kovette a rendelkezésre
allo teljes készlet ndvekedése, vagyis a keratinocitdk nem tudnak hatékonyan valtani alternativ
energiaforrasként a harom metabolikus szubsztrat kozott UVB irradiaciot kovetden. Ezek a
valtozasok teljesen elmaradtak a CPD-k eltavolitasat kovetden. Ez arra utal, hogy az UVB-
okozta DNS karosodas kijavitasahoz mindharom szubsztratra sziikség van. Ezt tamasztja ala,
hogy a glutamat esszencialis aminosavként nélkiilozhetetlen a nukleotid bioszintézishez, igy a
DNS hibajavitashoz. Tanulmanyok arrél is beszamolnak, hogy a zsirsav szintézis a PARP1
fehérjén keresztiil, a béta oxidacid, valamint az oxidativ foszforilacié redukélo ekvivalensek
biztositasaval segitik a DNS repair-t. Végiil megfigyelték, hogy a piruvat szupplementacio
csokkenti a DNS kérosodast; a piruvat metabolizmusban részt vevo piruvat kindz 2 (PKM2)
magi transzlokacioja pedig eldsegiti a homoldg rekombinécid stimulaldsa révén DNS 1ézidok
kijavitasat H,O» és UVB irradiaciot kovetden. Osszességében tehdt az akut DNS kéarosodas
szubsztrat preferenciat modulalod hatasat, valamint mitokondridlis aktivitast fokozo szerepét

igazoltuk, melyek reciprok modon képesek visszahatni és eldsegiteni a DNS hibajavitast.

4.5. Autofagia és lipofagia

Jol ismert a DNS kérosodas autofagiat indukalo hatasa, melynek soran a karosodott sejtalkotok,
makromolekuldk lizoszémakban torténd lebontdsaval ¢€s ujrahasznositasaval a sejtek
bioenergetikai igényiiket fedezik. UVB irradiaciot kovetden a CPD szint ndvekedésével
parhuzamosan az LC3" vezikulumok (autofagoszomak) szamaban is emelkedését
tapasztaltunk. A PARP1 gatlasa fokozta, a fotolidz fotoreaktivacidja megsziintette az UVB-
indukalt autofagiat, mely a CPD-k autofagiat szabalyozo szerepére utal. Irodalmi adatok arrél
is beszamolnak, hogy az autofagia pozitiv szerepet tolt be a global genom NER elinditasaban,
vagyis a CPD-k az autofagia indukciojan keresztiil sajat maguk javitast is eldsegitik. A
mutatott UVB besugarzas utan, mely azzal magyardzhat6, hogy mitokondrialis fuziot és
membranhiperpolarizaciot detektaltunk UVB irradidciot kdvetden, vagyis nem kovetkezett be
mitokondrialis funkcioromlds, ami a szignalt biztositja a PINK1 és PARKIN fehérjék szdmara
a mitofagia elinditdsdhoz. Meglepd modon az autofagia indukcidjaval parhuzamosan, CPD-

fiiggd mddon a lipid cseppek szamaban is emelkedést tapasztaltunk. Habar a DNS kérosodas-
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okozta lipid csepp biogenezis szerepe kevéssé¢ ismert, az autofagoszéma-lipid csepp
kolokalizaciot figyelembe véve ugy gondoljuk, hogy a lipid cseppek autofagidval torténd
degradacioja (lipofagia) szabad zsirsavakat szolgaltathat a mitokondridlis béta oxidacidhoz.
Emellett az intracellularis membrannal koriilvett organellumok tjrahasznositasa soran
felszabaduld szabad zsirsavtartalom lipid vezikulumokba csomagolodik, amennyiben a
mitokondrialis béta oxidacioban nem keriil felhasznalasra. A sejtek megnovekedett szubsztrat
igényltiket, fokozott mitokondridlis aktivitasukat a karosodott szubcelluldris elemek autofagia
utjan torténd ujrahasznositasaval is tudjak fedezni. Ezt tamasztja ala, hogy az ATM, AMPK,
p53, PI3K1 és mTOR utvonalak gatlasa az altalanos autofagia markerként hasznalt LC3A/B
valamint a mitofagia-specifikus PARKIN fehérje kifejez0dését csokkentette, vagyis az
autofagia/mitofagia hianya a mitokondridlis mindség-ellen6rzés romlasat, szubsztrathiany
miatt a mitokondriumok aktivitdsdnak csokkenését okozta. Az autofagia mitokondridlis
metabolizmust fokozd szerepét tdmasztja ald emellett, hogy amennyiben klorokvinnal - mely
kozismert oxidativ metabolizmust csokkentd hatassal rendelkezik - gatoltuk az autofagoszomak
szama, mely a zsirsavak csokkent mitokondrialis transzportjara utal. Mindazonaltal figyelembe
kell venniink, hogy az autofagia is energiaigényes folyamat, melynek fenntartdsdhoz megfeleld
Meglep6 médon a mitokondriumok és a lipid cseppek kdzott nem tapasztaltunk kolokalizaciot,
mely arra utal, hogy a lipid cseppekbdl a citoplazmatikus lipdzok hatdsara felszabaduld szabad
zsirsavak mitokondriumokba valé direkt transzportja zajlik, ami joval hatékonyabb a lipid
csepp-mitokondrium kodzvetlen kapcsolathoz képest. Ezek alapjan elmondhat6, hogy az UVB-
indukalt autofagia kulcsfontossagi a sejtek mitokondrialis aktivitdsanak szabalyozasaban.
Emellett a lipid cseppek pufferrendszerként miikodve kozponti szerepet tdltenek be a
mitokondridlis metabolizmus szabalyozasdban, amikbdl a kiilonbozd stresszhatdsokra
felszabaduld zsirsavak a mitokondriumokba transzlokalédva energiat biztositanak a béta
oxidacidhoz.

4.6. Keratinocita differenciacio

soran az extracellularis magas Ca**-gradiens elésegiti a differenciaci6 specifikus markerek, igy

a keratinok (KRT), filaggrin (FLG), lorikrin (LOR) és az involukrin (INV) megjelenését. A

.....

homeosztazisanak, barrier funkcidjanak fenntartdsat szolgdlja. A differenciacioban
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bekovetkezett zavarok tobbek kozott az atopias dermatitisz kialakuldsat inicialhatja, illetve a
pszoridzis patomechnanizmusdban is szerepet jatszik. UVB irradiaciot kovetéen CPD-fiiggd
moédon a K1, mint korai differenciaciés marker expresszidjanak a novekedését tapasztaltuk.
Bizonyitottuk a K1 és a lipid cseppek parallel modon mitokondridlis aktivitastol fiiggd
valamint szubsztrathasznositasa ellen hat pArhuzamosan csokkenti a lipid cseppek mennyiségét
¢s a Kl fehérje kifejezddését. Eredményeink Osszhangban 4allnak a szakirodalmi
publikaciokkal, melyekben bizonyitottak, hogy a magas Ca®" koncentracié a PI3K1/AKT,
mitokondriumok Ca®" felvétele a piruvat-, izocitrat-, és az oxoglutarat dehidrogenaz enzimek

(citratkor) aktivalasaval - igy a mitokondriumok energiatermelését fokozva - eldsegiti a
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igazoltak a foszfatidilglicerol (PG) és a diacilglicerol (DAG) differenciaciot indukald szerepét.
Habar az UVB-indukalt keratinocita differenciacidé szerepe egyeldre vitatott, irodalmi
adatokkal 6sszhangban tigy gondoljuk, hogy az UVB éltal kivaltott adaptiv valasz részenként a

sejtek tulélését, a szoveti homeosztazis €s integritas fenntartasat szolgalja.

4.7. Reaktiv oxigén gyokok

A reaktiv oxigén szabadgyokok kozponti szerepet jatszanak a sejtek élettani folyamatainak
szabalyozasaban. A peroxiszomak fokozott miikodése, kiilonb6z6 oxidazok aktivitasa, atmeneti
fémionok, az endoplazmatikus retikulumban zajlé protein folding, valamint a timidin és
poliaminok metabolizmusa mind hozzajarul a szabadgyokok képzddéséhez. Mindazonaltal a
legjelentdsebb ROS forrasnak fokozott oxidativ foszforilacidjuk révén a mitokondriumokat
tekintik. 24 oraval az UVB irradidciot kovetéen a sejtek teljes és mitokondridlis ROS
a gyokfogokhoz hasonloan gatolhatd volt. A specifikus mitokondridlis gyoktermelést gatlo
MitoTEMPO az altalanos ROS scavengerekhez hasonldan szignifikdnsan csokkentette a CPD-
fliggd utvonalak aktivalodasat. Igy tobbek kozott csokkent a sejtek glikolizise, oxidativ
foszforilacidja, mitokondrialis €s lipid csepp biogenezise, az autofagia, valamint a keratinocitak
ezeknek a valtozasoknak a kozvetitésében UVB irradidciot kovetden. Habar egyes
koézlemények beszdmolnak az antioxidansok CPD képzddést csokkentd hatdsardl, mi ilyen

jellegli valtozast egyik gyokfogd esetében sem tudtunk kimutatni. Ezeket az eredményeket
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figyelembe véve ugy gondoljuk, hogy a CPD-k a mitokondriumok aktivitdsat fokozva
masodlagos mitokondrialis gyoktermeléshez vezetnek, mely tobb mitokondridlis ¢és

extramitokondrialis Gtvonalat képes szabalyozni ROS-fiiggd mddon.

4.8. Mutagenezis

A PARP inhibitor, veliparib mellett egy fokozott fotoszenzitiv valasz volt megfigyelhetd UVB
irradiaciot kovetden, mégis meglepé modon a PARil4cio hidnya az UVB-indukélt mutacios rata
jelentds csokkenését okozta, melynek magyarazataraa PARP1 fehérje szamos DNS hibajavitasi
utvonalat (NER, BER, HR stb.) szabalyz6 mechanizmusa miatt egyértelmi valaszt nem tudunk
adni. Mindazonaltal ez az eredmény 6sszhangban all a klinikai tapasztalatokkal, vagyis fokozott
karcinogenezisre vald hajlamot a veliparib hosszutava alkalmazasa soran sem figyeltek meg. A
mitokondriumok szerepe a karcinogenezis elinditdsdban nem egyértelmii. A konvencionalis
nézet régebben az volt, hogy a rdkos sejtekben a mtDNS kopiaszamanak csokkenése,
megvaltozott szekvenciaja, a mitokondriumok funkcidjanak romléasa figyelhetd meg, mely a
sejtek energiatermelését az anaerob glikolizis felé tolja el. Egyre tobb kozlemény azonban a
fokozott mitokondrialis biogenezist és aktivitast potencialis mutagenezist kozvetitd szignalként
irja le, melynek sordn az emelkedett mitokondridlis aktivitidst mutaté rakos sejtek
rezisztensebbek a pro-apoptotikus szignalokkal, igy a kemoterapids szerekkel szemben. A
megndvekedett UVB-indukalt mutacids rata a fotoliaz enzim fotoreaktivaciojaval gatolhato
volt, mely a CPD-k kulcsszerepére utal a karcinogenezis elinditdsdban. Az autofagia, valamint
egyes szubsztratok mitokondridlis transzportjanak gatlasa a CPD-k eltavolitdsdhoz hasonléan
jelentdsen csokkentette az UVB-indukalt mutagenezist. Az autofagia indukcidja, valamint a
piruvat, zsirsavak €s a glutamin mitokondridlis oxidacidja CPD-fiiggést mutatott korabbi
kisérleteinkben, ezért valdsziniisithetd, hogy a mitokondridlis aktivitds ndvekedése, a
kéarosodott cellularis elemek Gjrahasznositasa épitdkoveket biztosit a sejtek taléléséhez. Ezek
az adatok arra utalnak, hogy habar a fokozott mitokondrialis aktivitas az oxidativ foszforilacio,
a zsirsavak béta oxidacioja, valamint a glutaminolizis indukciojan keresztiil timogatja a DNS
repairt, az autofagidval koordinaltan eldsegithetik a potencidlisan mutacidt hordozd sejtek
tulélesét is. Ezek az utvonalak tehat terapids célpontként is relevansak lehetnek az UVB-

indukalt mutagenezisben.
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5. OSSZEFOGLALAS

Munkénk soran igazoltuk UVB-indukalt akut DNS karosodds ¢és a mitokondriumok
megvaltozott morfologiaja, valamint metabolizmusa kozotti kapcsolatot. A PARP1 fehérje
gatlasa a DNS kérosodas fokozasaval novelte, a fotolidz enzim fotoreaktivacidja a CPD 1éziok
eltavolitasan keresztiil gatolta az UVB-indukalt mitokondrialis biogenezist, fuzidt és
metabolizmust. A megndvekedett oxidativ foszforilacioval ¢és zsirsav oxidacidval
parhuzamosan, a piruvat, a zsirsavak, valamint a glutamin, mint f6 mitokondrialis szubsztratok
CPD-fliggd hasznositasat irtuk le UVB utan. Azonositottuk a CPD-fiiggd ATM, AMPK, p53,
PI3K1/AKT ¢és mTOR utvonalak aktivacidjanak a szerepét az autofagia, a lipid csepp
biogenezis, a keratinocita differenciacié és mitokondriumok aktivitasanak szabalyozasaban.
Igazultuk az autofagia ¢és a mitokondriumok kozotti aktiv szignalingot, melyben az autofagia
indukcioja a mitokondridlis oxidativ foszforilaciot szabalyozhatja. Leirtuk, hogy a sejtek
emelkedett mitokondridlis aktivitasa eldsegiti az UVB-irradialt keratinocitak talélését. Az
autofagia egyik specidlis forméjanak, az tgynevezett lipofagianak az aktivalodasat és annak
mitokondrialis metabolizmust szabalyzé szerepét mutattuk ki UVB besugarzas utan. Az UVB-
indukalt lipid csepp biogenezissel parhuzamosan fokozott keratinocita differenciaciot
tapasztaltunk, melyek erdteljes fliggést mutatnak a sejtek mitokondrialis aktivitasatol. Igazoltuk
az UVB cellularis NAD"-depletalo hatasat, melynek hatterében a PARPI aktivacidja és a
Sirtuinok fokozott expresszidja all. Beszamoltunk tobb olyan mitokondridlis utvonal
aktivalddasarol, melyek a DNS hibék javitasat tiamogatjak, ugyanakkor eldsegithetik a mutaciot
hordoz¢é sejtek tuléléseét is. Végiil igazoltuk, hogy tobb mitokondridlis €s extramitokondrialis
valtozas kozvetitésében kiemelt szerepe van a CPDk-nek, valamint a CPD-indukalt méasodlagos
mitokondrialis ROS termelésnek. Az UVB-vel kapcsolatos eddigi publik4dciokban nagyrészt a
DNS kérosodasra és karcinogenezisre fokuszaltak, és figyelmen kiviil hagytdk a metabolikus
valtozasokat, olyan potencidlis eseményeket, melyek az UVB hosszitava hatdsainak
megjelenéséhez vezethetnek. Réadasul a sejtmag és a mitokondriumok kozotti jelatviteli
utvonalak aktivalodasa teljesen feltérképezetlen teriilet maradt a fotobiologidban.
Eredményeink azonban a DNS repair hatékonysdganak modositasdval ) megvilagitasba
helyezik a fiziologiailag relevans dozisi UVB irradidciot kovetd akut DNS karosodas, azon
beliil is a CPD-k szerepét a mitokondriumok miikodésének szabélyozasaban. Az ilyen egyedi
jellegli modszertani megkdzelitéssel eredményeink Ujszerliek a fotobioldgidban: a fotoliaz
enzim borbe valo bejuttatdsa, antioxidansok alkalmazésa, egyes metabolikus utvonalak gatlasa

terapias potenciallal rendelkezhet az UVB-okozta hatasok kivédésében.
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Szeretném megkdszonni témavezetdmnek Dr. Remenyik Eva Professzornének a PhD munkam

finanszirozasat, szakmai tamogatasat és kutatoi palydm egyengetését.

Halaval ad6zom Dr. Emri Gabriella tanarnének a publikaciok és a disszertacid megirasa soran
nyUjtott segitségéért és tamogatasaért.

Kiilon koszonettel tartozom az Orvosi Vegytani Intézetbél Dr. Bay Péter Professzor Urnak,
akihez mindig fordulhattam szakmai kérdésekkel, kiemelkedd szerep volt a publikaciok

megirdsaban, a kisérlettervezésben, a koncepcio felallitasaban, €s aki lehetdvé tette szamomra

a metabolikus vizsgalatok elvégzését.

Ko6szondm Dr. Kariké Katalin Professzornének és Dr. Boros Gébornak, hogy nagylelkiien
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