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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

2-DG 2-deoxi-D-gliikoz

6-TG 6-tioguanin

8-HDF 8-hidroxi-7,8-didemetil-deazariboflavin
8-OH-dG 7,8-dihidro-8-oxoguanin
ABCA1/2 ATP-koto kazetta, A alcsalad 1/2
ACADM acil-CoA dehidrogenaz

ACC1/2 acetil-CoA-karboxilaz 1/2
Ac-CoA acetil-koenzim A

ACLY ATP-citrat lidz

ADP adenozin-difoszfat

AhR aril-hidrokarbon receptor

AIF apoptozis indukalo faktor

AK aktinikus keratdzis

AKT protein kinaz B

ALC1 kromodomén-helikaz-DNS-k6to fehérje 1-szerti
ALDOA aldolaz A

AMPK AMP-aktivalt protein kinaz
ANOVA egyszempontos variancianalizissel
AT Ataxia Teleangiektazia

Atg9 autofagia-rokon fehérje 9

ATGL adipocita triglicerid lipaz

ATM ataxia teleangiektazia mutalt

ATP adenozin-trifoszfat

BCA bikinolinil-dikarbonsav assay
BCC bazalsejtes karcinoma

BER bazis excizids repair

BRCA1/2 breast cancer type 2 susceptibility protein 1/2
BSA borju szérum albumin

CaClz kalcium-klorid

CAV kaveolin 1

CEL karboxil-észter lipaz




CHO-K1 kinai horcs6g ovarium sejtvonal

CMA chaperone-kozvetitett autofagia

COFS cerebro-okulo-facioskeletal szindroma
CPD ciklobutan pirimidin dimer

CPT1 karnitin palmitoil-transzferaz 1

CQ klorokvin

CREB cAMP valaszado elem-koto fehérje

CROT peroxiszomalis karnitin O-oktanoiltranszferaz
CRY kriptokrom

CS Cockayne szindréma

CSA/B Cockayne szindroéma A/B

DDB1/2 DNS karosodés-koto fehérje 2

Di0Ce(3) 3,3'-dihexiloxakarbocianin jodid

DMEM Dulbecco’s modified eagle media

DPBS foszfatpufferelt sooldat

Drpl dinamin-kapcsolt protein 1

ECAR extracellularis acidifikacios rata

EGF epidermalis novekedési faktor

EGFR epidermalis novekedési faktor receptor
ELISA enzimhez kapcsolt immunszorbens assay
ERCCI excision repair cross-complementation group 1
ERK1/2 extracellularis szignal altal regulalt kinaz 1/2
ERRa/B/y Osztrogén receptor o/B/y

FAD flavin-adenin-dinukleotid

FAO béta oxidacio

FBS fotalis borju szérum

FDXR ferredoxin reduktaz

FGF fibroblaszt novekedési faktor

Fisl mitokondridlis fisszios fehérje 1

FLG filaggrin

FOXO1 forkhead box fehérje O1

FRET fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer
GAMT guanidinoacetat-metiltranszferaz
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GAPDH glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz
GG-NER global genom nukleotid excizios repair
GLS glutaminaz

GLUT1/4/12 gliikoztranszporter 1/4/12

GSH L-glutation

GSSG glutation-diszulfid

GYS1/2 glikogén-szintaz 1/2

H2S04 kénsav

HADHA hidroxiacil-CoA dehidrogenéz

HAT hipoxantin—aminopterin—timidin

HEPES 2-[4-(2-Hidroxietil)-1-piperazinil]-etanszulfonsav
HGPS Hutchinson—Gilford progéria

HIFla hipoxia indukalta faktor 1

HK1/2 hexokinaz 1/2

HMGCLLI 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA lidz
HMGCR 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reduktéaz
HPRT hipoxantin-guanin foszforiboziltranszferaz
HR homolog rekombinécio

HSC70 hésokkfehérje 70

IGF inzulinszerli ndvekedési faktor

IGF1R inzulinszer(i névekedési faktor-1 receptor
IgG immunglobulin G

IL-1P/6 interleukin-13/6

INV involukrin

JNK c-Jun N-termindlis kindz

K1 keratin 1

KGFR keratinocita novekedési faktor

KRT keratin

LAMP2 lizoszéma-kapcsolt membranprotein 2
LC3A/B mikrotubulus-asszocialt konnyt lanc fehérje 3 A/B
LD lipid csepp

LDHA laktat dehidrogenaz A

LKBI1 liver kinase B1




LOR lorikrin

LPIN1 lipin 1

MCD malonil-CoA-dekarboxilaz

Mft mitokondrialis fisszios faktor

Minl/2 mitofuzin 1/2

MgClz magnézium-klorid

Mid49/51 mitochondrial dynamics protein of 49 kDa/51 kDa
Miro mitokondrialis R6 GTPaz

MMP-1/3/9 matrix metalloproteinaz-1/3/9

MPC mitokondridlis piruvat karrier

Mrell meiotikus rekombinécios 11 homolog
MTCOl mitokondrialis citokrém C oxidaz I
mtDNS mitokondrialis DNS

MTHF metiltetrahidrofolat

mtHSP60/70 mitokondrilis hdsokkfehérje 60/70
mTOR mammalian target of rapamycin
mtROS mitokondrialis reaktiv oxigén szabadgyodk
NAC N-acetil-L-cisztein

NAD nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADP nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NaH2PO4 natrium-hidrogén-foszfat

NER nukleotid excizios repair

NF-xB nuklearis faktor-kB

NHEK normal human epidermalis keratinocita
NPCILI Niemann-Pick C1-szerti 1

NRF1/2 magi respiracios faktor 1/2

OCR oxigénfogyasztasi rata

OPA1 optikus atrofia 1

0504 ozmium tetroxid

OXPHOS oxidativ foszforilacid

p38 p38 mitogén-aktivalt protein kinaz

p53 tumor protein p53

p62 szekvesztoszoma-1




P70S6K1

p70 riboszémalis S6 kindz

PAR poli(ADP-rib6z) polimer

PARKIN Parkinson juvenile disease protein 2
PARP1/2 poli(ADP-rib6z) polimeraz 1/2

PBST Tween-20 tartalmu foszfatpufferelt sooldat
PCNA proliferacios sejt nukledris antigén
PDGFR vérlemezke eredetli novekedési faktor receptor
PDHA1 piruvat dehidrogenaz A1l

PDHK1 piruvat dehidrogendz kinaz izoenzim 1
PDT fotodinamias terapia

PFK2 foszfofruktokinaz-2

PGC-10/P peroxiszoma proliferator aktivalt receptor gamma koaktivator-1o/3
PGK1 foszfoglicerat kinéz 1

PGMI1 foszfogliiko-mutaz

PHR fotoreaktivacio

PI propidium-jodid

PI3K1 foszfatidilinozitol 3-kindz 1

PIKK foszfatidilinozitol 3-kindz-rokon kinaz
PINK1 PTEN-indukalta putativ kinaz 1

PLTP foszfolipid transzfer fehérje

PPARo/B/y/6 peroxiszoma proliferator aktivalt receptor o/B/y/d
PPP pentoz-foszfat ut

RADSI DNS rekombinécios/repair protein Rad51
RFC replikacios faktor C

ROS reaktiv oxigén szabadgyok

RPA replikacios protein A

SCC laphamsejtes karcinoma

SCO2 synthesis of cytochrome C oxidase 2
SDHA szukcinat dehidrogenaz A alegység

SDS natrium-dodecil-szulfat

SEM atlag standard hibaja

SHH sonic hedgehog

SIMH stressz-indukalt mitokondrialis hiperfuzié
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SIRT

sirtuin

SREBP1 szterol szabalyozé elemet koto fehérje 1

TBST Tween-20 tartalmu trisz-pufferelt s6oldat

TCA citrat ciklus

TC-NER transzkripcid-kapcesolt nukleotid excizids repair
TFAM mitokondrialis transzkripcios faktor A

TIM23 translocase of inner mitochondrial membrane 23
TNF-a tumor nekrozis faktor a

TOM20 translocase of outer mitochondrial membrane 20
TTD Trichotiodisztrofia

VDACI1 fesziiltségfliggd anion csatorna 1

WS Werner szindroma

XP Xeroderma Pigmentosum

XPA/B/C/D/E/F/G | Xeroderma Pigmentosum, complementation group A/B/C/D/E/F/G
YY1 Yin Yang 1
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3. BEVEZETES

A Fold felszinét elér6 UV tartomanybdl az UVB rendelkezik a legnagyobb DNS karositd
hatdssal, mely alapvetden befolyasolja boriink sejtélettani folyamatait. A DNS karosodasra
adott valasz magaban foglalja olyan szignalizacios Utvonalak aktivalodasat, mely tobbek kozott
a DNS hibajavitast, a redox homeosztazist, a karosodott cellularis komponensek lebontasat, a
metabolikus valtozasokat és a mitokondriumok mitkddését szabalyozzak. Habar az UVB
szerepe az apoptozis, a gyulladas és a karcinogenezis elinditdsaban jol karakterizalt, keveset
tudunk a sejtek metabolizmusara, valamint mitokondridlis aktivitdsara kifejtett hatasarol.
Emellett az akut DNS karosodas ¢és a mitokondriumok funkciondlis allapota kozotti,
ugynevezett anterograd szignaling is feltérképezetlen teriilet maradt a fotobiologiaban. Az
UVB-indukalt DNS karosodéas kozvetitésében kiemelt szerepe van a ciklobutan pirimidin
dimereknek (CPD), melyek az UVB sugarzas hatisara keletkez0 dominans fotoléziok.
Javitasukat emlds sejtekben a komplex, ugyanakkor lassti nukleotid excizios repair (NER)
végzi, mely tobb mint 30 fehérje dsszehangolt mitkddését igényli. Alacsonyabb rendszertani
osztalyokban altalanossagban megfigyelhetd egy sokkal hatékonyabb javitd mechanizmus, a
fotoreaktivacid, mely minddssze egyetlen fehérje, a fotolidz enzim segitségével javitja
rendkiviil gyorsan a CPD-ket, ugyanakkor ez a repair Utvonal eltiint az evolucid soran a
méhlepényes emldsokbdl. Az UVB-okozta mitokondridlis valtozasok kozvetitésében szintén
fontos szerepet jatszhat a DNS karosodasra legkorabban aktivalodo poli(ADP-rib6dz) polimeraz
1 fehérje (PARP1), mely a DNS repair és a genomintegritds fenntartdsa mellett szamos direkt
¢s indirekt mechanizmus révén szabdlyozza a mitokondriumok miikddését. Kisérleteink
megvalositdsdhoz HaCaT keratinocitakat hasznaltunk, melyet munkénk elsé felében a
kemoterapids szerként is hasznalt PARP1 inhibitorral, a veliparibbal kezeltlink. Irodalmi adatok
alapjan a PARP1 gatlastol az UVB-indukalt DNS karosodas emelkedését vartuk. Ezzel
szemben a CPD-specifikus fotolidz enzimet kodol6 mRNS transzfekcioval a CPD-fiiggd
hatasokat, valamint a DNS karosodas csokkenését vartuk UVB irradiaciot kovetden. E két
modellrendszerben tehat a DNS kérosodas mértékének ellentétes iranyu befolyasolasaval
tudtuk vizsgalni a sejtmag €és a mitokondriumok kozott megvalosuld, a sejtek metabolikus

allapotat és mitokondrialis miikodését szabalyz6 cellularis folyamatokat.
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4. IRODALMI ATTEKINTES

4.1. Az UV sugarzas

Testlink legnagyobb szerve, a bdr gyakran ki van téve kornyezeti artalmaknak, igy az UV
sugarzas karos hatdsainak is. Hulldamhossztulajdonsaguk ¢és eltérd bioldgiai hatasuk alapjan az
UV sugarak 3 kiilonb6z6 osztalyba sorolhatok: UVA (315400 nm), UVB (280-315 nm) és
UVC (100-280 nm) [1, 2]. Az UV sugarzas biologiai hatdsa nagyban fligg a sugarzas
energiatartalmatol, hulldmhosszatol, valamint a szovetek abszorbcids tulajdonsagaitol. A
legkisebb hullamhosszsagu, éppen ezért legnagyobb energidju UVC sugarzast az 6zonréteg
teljes mértékben kisziiri, igy boriinket nem éri el [3]. Mig az UVB sugarzas boriink felsé rétegét,
az epidermiszt, igy fOleg a keratinocitdkat érinti, az UVA sugarzas energidjat az epidermisz
mellett a dermisz is abszorbealja, igy a keratinocitdkra, a fibroblasztokra és a melanocitakra
egyarant hatassal van [2]. Az egyes UV spektrumok bioldgiai hatdsmechanizmusukban is
eltérnek egymastol. Az UVC sugarzas rendelkezik a legnagyobb genotoxikus hatassal, mely
ciklobutan pirimidin dimerek (CPD), egyszalli és duplaszalt DNS lanctorések kialakulasaban
nyilvanul meg [4]. Az UVB az UVC-hez hasonléan direkt moédon karositja a DNS-t, de
leginkabb egy DNS szalon beliili kovalens keresztkotések, igy CPD-k, (6-4) fototermékek,
valamint utobbiak fotoizomerizacidjaval kialakul6 Dewar izomerek megjelenését okozza [5].
A leggyakrabban eléfordulo UVC és UVB-okozta 1ézi6 a T<>T, T<>C kotések, emellett
ritkdbban megfigyelhetdé a T(6-4)C; C<>T, C<>C, T(6-4)T bazisok kozotti kovalens
keresztkotések kialakuldsa [5-7]. Az UVA sugarzas foleg reaktiv oxigén gyokok (ROS)
indukciojan keresztlil oxidativ kéarosodast okoz, mely lipid peroxidacidhoz, protein
oxidaciodhoz, gyulladasos citokinek felszabadulasdhoz, egyszaltt DNS torések és 7,8-dihidro-8-
oxoguanin (8-OH-dG) [éziok kialakuldsdhoz vezet [5, 8, 9]. Természetesen az egyes UV
spektrumok bioldgiai hatasai kozotti atmenet folytonos, igy az UVB is rendelkezik ROS
induktor hatassal, valamint az UV A is képes kisebb mértékben UVB-re jellemz6 fototermékek
létrehozasara. Az UV sugarzéas rendkiviil sokféle biologiai hatdst képes kivaltani. Az akut
hatasok koz¢ tartozik a D vitamin szintézis [10], az apoptotikus keratinocitdk (sunburn sejtek)
[11], a metabolikus valtozasok [12] megjelenése, melyek klinikailag eritéma [13], esetenként
holyagképzodés, majd hiperpigmentacié [14, 15], gyulladas [16], és hiperalgézia [17]
formajaban jelennek meg. Napok mulva hiperkeratozis [18], epidermalis hiperplazia [18] jon
létre. Az immunszuppresszid [19] mind akut, mind kronikus esetben kialakul. Hossza tavi
hatasnak tekintjiik a béroregedést [20] és a karcinogenezist [21]. Mivel a sztratoszférikus

ozonréteg az UVC sugarzast teljesen, az UVB-t pedig 90-95%-ban kisziiri, a Fold felszinét
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elérd napfény ultraibolya tartomanyéanak 90-95%-4t az UV A, a maradék 5-10%-ot az UVB teszi
ki [2]. Ennek ellenére az UV spektrum legtobb biologiai hatdsdnak kozvetitéséért mégis az
UVB-t tartjak feleldsnek. Ez tobbek kozott azzal magyardzhatd, hogy UV A csak kis mértékben
okoz direkt DNS kérosodast [CPD és (6-4) fototermékek], valamint az UV A altal generalt (6-
4) fototermékeket és oxidativ DNS léziokat a nukleotid excizids repair (NER) és a bazis
excizios repair (BER) nagy hatékonysaggal, par ora alatt javitja [22, 23]. Ezzel szemben az
UVB-indukalt CPD-k teljes eltavolitasahoz 48 ora sziikséges [23, 24]. Az ilyen ki nem javitott
1éziok C>T és CC>TT tranzicidhoz, UVB-re jellemzd szignatura mutaciok megjelenéséhez
vezet [25]. Ilyen mutéciok figyelhetok meg keratinocita eredeti bordaganatokban [bazalsejtes
karcindémaban (BCC) és laphamsejtes karcindmaban (SCC)], valamint hamdaganat-megel6z6
1éziokban (szoléris keratozis) és kronikus fénykarosodott bérben [25]. Az UVB-okozta
fototermékek eltavolitasa, a DNS hibajavité utvonalak megfelelé miikodése tehat esszencialis

a genomi integritas megorzése €s a bordaganatok kialakulasanak megel6zése szempontjabol.
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1. abra. Az UV sugarzas hatasai (Alexandra Amaro-Ortiz et al. Molecules, 2014) [26]
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4.2. Az UVB-indukalt fototermékek javitasa

Nukleotid exciziés repair (NER). Az UVB-okozta fototermékek eltavolitasat prokariotakban
¢és eukaridtakban az igen komplex, tobb mint 30 fehérjébdl allo, ugyanakkor lassi nukletoid
excizios rendszer végzi. A NER az UVB-re specifikus fototermékek mellett a benzo[a]pirén
diol epoxid, a kiilonb6zé aromés aminok, nitr6zaminok, bizonyos oxidativ endogén 1ézidk
(ciklopurinok) vagy kemoterapias kezelés hatasdra megjelend DNS termékek javitasat is végzi,
igy wvaloészinli, hogy NER elinduldsdt olyan DNS modosuldsok idézik eld, melyek
termodinamikailag destabilizaljadk a DNS duplexet [27-30]. A NER miikddését és szabalyzasat
tobb kozleményben is igen jol Osszefoglaltak [30, 31]. A DNS karosodas felismerésében
mutatott kiilonbségek alapjan megkiilonboztetiink global genom repairt (GG-NER) és
transzkripcid-kapcsolt (TC-NER) javité mechanizmust. A GG-NER a heterokromatikus régiok
javitasat végzi, aktivaciojat a DDB2 fehérje inditja, mely ubikvitinalassal poszttranszlaciosan
modositja és a kdrosodas helyére iranyitja az XPC-Rad23 fehérje komplexet. Ezzel szemben a
TC-NER szédmara az indit6 szignalt a karosodas helyén megakadd RNS polimeraz II jelenti,
mely tovabbi hibajavito fehérjék (CSA, CSB) kotédését eredményezi, igy a TC-NER az aktivan
atirodo DNS szakaszokon végzi a hibajavitast. Az ezt kovetd 1épések mindkét utvonal esetében
hasonléan zajlanak. Miutan a DNS-k6t6 fehérjék felismerték a karosodas altal okozott DNS
konformaciovaltozast, az XPB és XPD DNS helikdzokat tartalmazé TFIIH transzkripcios
faktor az XPC fehérjéhez kotddik, és a helikazok szétnyitjak a DNS-t a 1€zi6 koriil. Ezt kdveti
a DNS kérosodas megerdsitése utan az incizio, azaz a 1€ziot tartalmaz6é DNS-lanc bemetszése,
melynek soran XPA, RPA ¢és XPG fehérjék kotddnek a DNS-hez. Az RPA fehérje stabilizalja
az egyszalu DNS-t és eldsegiti az ERCC1-XPF ¢és XPG endonukleazok karosodott szakaszhoz
vald kotodését és a 1ézidt tartalmazd kb. 24-32 nukleotidnyi szakasz eltavolitasat. Az igy
kialakul6 rést a sejtek proliferacios statuszatdl fiiggéen DNS polimerazok (PCNA, az RFC, a
DNS Polimeraz o, ¢, ) toltik ki az ERCC1-XPF éltal 1étrehozott a 3°~-OH csoportot primerként
felhasznalva, majd a lancvégeket a DNS ligaz 1 vagy az XRCC1-DNS ligaz 3 egyesiti. A NER
miikodését szabalyzo fehérjék genetikai defektusai ritka, ugyanakkor igen sulyos betegségek
kialakulasat okozza. A GG-NER-ben ¢rintett XPC és XPE gének mutéacidja a Xeroderma
Pigmentosum (XP) betegséget okozza, mely csak enyhe fényérzékenységgel jar, ugyanakkor
ezerszer nagyobb a tumorok kialakuldsanak valésziniisége [32]. A kdzponti NER-ben szerepet
jatszo XP fehérjék, pl. XPA defektusai mar komolyabb tiineteket okoznak, mivel egyarant érinti
a GG-, és a TC-NER-t is. Ezt a fajta Xeroderma Pigmentosum-ot De Sanctis—Cacchione

szindromaként is emlitik, melyben az extrém fényérzékenység mellett neurodegenerativ

14



tiinetek is megfigyelhetdk [32]. A TC-NER miikodésének hibaja tobbszervi elégtelenséget,
fejlodési rendellenességet, igynevezett progeroid szindromak kialakuldsat okozza. Ide tartozik
a sulyos, leggyakrabban a CSB gén mutacidja miatt kialakuldé neurodegenerativ Cockayne
szindroma és a még sulyosabb cerebro-okulo-facioskeletal szindroma (COFS) [32]. A TFIIH
transzkripcidés faktor XPD, XPB vagy TTDA alegységében bekovetkezett mutacid a
trichotiodisztrofia nevii betegséget okozza, mely klinikai tekintetben par egyedi tiinetet

leszamitva a Cockayne szindromahoz hasonlit [32].
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2. abra. A nukleotid excizios repair (Lans et al. Epigenetics & Chromatin 2012) [33]

Fotoreaktivacio. A méhlepényes emldsok kivételével szerte az ¢ldvilagban megfigyelhetd a
NER mellett egy mésik javitdé mechanizmus is, az ugynevezett fotoreaktivacié az UVB-okozta
fototermékek eltavolitasara. A fotoreaktivaciot a DNS fotolidzok katalizaljak, melyeket
szubsztratspecifitasuk alapjan CPD-specifikus, ill. (6-4) fototermék-specifikus fotolidzoknak
neveziink [34]. Mindkét fotoliaz 55 kDa koriili vizoldhatd monomer flavoprotein, mely

prosztetikus  csoportként  redukalt FADH™-ot, fénygyljté  antennaként pedig
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metiltetrahidrofoldtot (MTHF) vagy 8-hidroxi-7,8-didemetil-deazariboflavint (8-HDF)
ritkabban pedig pterint tartalmaz [34, 35]. 300-500 nm fényexpoziciot kdvetden a fénygyiijtd
antennak altal abszorbealt energia FRET mechanizmussal a redukalt FADH -nak adodik at. A
gerjesztett FADH™ egy elektront tovabbit a CPD-nek, melynek hatésara a két bazist 6sszekotd
kovalens kotés felszakad. Végiil az elektron visszakeriil FADH-ra, mellyel az aktiv FADH"
regeneralodik, tehat osszességében egy ciklikus elektrontranszfer jatszodik le [34, 36, 37]. A
(6-4) fototermékek eltavolitasa is hasonloan torténik, itt azonban a fotoliaz els6é korben a (6-4)
1€zi6bodl egy oxetan intermediert hoz létre, mely szerkezetileg a ciklobutan gytirithoz hasonlit
[38, 39]. A kereskedelmi forgalomban tobbféle fotolidz fehérjét tartalmazo készitmény kaphat6d
[40]. Ezek koziil az Eryfotona AK-NMSC készitménnyel kapcsolatban van a legtobb klinikai
adat, mely az Aspergillus nidulansbol szdrmazo fotolidz fehérjét tartalmazza. Az Eryfotona-val
kezelt csoportban csokkent az eritéma, a hamlas, és a pigmentaci6 [41]. A krémmel végzett
kezelést kdvetden az aktinikus keratozisban (AK) szenvedd betegek 50%-anal beszamoltak az
epidermalis atypia megsziinésérdl, valamint csokkent Ki67 és PCNA pozitivitasrol [41]. A
készitmény 12 honapos alkalmazéasa sordn megfigyelték az AK-ok, a bazal- és a laphamsejtes
karcindmak 65, 56 és 100%-os csokkenését Xeroderma Pigmentosumban szenvedd betegeknél
[42]. Emellett az Eryfotona mas napvédd krémmel szemben javitotta a klinikai eredményeket
fotodinamias terapiat (PDT) kovetden [43]. Habar a fotoliazok eltiintek a méhlepényes
emldsokbdl az evolucio soran, a veliik nagyfokt szekvencia hasonlésagot mutatd a kék fényt
érzékeld receptor gének, a kriptokromok (CRY) emberben is megtalalhatdak, azonban itt nem

a DNS hibajavitasaban, hanem a cirkadian ritmust szabalyozzak [44, 45].
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3. dabra. A fotoreaktivacio (Viruthachalam Thiagarajan et al. PNAS, 2011) [37]
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4.3. A reaktiv oxigén gyokok (ROS) szerepe

A reaktiv oxigén szabadgyokok a sejtek fiziologids miikodésének melléktermékei. Szamos
szubcellularis  kompartmentben  keletkezhetnek  kiillonboz6  enzimek — aktivitdsanak
koszonhetden, igy a mitokondriumok és peroxiszomak fokozott miikddése, a kiilonbozo
oxidazok aktivitasa, atmeneti fémionok, az endoplazmatikus retikulumban zajlo protein
folding, a timidin és poliaminok metabolizmusa mind hozzajarulnak a szabadgyokok
képzddéséhez [46]. Ugyanakkor az exogén kornyezeti hatasok, igy tobbek kozott az UV
sugarzas is jelentds ROS-termeld tényez6 [47, 48]. A szabadgyok megnevezés egy altalanos
gyljténév, mely magaban foglalja a szuperoxid, a hidroxil, a peroxil, az alkoxil, a hidroperoxil
gyokoket és a nem gyokszarmazékokat (hidrogén peroxid, hipokldérossav, 6zon, szinglet
oxigén, peroxinitrit) is [49]. Utdbbiakat nagy reaktivitasuk miatt soroljuk a szabadgyokohoz.
Mivel a szabadgyokok masodlagos messengerként fontos szerepet jatszanak szamos
szignalizacios utvonal, igy a sejtproliferacio, keratinocita differenciacio, a dermalis
angiogenezis, a sebgyogyulas, az apoptozis, az autofagia, a gyulladas, az 6regedés, valamint a
repair szabalyozasaban, ezért a sejtek a pro- és antioxidans egyensuly fenntartasara torekednek
[50-52]. Az epidermisz szdmos kromofoérral (purin €s pirimidin bazisok a nukleinsavakban,
fehérjék aromés aminosavai, urokdnsav, melanin, kinonok, flavinok, 7-dehidrokoleszterol,
porfirinek stb.) rendelkezik [53, 54], melyek az UV altal abszorbealt energiat biomolekuldknak
(lipidek, fehérjék, nukleinsavak) vagy kozvetleniil a molekularis oxigénnek 4tadva
szabadgyokok kialakuldsat okozza. A bor tobbféle, az antioxidans védelemben fontos szerepet
jatszd enzimet (kataldz, szuperoxid dizmutiz, glutation peroxiddz), valamint antioxiddnst
(aszkorbinsav, a-tokoferol, glutation, karotinoidok) tartalmaz, melyek nélkiilozhetetlenek a
ROS karos hatasainak kivédésében [51]. Ha az antioxidans védelem hidnya és/vagy a tlzott
mértéklt ROS termelés miatt az egyensuly megbomlik, oxidativ stressz jon 1étre. Megfigyelték,
hogy az UVB hatéasara keletkezd szabadgyokok novekedési faktorok, citokin receptorok
(EGFR, KGFR, PDGFR, AhR, IGF1R) transzkripciés faktorok (NF-kB, NRF2) gyulladasos
citokinek (IL-6, TNF-a, IL-10), matrix metalloproteazok (MMP-1, -3 és -9), a sonic hedgehog
(SHH), MAP kindzok (p38, ERK1/2, JNK) és a NADPH oxidazok aktivacidjan keresztiil a
keratinocitak apoptozisat, a bor gyulladasat, oregedését, barrier funkcidjanak karosodasat és
szintjének emelkedése (GSH/GSSG és/vagy NAD/NADH" tobblet) vagy az antioxidans
rendszerek tilzott mértékii aktivacioja kimeritheti a sejtek szabadgydk pooljat és ugynevezett

anti-oxidativ vagy reduktiv stressz jon létre [60]. A reduktiv stressz paradox mdodon feedback
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regulacidval az oxidativ stresszhez hasonld fenotipusbeli valtozasokat hozhat 1étre gatolva a
sejtek normalis miikodését [60]. Eppen ezért fontos a sejtek ROS pool-janak fiziologias szinten

tartasa.
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4. abra. A reaktiv oxigén gyokok (T. Finkel és N. J. Holbrook, Nature, 2000 alapjan modositva) [61]

4.4. A mitokondrialis dinamika és mindségellenérzés

A mitokondriumok rendkiviil dinamikus organellumok, melyek formajuk és méretiik
szabalyozasanak érdekében koordinalt hasadasi és fuzids eseményeken mennek keresztiil,
melyeket 0Osszefoglaléan ,,mitokondrialis dinamikdnak” neveziink. A mitokondriélis
dinamikaban bekdvetkezett valtozasok a mitokondriumok miikodésének optimalis fenntartasat,
a tapanyag-ellatottsag szabalyozasat, valamint a sejt metabolikus sziikségletéhez valo
finomhangolasat szolgaljak [62, 63]. Az adaptiv mitokondrialis dinamika elengedhetetlen része
tobb, sejtszintli folyamat igy a mitozis, a tdpanyagérzékelés, az ATP-termelés, a mitofagia és
az apoptozis szabdlyozasaban [64]. A mitokondrialis fragmentdci6 gyakran Osszefligg a

mitokondrialis funkcié romlasaval, mivel ez a morfologiai allapot figyelheté meg dontden
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sulyos stresszhatas ¢€s apoptozis soran [62, 64]. Bizonyos helyzetekben azonban a
szerepet a sejtosztodasban, a posztmitotikus sejtek, példaul neuronok és kardiomiocitak
differencidlodésaban, a mitofagia elinditasaban (eritrocitadk érése) és a sejthalal utvonalak
szabalyozasaban [64]. A mitokondrialis fuzid lehetdvé teszi a mitokondridlis matrix
komponensek haldzaton beliili eloszlasat, eldsegiti a mitokondriumok kézo6tti komplementaciot
¢s homogenitast [64]. A fizi6 emeli a mitokondridlis aktivitast, védelmet ny(jt az autofagiaval

szemben és altalaban a sejtek talélésében jatszik szerepet [65].

A mitokondrialis dinamika {6 kdzvetitdi, a mitofuzin 1 (Mfnl), a mitofuzin 2 (Mfn2), az optikus
atrofia 1 (OPA1) és a dinamin-kapcsolt protein 1 (Drpl) mind a guanozin-trifoszfatazok
(GTPazok) csaladjanak tagjai [66]. A Drpl szinte teljes egészében citoszolikus fehérje, azonban
hasadast indukal6 hatasra a mitokondrialis kiils6 membranban helyet foglalé Drpl receptor
fehérjékhez (MFF, Fisl, Mid49, Mid51) kotddve oligomerizalddik és egy hurkot képezve
kettéosztja a mitokondriumot [64, 66, 67]. Az Mfnl és Mfn2 a kiils6 mitokondrialis
membranban foglalnak helyet N- és C-terminalis végiikkel a citoszdl felé nézve, mig az OPA1
a belsé mitokondridlis membranban lokalizalodik. A mitokondrialis fuzi6 globalisan harom
kiilonb6z6 1€pésbal all: 1. a két mitokondrium poziciondlasa, valamint a két kiilsd membran
dokkolésa. 2. a kiils6 membranok fuzidja az Mfnl és Mfn2 éltal katalizalt konformacios

valtozasban. 3. az OPA1 4ltal katalizalt bels6 membranok fuzidja [66, 67].

A mitokondriumok mindségellendrzésének szabdlyozdsdban kulcsszerepet jatszik a
mitokondrialis biogenezis €s a mitokondrialis szelektiv autofagia (mitofagia) [68-70]. E két
ellentétes utvonal a sejtek metabolikus allapotanak, kiils6 és belsd stresszhatasoknak
megfelelden Osszehangoltan szabalyozzak a sejtek mitokondrialis tartalmat. A mitokondriélis
biogenezis egy Osszetett, tobblépcsds folyamat, amely magéban foglalja a mitokondrialis DNS
az Ujonnan szintetizalt fehérjék, lipidek és egyéb nuklearis termékek mitokondrialis importjat
[71, 72]. A mitokondriélis biogenezis szabalyozasdban szamos transzkripcios faktor vesz részt
az intra- és extracellularis szignaloknak (tdpanyagok elérhetdsége, novekedési faktorok,
hormonok, toxinok, hémérséklet- és oxigéningadozasok, egyéb stresszhatdsok) megfelelden
[68]. A mitokondridlis biogenezis f6 szabalyozoja a peroxiszéma proliferator y koaktivator 1a
(PGC-10) szamos mas mitokondrialis biogenezisben részt vevo transzkripcios faktor (NRF1/2,
ERRa, -B és -y, PPARaq, -B, -y €és d) kdlcsonhatd partnere [73, 74]. Mivel a diszfunkcionalis

mitokondriumok karosak a sejtek homeosztazisara, tobbféle mitokondridlis mindségellendrzd
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¢és lebontd mechanizmus alakult ki a karosodott mitokondriumok eltadvolitasra, melyek koziil az
egyik legkarakterizaltabb folyamat a mitofagia. A mitofagia altal végzett mindségellendrzés
elsd lépése a karosodott mitokondriumok felismerése, melyek alacsony mitokondridlis
membranpotencialja lehetové teszi felsziniikon a PTEN-indukalta putativ kinaz 1 (PINKI)
fehérje felhalmozodasat [64, 75]. A PINK1 kinaz aktivitdsaval a citoszolikus Parkin (Parkinson
mitofagia elinditdsaban kulcsszerepet jatszo kiilsd mitokondridlis membran fehérjéket (p62,
Nix, Miro, Mitofuzinok, stb.) ubikvitindl [64, 75]. A fisszids és fuzids gépezet komponenseit
kédold gének mutacioi, a mitokondridlis proliferacio és lebontdsi folyamatok kozotti
egyensulyhiany, a mitokondridlis mindségellendrzés deregulacioja sulyos betegségek tobbek
kozott daganatos, neurodegenerativ betegségek és metabolikus szindroméak kialakuldsat

okozzak [67].

Sensing of damaged
mitochondria by PINK1

&) oz
? By o
2@ g
E Biogenesis ( OPAT  MFN12 6@

|

& @

l Damaged <

/ Mitochondrial
Mitophagy Fission

ER ———— IMM

@ oMM
® =9

Autophagosome
Drpd

5. abra. A mitokondridlis dinamika (Bong Jong Seo et al. Int. J. Mol. Sci. 2018) [76]

| 7
Healthy

Mt tethering-subunit
Drp1

4.5. Az autofagia

Az autofégia egy katabolikus folyamat, mely a karosodott citoplazmatikus komponensek, koros
fehérjeaggregatumok, az Oreg vagy sériilt organellumok lizoszomalis lebontdsa révén
elengedhetetlen a sejtek homeosztazisanak fenntartdsdhoz. Emlds sejtekben az autofagia harom
fo tipusat kiilonboztetjiik meg: makroautofagia, mikroautofagia €s chaperone-kozvetitett

autofagia (CMA) [77, 78]. A makroautofagia, vagyis a klasszikus autofagia jellemzdje a kettds
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membrannal hatarolt vezikuldk (autofagoszomak) képzddése, amelyek a degradaciora szant
szubsztratokat tartalmazzdk, lizoszoméakkal vald fuzidjuk pedig eldsegiti a kérosodott
komponensek lebontasat [78, 79]. A mikroautofagia soran a lizoszomak kozvetleniil kebelezik
be ¢és emésztik meg a kisebb méretli citoszolikus szubsztratokat, mig a CMA soran a
degradaciora szant célfehérjéket a HSC70 hésokkfehérje a lizoszomalis membranban helyet
foglalo LAMP2A fehérjével koordindltan juttatja 4t a lizoszémadlis lumenbe [78, 79]. Az
autofagia lehet nem szelektiv vagy szelektiv [80]. A nem szelektiv makroautofigia
véletlenszertien bekebelez barmilyen karosodott citoplazmatikus komponenseket [80]. A
megkiilonboztetiink tobbek k6zott a mitofagiat, pexofagiat, retikulotagiat, ribofagiat, lizofagiat,
nukleofégiat, glikofagiat és lipofagiat a lebontott organellumok fajtajatol fiiggden [77, 81, 82].
Az autofagia tdpanyaghiany, kiils6 vagy belsd stresszhatasokra az intracellularis komponensek
lebontasaval és ujrahasznositdsaval egyrészt uj épitdelemeket generdl az anabolikus
folyamatokhoz, masrészt energiat biztosit lebonté utvonalak miikodéséhez [78, 80, 83]. Az
autofagia a makromolekuldk ujrahasznositasdval aminosavakat, zsirsavakat és cukrokat biztosit
a mitokondrialis metabolizmushoz igy kdzponti szerepet tolt be a szén- és nitrogén anyagcsere
szabalyozasaban [77, 83]. A szénhidratok cukrokka torténd lebontdsa a glikolizist, a citrat
ciklust (TCA) és az oxidativ foszforilaciot (OXPHOS); a fehérjék degradacioja a citrat ciklust;
a lipidek zsirsavakka torténd lebontasa is a citrat ciklust, valamint a béta oxidaciot (FAO)
taplalja, igy az autofagia metabolikus plaszticitast biztosit a sejteknek [77, 78, 83]. Ez

kiilonosen igaz a daganatos sejtekre, ahol az autofagia a mitokondridlis aktivitas

crer
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6. dbra. Az autofagia tipusai (Forrds: https://www.novusbio.com/research-areas/autophagy)

4.6. A mitokondrialis metabolizmus szabalyozasa

A mitokondrium legismertebb szerepe a kiilonb6zd szubsztratok (cukrok, aminosavak
zsirsavak) oxidaciojan keresztiil az adenozin-trifoszfat (ATP), mint f0 energiahordozo
eldallitasa. A glikoz és a zsirsavak oxidéacidja acetil-CoA-t hoz létre, mely a citromsav
ciklusban elektrondonor molekuldk, nikotinamid-adenin-dinukleotid (NADH) és flavin-
adenin-dinukleotid (FADH>) eléallitasahoz hasznalodik fel [84]. Emellett az aminosavak acetil-
CoA, alfa-ketoglutarat, szukcinil-CoA, fumarat és oxalacetat forméjaban tobb ponton is be
tudnak 1épni a citrat ciklusba [84]. A 1égzési lanc 6t komplexbdl all: az I-es (NADH ubikinon-
oxidoreduktaz), a Il-es (szukcinat-ubikinon-oxidoreduktaz), a Ill-as (ubikinol-citokrém c-
reduktdz), a IV-es (citokrom-c-oxidaz) és az V-komplexekbdl (FoF1 ATP-szintetaz), melyek
mind a mitokondrialis belsé membranban helyezkednek el [85]. Az elektronok a 1égzési lancon
keresztiil az I-es komplextdl a IV-es felé aramlanak, melynek sordn proton pumpalddik a
mitokondrialis matrixbdl az intermembran térbe [84]. A 1égzési lanc tagjai koziil az I-es, a I11I-
as ¢és a [V-es komplex rendelkezik protonpumpa aktivitassal [85]. A bels6 membran két oldala
kozott kialakult protongradiens hatidsara a protonok visszadramlanak az V-0s komplexen
keresztiil, és a felszabaduld energia segitségével ATP keletkezik ADP-bdl és anorganikus
fosztatbol (Pi). A mitokondridlis 1égzés sebessége az [ATP]/[ADP] [Pi] aranyaban kifejezett
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foszforilacids potencialtol fiigg [86]. Fokozott energiaigény esetén, amikor a foszforilacids
potencidl csokken és tobb ADP 4ll rendelkezésre, a 1égzési sebesség megnd, ami
megnovekedett ATP-szintézishez vezet. A mitokondridlis oxidativ metabolizmust szamos
fehérje direkt és indirekt modon egyarant szabalyozza, melyek koziil a disszertacidban tobbszor
megjelend poli(ADP-rib6z) polimeraz 1 (PARPI1), Sirtuin 1 (SIRT1), Ataxia teleangiektdzia
mutalt (ATM), AMP-aktivalt protein kindz (AMPK), p53, protein kindz B (AKT) és

mammalian target of rapamycin (mTOR) fehérjék szerepét ismertetem réviden.

ATM. Az ATM egy kb. 350 kDa-os szerin/treonin protein kindz, amely a foszfatidil-inozitol-
3-kindz-rokon kindzok (PIKK) konzervalt szupercsalddjaba tartozik [87]. Az ATM
stresszhatdsokra (DNS torés, ROS) [88] a szénhidrat metabolizmust a glikolizis és a pentdz-
foszfat (PPP) utvonal iranyaba tereli [87, 89, 90]. Mitokondrialis miikddést szabalyzo
szerepének vizsgalata soran kimutattdk, hogy az ATM az LKB1/AMPK utvonalon keresztiil
[91, 92] a mitokondrialis biogenezist €s oxidativ foszforilaciot irdnyitd6 NRF1 [93], PGCla és
PGCI1b [91] transzkripcios faktorokat aktivalja és gatolja az anabolikus folyamatokat timogato
mTOR komplexet [87, 94]. Tobb munkacsoport igazolta, hogy ATM hianyos sejtek csokkent
oxidativ metabolizmust folytatnak [88, 93, 95], melynek hatterében a citrat ciklusban és az
oxidativ foszforilacidban részt vevd enzimek és intermedierek (PDHA1, PFKP, CS, OXPHOS
komplexek, malat, citrat, fumarat, alfa-ketoglutarit, NAD+) [93, 95-98] csokkent
szintjét/aktivitasat igazoltak. Az ATM szerepét a sejtek homeosztazisdban tovabb bdviti, hogy
szamos szubsztratjanak (Mrell, CREB, p53, BRCA1, mTOR) mitokondrialis transzlokaciojat
indukalja [99-106], illetve magi lokalizacidjan tal peroxiszomakkal [107, 108] ¢és
mitokondriumokkal [95] val6 asszociacidjarol is beszamolnak, igy kdzponti szerepet tolt be a

sejtek metabolizmusdnak szabalyozasaban.

AMPK. Az AMPK egy heterotrimer komplex, mely a katalitikus o alegységbdl és a szabalyzo
B és vy alegységbdl all [109]. Tapanyaghiany, azaz az ATP/ADP vagy ATP/AMP aranyéanak
csokkenése az AMPK allosztérikus aktivacidjat okozza, melyek a sejtek anyagcseréjét a
fokozott katabolizmus ¢és a csokkent anabolizmus iranyaba tolja el [109]. A lipid- ¢és
szterolszintézisben részt vevd (ACC1, ACC2, HMGCR, SREBP1) [109-112], valamint a
glikogénszintézist katalizaldo (GYS1, GYS2) [109, 113] enzimek foszforildlasaval gatolja a
lipid és glikogén szintézist. Az AMPK az ATP-fogyaszt6 mTOR utvonal aktivacioja ellen hat,
raktarok feltoltése érdekében az AMPK aktivan stimuldlja a makromolekuldk lebontasat. A

stimulalt utak magukban foglaljak a fokozott gliikozfelhasznalast -és transzportot (GLUTI,
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GLUT4) [115, 116], a lipidkészletek mobilizalasat (ATGL) [117], a makromolekulak autofagia
transzportjat (CPT1) [120] [109]. Tobb AMPK-fiiggé médon szabalyoz6édd mitokondrialis
biogenezisben részt vevo fehérjét (PGC1, ERR, PPAR csalad tagjai) irtak le, melyek koziil az
AMPK-SIRT1-PGCla tengely az oxidativ anyagcsere f6 szabalyzdja [109, 121].

p53. A p53 tumorszuppresszor fehérjét kodolé TP53 humdan tumorok tobb mint 50%-ban
megfigyelhet6 mutalodott gén [122, 123]. A p53-mal Osszefiiggd anyagcsereaktivitassal
kapcsolatos adatok azt tdmasztjak ala, hogy a p53 az oxidativ foszforilaciot tdmogatja a
glikolizissel szemben [124]. A p53 a PGM1, a HK1/2, a GAPDH, PDHKI1 enzimek, valamint
a GLUT1/4/12 gliikéztranszporterek sejtfelszini expresszidjanak negativ szabdlyozasan
keresztiil gatolja a glikolizist [125-128]. Ugyanakkor a p53 szamos komplementer
mechanizmus révén fokozza a mitokondrialis 1€gzést [124]. A SCO2, a TFAM, a FDXR ¢s az
AIF transzkripcios faktorok [124], a mitokondrialis fehérjeimportban résztvevd gének
(TOM20, TIM23, mtHSP70 és mtHSP60) [124, 129] expresszidjanak, valamint az
anapleuretikus utvonalak (pl. glutaminolizis) [130] indukciojaval fokozza a mitokondrialis
biogenezist és az elektrontranszportlanc aktivitasat. Metabolizmusban bet6ltott sokoldala
szerepére utal a p53 lipid homeosztazisra gyakorolt hatdsa. Az egész organizmus szintjén a p53
elosegiti a lipidek lebontdsat, bélben vald felszivodasukat (NPCIL1), lipoproteineken
keresztiili (PLTP, CEL) transzportjukat és intracellularis fluxusukat (ABCA1, ABCA12, CAV)
[124, 131]. Sejtszinten a p53 konvergens mechanizmusok révén gatolja a de novo
zsirsavszintézist, feltolti a mitokondrialis Ac-CoA készletét, és redukalo energiat (FADH2 és
NADH) biztosit a zsirsavoxidacio szdmara. Ez magaban foglalja olyan gének transzkripcidjat,
melyek kozvetleniil vagy kozvetetten a zsirsavak mitokondrialis importjat (CROT, CPT1A és
CPTIC) és oxidaciojat (LPIN1, ACAD11, HMGCLL1, GAMT, MCD) szabalyozzak [124,
131-135].

PI3K1/AKT/mTOR ttvonal. A sejtek tdpanyagérzékeld rendszerei koziil az mTOR utvonal a
szabalyozza [136]. AzmTOR komplex egy kb. 280 kDa nagysagl szerin/treonin protein kinaz,
mely két kiilonallé multiprotein komplexet alkot: az mTOR komplex 1 (mTORC1) és azmTOR
komplex 2 (mTORC2) [136, 137]. Az mTORCI-t egyes aminosavak (leucin, arginin)
emelkedett szintje [138], a sejtek magasabb energiaallapota, ndvekedési faktorok (EGF, IGF,
FGF) [139, 140], valamint a PI3K1/Akt utvonal aktivalja [141]. A PI3K1/AKT/mTOR

jelatvitel az aerob glikolitikus anyagcsere {6 szabalyozoja. Sejtfelszini gliikdztranszporterek
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(GLUT1/4) [142], transzkripcios faktorok (HIF1a) [143, 144] és glikolitikus enzimek (HK2,
PFK2, ALDOA, LDHA) [145-148] expressziojan keresztiil noveli a sejtek gliikkozfelvételét és
hasznositasat [141]. Ugyanakkor pozitivan szabdlyozzak a mitokondrialis biogenezist és az
oxidativ anyagcserét is. PGC1-a [149], PGCI1-b [150], ERRa [149], YY1 [149], TFAM [151]
¢s NRF1 [152] transzkripciés faktorok aktivacidjan  keresztiill —eldsegitik az
elektrontranszportlanc felépitésében részt vevd mitokondridlis gének és mitokondrialis
riboszomalis proteinek [151] transzlaciojat [136, 141]. Emellett az mTORCI kiilsé
mitokondrialis membran lokalizaciot mutaté fehérjékkel (VDACI, HK2) kolcsonhatasba 1épve
a mitokondridlis ATP termelést is szabalyozza [153, 154]. Az ACLY, valamint a SREBP
transzkripcids faktorok aktivaciojan és a PPARa gatlasan keresztiil a de novo lipid szintézist
tamogatjdk a béta oxidacioval szemben [155, 156], ugyanakkor egyes kozlemények
beszamolnak az mTOR utvonal zsirsav oxidaciot indukald szerepérdl is [157], mely ezen

utvonalak komplexitasara, sejt- €s szovetspecifitasara utal.

A PARP1-NAD-SIRT1 tengely. Az utobbi években az egyik legjobban karakterizalt
poszttranszlaciés modositassd az ugynevezett poli(ADP-ribozilacio) (PARilacid) és a
mono(ADP-ribozilacid) (MARilacio) valt. A PARilaciot és MARilaciot a Poli(ADP-rib6z)
polimerazok (PARP-ok) végzik, melynek soran a katalizishez hasznalt NAD* ADP-riboz része
hosszu lancok vagy monomerek formdjaban akceptor fehérjék lizin (Lys), glutamat (Glu) és
aszparat (Asp), ritkdbban cisztein (Cys), tirozin (Tyr), hisztidin (His), arginin (Arg), €s szerin
(Ser) csoportjaihoz kapcsolodik [158]. Genomikai €s proteomikai moddszerekkel a PARP
szupercsalad 17 tagjat azonositottak [158]. A csalad alapito tagja, a PARP1 a genomintegritas,
a DNS repair, a transzkripcid, a proliferacid, a differenciacio, a Ca?’ homeosztazis, a
gyulladasos folyamatok, a sejthalal utvonalak, valamint a sejtek redoxpotencialjanak és
mitokondrialis aktivitasanak szabalyozasaban jatszik szerepet [159]. Az eukariota sejtekben a
PARPI1 adja a teljes PARP aktivitds legnagyobb részét (85-90 %), és igen jelentés NAD'-
fogyaszto enzim [160, 161]. Ugyanakkor a cellularis NAD" készlet szabalyozasiban
kulcsszerepet tolt be egy masik, katalitikus aktivitisukhoz szintén NAD™-ot hasznald
enzimcsalad is, a IlI-as osztalyt hiszton deacetilazok csoportjaba tartozo Sirtuinok. A Sirtuin
csalad tagjai eltérd szubcellularis lokalizadcioval (magi: SIRT1/2/6/7, citoplazmatikus:
SIRT1/2/3, mitokondridlis: SIRT3/4/5) és aktivitassal (deacetilaz: SIRT1/2/3/5/6/7; ADP-
ribozil-transzferaz: SIRT2/4/6 deszukcinilaz, deglutarilaz, demalonilaz: SIRTS; demirisztoilaz:
SIRT6) rendelkeznek, emiatt szamos sejtélettani folyamat szabalyozéi [162]. A Sirtuinok koziil
a SIRT1 a legkarakterizaltabb fehérje, mely tobbek kozott mitokondridlis oxidativ anyagcserét
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¢s biogenezist fokozo6 hatassal rendelkezik [163]. A SIRT1 és PARP1 Kw értékekeit (PARP-1
KM 20-60 uM NAD" [164], SIRT-1 Km 150-200 uM NAD" [165]) figyelembe véve azonban
a PARPI sokkal agresszivabb NAD"-fogyasztd, mint a SIRTI és alacsonyabb NAD"
koncentracio mellett is hatékonyan miikodik. Emellett stresszhatastol fiiggden a két fehérje
egymads aktivitdsat negativan regulaljak, valamint k6zos, mitokondrialis aktivitdst modulalo
célfehérjéket (PGC1A, FOXO1, NF-kB) is eltérden szabalyoznak, igy a metabolizmusra eltérd
hatast gyakorolnak [166]. Tekintve, hogy a citoszolikus és mitokondrialis NAD" pool fontos
szerepet jatszik a glikolizis, a citratkdr és az oxidativ foszforilacidé szabalyozaséban, ezért a
PARPI aktivaciot altalaban a mitokondriumok funkcionalis romlasaval hozzak 0sszefliggésbe.
A PARP1 szadmos mitokondridlis aktivitast szabalyz6 fehérje (ETC komplexek, mitokondriélis
karrier fehérjék, transzport és strukturfehérjék, transzkripcios faktorok, glikolizisben, TCA
ciklusban, lipid metabolizmusban részt vevd proteinek, SIRT-ek stb.) [166-170]
PARilaciojaval csokkenti a sejtek energiatermelését. Folyamatos PARP aktivaciot figyeltek
meg olyan betegségekben (Cockayne-szindroma, Xeroderma Pigmentosum, Ataxia
Teleangiektazia), ahol a permanens DNS kéarosodas-okozta PARP1 szignaling a mitokondrialis
funkcid romlasaval hozhato 6sszefiiggésbe [95, 171-174]. Az ilyen stlyos metabolikus stressz
a PARP1 fehérje gatlasaval vagy NAD"™ szupplementicioval kivédhetd, mely egyrészt
helyreallitja a sejtek NAD" és ATP szintjét [12, 175], csokkenti a DNS karosodast [176, 177],
valamint az emelkedett NAD" pool aktivalja a mitokondrilis energiatermeld folyamatok
szabalyozasaban részt vevd SIRT fehérjéket [171, 174, 178]. Ugyanakkor a PARP1 és a
mitokondriumok funkcionalis allapota kozotti Osszefiiggés nem mindig egyértelmii. Egyes
kozlemények beszamolnak arrol, hogy egy atmeneti PARP1 aktivacio utdn a NAD" szint
gyorsan helyredllhat, és nem kovetkezik be mitokondridlis diszfunkci6, st a PARP1-indukalt
NAD"-deplécidé a metabolikus egyensulyt az oxidativ foszforilacié irdnyaba tolja el, mely
elengedhetetlen a karosodott sejtek tuléléséhez [179, 180]. A toleralhaté DNS karosodas
stimuldlhatja a mitokondridlis faziét [181] ¢és az oxidativ foszforilaciot a sejtek
homeosztazisanak helyreéllitasa érdekében [180, 182]. Emelkedett oxidativ foszforilaciot vagy
zsirsav oxidaciot tapasztaltak UVC [180], ionizald sugarzast [183], mitomicin [180] és
ciszplatin [184] kezelést kovetden, melynek hatterében a PARP1 aktivacio-okozta tranziens
NAD" szint csokkenés szerepét feltételezik. Az atmeneti cellularis NAD" deplécid az
AMP/ATP aranyanak az eltolédasat, az AMPK fehérje aktivaciojat [185-187] és az mTOR
gatlasat okozza [187], mely az ATP-fogyasztd folyamatok kikapcsolasaval és a katabolikus

folyamatok aktivalasaval noveli a mitokondrialis aktivitast. A PARP1 aktivacié mitokondrialis
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metabolizmust szabalyzo szerepe tehat nagyban a fiigg a DNS kérosodas fajtajatol, az adott sejt

tipusatol és energiadllapotatol, valamint a PARP aktivacid hosszatol.

AMPK — mTORC1

NAD+ deplécio x
FOXO1 ATP hiany 15

Mitokondrialis blogeneasT Zsirsav oxidacio T
Citrat ciklus T Anapleuretikus reakciok t
Oxidativ foszforilacio 1 Anabolizmus |

7. abra. Az energiaszenzorok metabolizmusban betoltott szerepének sematikus abrazoldasa
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5. CELKITUZESEK

Az ultraibolya fény szamos biolodgiai hatdssal rendelkezik, melyek hozzajarulnak a
napfényexpoziciot kovetd akut és kronikus molekularis és celluléris valtozasok elinditasahoz.
Az akut boérgyulladds, a keratinocita eredeti daganatmegel6zd 1¢zidk, bdrdaganatok, az
immunszupresszi6 és a bordregedés kialakuldsadnak hatterében tobbek kozott az UVB sugarzas
DNS karositdo hatdsa bizonyitott. Egyre tobb irodalmi adat szdmol be a sejtmag és a
mitokondriumok k&zotti anterograd/retrograd szignalingrél, igy valdszini, hogy az UVB-
okozta akut DNS karosodas a mitokondriumok morfologiai és funkcionalis valtozasait inditja
el. Ebben a folyamatban jatszhat fontos szerepet a PARP szupercsalad legkarakterizaltabb tagja,
a PARPI1. Munkank elsé felében human eredeti HaCaT keratinocitdkon fiziologiailag is
relevans dozisi UVB irradiaciot kovetden vizsgéaltuk a PARP1 fehérje szerepét az UVB-
indukalt DNS repair, mitokondrialis biogenezis, mitokondridlis morfolégia 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 legdominansabban jelenlévd 1€zi6 a
ciklobutan pirimidin dimer. A CPD-k javitdsat emlds sejtekben az igen komplex, ugyanakkor
lassu nukleotid excizids rendszer végzi. Alacsonyabb rendszertani kategoridkban
altalanossagban elterjedt egy masik javitdé mechanizmus is, az ugynevezett fotoreaktivacio,
mely a fotolidz enzim segitségével a fény energidjdnak felhasznalasaval javitja rendkiviil
gyorsan a két pirimidin bazis kdzotti 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 funkcid
¢s a metabolikus folyamatok szabdlyozdsdban. In vitro szintetizalt N1-metil-pszeuduridin
modositott CPD-specifikus fotolidz enzimet kodold mRNS-t keratinocitakba juttatva lehetévé
valt az UVB-indukalt CPD-fiigg6 folyamatok feltérképezése. Munkank masodik felében célul
tiiztiik ki a CPD-k, valamint a reaktiv oxigén gyokok szerepének vizsgalatat a DNS karosodas,
a mitokondrialis morfoldgia és funkcio, a lipid csepp biogenezis, az autofagia, a differenciaciod

¢s a mitokondrialis szubsztrat hasznositas szabalyozasaban.
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6. ANYAGOK ES MODSZEREK

6.1. Sejtkultura

A kisérletekhez hasznalt human immortalizalt (HaCaT) keratinocitakat [188] (ATCC,
Manassas, VA, Amerikai Egyesiilt Allamok) és kinai horcsdg ovarium (CHO-K1) sejteket
(ATCC, Manassas, VA, USA) L-glutamin ¢és Natrium-piruvat tartalmi 4500 mg/L-es
Dulbecco’s modified eagle media (DMEM) (Biosera, Budapest, Magyarorszag) médiumban
tenyésztettiik, melyet 10 %-os hdinaktivalt fotalis borji szérummal (FBS) (Biosera, Budapest,
Magyarorszag) és 0,5%-os antibiotikum-antimikotikum (Sigma-Aldrich) oldattal egészitettiink
ki. A sejteket T75-0s flaskaban, 37 °C-on, 5%-o0s COz2 tenzi6 mellett tartottuk fenn. A human
eredetll primer keratinocitdkat (NHEK) (Thermo Fisher Scientific) 60 pM-os kalcium tartalmu
Epilife médiumban (Thermo Fisher Scientific) tenyésztettilk, melyet humén keratinocita
novekedési koktéllal (Thermo Fisher Scientific) és 0,5%-os antibiotikum-antimikotikum

(Sigma-Aldrich) oldattal egészitettiink ki.

6.2. UVB irradiacio és sejtkezelés

A sejteket 1x-es tripszin-EDTA (Biosera, Budapest, Magyarorszag) oldattal gytijtottiik be, majd
munkénk elsé felében 12 lyukli milanyag sejttenyésztd edénybe osztottuk szét 2x10° sejt/well
denzitasban. Amennyiben ettdl eltéréen keriiltek szétosztisra a sejtek, az alkalmazott
moddszernél jeloltiik a sejtszamot és sejttenyésztd edény nagysagat. A kovetkezd nap az UVB
besugarzashoz eltavolitottuk a tdpoldatot és 2x mostuk a sejteket eldmelegitett foszfatpufferelt
sooldattal (DPBS) (Lonza, Walkersville, Maryland, Amerikai Egyesiilt Allamok). A sejteket
400 pl DPBS-ben 20 vagy 40 mJ/cm? UVB dozissal sugaraztuk be, amelyhez két széles
spektrumt UVB csovet (TL-20W/12 RS; Philips, Eindhoven, Hollandia) hasznéaltunk. A
kontroll sejteket aluminium fo6liaval takartuk le. Az UVB besugarzast kdvetéen a DPBS-t
komplett DMEM médiumra cseréltiik le, majd tovabbi 24 o6rdn at inkubatorban tartottuk a
sejteket. Az alkalmazott UVB dozis nagysagat minden esetben UVX digitalis radiométerrel
(UVP Inc., San Gabriel, California, Amerikai Egyesiilt Allamok) ellendriztiik. A sejteket az
UVB irradiaciot megel6zéen minden esetben 2 oran keresztiil eldinkubaltuk az aldbbi
tablazatban Osszesitett reagensekkel, majd az UVB besugarzast kovetden a sejteket tovabbi 24

oréan keresztiil inkubaltuk a reagenseket tartalmazo médiumban.
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Reagensek Gyarto Katalogus szam Végkoncentracio
(+)-Etomoxir Sigma-Aldrich E1905 40 pM
natrium s6 hidrat
2-Deoxi-D-gliikoz Sigma-Aldrich D8375 10 mM
(2-DG)
Acetil-CoA (Ac- Sigma-Aldrich A2181 10 uM
CoA)
Antimicin Sigma-Aldrich A8674 5uM
BPTES Sigma-Aldrich SML0601 100 pM
Kalcium-klorid Sigma-Aldrich 223506 1.5 mM
(CaCly)

Kléramfenikol AdooQ Bioscience ADQ-A10200-100 25 uM
Compound C Selleckchem S7840 2.5 uM
KU-60019 AdooQ Bioscience ADQ-A10507-10 6 uM
L-Glutation Sigma-Aldrich G4251 5SmM
MitoTEMPO Sigma-Aldrich SMLO0737 10 uM

N-acetil-L-cisztein Sigma-Aldrich A7250 5 mM
Olaparib (AZD2281) Selleckchem S1060 1 uM
Oligomicin Sigma-Aldrich 04876 S5uM
Oxalacetat Sigma-Aldrich 04126 5mM
Palmitat Sigma-Aldrich P0500 25 uM
Veliparib (ABT-888) Selleckchem, S1004 25 uM
Houston, TX, USA
Pifithrin-alpha-HBr | AdooQ Bioscience ADQ-A12451-5 30 uM
Rapamicin AdooQ Bioscience ADQ-A10782-5 300-600 nM
Rotenon Sigma-Aldrich R8875 500 nM
UK-5099 Sigma-Aldrich PZ0160 50 uM
Wortmannin AdooQ Bioscience ADQ-A11161-5 300-600 nM

1. tablazat. A kisérletekhez hasznalt reagensek

6.3. CPD-specifikus fotoliazz mRNS transzfekcio és fotoreaktivacio

Az in vitro szintetizalt CPD-specifikus fotolidz enzimet kodold6 mRNS-t kollaboracios

partneriink Prof. Kariko6 Katalin és Dr. Boros Gabor (BioNTech RNA pharmaceuticals GmbH,
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BioNTech AG) allitottak el6 linearizalt plazmiddal (pTEV-CPD-PL-A101) a Potorous
tridactylus CPD-specifikus fotoliaz enzimjét kodold génjébdl. Az N1-metil pszeudouridint
tartalmazé modositott RNS-t dsRNS-specifikus J2 mAb (English & Scientific Consulting,
Budapest, Hungary) antitesttel tették duplaszali RNS-mentessé. Az mRNS tisztasagat agardz
gélelektroforézissel ellendrizték. A fotoliaz mRNS transzfekcional 24 lyuka plate-et
hasznaltunk, melynek 1-1 well-jébe HaCaT-ok esetében 1x10°, NHEK-ek esetében 2x10° sejt
keriilt. Amennyiben ettdl eltérden osztottuk szét a sejteket, az alkalmazott moédszernél jeldltiik
a sejtszamot €s sejttenyésztd edény nagysagat. A keratinocitdk fotolidz mRNS transzfekciojat
400 pL szérum- és antibiotikummentes Epilife médiumban (Thermo Fisher Scientific)
végeztiik, melyet 500 ng-nak megfelelé mikroliternyi CPD-specifikus fotoliaz enzimet kodolo
mRNS-sel, 1 uL Lipofectamine Plus-szal és 2 pL Lipofectamine LTX reagenssel (Thermo
Fisher Scientific) egészitettlink ki. A komplexet 2 6ran keresztiil hagytuk allni a sejteken. Az
UVB irradiaciot 300 uLL DPBS-ben végeztiik, melyet 1 g/L D-gliikk6zzal (Duchefa Biochemie,
Haarlem, Hollandia), 100 mg/L. CaClz-dal ¢és 100 mg/L. MgClz-dal (Spektrum 3D, Pécs,
Magyarorszag) egészitettiink ki. A fotoreaktivaciot ugyanebben az oldatban végeztiik 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 médiumban, tovabbi 24

oran at tartottuk az inkubatorban.

6.4. Géncsendesités

A PARPI fehérjére specifikus On-target plus SMARTpool PARP1 siRNS-t a Dharmacon
Research, Inc. cégtél vasaroltuk (Lafayette, Colorado, Amerikai Egyesiilt Allamok). A
kisérlethez nem-specifikus siRNS-t (Dharmacon) hasznaltunk kontrollként. A HaCaT sejteket
12 lyukd edényben tenyésztettiik antibiotikum-mentes, 10 %-os FBS tartalmia DMEM-ben. Az
1-es szamu csobe DharmaFECT transzfekcios reagenst (Dharmacon), a 2-es szdmu csObe az
adott siRNS keriilt 1x-es siRNS pufferrel (Dharmacon) komplexben, melyeket szérum- és
antibiotikummentes DMEM-mel higitottunk és szobahdn 5 percig allni hagytuk. A két cso
tartalmat 0sszedntottiik, a mixet tovabbi 20 percig inkubdaltuk, majd a sejtekre mértiik 50 nM
siRNS végkoncentracidban. 48 o6ra mulva a sejteket DPBS-sel mostuk, besugaraztuk és
komplett DMEM-ben tovabbi 24 6raig inkubaltuk dket. A transzfekcid hatékonysagat 24 o6raval

az UVB besugarzast kovetden ellendriztiik.
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6.5. Sejtviabilitas

A sejtek életképességének meghatarozasat az UVB irradiaciot kdvetéen 24 oraval végeztik
Dead Cell Apoptosis Kit-tel (Thermo Fisher Scientific) a gyart6 leirasa szerint. A festett sejteket
aramlasi citometriaval FACSCalibur késziiléken (Becton Dickinson, San Jose, California,
Amerikai Egyesiilt Allamok) analizaltuk. A propidium-jodid (PI), Annexin V dupla negativ
sejteket tekintettiik életképesnek. Az adatgytjtéshez és kiértékeléshez CellQuest pro szoftver
5.2 (Becton Dickinson) és Flowjo Single Cell Analysis v10.0.7 (TreeStar, Ashland, Oregon,
Amerikai Egyesiilt Allamok) szoftvert hasznaltunk.

6.6. Sejtproliferacio

crer

kovetden a sejteket 1x-es tripszin-EDTA oldattal begytijtottiik, 100 mm-es Petri csészébe
raktuk 6ket egyenld sejtszamban (5x10* sejt/edény) és 10 napig tartottuk ket inkubatorban. A
médiumot minden 3. nap cseréltiik. 10 nappal kés6ébb a keratinocitdkat DPBS-sel mostuk,
100%-0s metanollal (VWR Chemicals, Radnor, Pennsylvania, Amerikai Egyesiilt Allamok)
fixaltuk és May-Griinwald-Giemsa oldattal (Histolab Products, Vistra Frolunda, Svédorszag)
festettiik.

6.7. Sejtciklus analizis

Az egyes sejtciklus fazisok meghatarozasahoz 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 mosas utan a sejteket 0,5 mg/mL RNaz
tartalmtt DPBS oldatban inkubaltuk 1 6ran at 37 °C-on. A sejtek DNS tartalméanak jel6léséhez
propidium-jodidot (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk 20 pg/mL végkoncentracioban. A
nem kotddott PI eltavolitasdhoz kétszer mostuk a sejteket DPBS-sel. A mintdk DNS
tartalmanak meghatarozasahoz aramlasi citométerrel ,,doublet discrimination™-t végeztiik az

egyedi sejtek elkiilonitése céljabol, majd a PI intenzitasat az FL2-A csatornan abrazoltuk.

6.8. Hipoxantin-guanin foszforiboziltranszferaz (HPRT) mutacios assay

A CHO sejteket egy hétig hipoxantin—aminopterin—timidin (HAT) (Sigma-Aldrich)
médiumban tartottuk a mar meglévé HPRT mutaciok elimindldshoz. A HAT médiumot ezutan
komplett DMEM-re cseréltiik, és a sejteket 3 napig hagytuk regeneralddni. A CHO sejteket a
HaCaT-hoz hasonléan transzfektiltuk, viszont alacsonyabb, 5, 10 vagy 20 mJ/cm? UVB
irradiacionak tettiik ki. Heti haromszori passzalassal tovabbi egy héten at komplett DMEM-ben
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ndvesztettiik a sejteket, majd egyenld, 5x10* sejtszamban 100 mm-es Petri csészében 5 pg/mL
6-tioguanin (6-TG) (Sigma-Aldrich) tartalmi szelekciés médiumban tovabbi 10 napig
novesztettiik dket. A sejtek fixalasat, permeabilizalasat és festését a sejtproliferacional leirt

klonogén assay-hez hasonldan végeztiilk. A mutans kolonidkat megszamoltuk.

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

A keratinocitdkbdl DNS-t izoldltunk Purelink Genomic DNA Mini Kit-tel (Thermo Fisher
spektrofotométerrel ellendriztiik. A DNS-t 100 °C-on 10 percig denaturaltuk, majd jégen allni
hagytuk 15 percig. Az el6zdleg 0,003%-o0s protamin-szulfattal (Sigma-Aldrich) bevont 96
lyuku plate 1-1 well-jébe 15 ng-nyi DNS keriilt, melyet egy éjszakan at 37 °C-on beszaritottunk.
A plate-et haromszor mostuk 0,05%-o0os Tween-20 tartalmu PBS-sel (PBST), és 2%-0s FBS
blokkolé pufferben 37 °C-on 30 percig inkubaltuk. Anti-CPD (klén: TDM2) antitesttel
(Cosmobio LTD, Japéan) 1:1000 higitasban inkubaltuk a mintédkat 37 °C-on tovabbi 30 percig.
A PBST-vel torténd mosasi 1épések utan 1:3000 higitasban torma peroxidaz-konjugélt egér-
ellenes IgG mésodlagos antitest (Bio-Rad, Hercules, California, Amerikai Egyesiilt Allamok)
keriilt a well-ekbe, melyet a 37°C-on 30 percig torténd inkubalas utan PBST-vel mostunk, majd
citrat-foszfat tartalmu ekvilibralé pufferre (51,4 mM NaxHPOs, 24,3 mM citromsav
monohidrat, pH 5.0) cseréltiink. A puffert eltavolitottuk, majd 0,0063%-o0s H202 ¢és 0,04% o-
feniléndiamin (Sigma-Aldrich) tartalmu citrat-foszfat szubsztrat oldatot keriilt a mintdkra. 30
perc utan a szinreakciot 2 M-os H2SO4 (VWR) oldattal allitottuk le, az abszorbanciat 492 nm-

es hullamhosszon ELISA microplate olvasoval hataroztuk meg.

6.10. Valos ideju kvantitativ RT-PCR

A total RNS izolalasat guanidin izotiocianat-fenol-kloroformos extrakcioval végeztiik. Az RNS
mintak koncentracigjat €s tisztasagat NanoDrop spektrofotométerrel ellendriztiik. A mintakbol
DNaz I kezeléssel (Fermentas, St. Leon-Rot, Németorszag) eltavolitottuk a genomi DNS
szennyezddést. A reverz transzkripciot a gyarto leirdsanak megfeleléen High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, California, Amerikai Egyesiilt
Allamok) felhasznalasaval végeztiik. A PCR terméket a SYBR green festék (Applied
Biosystems) fluoreszcencia intenzitasanak novekedésével kovettilk nyomon 384 well optikai
plate-en, Lightcyler 480 II (Roche Diagnostics) tipusu késziiléken. A génexpressziot

22T modszerrel hataroztuk meg. A kapott értékeket a szukcinat dehidrogenaz (SDHA) és a
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foszfoglicerat kindz 1 (PGK1) haztartasi génekre normalizaltuk [189]. A primer parok

szekvenciajat az alabbi tdblazat tartalmazza:

Gén Forward Primer (5°-3’) Reverz Primer (5°-3’)

SDHA TGGGAACAAGAGGGCATCTG CCACCACTGCATCAAATTCATG
PGK1 GCGGGTCGTTATGAGAGT CTCCATTGTCCAAGCAGAAT
NRF2 TGGCACAAAACACATCACAAC CTTCATTACCCAAACCACCCA
TFAM AGCTCAGAACCCAGATGCAAAAA | TACCTGCCACTCCGCCCTATAA
ERRA GCCACAAGGAAGAGGAGGATG TCACAGGATGCCACACCATAG

2. tablazat. Az oligonukleotidok szekvencidja

6.11. Western blot

A sejteket 1x-es tripszin-EDTA oldattal begytijtottiik, majd 4 °C-on, 1500 rpm-en 5 percig tartd
centrifugdlast kovetden 1:1000 protedz inhibitor koktél (Sigma-Aldrich) tartalmu RIPA
pufferben (Sigma-Aldrich) jégen lizaltuk. 10 perces 15000 rpm-en és 4 °C-on torténd
centrifugalds utdn a feliiluszobol meghataroztuk a mintak fehérje tartalmat BCA assay-vel
(Thermo Fisher Scientific). A lizatumot 5x-0s loading pufferel [Bromfenolkék (0,25%), B-
merkaptoetanol (5%), Glicerol (50%), SDS (natrium-dodecil-szulfat; 10%), Tris-HCI (0,25 M,
pH 6.8)] egészitettiik ki, majd 10 percen at 100 °C-on forraltuk. A detektalni kivant fehérjék
molekulatomegének megfeleléen a mintdkat 5%, 7,5%, 10%, vagy 12,5% SDS tartalmu
poliakrilamid gélbe vittiik fel. A fehérjéket nitrocellul6z membranra (Bio-Rad) blottoltuk &t,
majd a membrant 5%-os borju szérum albumint (BSA) tartalmaz6 TBST-ben (0,05% Tween
20-at tartalmazd TBS puffer) blokkoltuk. Az elsddleges antitestet 4 °C-on egy ¢&jszakan at
hagytuk a membranokon. A haromszor 5 percig TBST-vel torténd mosasi 1épéseket kdvetden
torma peroxidaz-konjugalt egér, illetve nyul-ellenes IgG masodlagos antitesttel (Bio-Rad)
inkubéltuk a membranokat szobahdmérsékleten egy 6rdn at. A vizsgalni kivant fehérjéket a
kemilumineszcencia elvén miikodd Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher
Scientific) vagy SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher
Scientific) el6hivd folyadékkal tettiik lathatova. Standardként a ProSieve QuadColor Protein
markert hasznaltuk, mely 12 rekombinans fehérje keverékét tartalmazza 4,6, 10, 17, 26, 42, 55,
72, 95, 140, 180, 250 és 315 kDa molekulatomeggel. A savokat a nyilt forraskéda Imagel
v1.52a szoftverrel [190] (National Institutes of Health, Bethesda, MD) denzitometraltuk. Az
altalunk hasznalt normalizadlé fehérje a [-aktin volt. Az értekezésben hasznalt primer

antitesteket az alabbi tablazat Gsszesiti:
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Antitest
ACADM (PA5-27201)
AKT (9272)
AMPKa (23A3)
anti-PAR (10H) (sc-56198)
ATM (D2E2)
CPT1A (D3B3)

Drpl (D6C7)
HADHA (PA5-29813)
Keratin 1 (ab185628)
LC3A/B (D3U4C) Alexa Fluor
488 Conjugate
Mff (ESW4M)

Mifnl (D6E2S)

Mfn2 (D1E9)
MTCOL1 (PA5-79701)
OPA1 (D6UG6N)
pS3 CM 042 C
p70 S6 kinase (SAB4502691)
phospho-AK T3 (D9E) XP®
phospho-AMPKa'7? (40H9)
phospho-ATM51981
phospho-p53513 (16G8)
phospho-p70S6K 173 (108D2)
SDHA (PA5-79962)
SirT1 (07-131)

SirT2 (D4050)

SirT3 (D22A3)

SirT4 (PAS81259)
SirT5 (D8C3)

SirT6 (D8D12)

SirT7 (D3K5A)
B-actin (§H10D10)

Higitas

1:1000
1:1000
1:1000
1:500
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:750
1:50

1:1000
1:1000
1:1000
1:500
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:4000
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Gyarto
ThermoFisher Scientific
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Santa Cruz
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
ThermoFisher Scientific
Abcam
Cell Signaling Technology

Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
ThermoFisher Scientific
Cell Signaling Technology
Biocare Medical
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
ThermoFisher Scientific
Millipore
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
ThermoFisher Scientific
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology



3. tablazat. Az értekezésben haszndlt primer antitestek

6.12. Elektron mikroszkopia

A keratinocitékat tripszinezéssel begytjtottiikk, DPBS-sel mostuk, 1500 rpm-en centrifugaltuk,
majd a pelletet 3%-os glutdraldehidet (EMS, Hatfield, Pennsylvania, Amerikai Egyesiilt
Allamok) és 5% szachardzt tartalmazo 0,1 M-os kakodilat (EMS) pufferben fixaltuk 2 éran
keresztiil. 0,1 M-os kakodilat oldattal torténd mosast kdvetden a sejteket ozmifikéaltuk 1%
ozmium tetroxidban (OsO4), majd felszallé alkoholsorban dehidrataltuk a kovetkezdk szerint:
2x10 percig 50 %-os etanolban, 2x10 percig 70 %-os etanolban, 2x15 percig 96 %-o0s
etanolban, 3x20 percig abszolut etanolban €s végiil 2x10 percig propilén-oxidban. Durcupan
araldit kezeléssel bedgyaztuk a mintakat, majd kapszulazast kovetden ultravékony metszeteket
készitettiink Leica EM UC7 ultramikrotommal (Leica Microsystems, GmbH, Wetzlar,
Németorszag). A standard kontrasztozast uranil-acetdt (EMS) és Reynolds-féle 6lom citrat
oldattal végeztilk. A nagy felbontasu transzmisszids elektronmikroszkopias (TEM) képeket
Jeol JEM 1010 elektron mikroszkdppal és a hozza tartoz6 szoftverrel (JEOL Inc. Peabody, MA,
USA) készitettiik.

6.13. Konfokalis mikroszkopia

A sejteket iiveglemezre novesztettilk, majd 24 oraval a sejtkezelést kovetden az alabbi
reagensekkel festettiik 37 °C-on 30 percig a detektdlni kivant cellularis kompartmentdl
fliggéen. A mitokondrialis héalozat vizualizaciojdhoz 100 nM Mitotracker Red CMXRos-t
(Thermo Fisher Scientific), a lipid cseppek detektalasahoz 1 pg/mL Bodipy 493/503-t (Thermo
Fisher Scientific) vagy 1 mL DPBS-ben 30 pL Adipored-et (Lonza) hasznaltunk. A mintakat
kétszer mostuk DPBS-sel; 3,7%-os paraformaldehid oldattal (Sigma-Aldrich) szobahdn 20
percig fixaltuk, majd 0,2% Triton X-100 oldattal permeabilizaltuk. A DPBS-sel torténd mosast
kdvetden a mintdkat 1 6rdn at 1 %-os BSA oldattal blokkoltuk, majd egy éjszakan at 4 °C-on a
primer antitesttel inkubaltuk nedves kamraban. Az autofagoszémakat 1:50 higitasban Alexa
Fluor 488-konjugalt LC3A/B antitesttel, a Keratin 1 (K1) expressziot 1:750 higitdsban nytalban
termelt keratin 1 (Abcam) antitesttel tettiik lathatéva. Mésnap a mintdkat DPBS-sel mostuk,
majd a K1 expresszional Alexa Fluor 488-konjugalt nyul-ellenes mésodlagos IgG antitesttel
inkubaltuk egy oran at szobahdn, mivel a primer antitest nem volt fluoreszcensen jelolve.
DAPI-t tartalmazé mounting médiummal (Vector Laboratories Inc., California, Amerikai
Egyesiilt Allamok) fedtiilk a mintikat majd 60x-os olajimmerziés objektivval, Olympus
FV3000 mikroszkoppal (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) képeket készitettiink. A
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mitokondrialis hélézat jobb vizualizadcidja ¢és megfeleld értékelése érdekében Imagel
szoftverrel zajcsokkentést, hattérkivondst és lokalis kontraszt emelést alkalmaztunk az
irodalom szerint [191]. A mitokondrialis morfologiai paramétereket Imagel szoftver Mito-
Morphology makrojaval

(URL:https://imagejdocu.tudor.lu/plugin/morphology/mitochondrial morphology macro_plu

g-in/start), a kolokalizaciot JACoP bévitményével (URL:

https://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:analysis:jacop_2.0:just_another colocalizatio

n_plugin:start) végeztiik.

6.14. Mitokondrialis tomeg mérése

24 oraval az UVB irradiacio kovetéen 100 nM Mitotracker Green-nel (Thermo Fisher
Scientific) inkubaltuk a mintakat 37 °C-on 30 percig. A sejteket kétszer mostuk DPBS-sel,
tripszinezéssel begytijtottiik, és azonnal jégre helyeztiik. A Mitotracker Green fluoreszcencia

intenzitasat aramlasi citometriaval az FL1 csatornaban mértuk.

6.15. Mitokondrialis membranpotencial vizsgalata

A mitokondridlis membranpotencial meghatarozaséhoz munkank elsé felében 3,3'-
dihexiloxakarbocianin  jodidot [DiOCe(3)] (Thermo Fisher Scientific), a fotolidz
transzfekcional 100 nM Mitotracker Red CMXRos-t (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk.
Mindkét festék alkalmas a mitokondrialis membranpotencidl monitorozasara. A mintakat 37
°C-on 30 percig inkubaltuk a festékekkel. A sejteket kétszer mostuk DPBS-sel, 1x-es tripszin-
EDTA oldattal begytjtottiik, €s azonnal jégre helyeztikk. A Mitotracker Red CMXRos
fluoreszcencia intenzitdsat az FL3, a DiOCs(3) intenzitdsdt az FL1 csatornaban aramlési

citometridval hataroztuk meg.

6.16. Reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) detektalasa

A reaktiv oxigén gyokok meghatarozasat az el6z6 két modszerhez hasonloan végeztiik. Az itt
alkalmazott ROS detektalasara alkalmas festéket, a dihidroetidiumot (Thermo Fisher Scientific)
10 uM végkoncentracidban hasznaltuk, és fluoreszcencia intenzitasat az FL3 csatorndban

mértiik [192, 193].

6.17. Mitokondrialis reaktiv oxigén szabadgyokok (mtROS) detektalasa

24 oraval az UVB irradidcio kovetéen 1 uM MitoSOX Red-del (Thermo Fisher Scientific)
inkubaltuk a mintdkat 37 °C-on 10 percig [192, 194]. A sejteket kétszer mostuk DPBS-sel,
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tripszinezéssel begyljtottiik, és azonnal jégre helyeztik. A MitoSOX Red fluoreszcencia

intenzitasat aramlasi citometridval az FL3 csatornaban mértik.

6.18. Mitokondrialis DNS izolalas

24 oraval UVB irradiaciot kovetden a sejteket tripszinezéssel begytijtottiik, mostuk DPBS-sel,
majd 1500 rpm-en centrifugaltuk. A pelletb6l a Mitochondrial DNA Isolation Kit-tel
(Biovision, Mountain View, California, Amerikai Egyesiilt Allamok) a gyarto leirasanak
megfelelden mitokondridls DNSt izolaltunk. A mtDNS tisztasagat PCR mddszerrel
ellendriztiik. A magi DNS altal kodolt f2-mikroglobulin, valamint a mitokondrialis genom altal
kodolt tRNS" génre tervezett specifikus primerparokkal PCR-t végeztiink, majd a mintakat
agardz gélelektroforézissel megfuttattuk. A mtDNS izolalas optimalizalast addig folytattuk,

amig genomi DNS mennyisége 90%-kal nem csokkent.

6.19. Citrat-szintaz (CS) aktivitas vizsgalata

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

meg. A kapott OD értékeket a sejtek 0sszfehérje tartalmara normalizaltuk.

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

A sejteket 96 lyuku XF96 sejttenyésztd edénybe (Agilent Technologies, Santa Clara,
California, Amerikai Egyesiilt Allamok) osztottuk szét 10,000 sejt/well denzitisban, melyeket
kovetkezO nap az aldbbiak szerint transzfektaltunk: 125 ng CPD-specifikus fotolidz enzimet
kodold mRNS, 0,25 puL Lipofectamine Plus és 0,5 pL Lipofectamine LTX Reagens kertilt 100
uL szérum- és antibiotikummentes Epilife médiumba. A sejteket 30 uL-nyi D-gliikozt, CaClz-
ot és MgClz-ot tartalmazo DPBS-ben sugaraztuk be és a fotoreaktivalast is ebben a térfogatban
végeztiik 30 percig. 23 6raval az UVB expozicidt kovetden és egy oraval a mérés inditasa eldtt
a sejtekrdl a komplett DMEM-et 1 mM nétrium-piruvat (Thermo Fisher Scientific), 2 mM L-
glutamin (Sigma-Aldrich) és 10 mM gliikéz tartalmt puffermentes, ugynevezett unbuffered
DMEM-re (Agilent Technologies) cseréltiik, és CO2-mentes inkubatorban egy 6ran keresztiil
ekvilibraltuk 6ket. BPTES, Etomoxir ¢s UK-5099 inhibitorokkal mértiik a glutamin, a zsirsavak
¢s a piruvat mitokondridlis oxidacidjat. Az egyes szubsztratok alapfluxusat, maximalis

hozatalat ¢és tartalék kapacitdsat az XF96 Extracellular Flux Analyzer (Seahorse Bioscience,
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North Billerica, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok) késziilékkel mért oxigén

fogyasztasi értékekbdl szarmaztattuk az alabbiak szerint:

Mérés Elsé injektalas Masodik injektalas
Glutamin alapfluxus BPTES Etomoxir/UK-5099
Zsirsavak alapfluxus Etomoxir BPTES/UK-5099
Piruvat alapfluxus UK-5099 Etomoxir/BPTES
Mérés Elsé injektalas Masodik injektalas
Glutamin maximalis hozatal | Etomoxir/UK-5099 BPTES

Zsirsavak maximalis hozatal | BPTES/UK-5099 Etomoxir

Piruvat maximalis hozatal Etomoxir/BPTES UK-5099

4. tablazat. A Seahorse Mitofuel Flex Test sematikus dbrazoldasa

Alapfluxus (%) = (alap OCR-els6 injektalas utani OCR)/(alap OCR-masodik injektalas utani
OCR) x 100

Maximalis hozatal (%) = (1-(alap OCR-elsd injektalas utani OCR)/(Baseline OCR-masodik
injektéalas utani OCR)) x 100

Tartalék kapacitas (%) = Maximalis hozatal-alapfluxus

6.21. Glikolizis és oxidativ foszforilacio vizsgalata

......

részben ismertetettekhez hasonloan végeztik. A munkank elsé felében az UVB sugarzas,
valamint a PARP gatlas hatdsanak a vizsgalatahoz szintén XF96 sejttenyészté edénybe keriiltek
a sejtek, de itt természetesen nem kertilt sor transzfekciora és fotoreaktivaciora. Egy oraval az
assay inditasa el6tt a sejtekrdl a komplett DMEM-et 10 mM gliikdz tartalmt puffermentes
DMEM-re cseréltiikk és CO2-mentes inkubatorban tartottuk oket egy oran keresztiil. Négy
alapmérés utan, oligomicin (Sigma-Aldrich), FCCP (Sigma-Aldrich) és antimicin A (Sigma-
Aldrich) keriilt befecskendezésre, melyekkel lehetévé valt tobbek kozott az oligomicin-
szenzitiv- ¢és rezisztens légzés, a maximalis respirdcid6 ¢és a mitokondrialis 1égzés
meghatarozasa. Az oxigénfogyasztasi értékek (OCR) az oxidativ foszforilaciot, az
extracellularis acidifikacios rata (ECAR) a glikolizis aktivitasat tiikrozik. Minden OCR ¢és

ECAR értéket a sejtek Osszfehérje tartalmara normalizaltuk.
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6.22. Endogén és exogén zsirsav oxidacio meghatarozasa

rrrrrr

részben ismertetettekhez hasonldéan végeztikk. Kozvetlen az UVB besugarzast kdvetden a
sejtekrél a DPBS-t 0,5 mM D-gliikoz, 1 mM L-glutamin, 0,5 mM L-karnitin (Sigma-Aldrich)
¢s tovabbi 23 oran &t tartottuk inkubatorban a sejteket ebben a szubsztrat-csokkentett
médiumban. 45 perccel az assay-t megeldzoen a szubsztrat limitalt médiumot tigynevezett fatty
acid oxidation assay (FAO) médiumra (111 mM NaCl, 4,7 mM KClI, 1,25 mM CaClz, 2 mM
MgSO0s4, 1,2 mM NaH2POs4) cseréltiink, melyet 2,5 mM D-gliik6zzal, 0,5 mM L-karnitinnel és
5 mM HEPES-sel egészitettiink. Az oldatot pH 7.4-re allitottuk be. 135 pL FAO assay médium
keriilt minden well-be, és a plate-et egy 6ran at CO2-mentes inkubatorban tartottuk. Vehicle
vagy 40 uM Etomoxir kertiilt a mintakra és tovabbi 15 percig hagytuk, hogy az inhibitor kifejtse
CPT1 gatlo hatasat. Az endogén és exogén zsirsav oxidacio elkiilonitése céljabol 30 pL XF
Palmitate-BSA FAO Substrate vagy BSA (Seahorse Bioscience) keriilt az adott mintdkra. A
négy alapmérés utan, oligomicin, FCCP és antimicin A kertilt befecskendezésre. Minden OCR

értéket a sejtek dsszfehérje tartalmara normalizaltunk.

6.23. ATP szint mérés

A sejteket az UVB irradicaiot kovetd 24. oraban begytijtottiik, PBS-sel mostuk és 1500 rpm-en
centrifugaltuk. A feliiluszo leszivasa utan a pellet teljes ATP készletének meghatarozasat ATP
Colorimetric/Fluorometric Assay-vel (Biovision) végeztiik a gyart6 leirdsa szerint. Az optikai
denzitast 570 nm-en hataroztuk meg ELISA mikroplate olvasdval. A kapott OD értékeket a

sejtek total fehérje tartalmara normalizaltuk.

6.24. NAD" tartalom meghatarozasa

A keratinocitdk NAD" tartalmanak meghatarozasat a Biovision-tol vasarolt NAD/NADH
Quantitation Colorimetric Kit-tel végeztiik. A keratinocitakat tripszinezéssel begytijtottiik,
PBS-sel mostuk ¢s 1500 rpm-en centrifugaltuk. A feliilliszo leszivasa utan a pelletet kétszeri
fagyasztas-olvasztas ciklusnak vetettiik ala NAD"/NADH extrakcios pufferben. A mintak felét
egy masik Eppendorf cs6be vittiik at, és 60 °C-on melegitettiik, ahol a hére érzékeny NAD"
lebomlik és csak a NADH marad vissza. A mintdkat lecentrifugéltuk, a feliilaszot 96 lyuka
plate-re vittlik at, és elohivo reagenst mértiink rajuk, majd meghataroztuk az OD értékeket 450

nm-en. A kapott OD adatokat a sejtek Osszfehérje tartalmara normalizaltuk.
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6.25. Statisztikai analizis

A populacié eloszlasat Kolmogorov—Smirnov teszttel allapitottuk meg. Amennyiben a
populaci6 nem normal eloszlast mutatott, az értékeket logaritmikusan vagy Box-Cox
modszerrel transzformaltuk. Chi? vagy Fisher-féle egzakt teszttel hataroztuk meg az egyes
mitokondrialis morfologiai altipusok gyakorisagat. A tobbféle kezelés kozotti szignifikdns
eltérések meghatarozdsait ANOVA modszerrel végeztiik, melyet Sidak’s vagy Dunnett’s-féle
post-hoc analizissel egészitettiink ki. Minden adatot az atlag + az atlag standard hibajaként
(SEM) ébrazoltunk. Az eredményeket p<0.05 tekintettiik szignifikansnak. A statisztikai
szignifikancidk meghatdrozasat GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., San Diego,
Calofornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) és SPSS 25 szoftverrel (SPSS package for Windows,
Release 25.; SPSS, Chicago, Ilinois, Amerikai Egyesiilt Allamok) végeztiik.
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7. EREDMENYEK

7.1. A Poli(ADP-rib6z) polimeraz 1 (PARP1) gatlasa fokozza az UVB-indukalt DNS
karosodast

Munkénk elsé felében az UVB sugarzas altal indukalt DNS kérosodas ¢és a mitokondrialis
metabolizmus kdzotti kapcsolat feltérképezését tliztiik ki célul. Human immortalizalt (HaCaT)
keratinocitakon vizsgaltuk az UVB sugérzas PARilaciora kifejtett hatasat két eltéré dozisa (20
vagy 40 mJ/cm?) UVB irradiaciot kdvetéen. Mar az UVB expoziciot kovetd elsé 6t percben
megfigyelheté 95 kDa folott a PAR polimer megjelenése (8/a dbra). 40 mJ/cm? UVB dozis
mellett nagyobb PARilacids jelet detektaltunk, mely a PARP1 fehérje dozisfiiggd
aktivalodasara utal UVB besugarzast kovetéen. Amennyiben a potens PARP1 inhibitort, ABT-
888-t hasznaltunk, a PARP1 aktivacioja UVB mellett is gatolhatd volt. A PARPI kozponti
szerepet jatszik a DNS repair utvonalak koordindladsaban [195], ezért megvizsgaltuk, hogy a
PARP1 gatlasa hogyan befolyasolja az UVB-re keletkezd fotoliéziok, a CPD-k eltavolitasat.
UVB besugarzast kovetden dozis- és idofliggd moédon a CPD-k nukleotid excizids repair
rendszer aktivitasatol fiiggd lassu eltavolitasa volt megfigyelhetd (8/b dbra). Ezzel szemben a
PARP gatlo alkalmazésa szignifikansan lassitotta a CPD-k eltavolitasat, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy a NER hatékony miikodéséhez elengedhetetlen a PARP1 fehérje katalitikus
aktivitasa. A ki nem javitott fotolézidk a DNS karosodassal bir6 sejtek mitdzisba vald 1épését
gatolhatjak [196], ezért vizsgaltuk az egyes sejtciklus fazisok megoszlasat. UVB hatasara a
keratinocitak G2/M fézisban valo feldisulasat tapasztaltuk (8/c abra), mely PARP gatl6 hatdsara
tovabbi emelkedést mutatott 20 mJ/cm?> UVB dézis mellett. Ezzel egyiitt a PARP1 gatlasa
(8/d 4bra) és viabilitdsdban (8/e abra) nyilvanult meg. Mivel ABT-888 kezelés mellett fokozott
fotoszenzitiv valaszt figyeltiink meg, ezért kivancsiak voltunk, hogy a PARP gatlds utan
tapasztalt fokozott DNS karosodas hajlamosit-e mutaciok kialakulasara. A HaCaT sejtek
nagyon jol toleraltdk a HPRT mutacios assay-nél hasznalt 6-tioguanin szelekcidés médiumot,
ezért szakirodalmi adatok alapjan [197-199] CHO sejteket hasznaltunk alternativaként. UVB-
re a HPRT mutans klonok szamanak az emelkedését tapasztaltuk (8/f dbra), azonban a
varakozasainkkal ellentétben a PARP1 gatlasa az UVB-indukalt mutaciés rata jelentOs
csokkenését okozta. Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy habar a PARP gatloszer fotoszenzitiv
valaszt valt ki keratinocitdkban, fokozott karcinogenezisre vald hajlamot nem tudtunk

kimutatni.
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8. dabra. A Poli(ADP-riboz) polimeraz 1 (PARPI) gdtlasa fokozza az UVB-indukalt DNS kdrosoddst.
(a) PARP aktivitas (PAR) iddfiiggésének meghatdrozasat western blottal végeztiik 20 és 40 mJ/cm® UVB
expoziciot, valamint 25 uM ABT-888 kezelést kiovetden (n=3). A feltiintetett idépontok az UVB
besugarzas utan eltelt idointervallumokat jelentik. A képeken kontraszt és fényerd korrekciot végeztiink.
(b) A keratinocitdkat 20 vagy 40 mJ/cm’ UVB dozissal besugaraztuk, majd kiilonbozé idépontokban
DNS-t izolaltunk. A feltiintetett idopontok az UVB besugarzas utan eltelt idéintervallumokat jelentik. A
CPD-k relativ mennyiségének meghatarozasat ELISA-val végeztiik (n=4). (c) A sejtciklus fazisok
megoszlasat 24 oraval UVB irradiaciot kévetden propidium-jodidos festéssel daramlasi citometriaval

crer

nappal az UVB irradidciot kovetoen (n=4). (e) A sejtek viabilitasat Alexa-488 konjugalt Annexin V és
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PI kettos festéssel elemeztiik. A dupla negativ sejteket tekintettiik életképesnek (n=5). (f) A HPRT
mutdcios assay-t CHO tenyészeten végeztiik. A sejteket 10 napig tartottuk UVB besugdrzast kévetden
szelekcios médiumban (n=3). Az adatokat atlag + az atlag standard hibdjaként (SEM) abrazoltuk. *, **
és *** jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem irradialt és az UVB besugdrzdsnak kitett
mintdk kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. *, ™ és " jeloli a statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket a vehicle kontroll és az ABT-888 kezelt mintdk kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001.
A szignifikancia meghatarozasat egyszempontos variancianalizissel (one-way ANOVA) végeztiik, melyet

Sidak’s-féle post-hoc analizissel egészitettiink ki.

7.2. A PARP1 gatlasa fokozza az UVB-okozta mitokondrialis biogenezist

Irodalmi adatok arrdl szamolnak be, hogy a DNS karosodas szoros Osszefiiggést mutat a
mitokondrialis biogenezissel [91, 180, 200], mely folyamat sordn kiilonbozé transzkripcios
faktorok aktivaloédasaval, a mitokondridlis és magi gének koordindlt expresszidjaval Uj
mitokondriumok szintézise torténik [73]. Transzmissziés elektronmikroszkopiaval (TEM)
vizsgalva a mitokondriumok ultrastrukturajat azt tapasztaltuk, hogy UVB besugarzasra a
mitokondriumok strukturaltabb szerkezetet vesznek fel az UVB irradiacionak ki nem tett
sejtekhez képest. Ez a jelenség még inkabb megfigyelhetd volt a PARP gatloszer alkalmazéasa
utan (9/a dbra). A mitokondrialis szerkezet valtozasa mellett a mitokondriumok szaméban (9/b
abra) és Osszteriiletében (9/c abra) is emelkedést tapasztaltunk UVB besugarzast kovetden. A
PARP1 gétlasa itt is szignifikans emelkedés okozott a nem irradialt és a 20 mJ/cm?-os UVB-
expondlt mintdkhoz képest. Mivel a sejtek mitokondridlis tartalma igen dinamikusan valtozik a
mitokondrialis biogenezis és a mitofagia, mint két egymas ellen hato folyamat aranyatol, ezért
direkt mitokondrialis biogenezisre utalé markereket kerestiink eredményeink megerdsitéséhez.
Western blottal vizsgaltuk a mitokondrialis genom altal kodolt mitokondrialis citokrom C
oxidaz I (MTCOLI) és a magi DNS éaltal kddolt szukcinat dehidrogenaz A alegységének (SDHA)
fehérje expresszigjat, valamint dramlési citométérrel analizaltuk a mitokondrialis tomeget.
Eredményeink az MTCO1/SDHA aranyanak (9/d abra), valamint a mitokondrialis toémeg (9/e
abra) emelkedésérél szamolnak be. A PARP1 gatloszer alkalmazasa ebben az esetben is
potencirozta ezeket a valtozasokat. Emellett a mitokondrialis biogenezisre hato transzkripcios
faktorok génexpresszios vizsgalataval igazoltuk a mitokondridlis transzkripcios faktor A
(TFAM), a magi respiracios faktor 2 (NRF2) és az Osztrogén receptor alfa izoforméjanak
(ERRA) szerepét az UVB ¢és a PARPI inhibitor okozta mitokondrialis biogenezis
kozvetitésében (9/f abra). Ezeket az adatokat figyelembe véve elmondhatd, hogy aktiv
mitokondrialis biogenezis zajlik UVB irradiaciot kovetden, melyet a PARP1 gatlasa tovabb

erosit.
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9. abra. A PARPI gatlasa fokozza az UVB-okozta mitokondridlis biogenezist. (a) Transzmisszios
elektronmikroszkopiaval (TEM) vizsgaltuk az UVB és a PARP gatlas hatdsdt a mitokondrialis
ultrastrukturara. A kinagyitott képeket a jobb also sarokban jelenitettiik meg. A mitokondriumok (b)
szamat és (¢) teriiletét a TEM képekbdl szamoltuk (n>7) (d) az MTCO1/SDHA aranyat western blottal
hataroztuk meg (n=3). A savokat denzitometraltuk, az MTCOI expressziojara kapott értékeket pedig az
SDHA haztartasi fehérjére normalizaltuk (e) a mitokondridlis tomeget a Mitotracker Green
fluoreszcencia intenzitasabol aramlasi citometriaval hataroztuk meg (n=3). (f) a mitokondridlis
biogenezist iranyito transzkripcios faktorok mRNS expressziojat valos idejii PCR-ral vizsgaltuk (n>3).
—/+ jeloli a Vehicle kontrollt, illetve az ABT-888 kezelt mintdkat. Az adatokat atlag + az atlag standard
hibajakent (SEM) abrazoltuk. *, ** és *** jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem
irradialt és az UVB besugdrzdasnak kitett mintik kozétt, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. *, " ¢s
jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a vehicle kontroll és az ABT-888 kezelt mintak kozott,

ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. A szignifikancia meghatarozasat egyszempontos variancianalizissel

(one-way ANOVA) végerztiik, melyet Sidak’s-féle post-hoc analizissel egészitettiink ki.

7.3. A PARP1 gatlasa fokozza az UVB-indukalt mitokondrialis fuziot

Mivel a TEM soran kapott ultravékony metszetek nem mindig alkalmasak a mitokondrialis
halozat Osszetettségének megallapitasara, ezért konfokalis mikroszkopidval vizsgaltuk a
mitokondrialis halézat szerkezetét. A mitokondridlis halézat hosszisaga és eldgazddasi
képessége alapjan 3 morfoldgiai altipust kiilonitettiink el: fragmentalt, intermedier és tubularis
mitokondriumokat. Az UVB irradidcionak ki nem tett sejtekben a domindnsan jelenlévo

mitokondridlis tipus a fragmentalt forma volt. Novekvé UVB dozis mellett megfigyelhetd a
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fragmentalt forma csokkenése, valamint az intermedier €s a tubularis mitokondrialis altipusok
gyakorisaganak emelkedése, mely 40 mJ/cm*> UVB doézis mellett mutatott legjelentésebb
valtozast (10/a, b abra). A PARP1 gétloszer onmagéban is emelte az intermedier mitokondrialis
format, 20 mJ/cm? UVB dézis mellett pedig csokkentette a fragmentalt, valamint emelte a
tubularis mitokondriumok szamat. Az UVB, valamint az ABT-888 mitokondrialis hal6zatra
gyakorolt hatdsadt az ugynevezett ,form factor” is megerdsiti, mely a mitokondriumok
elagazdodasi képességét tiikrozi (10/c abra). Végiil western blottal vizsgaltuk a mitokondrialis
faziot tamogatd Mfnl, Mfn2 és az OPA1 fehérjék kifejezodését. Mindharom fehérje emelkedett
expressziot mutatott UVB hatasara, melyet a PARP1 gatlasa tovabb fokozott (10/d, e abra).
Fehérje expresszios eredményeink Osszhangban allnak a konfokalis mikroszkopia soran
tapasztalt valtozasokkal, ami azt sugallja, hogy a PARP1 gatlasa fokozza az UVB irradidcio
hatasara bekdvetkezd mitokondridlis fuziot, melynek hatterében a fuzioért felelds fehérjék

fokozott kifejezédése allhat.
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10. abra. A PARPI gatlasa fokozza az UVB-indukadlt mitokondridlis fiiziot. (a) A PARPI gatlas és az
UVB hatdsa az egyes mitokondrialis morfologiai altipusokra (fragmentalt, intermedier, tubularis) (n>29
sejt). (b) A mitokondridlis morfologiat konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk Mitotracker Red CMXRos
festéssel (n=3). A kinagyitott képeket a jobb also sarokban jelenitettiik meg. (¢) A mitokondrialis halozat
elagazodasi képességét a konfokdlis mikroszkopos képekbdl szamoltuk és form faktorként jeloltiik (n=3).
(d) A mitokondrialis fuzioért felelos Mfnl, Mfn2 és OPAI fehérjéket western blottal vizsgaltuk. (e) A
savokat denzitometrdltuk, a kapott értékeket pedig a p-aktin hdztartasi fehérjére normalizaltuk. —/+
jeloli a Vehicle kontrollt, illetve az ABT-888 kezelt mintdkat. Az adatokat atlag + az datlag standard
hibajakent (SEM) abrazoltuk. *, ** és *** jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem

irradialt és az UVB besugdrzdasnak kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. * ™ ¢s "
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jeléli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a vehicle kontroll és az ABT-888 kezelt mintak kozott,
ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. A szignifikancia meghatarozasat egyszempontos variancianalizissel
(one-way ANOVA) végeztiik, melyet Sidak’s-féle post-hoc analizissel egészitettiink ki. Az a panelen Chi’
vagy Fisher-féle egzakt teszttel hataroztuk meg az egyes mitokondrialis morfologiai altipusok

gyakorisagat.

7.4. A PARP1 gatlasa fokozza az UVB-okozta mitokondrialis metabolizmust

A mitokondridlis haldzat morfologiai valtozasai szigortian koordindltak intra-és extracellularis
szignaloknak, valamint kornyezeti hatasoknak megfeleléen [201, 202], melyek a mitokondrialis
biogenezist [203] és fuzidt [204, 205] a mitokondriumok funkcionalis valtozasaival hangoljak
Ossze. Habar gyakran megfigyelhetd, hogy a fragmentalt mitokondriumok alacsony [206], mig
a fuzionalt halozat magas [205] metabolikus aktivitassal rendelkezik, eléfordul, hogy a
mitokondriumok aktivitdsa €s morfologidja kozott nem taldlnak Osszefiiggést [207, 208].
Megvizsgaltunk tobb, a mitokondriumok aktivitadsat tiikr6zé paramétert, hogy a kisérleti
rendszerlinkben tapasztalt mitokondrialis haldzat reorganizdcidja a mitokondridlis aktivitas
emelkedésével tarsul-e. A sejtek redox potencialjat is befolyasolo NAD™ szint vizsgalatanal azt
tapasztaltuk, hogy UVB hatdsara minimalisan, ugyanakkor szignifikdnsan csokken a sejtek
NAD" szintje (11/a 4bra). A PARP1 gatlasa nem csak ellensulyozta az UVB-okozta NAD"
depléciot, de onmagaban is jelentGsen emelte a NAD" mennyiségét. Ezzel szemben, a
mitokondrialis aktivitast tiikr6z6 mitokondridlis membranpotencial (11/b ébra) és ATP szint
(11/c abra) jelent6sen emelkedett UVB besugarzas hatasara, melyet a PARP1 gatlasa tovabb
erdsitett. Mindazonaltal figyelembe kell venni, hogy mindkét paraméter egymastol fliggetlentil
is valtozhat, és nem feltétlentil tiikrozik a sejtek metabolikus allapotat. Az FoF1 ATP szintetaz
(Iégzési lanc V-6s komplex) gatlasa pl. jelentdsen csokkenti a sejtek ATP termelését, ami a
proton gradiens gatlasa révén mitokondrialis membran hiperpolarizaciot okoz [209]. Az ATP
szint is dinamikusan emelkedhet a fokozott oxidativ foszforilacio (OXPHOS) vagy a csokkent
ATP felhasznalas miatt. Eppen ezért valos idejii metabolikus fluxus vizsgalattal egészitettiik ki
eredményeinket, ahol az ECAR a glikolizis aktivitasarol, az OCR pedig az OXPHOS
aktivitasarol ad informaciot. Habaér a glikolizis aktivitdsa csak minimélisan véltozott 40 mJ/cm?
UVB dozis mellett (11/d &bra), a PARP1 gatldszer szignifikansan fokozta a glikolizist. Ezzel
szemben az alap OXPHOS ¢és a mitokondrialis ATP termelés UVB hatasara is dozisfiiggd
modon emelkedett (11/f dbra). A Szent-Gydrgyi-Krebs ciklus (citratkor) elsd 1épését katalizalo
citrat-szintaz (CS) enzim aktivitaisa az OXPHOS-hoz hasonléan emelkedett UVB irradiacio

hatdsara (11/e abra). A PARP1 gatlasa mind az CS, mind az OPXHOS aktivitdsat markansan
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ndvelte 0 és 20 mJ/cm? UVB dozis mellett. Végiil irodalmi adatok alapjan megvizsgaltunk tobb
olyan fehérje expressziojat, melyek dsszehangolhatjdk az UVB-indukalt DNS kérosodast a
lebont6 folyamatok aktivalodasaval. Szerepiikkel 6sszhangban az ATM, az AMPK, a p53, az
AKT ¢és a p70S6K1 foszforilacidjanak emelkedését tapasztaltuk dozisfiiggdé moédon UVB
irradiaciét kovetden, melyet a PARP1 gatlasa a legtobb esetben szignifikansan fokozott (11/g
abra). A fehérjék foszforilacios allapotdnak emelkedése az adott protein aktivitasdnak
emelkedését, az oxidativ anyagcsere fokozddasat jelentik. Ezek az adatok arra engednek
kovetkeztetni, hogy valoban a katabolikus folyamatok felerésodése okozza az ATP szint
emelkedését, illetve nem csak a mitokondrialis 1égzési lanc disztalis része mutat novekvo
aktivitast UVB és PARP gatlészer mellett, hanem az OXPHOS indukciojat a citratkor
aktivitdsanak emelkedése el6zi meg. Ezeknek a mitokondridlis valtozdsoknak a kdzvetésében

jatszhatnak szerepet az ATM, AMPK, p53, AKT és p70S6K1 utvonalak aktivalodasa.
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11. abra. A PARPI gdtldsa fokozza az UVB-okozta mitokondridlis metabolizmust. (a) A sejtek NAD"
tartalmat kolorimetrias assay-vel hataroztuk meg 24 ordaval UVB besugarzast kovetden. Az
abszorbanciat 490 nm-en meértiik (n=2). (b) 3,3 -dihexil-oxakarbocianin jodid [DiOCs(3)] festéssel,
dramldsi citometriaval mértiik a sejtek mitokondrialis membranpotencidljat (n=4). (c) A keratinocitak
ATP készletét kolorimetrias assay-vel hataroztuk meg (n=3). A (d) glikolizis és a (f) az oxidativ
foszforilacio, valamint a mitokondridlis ATP termelés meghatdrozdsat Seahorse XF96 késziilékkel
végeztiik (n=6). (e) A Szent-Gyorgyi-Krebs ciklus (citratkor) aktivitasat kolorimetrias assay-vel
vizsgaltuk (n=3). (g) Az oxidativ foszforilaciot szabalyozo fehérjék mennyiségi kimutatasat western
blottal végeztiik. A savokat denzitometraltuk, a kapott értékeket pedig a f-aktin haztartasi fehérjére

51



normalizdltuk (n>3). Az adatokat datlag + az atlag standard hibajaként (SEM) abrazoltuk. *, ** és ***
jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem irradialt és az UVB besugdrzdsnak kitett mintdk
kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. ", ™ és ™ jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a
vehicle kontroll és az ABT-888 kezelt mintdk kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. A szignifikancia
meghatdrozasat egyszempontos variancianalizissel (one-way ANOVA) veégeztiik, melyet Sidak’s-féle

post-hoc analizissel egészitettiink ki.

7.5. Az anti-apoptotikus hatasa oxidativ foszforilacio ATM, AMPK, p53, PI3K1 és
mTOR-fiiggé modon szabalyozodik UVB utan

Az ATM, AMPK, p53, PI3K1 (AKT upstream) és p70S6K1 (mTOR downstream) fehérjék
oxidativ foszforilacioban betoltott szerepének igazoldsara, az adott fehérje specifikus
inhibitoraval valos idejli metabolikus fluxus vizsgalatot végeztiink a 11/f dbrdhoz hasonloan.
ATM inhibitorként KU-60019, AMPK gatloszerként compund C-t, p53 inhibitorként pifithrin-
alpha-HBr-ot alkalmaztunk. A PI3K1 és az mTOR utvonalak aktivacidjat wortmanninal vagy
rapamicinnel gatoltuk. Az altalunk vizsgalt fehérjék gatlasa sordn azt tapasztaltuk, hogy az
UVB irradiacio, valamint a PARP gatloszer mellett megfigyelt emelkedett OCR értékek a nem
irradidlt csoportnak megfeleld szintre csokkentek (12/a abra). Ezek az adatok arra engednek
kovetkeztetni, hogy az UVB és az ABT-888 kezelés mellett jelentkezd fokozott fehérje
expresszid ¢és foszforilacio aktivan részt vesznek az UVB sugarzas-indukalt oxidativ
anyagcsere elinditasaban. A PARP1 mellett az ATM fehérjét tekintik az egyik kulcsszereplonek
a DNS karosodas felismerésében és a DNS hibajavitas elinditasaban [210]. Az ATM géatlasa
hatékonyan csokkentette az AMPK, p53, AKT és a p70S6K1 fehérjék foszforilacidjat az UVB,
valamint az UVB+PARP inhibitor kezelt csoportban egyarant (12/b abra). Ez azt sugallja, hogy
az ATM fehérje az AMPK, p53, AKT ¢és az mTOR utvonalak aktivacidjan keresztiil vezet az
UVB ¢és PARP1 gatlo mellett tapasztalt OXPHOS emelkedéséhez. A fokozott mitokondrialis
bioenergetika egy adaptiv valasz része lehet, mellyel az UVB-irradialt keratinocitdk a DNS
hibajavitas ATP igényét probaljak fedezni. Ennek a feltételezésnek a bizonyitdsdhoz olyan
gatloszereket alkalmaztunk, melyek irodalmi adatok alapjan hatékonyan gatoljak az V-Os
komplex (oligomicin) [211] és az I-es komplex [212] aktivitdsat (rotenon), csokkentik a
mitokondrialis biogenezist (kloramfenikol) [213] vagy a mi kisérleti rendszeriinkben az
OXPHOS aktivitasat szignifikansan csokkentették (KU-60019, compound C-t, pifithrin-alpha-
HBr, wortmannin vagy rapamicin). Eredményeink azt mutatjak, hogy barmely, a fokozott
mitokondridlis aktivitas ellen hatd gatlészer az UVB-irradidlt sejtek életképességének a
csokkenését okozta (12/c abra), mely arra utal, hogy az UVB-indukalt OXPHOS adaptiv és

anti-apoptotikus hatdssal bir.
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12. abra. Az anti-apoptotikus hatdasu oxidativ foszforilacio ATM, AMPK, p53, PI3K1 és mTOR-fiiggd
modon szabalyozodik UVB utdan. (a) Az oxidativ foszforilaciot szabalyzo fehérjék vizsgalatihoz ATMi
(KU-60019), AMPKi (Compound C), p53i (Pifithrin-alpha-HBr), PI3KI1i (Wortmannin) és mTORi
(Rapamycin) keriilt adott koncentracioban a médiumba majd az oxigénfogydst a 11/f adbrdahoz hasonloan
végeztiik (n>3). (b) Az ATM-fiiggd utvonalak meghatarozasat western blottal végeztiik (n=3). A képeken
kontraszt és fenyerd korrekcio tortént. (c) A sejtek életképességének a meghatarozdsdat a 8/e abrandal
leirtakhoz hasonléan végeztiik. 40 mJ/cm’ UVB besugdrzas mellett oligomicin, rotenon, kiéramfenikol,
KU-60019, compound C, pifithrin-alpha-HBr, wortmannin valamint rapamicin keriilt a médiumba adott
koncentracioban (n>4). Az adatokat datlag + az atlag standard hibajaként (SEM) abrazoltuk. * ** és
*** jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. A szignifikancia

meghatarozasat egyszempontos variancianalizissel (one-way ANOVA) végeztiik, melyet Sidak’s-féle
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post-hoc analizissel egészitettiink ki. A ¢ panelen a szignifikancidat egyszempontos variancianalizissel

(one-way ANOVA) hatdroztuk meg, melyet Dunnett’s-féle post-hoc analizissel egészitettiink ki.

7.6. Az UVB-indukalt autofagia ATM, AMPK, p53, PI3K1 és mTOR-fiiggé médon
szabalyozédik

A DNS kérosodasra adott celluldris valasznak fontos szerepe van a sériilt sejtalkotok és a
mikroszkopiaval, valamint western blottal vizsgalva az autofagia egyik altalanos markerét
(LC3) azt tapasztaltuk, hogy UVB-re emelkedik az LC3" vezikulumok (autofagoszomak)
szama (13/a, b abra) és az LC3B-II fehérje expresszidja (13/c dbra). A PARP1 fehérje gatlasa
onmagaban, valamint az UVB-irradialt mintdkban is fokozta az autofagiat. Meglepd modon a
UVB ¢és ABT-888 kezelés utan (13/d abra). Irodalmi adatok azt mutatjak, hogy az autofagia
indukcidjaval Gjrahasznositott makromolekulak metabolitokat szolgéaltathatnak az OXPHOS
hatékony muikddéséhez [215], igy elképzelhetd, hogy az 12/a részben a kiilonb6z6 inhibitorok
mellett tapasztalt OXPHOS csokkenését az autofagia defektusa el6zi meg. Az ATM, AMPK,
p53, PI3K1 és mTOR utvonalak inhibitorait alkalmazva megvizsgaltuk az altalanos autofagiara
specifikus LC3A/B és a mitofagiara specifikus PARKIN expressziot. Az egyes Utvonalak
gatlasa soran azt tapasztaltuk, hogy az LC3A/B (13/e 4bra) és a PARKIN fehérjék (13/f abra)
mennyisége parhuzamosan csokkent, mely arra utal, hogy az autofagia és a mitofagia az
oxidativ foszforilacibhoz hasonléan ATM, AMPK, p53, PI3KI1 ¢és mTOR-fiiggé modon
szabalyozddnak UVB besugarzas utan; felmeriil tehat az autofagia oxidativ foszforilaciot

szabalyzo szerepének lehetdsége.
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13. dbra. Az UVB-indukdlt autofigia ATM, AMPK, p53, PI3K1 és mTOR-fiiggé modon
szabdlyozodik. (a) Az autofagia indukciojat az LC3A/B fehérje expressziojanak meghatarozasaval
konfokalis  mikroszkopiaval vizsgaltuk (n=3). (b) Az autofagoszomdk szamdt a konfokalis
mikroszkopiaval késziilt képekbdl szarmaztattuk (n=3). (c) A LC3A/B fehérje expressziojat western

blottal vizsgaltuk (n=3). A képeken kontraszt és fényerd korrekciot végeztiink. (d) A mitokondriumok és
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az autofagoszomak kolokalizaciojat konfokalis mikroszkopiaval mutattuk ki (n=3). Az (e) autofagiat,
valamint a (f) mitofagiat szabadlyzo fehérjék vizsgalatahoz ATMi (KU-60019), AMPKi (Compound C),
p33i (Pifithrin-alpha-HBr), PI3K1i (Wortmannin) és mTORi (Rapamycin) keriilt adott koncentracioban
a médiumba majd 40 mJ/cm’ UVB besugarzas mellett vizsgaltuk az LC3A/B és a PARKIN fehérje
expressziojat (n=4). —/+ jeloli a Vehicle kontrollt, illetve az ABT-888 kezelt mintdkat. Az adatokat dtlag
+ az atlag standard hibdjakeént (SEM) abrdzoltunk. Az adatokat atlag + az atlag standard hibdjaként
(SEM) abrazoltuk. *, ** és *** jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbsegeket, ahol p<0.05, p<0.01
és p<0.001. ", " és " jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a vehicle kontroll és az ABT-
888 kezelt mintik kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. A szignifikancia meghatarozasat
egyszempontos variancianalizissel (one-way ANOVA) végeztiik, melyet Sidak’s-féle post-hoc analizissel

egészitettiink ki.

7.7. A PARP1 csendesitése hasonlé fenotipusbeli valtozasokat okoz, mint az ABT-888
kezelés

Az ABT-888 egy potens, de nem szelektiv PARP inhibitor, mely egyarant képes gatolni a
poli(ADP-ribozildz) aktivitassal rendelkez6 PARP1 és PARP2 fehérjét [216]. Habar a total
PARilacio minddssze 10-15%-ért felelds a PARP2 fehérje, a tobbi 85-90%-ot a PARPI
katalitikus aktivitasa adja [217, 218], szerettiink volna megbizonyosodni arr6l, hogy a PARP1
gatloszer mellett tapasztalt molekuléris €s cellularis valtozasok nem az ABT-888 PARP2-re
gyakorolt, esetleg ,,off-target”, azaz a PARP1 és PARP2 fehérje gatlasa mellett jelentkezd, de
attol fiiggetlen hatdsanak koszonhet6. PARP1 mRNS-re specifikus siRNS transzfekcioval
igazoltuk a teljesség igénye nélkiil, hogy a PARP1 fehérje hianya csokkentette UVB mellett a
sejtek életképességét (14/a abra), fokozta az autofagiat (14/b abra), a mitokondrialis profilra
jellemzd fehérjék expressziojat (14/c abra), emelte a mitokondridlis biogenezist (14/d abra) és
a keratinocitdk metabolikus aktivitast (14/e, f, g, h abra). Ezek alapjan elmondhato, hogy a
PARP1 gatlasahoz hasznalt ABT-888 hasonld fenotipusos valtozdsokat hoz létre, mint a
PARP1 fehérje csendesitése, vagyis a kisérleti rendszeriinkben tapasztalt celluldris és

molekularis valtozasok a PARP1, nem pedig a PARP2 fehérje gatlasanak kdszonhetd.
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14. abra. A PARPI csendesitése hasonlo fenotipusbeli valtozasokat okoz, mint az ABT-888 kezelés.

(a) A sejtek viabilitasat aramlasi citometriaval a 8/e abrahoz hasonloan vizsgaltuk specifikus PARP1

SIRNS transzfekcioval (n=3). (b) Az autofagoszomak jelolését LC3A/B festéssel végeztiik, szamukat a

konfokalis mikroszkopiaval késziilt képekbdl szarmaztattuk (n=4). (c) Az oxidativ foszforilaciot

szabalyzo fehérjéket western blottal hataroztuk meg (n=3). A képeken kontraszt és fényerd korrekciot

vegeztiink. A (d) mitokondridalis toémeget és a (e) mitokondridalis membranpotencialt aramlasi

citometriaval kovettiik nyomon (n=4). A (f) glikolizist, valamint (h) az oxidativ foszforildacio és a

mitokondrialis ATP termelés meghatarozasat Seahorse XF96 késziilékkel végeztiik (n=2). (g) A Szent-
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Gyorgyi-Krebs ciklus (citratkor) aktivitasat kolorimetrids assay-vel hataroztuk meg (n=3). Az adatokat
atlag + az datlag standard hibdjaként (SEM) dabrazoltuk. *, ** és *** jeloli a statisztikailag szignifikdans
kiilonbségeket a nem irradialt és az UVB besugdrzasnak kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és
p<0.001. " és ™ jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a kontroll siRNS valamint a PARP1
SiRNS-sel kezelt csoportok kozott, ahol p<0.05 és p<0.01. A szignifikancia meghatarozasat
egyszempontos variancianalizissel (one-way ANOVA) végeztiik, melyet Sidak’s-féle post-hoc analizissel

egeszitettiink ki.

7.8. A fotoliaz aktivacidja gatolja az UVB-okozta DNS karosodast és visszaallitja a sejtek
¢életképességét

Munkénk masodik felében a CPD-fiiggd mechanizmusok feltérképezését tlztik ki célul.
Vizsgalni kivantuk, hogy a CPD-k, mint az UVB sugarzasra keletkez6 domindns fotoléziok
hatassal vannak-e a keratinocitak metabolikus allapotara, illetve gatolhato-e az UVB-indukalt
celluldris és molekularis utvonalak aktivalodasa a human sejtekben normal koriilmények kozott
nem jelenlévé CPD-specifikus fotolidz enzim overexpressziojaval. Az enzim aktivacidjahoz a
lathatdo fény energidjat hasznaltuk fel, melyet fotoreaktivacioval (+PHR) jeldltink a
disszertacioban. A —PHR kontroll sejteket sotétben tartottuk, itt nem tortént meg az enzim
aktivacigja és igy a CPD-k eltavolitdsa. A transzfekcio hatékonysagat és a fotolidz enzim
aktivitasat CPD-specifikus ELISA modszerrel ellendriztiik. Az UVB dozisfiiggd modon emelte
a CPD-k szamat a magi (15/a 4dbra) és a mitokondridlis genomban (15/b abra) egyarant. Mar 30
perccel a fotoreaktivaciot kovetden a CPD-k szamanak szignifikdns csokkenését tapasztaltuk
mind a magi, mind a mitokondrialis DNS-ben. Ez az arra utal, hogy a fotolidz mRNS fehérjévé
irédott at, mindkét szubcellulars kompartmentben jelen van, és igen hatékony bioldgiai
aktivitassal rendelkezik fotoreaktivaciot kovetden. A CPD-k eltavolitasa megsziintette az UVB-
abra) és ¢letképességét (15/c abra) is. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az UVB sugarzas
hatdsara keletkez6 CPD 1éziok kulcsfontossagiak az UVB-okozta DNS karosodas

kozvetitésében.
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15. dbra. A fotoliaz aktivdcidja gdtolja az UVB-okozta DNS kdrosodast és visszadllitia a sejtek
életképességét. A keratinocitakat 20 vagy 40 mJ/cm’ UVB dézissal besugaraztuk, majd kiilonbozd
idopontokban (a) totdal és (b) mitokondrialis DNS-t izolaltunk. A CPD-k relativ mennyiségének
meghatdrozasat ELISA-val végeztiik (n=3). (c¢) A sejtek viabilitasdt Alexa-488 konjugalt Annexin V és
PI kettos festéssel vegeztiik. A dupla negativ sejteket tekintettiik életképesnek (n=35). (d) A sejtek
proliferaciojanak meghatarozasara klonogen assay-t hasznaltunk 10 nappal az UVB irradidaciot
kovetoen (n=4). (e) A sejtciklus fazisok megoszlasat 24 oraval UVB irradiaciot kovetéen propidium-
jodidos (Pl) festéssel daramldsi citometriaval hataroztuk meg (n=4). Az adatokat datlag + az atlag
standard hibajaként (SEM) abrazoltunk. *, ** és *** jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket
a nem irradialt és az UVB besugarzasnak kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. o g
"% jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem fotoreaktivalt (-PHR) és fotoreaktivicionak
(+PHR) kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. A szignifikancia meghatarozasat
egyszempontos variancianalizissel (one-way ANOVA) végeztiik, melyet Sidak’s-féle post-hoc analizissel

egészitettiink ki.
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7.9. A CPD-K eltavolitasa megakadalyozza az UVB hatasara indukalédo NAD*-
fogyaszté enzimek aktivaciojat

Az UVB-okozta DNS karosodas, mint korabban azt mar lathattuk, szorosan kapcsolt a sejtek
metabolikus allapotaval, igy a NAD" szinttel is. UVB irradiacié utan dézisfiiggd modon a
NAD" szint szignifikans csokkenését tapasztaltuk (16/a abra). Amennyiben a CPD-k
eltavolitasra keriiltek, az UVB-okozta NAD" deplécié teljes mértékben kivédhetd volt. Az
altalunk tapasztalt markans NAD" csokkenés NAD'-fogyasztd enzimek aktivaciojara utal, igy
els6 korben a legjelentdsebb NAD -fogyasztd PARP1 fehérje aktivitasat vizsgaltuk. Az UVB
abra). A fotoliaz enzim fotoreaktivacidja csokkentette az UVB-indukalt PARilaciot, mely a
CPD-k PARP1 fehérje aktivalo szerepére utal. A fotoreaktivacié azonban teljes mértékben nem
tudta gatolni az UVB-indukalt PARP aktivaciot, igy valoszind, hogy a CPD-k mellett a 6-4
fototermékek szintén fontos szereppel birnak a PARilacio elinditdsaban. Emellett figyelembe
kell venniink, hogy a CPD-k teljes eltavolitasdhoz 30 perc fotoreaktivaciora van sziikség, ezért
az UVB besugarzas utan 5 perccel aktivalodott PARP1 mar folyamatos PARilacids szignalt
biztosit a késébbi idépontokban is. Megvizsgaltunk egy masik fontos, aktivitasukhoz szintén
NAD"-ot hasznal6 enzimesaladot az igynevezett Sirtuinokat. Eredményeink azt mutatjak, hogy
a SIRT-ek expresszidja UVB utdn igen erds CPD filiggést mutatott (16/c, d dbra). A fotoliaz
enzim aktivaciojaval az dsszes SIRT izoforma expresszidja a nem irradialt csoporttal egyezett
meg. Ezek alapjan elmondhat6, hogy az altalunk vizsgalt fehérjék expresszidja, aktivitasa CPD-
fiiggd modon szabalyozodik, illetve az UVB sugarzas NAD™ depletalé hatdsa a PARP1 és a

sirtuinok aktivacidjanak koszontheto.
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16. dbra. A CPD-k eltivolitisa megakaddlyozza az UVB hatdsdra indukdlédé NAD'-fogyaszté
enzimek aktivdcidjat. (a) A sejtek NAD" tartalmat kolorimetrids assay-vel hatdroztuk meg 24 érdval
UVB besugarzast kévetéen (n=4). (b) PARP aktivitas (PAR) iddfiiggésének meghatarozasat western
blottal végeztiik 20 és 40 mJ/cm’ UVB expoziciot kivetben (n=3). A képeken kontraszt és fényerd
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korrekciot végeztiink. (c) A Sirtuin enzimcesalad tagjainak expressziojat western blottal vizsgaltuk. (d) A
savokat denzitometraltuk, a kapott értékeket pedig a p-aktin haztartasi fehérjére normalizaltuk (n=4).
A képeken kontraszt és fényerd korrekciot végeztiink. Az adatokat dtlag + az atlag standard hibdjaként
(SEM) abrazoltunk. *, ** és *** jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem irradialt és az
UVB besugadrzasnak kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. *, " és "™ jelli a
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem fotoreaktivilt (-PHR) és fotoreaktivacionak (+PHR)
kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. A szignifikancia meghatdrozdsdt egyszempontos
variancianalizissel (one-way ANOVA) végeztiik, melyet Sidak’s-féle post-hoc analizissel egészitettiink

ki.
7.10. Az UVB-indukalt mitokondrialis fuzio CPD-fiiggé6 moédon szabalyozodik

Az UVB-okozta mitokondridlis fuzi6 CPD fiiggésének vizsgalatdhoz a mitokondriumokat
Mitotracker Red CMXRos festékkel jeloltiik, a mitokondrialis morfologiat pedig konfokalis
mikroszkopiaval analizaltuk. Kordbbi eredményeinkhez hasonldan itt is harom mitokondrialis
altipust kiilonitettiink el a mitokondrialis haldzat 6sszetettsége alapjan: fragmentalt, intermedier
¢s tubularis format. Alapallapotban, UVB irradiacié nélkiill a keratinocitdkban egyenld
aranyban volt jelen a fragmentélt és az intermedier mitokondrialis forma. UVB hatasara
dozisfiiggd modon megfigyelhetd a fragmentalt altipus eldforduldsanak jelentds csdkkenése,
valamint az intermedier és tubularis forma gyakorisagdnak emelkedése (17/a,b abra), ami
mitokondrialis fuziéra utal. Amennyiben fotoreaktivacioval eltavolitottuk a CPD-ket, ugy a
mitokondrialis morfologia nem valtozott UVB besugarzas mellett sem. Megvizsgaltunk tobb
olyan mitokondridlis morfologiai paramétert is, melyek a CPD-okozta mitokondridlis fuzid
emelkedé mitokondrialis tartalommal egyiitt mar utal a fuzidéra. Ilyenkor a mitokondriumok
»osszeolvadnak™ és egy hosszi elongalt halézatot vesznek fel. Az emelkedd ,,form factor”,
mely a mitokondriumok eladgazodasi képességét tiikrozi, valamint a csékkent mitokondrialis
cirkularitds megerdsiti mitokondrialis fuzi6 CPD fliggését. A fuziot szabalyzé Mfnl, Mfn2 és
OPA1 fehérjék expresszidjanak emelkedése, valamint a fissziot iranyitd Drpl és MIT
kifejezddésének csokkenése szintén CPD fiiggést mutatott (17/d dbra). Ezek az eredmények azt
bizonyitjak, hogy az UVB-indukalt mitokondridlis fizi6 elinditdsdban kiemelt szerepe van a

CPD-knek és az altaluk szintén CPD-fiiggd modon szabalyozodo fuzids/fisszios gépezetnek.
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17. abra. Az UVB-indukdlt mitokondridlis fuzio CPD-fiiggé mddon szabdlyozodik. (a) A

mitokondrialis morfologiat konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk Mitotracker Red CMXRos festéssel

(n=4). 4 fiiggetlen kisérlet egy reprezentativ képét mutatjuk be az abran. A kinagyitott képeket a jobb

also sarokban jelenitettiik meg. (b) A CPD-k hatasa az egyes mitokondrialis morfologiai altipusokra

(fragmentalt, intermedier, tubularis) (n>100 sejt). (c) A sejtek atlagos mitokondridlis tartalmat,

mitokondriumjainak szamat, cirkularitasat, a mitokondrialis halozat elagazodasi képességét a

konfokdalis mikroszkopos képekbdl szamoltuk (n=35). (d) A mitokondrialis fiizioért felelos Mful, Mfn2 és
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OPAIl (n=4), valamint a mitokondridlis fissziot iranyito Drpl és Mff fehérjéket (n=2) western blottal
vizsgaltuk. A képeken kontraszt és fényerd korrekciot végeztiink. Az adatokat atlag + az dtlag standard
hibdjaként (SEM) dbrazoltunk. *, ** és *** jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem
irradidalt és az UVB besugadrzasnak kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. *, * és **
jeloli a statisztikailag szignifikdns kiilonbségeket a nem fotoreaktivalt (-PHR) és fotoreaktivacionak
(+PHR) kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. A szignifikancia meghatarozasat
egyszempontos variancianalizissel (one-way ANOVA) végeztiik, melyet Sidak’s-féle post-hoc analizissel
egészitettiink ki. Az b panelen Chi’ teszttel hataroztuk meg az egyes mitokondridalis morfologiai altipusok

gyakorisagat.

7.11. A CPD-k eliminacidja csokkenti az UVB-okozta mitokondrialis
hipermetabolizmust

Lathattuk, hogy konfokalis mikroszkopidval vizsgalva a sejteket emelkedd mitokondrialis
tartalmat detektaltunk UVB besugarzas hatasara (17/c abra), mely utalhat egy fokozottabb
mitokondrialis biogenezisre. Direkt mitokondridlis biogenezis markerként a sejteket
Mitotracker Green-nel festettiilk, mely mitokondrialis membranpotencial-fiiggetlen modon
jeloli a mitokondriumokat, valamint kvantitaltuk a mitokondridlis genom altal kodolt MTCO1
expressziojat a magi DNS altal kodolt SDHA fehérjéhez képest. A korabbi emelkedett
mitokondrialis tartalomhoz hasonléan UVB irradidcidra nagyobb mitokondrialis tomeget (18/a
abra) ¢s magasabb MTCOI1/SDHA aranyt detektaltunk (18/b abra), melyek szintén CPD-
figgést mutattak. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a CPD fotoléziok nemcsak a
mitokondrialis fuzid, hanem a mitokondrialis biogenezis szabalyozasaban is aktivan részt
vesznek. Az UVB-okozta mitokondridlis dinamikaban és biogenezisben bekdvetkezett
valtozasokat bioenergetikai események is kovették. Extramitokondridlis energiatermeld
folyamatként a glikolizis aktivitisa CPD-fiiggd modon markénsan megemelkedett 40 mJ/cm?
UVB doézis mellett (18/d 4abra). A mitokondridlis aktivitasra utaldé mitokondridlis
membranhiperpolarizacié (18/c 4abra), a novekvd CS aktivitds (18/e 4&bra) és oxidativ
foszforilacié (18/f abra) is dozisfiiggden valtozott UVB irradidciot kovetden. Amennyiben a
fotolidz enzimet aktivaltuk, ezek a mitokondridlis hipermetabolikus valtozasok elmaradtak.
Meglepé modon az oligomicin-rezisztens 1égzés CPD-fiiggd emelkedését tapasztaltuk UVB
besugdrzas hatdsara (18/g 4bra), mely némileg ellentmondhat a fokozott mitokondrialis
metabolizmusnak. Az oligomicin-rezisztens 1égzés ugyan valdban utalhat a mitokondriumok
szétkapcsolt allapotara, diszfunkcidjara [219], mégis szdmos mas fiziologias folyamat

aktivitasaval is magyarazhatd, mely a disszertacid keretein mar talmutat. Mindazonaltal, ezeket
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az eredményeket figyelembe véve kijelenthetjiik, hogy a CPD-k kézponti szerepet tdltenek be

az UVB-okozta mitokondridlis biogenezis és hipermetabolizmus szabalyozasaban.
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18. dabra. A CPD-k elimindcidja csokkenti az UVB-okozta mitokondridlis hipermetabolizmust. (a) A

mitokondrialis tomeget a Mitotracker Green fluoreszcencia intenzitasabol aramlasi citometriaval

hataroztuk meg (n=3). (b) A mitokondrialis biogenezist a mitokondrialis genom altal kodolt MTCOI,

valamint a magi DNS dltal kodolt SDHA aranyanak a meghatarozasaval vizsgaltuk (n=4). (c)
Mitotracker Red CMXRos festéssel,

aramlasi citometriaval meértiik a sejtek mitokondrialis

membranpotencialjat (n=3). A (d) glikolizis és a (f) az oxidativ foszforildcio, valamint az (g) oligomicin-

rezisztens légzés meghatdrozasdat Seahorse XF96 késziilékkel végeztiik (n=3). (e) A Szent-Gydrgyi-Krebs
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ciklus (citratkor) aktivitasat kolorimetrias assay-vel hataroztuk meg (n=4). Az adatokat atlag + az dtlag
standard hibajaként (SEM) abrazoltunk. *, ** és *** jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket
a nem irradialt és az UVB besugdrzdasnak kitett mintdak kozétt, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. ", ** és
" jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem fotoreaktivalt (-PHR) és fotoreaktivicionak
(+PHR) kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. A szignifikancia meghatarozasat
egyszempontos variancianalizissel (one-way ANOVA) végeztiik, melyet Sidak’s-féle post-hoc analizissel
egeszitettiink ki. A g panel eredményeit logaritmikusan transzformaltuk, mivel a populdcio nem normal

eloszlast mutatott.

7.12. A fotoliaz enzim fotoreaktivacioja gatolja az OXPHOS aktivitasat szabalyzo
enzimek foszforilaciojat UVB irradiacio utan

Munkénk korabbi részében igazoltuk, hogy az ATM, az AMPK, a p53, az AKT ¢és a p70S6K1
fehérjék potencidlisan képesek 0sszehangolni a DNS hibajavitast a fokozott mitokondrialis
metabolizmussal. Ezeknek a fehérjéknek a kémiai ton torténd gatlasa az UVB-indukalt
oxidativ foszforilaciéo jelentds csokkenését okozta (12/a abra). Mivel az UVB hatdséara
emelked6 OXPHOS CPD-fliggd modon valtozott (18/f abra), ezért megvizsgaltuk, hogy az
oxidativ foszforilaciot szabalyzo fehérjék is CPD fliggést mutatnak-e. A fehérjék foszforilalt
formajat a teljes fehérje expresszidjdhoz viszonyitva azt tapasztaltuk, hogy az ATM, az AMPK,
a p53, az AKT és a p70S6K1 foszforilacioja CPD-fiiggd mddon emelkedik UVB besugarzas
hatasara (19/a, b abra). A CPD-k eltavolitdsa utan a fehérjék foszforilacios allapota a nem
irradialt csoportnak felelt meg, ami arra utal, hogy a CPD-fiiggd oxidativ foszforilacio
fokozddasa a szintén CPD-fliggd modon szabalyozoddo ATM, AMPK, p53, AKT és mTOR

utvonalak aktivalodasanak koszonhetd.
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i

besugdrzasnak kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. ", * és " jeloli a statisztikailag
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szignifikans kiilonbségeket a nem fotoreaktivalt (-PHR) és fotoreaktivicionak (+PHR) kitett mintak
kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. A szignifikancia meghatdrozasdat egyszempontos
variancianalizissel (one-way ANOVA) végeztiik, melyet Sidak’s-féle post-hoc analizissel egészitettiink

ki.
7.13. A CPD-k moddositjak a keratinocitak szubsztrat oxidacios profiljat

Megfigyeltiik, hogy a CPD-k kulcsfontossdgii szerepet toltenek be a keratinocitak
mitokondrialis aktivitdsanak szabalyozasaban, igy a tovabbiakban arra a kérdésre kerestiik a
valaszt, hogy az UVB altal 1étrehozott fototermékek mddosithatjak e sejtek szubsztrat oxidacios
profiljat. Kisérletiink megvaldsitasdhoz az Un. Mitofuel Flex tesztet hasznaltuk, mellyel a
piruvat, a zsirsavak és glutamin, mint f6 mitokondrialis szubsztratok oxidaciojat tudjuk mérni
az OCR értékek alapjan. UK-5099-et, etomoxirt és BPTES-t hasznaltunk a mitokondrialis
piruvat karrier (MPC), a karnitin palmitoil-transzferaz 1 (CPT1) és a glutaminaz (GLS)
enzimek gatldsdhoz, melyekkel a piruvat és a zsirsavak citoplazmabdl mitokondriumba vald
transzportjat, valamint a glutaminolizist tudtuk gatolni. Az adott Utvonal alap fluxusat,
maximalis hozatalat és tartalék kapacitasat az OCR értékekbdl szdmoltuk az anyag modszer
részben leirtaknak megfeleléen. Az alap fluxus az adott metabolikus Gtvonaltol valo fliggést
jelenti. Minél magasabb ez az érték annal nagyobb sziiksége van a sejtnek az adott utvonalra.
A maximalis hozatal a sejtek adaptacios képességét jelenti, mellyel a mitokondriumok oxidativ
foszforilacidjukat probaljak fenntartani a masik két komplementer utvonal gatlasa sordn. A
tartalék kapacitas a mitokondriumok kompenzacios képességérol ad felvilagositast. A csokkend
tartalék kapacitas azt jelenti, hogy a mitokondriumoknak az adott itvonalra van sziikségiik alap
oxidativ foszforilaciojuk fenntartdsdhoz ¢és nem tudnak kompenzalni maés utvonalak
hasznositasaval. Ugy is lehet fogalmazni, hogy az alap fluxus jelenti azt, ,ami kell”, a
maximalis hozatal jelenti azt, ,,ami rendelkezésre all”, a tartalék kapacitas pedig a ,,nettd
eredmény”. Utobbi negativ értékeknél energetikai krizisre, valamint arra utalhat, hogy a harom
szubsztrat kozott nem tudnak hatékonyan valtani a sejtek. A nem irradialt keratinocitakban a
glutamin csak minimalisan jarul hozzé a sejtek OXPHOS-janak fenntartasdhoz, igy a sejtek a
kovetéen az alap fluxus szignifikdns emelkedését tapasztaltuk mindharom szubsztrat
oxidacidjaban (20/a, d, g dbra), vagyis a sejteknek fokozott igénye van a piruvat, a zsirsavak és
a glutamin hasznositasdra. Mindharom szubsztrat esetében ezek a valtozasok CPD-fiiggd
modon szabalyozddtak, hiszen a fotolidz aktivacidja csokkentette az alapfluxust, vagyis az

UVB irradidlt keratinocitak piruvattol, zsirsavaktol és glutamintol vald fliggését. Ezzel
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szemben az UVB-besugarzott sejtek nem tudtdk tovabb emelni szubsztrat oxidacidjukat,
amennyiben a komplementer metabolikus Gtvonalak gétolva voltak (20/b, e, h abra), vagyis az
adott utvonal megnovekedett igénye (alap fluxus) nem jart egyik szubsztrat esetén sem a
rendelkezésre all6 teljes készlet (maximalis hozatal) novekedésével. Ez a tartalék kapacitas
meredek csokkenését okozta CPD-fliggé modon, mely mindhdrom metabolikus utvonal
inflexibilitasara utal (20/c, f, 1 4bra), vagyis a sejtek nem tudtak megbirkézni UVB irradiaciot
kovetden az adott itvonal megndvekedett igényével. Megfigyeltiik az endogén zsirsav oxidaciod
CPD-fligg6 fokozodasat is UVB irradiacid mellett (20/j dbra). Amennyiben oxidalhaté tobblet
szubsztratot adtunk a keratinocitaknak (palmitat), ugy a béta oxidacio igen markans emelkedést
mutatott, mely azt sugallja, hogy egy esetleges szubsztrat hidny vezethet a metabolikus
utvonalak inflexibilitdsdhoz. Western blottal igazoltuk, hogy a zsirsav transzportért felelds
CPT1A, valamint a zsirsavak oxidaciojat katalizalé hidroxiacil-CoA dehidrogenaz (HADHA)
¢s az acil-CoA dehidrogenaz (ACADM) enzimek expresszioja CPD-fliggd emelkedést mutatott
UVB sugarzas hatasara (20/k abra), vagyis a funkcionalis valtozasok mogott fehérje
expresszids valtozasok rejlenek. Osszességében tehat elmondhatd, hogy a CPD-k hatéssal
vannak a keratinocitdk szubsztrat preferencidjara, illetve a mar kordbban tapasztalt oxidativ
foszforilacié emelkedéséhez (18/f dbra) a piruvat, a zsirsavak €s a glutamin oxidacidja CPD-

fliggd modon egyarant hozzéjarul.
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késziileken. BPTES, Etomoxir és UK-5099 inhibitorokkal specifikusan gatoltuk a glutaminolizist,

valamint a zsirsavak és piruvat citoplazmabol mitokondriumba torténd transzportjat (n=6). (j) Az

endogén (BSA kezelés) valamint az exogén (palmitat kezelés)

béta oxiddaciot szintén XF96 oximéterrel

mértiik (n=4). (k) A zsirsav transzportért felelos CPT1A, valamint a béta oxidaciot szabalyzo HADHA

és ACADM fehérjék kifejezodését Western blottal vizsgaltuk (n=3). A képeken kontraszt és fényerd

korrekciot végeztiink. Az adatokat datlag = az atlag standard hibdjaként (SEM) abrazoltunk. *, ** és ***
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jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem irradialt és az UVB besugarzdsnak kitett mintak
kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. ", ™ és ™ jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a
nem fotoreaktivalt (-PHR) és fotoreaktivacionak (+PHR) kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és
p<0.001. A szignifikancia meghatdrozdsdt egyszempontos variancianalizissel (one-way ANOVA)

végeztiik, melyet Sidak’s-féle post-hoc analizissel egészitettiink ki.

7.14. Az UVB lipofagiat indukal CPD-fiiggé modon

A fokozott szénhidrat metabolizmus (glikolizis, citrat ciklus, oxidativ foszforilacid) mellett
igazoltuk a zsirsavak szerepét a mitokondrialis aktivitds szabalyozasaban (21/g, j, k éabra).
Ehhez kapcsoloddan vizsgaltuk a lipid cseppek szerepét, melyek az egyik legfontosabb
energiaraktart jelentik a sejtek szdmara tdpanyagmegvonas, valamint kiilonb6z0 stresszhatasok
mellett [220]. Konfokalis mikroszkopidval vizsgalva a sejteket a lipid cseppek mennyiségének
(21/a, d abra) és méretének (21/a, e abra) CPD-fiiggd emelkedését tapasztaltuk UVB sugarzas
hatdsara. Bar ez némiképp ellentmondhat az UVB-indukalt zsirsav oxidacié fokozodasanak, a
két folyamat egymdst nem sziikségszerlien kizar6. A lipid cseppekkel parhuzamosan, az
autofagoszomak szdmaban (21/a, b 4bra) és méretében (21/a, ¢ abra) is hasonld valtozast
detektaltunk. Az UVB-indukalt autofagia CPD-vezéreltnek bizonyult, hiszen a fotoliaz enzim
fotoreaktivacioja utan az LC3" vezikulumok szdma és mérete a nem irradialt keratinocitakkal
volt egyenld. A lipid cseppek és az autofagoszomak kozotti Pearson’s-féle korrelacid azt
mutatja, hogy UVB besugarzasra CPD-fiiggd modon emelkedik a két sejtstruktura kozotti
kolokalizacié (21/f abra), mely az autofagia egy specialis formajara, az igynevezett lipofagiara
utal. Ennek a folyamatnak sordan a lipid cseppek az autofagoszomaék belsejében keriilnek
lebontasra [221], a lipid cseppekbdl felszabaduld zsirsavak pedig szubsztratot biztosithatnak az
oxidativ foszforilacidhoz vagy 0j lipid cseppek szintézis¢hez. Ezt tdmasztja ald, hogy az
autofagoszomak szamanak feldtsulasat okozta (21/g abra). Ezek az adatok az UVB-indukalt

CPD-fiiggd lipofagiara hivjak fel a figyelmet, melynek metabolizmus regulator szerepe lehet.
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fényerd korrekciot végeztiink. Az (b) autofagoszomak és a (d) lipid cseppek szamat, valamint (c, e)
atlagos meretiiket a konfokalis mikroszkopidaval késziilt képekbdl szamoltuk ImageJ programmal (n=3).
() Az autofagoszomak és a lipid cseppek kozotti kolokalizaciot (Pearson’s-féle korreldcio) az ImageJ
JACoP bévitményével hataroztuk meg (n=3). * ** és *** jeloli a statisztikailag szignifikdns
kiilonbségeket a nem irradialt és az UVB besugdrzasnak kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és
p<0.001. ", ™ és "% jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem fotoreaktivalt (-PHR) és
fotoreaktivacionak (+PHR) kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. A szignifikancia
meghatdrozasat egyszempontos variancianalizissel (one-way ANOVA) veégeztiik, melyet Sidak’s-féle

post-hoc analizissel egészitettiink ki.

7.15. Az UVB besugarzasra keletkez6 lipid cseppek nem mutatnak kolokalizaciot a
mitokondriumokkal

A mitokondriumok lipid cseppekkel valo kolokalizacidjat vizsgélva azt tapasztaltuk, hogy alap
allapotban nagyon gyenge atfedés mutathat6 ki a két kompartment kozott (22/a abra). UVB
besugarzas hatdsara ez a minimalis kolokalizacio is CPD-fiiggé moddon eltiinik.
(pearson’s=~0.03). Habar UVB irradiaci6 utan a mitokondriumok és a lipid cseppek kozotti
csokkend kolokalizacié pontos oka ismeretlen, paradox modon arra utalhat, hogy ezek a
mitokondriumok aktivabb zsirsav oxidaciot folytatnak [222]. Természetesen ennek a
hipotézisnek a bizonyitasa tovabbi kisérletes munkat igényelne, igy a jelenleg rendelkezésre

allé adatok tukrében messzemend kovetkeztetéseket nem lehet levonni.
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22. dbra. Az UVB besugdrzdsra keletkezo lipid cseppek nem mutatnak kolokalizaciot a
mitokondriumokkal. (a) Az mitokondriumok és a lipid cseppeket Mitotracker Red CMXRos és Adipored
kettos festessel vizsgaltuk (n=3). A képeken kontraszt és fényerd korrekciot végeztiink. (b) Az
autofagoszomak és a lipid cseppek kozotti kolokalizdaciot (Pearson’s-féle korrelacio) az ImageJ JACoP
bovitményével hataroztuk meg (n=3). *, ** és *** jel6li a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a
nem irradialt és az UVB besugdrzasnak kitett mintdk kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. * * ¢és
" jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem fotoreaktivalt (-PHR) és fotoreaktivacionak
(+PHR) kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. A szignifikancia meghatarozasat
egyszempontos variancianalizissel (one-way ANOVA) végeztiik, melyet Sidak’s-féle post-hoc analizissel

egészitettiink ki.

7.16. A CPD-vezérelt utvonalak ROS-fiiggé6 moédon szabalyozédnak

Bar az UVB legfontosabb hatisa a DNS direkt modon torténd karositasa [(CPD, (6-4)
fototermékek], irodalmi adatok arrél is beszamolnak, hogy az UVB direkt médon képes ROS
képzddését indukalni a bérben [223]. Emellett kiillonb6zd enzimek pl. a NADPH oxiddzok
indirekt modon is hozzéjarulhatnak az UVB-indukalt ROS termeléshez, azonban ezek a hatasok
altalaban rovidtavaak [S58, 224]. A keratinocitak teljes ROS tartalmanak meghatarozasahoz
dihidroetidiumot (DHE), a mitokondriadlis ROS (mtROS) kimutatasahoz MitoSOX Red-et
hasznaltunk. Meglepd modon az UVB irradiaciot kovetd 24. oraban is emelkedd total (23/a
abra) és mitokondrialis ROS (23/b abra) termelést detektaltunk, melyek CPD-fiiggd mddon
szabalyozddtak. Természetesen itt az UVB indirekt ROS induktor hatdsar6l van szo6, mivel a
szabadgyokok féléletideje nagyon rovid, tehat egy olyan utvonal aktivacioja torténik, amely
folyamatos ROS utanpotlast biztosit. Kordbban lathattuk, hogy UVB besugarzas hatasara
hipermetabolizmus zajlik (18.4bra), ezért feltételezhetd, hogy az emelkedd ROS, kiilonds
tekintettel a mtROS produkcié fokozott mitokondridlis aktivitdas kovetkezménye. Irodalmi
adatokbol tudjuk, hogy mennyiségiiktdl és mindségiiktdl fliggden a szabadgyokoknek is lehet
mitokondrialis biogenezist és aktivitdst fokozd szerepe [225]. A teljesség igénye nélkiil
vizsgaltuk, hogy antioxidansok alkalmazasa hatassal van-e a kordbban mar vizsgalt CPD-fiiggd
modon szabalyozédo folyamatok aktivalodasara. Altalanos gyokfogoként L-glutationt (GSH)
¢s N-acetil-L-ciszteint (NAC), mitokondrialis ROS termelésre specifikus scavengerként pedig
MitoTEMPO-t hasznaltunk. Mindharom gydkfogd hatékonyan csokkentette a keratinocitdk
total (23/c abra) és mitokondridlis ROS (23/d dbra) termelését. A mitokondriélis biogenezisre
utalé mitokondrialis tdmeg (23/e abra), a sejtek metabolikus allapotat tiikkr6z6 glikolizis (23/g
abra), mitokondrialis membranpotencial (23/f dbra), az oxidativ foszforilaci6 (23/h ébra) és az

oligomicin-rezisztens 1égzés (23/1 abra) jelentésen csokkent GSH, NAC és MitoTEMPO
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kezelés hatasara UVB expozicidt kdvetden. A lipid cseppek mennyiségében (23/j 4bra) és az
autofagia indukcidjdban (23/k 4bra) is hasonld valtozast tapasztaltunk antioxidéns kezelés
mellett. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az UVB hatasara keletkez6 CPDk-nek indirekt
moédon  ROS  induktor szerepiik van, és a szabadgyokok tobb mitokondridlis ¢és

extramitokondridlis Gtvonalat is szabalyoznak.

a _ 01 m-pr = b 2001 - pHR
s [ +PHR » I+ PHR * **
3 # 2 _ 1504
T 100 w s
g sg
é 33 100 T
& 50 28
= 504
: S
]
[ o
UVB (mJicm?) 0 20 40 UVB (mJicm?) 0
c 1504mm Vehicle - d 150+4mm Vehicle
& |moesH 28 m GSH
£ |= nac s 3 » m NAC
2 =3 MitoTEMPO & 3 o MitoTEMPO
b - o
E 100 Pt 100
2 T3
(2] 59
Q c
x 50 gE 501
2 £*
s H]
0 o
UVB (mJicm?) 0 20 40 UVB (mJicm?) 0
e 150ymm Vehicle f 150~ Vehicle
F [mGsH = m GSH
< [m NAC 8 m NAC
E = MitoTEMPO »® = MitoTEMPO
,Ewo S g 100
2 2%
s £e
5 £
£ 50 Es 50+
k] E
2 g
g

0 0
UVB (mJicm?) 0 UVB (mJicm?) 0

31mm Vehicle
B GSH

B NAC

O MitoTEMPO

=2

61mm Vehicle
B GsH

= NAC

O MitoTEMPO

«Q

IS

N

c 433 pph coe

Glikolizis (Fold change)
Alap oxigénfogyas
(Fold change)

0 0
UVB (mJicm?) 0 UVB (mJicm?) 0

61mm Vehicle 200ymm vehicle
B GSH
= NAC

3 MitoTEMPO

S

NAC
15043 MitoTEMPO

-y

intenzitas (%)

N
Adipored fluoreszcencia

Oligomicin-rezisztens
Iégzés (Fold change)

0 0
uve (mJIcmz) 0 20 40 UVB (mJicm?) 0
k 2504E Vehicle
© B GSH
k] B NAC
S 2001 MitoTEMPO
8E
(]
o 450
£d
2 N
S doo
c
S £
o 50
]

0
UVB (mJicm?) 0

75



23. dabra. A CPD-vezérelt utvonalak ROS-fiiggé modon szabalyozodnak. (a) A total (n=5) és (b) a
mitokondrialis ROS termelés (n=4) CPD-fiiggését dihidroetidium and MitoSOX Red festéssel aramldsi
citometriaval vizsgaltuk. GSH, NAC és MitoTEMPO gydkfogokkal vizsgaltuk (c) a teljes (n=9) és (d) a
mitokondridalis ROS termelést (n=8), (e) a mitokondridlis biogenezist (n=7), (f) a mitokondrialis
membranpotencialt (n=7), (g) a glikolizist (n=3), (h) az alap oxigénfogydst (n=3), (i) az oligomicin-
rezisztens légzést (n=3), (j) a lipid cseppek felhalmozodasat (n=7), és (k) az autofagia indukciojat (n==6).
* ko ¥ jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem irradialt és az UVB besugdrzasnak
kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. ", " és ** jeloli a statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket a nem fotoreaktivalt (-PHR) és fotoreaktivacionak (+PHR) kitett mintak kozott, ahol
p<0.05, p<0.01 és p<0.001. a, aa, aaa, b, bb, bbb, c, cc, ccc jeloli a statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket a vehicle és a gyokfogokkal kezelt mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. A
szignifikancia meghatarozasat egyszempontos variancianalizissel (one-way ANOVA) végeztiik, melyet
Sidak’s-féle post-hoc analizissel egészitettiink ki. Az i és j panel eredményeit logaritmikusan

transzformaltuk, mivel a populdcio nem normal eloszlast mutatott.

7.17. A Keratinocita differenciacio és a lipid cseppek felhalmozdédasa CPD-, ROS-, és
mitokondrialis aktivitas fiiggéen valtozik

A proliferativ keratinocitdk a bdr epidermiszének bazalis rétegében kiilonbozd stimulusok
hatasara differencialédhatnak, melynek soran tgynevezett lamellaris testek felhalmozodasa
figyelheté meg [226]. Ezek a fdleg zsirtartalmt képletek szekrécidjukkal tobbek kozott a bor
barrier funkciojanak a fenntartdsdhoz jarulnak hozza. Korabban mar lathattuk, hogy UVB
irradiaciot kovetden a lipid cseppek CPD-fliggd akkumulacidja figyelheté meg (21/a, d abra).
A tovabbiakban arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a fokozott lipid csepp felhalmozddas
vizsgalattal igazoltuk, hogy UVB besugarzasra a lipid cseppekkel parhuzamosan emelkedik a
keratin 1 (K1), mint korai differenciacio marker expresszidja (24/a, b abra). Meglepé mddon a
K1 fehérje nem filamentdzis haldzatot alkotott, hanem granuldris szerkezetet vett fel, mely
kolokalizaciot mutatott a lipid partikulumokkal (24/a dbra). Ezek a hatasok a fotolidz enzim
aktivaciojaval gatolhatok voltak, mely a keratinocita differenciaci6 CPDk-t6l valo fliggését
mutatja. A K1 expresszio ¢és a lipid cseppek kozotti kapesolat tovabbi vizsgalatdhoz olyan
anyagokat hasznaltunk, amikrdl irodalmi adatok alapjan biztosan tudjuk, hogy keratinocita
differencidciot indukald hatassal rendelkeznek (CaClz) [226] vagy a lipid cseppek megjelenését
indukaljak (palmitat) [227]. Adataink azt mutatjak, hogy mindkét kezelés parhuzamosan emelte
a K1 expressziojat (24/c abra) és a lipid cseppek (24/d abra) mennyiségét. A K1 fehérje
kifejez6dése UVB mellett gatolhato volt antioxidansok hasznalataval (24/e dbra), mely az UVB
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besugarzasra keletkezd ROS szerepét igazolja a keratinocita differenciacio elinditasdban. Végiil
Osszefliggést a sejtek mitokondrialis aktivitdsdval. A PARP1 inhibitor, olaparib
hipermetabolikus aktivitasa révén emelte a K1 expressziot és a lipid cseppek mennyiségét (24/f,
g abra). Hasonl6 valtozast detektaltunk az oxalacetat és az acetil-CoA esetében (24/f, g abra),
melyek citrat kor részeiként az oxidativ foszforilaciot fokozzak. Végiil olyan inhibitorokat
alkalmaztunk, melyekrdl mar korabban bizonyitottuk, hogy csokkentik az oxidativ
foszforilacidt az altalunk hasznalt kisérleti rendszerben (KU-60019, compound C, pifithrin-
alpha-HBr, wortmannin, rapamicin), csdkkentik a glikolizist (2-DQG), géatoljak a glutaminolizist
(BPTES), az I-es és V-0s komplex aktivitasat (rotenon, oligomocin), a piruvat (UK-5099) ¢és a
zsirsavak (etomoxir) mitokondridlis transzportjat, tehat Osszességében a mitokondrialis
katabolizmus ellen hatnak. Mindegyik gatldszer parallel médon csdkkentette a lipid cseppek és
a K1 fehérje mennyiségét (24/h, i dbra), mely a keratinocita differenciacio és lipid cseppek
mitokondrialis metabolizmustol valo fiiggésére hivja fel a figyelmet. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a keratinocita differenciacio és a lipid cseppek felhalmozddasa szorosan kapcesolt,

valamint CPD-, ROS- ¢s mitokondrialis aktivitastol fliggé modon szabalyozddnak.
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24. dbra. A keratinocita differencidcio és a lipid cseppek felhalmozoddisa CPD-, ROS- és
mitokondridlis aktivitas fiiggden valtozik. (a) A keratinocita differenciacio és a lipid cseppek kézotti
kapcsolatot a keratin 1 (K1) fehérje expressziojanak kimutatasaval és az Adipored fluoreszcencia
intenzitasanak a vizsgalataval konfokalis mikroszkopiaval hatdaroztuk meg. A képeken kontraszt és

fényerd korrekciot végeztiink. (b) A K1 granulumok szamaban bekovetkezett valtozasokat a konfokdlis
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mikroszkopiaval nyert képekbdl szarmaztattuk ImageJ szoftverrel (n=4). (c) A K1 expressziot és (d) a
lipid cseppek képzddését aramlasi citometriaval hataroztuk meg CaCls, palmitat kezelést, valamint 40

mJ/cm’ UVB besugdrzast kivetéen (n>5). A gyokfogok K1 expressziora kifejtett hatdsat dramldsi

crer

mellett olyan kezeléseket kdvetden hataroztuk meg, melyek (f, g) emelik az OXPHOS-t (n>4) vagy (h, i)
gatoljak a mitokondridlis tevékenységet (n=6). * ** és *** jeloli a statisztikailag szignifikdns
kiilonbségeket a nem irradialt és az UVB besugdrzasnak kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és
p<0.001. ", ™ és "% jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem fotoreaktivalt (-PHR) és
fotoreaktivacionak (+PHR) kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. a, aa, aaa, b, bb, bbb,
¢, cc, ccc jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a vehicle és a gyokfogokkal kezelt mintak
kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. A szignifikancia meghatarozasat egyszempontos
variancianalizissel (one-way ANOVA) végeztiik, melyet Sidak’s-féle post-hoc analizissel egészitettiink
ki a b és az e panel esetében. A c, d, f, g, h, i paneleknél szignifikancia meghatarozasat egyszempontos
variancianalizissel (one-way ANOVA) végeztiik, melyet Dunnett’s-féle post-hoc analizissel egészitettiink
ki a b és az e panel esetében. Az i és j panel eredményeit logaritmikusan transzformaltuk, mivel a

populacio nem normal eloszlast mutatott.

7.18. A mitokondrialis aktivitas CPD- és autofagia-fiiggé modon kézponti szerepet
jatszik az UVB-indukalt karcinogenezis elinditasaban

Vizsgaltuk, hogy a CPD-k, az autofigia, valamint az UVB-indukalt hipermetabolikus
valtozasok milyen hatissal vannak a sejtek mutacios ratajara UVB besugarzast kovetden.
Korabbi HPRT mutacios kisérletiinkh6z hasonldéan itt is CHO sejteket hasznaltunk.
Varakozasunknak megfeleléen a HPRT-mutans klonok szamanak dozisfiiggd emelkedését
tapasztaltuk UVB sugarzast kovetden (25/a abra). A CPD-k eltavolitasat kdvetden a mutaciok
szama a nem irradidlt csoporttal volt egyenlé. Amennyiben gatoltuk a mitokondrialis
transzporterek (UK-5099, etomoxir) és a glutaminolizis (BPTES) aktivitasat (25/b abra), az
UVB-okozta mutacios rata is meredeken csokkent. Az autofagias fluxus klorokvinnal (CQ)
torténd gatlasa hasonld csokkenést eredményezett a muticiok szdmaban UVB besugarzast
kovetden (25/b éabra). Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy a CPD-k mellett az autofagia
indukcidja a lebontott makromolekuldk jrahasznositasaval metabolitokat szolgaltathatnak a
mitokondriumok szamara az altalunk vizsgalt transzportereken (MPC, CPT1) keresztiil, igy az
autofagiat és a mitokondridlis metabolizmust potencidlisan mutagenezist kdzvetitd folyamatnak

kell tekinteniink UVB irradiaciét kovetden.
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25. abra. A mitokondridlis aktivitas CPD és autofdgia-fiiggd modon kozponti szerepet jatszik az UVB-
indukalt karcinogenezis elinditisaban. (a) A HPRT mutacios assay-t kinai hércsog ovarium sejteken
(CHO) végeztiik fotoliaz transzfekcioval (n=6) és (b) mitokondridlis, valamint az autofagia aktivitasat
csokkentd inhibitorokkal (n=6). A sejteket 10 napig tartottuk UVB besugarzdst kovetoen szelekcios
médiumban. *** jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem irradialt és az UVB
besugdrzasnak kitett mintik kozétt, ahol p<0.001. *, * és ™ jeloli a statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket a nem fotoreaktivalt (-PHR) és fotoreaktivacionak (+PHR) kitett mintak kozott, ahol
p<0.05, p<0.01 és p<0.001. a jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem irradialt,
valamint UVB-expondlt sejtek kozott, ahol p<0.05. bbb jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket
az UVB-irradialt vehicle kontroll és az UVB-besugarazott de UK-5099, Etomoxir vagy BPTES-sel kezelt
sejtek kozott, ahol p<0.01 >és p<0.001. ccc jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a vehicle
és a klorokvin (CQ) kezelt mintak kézott, ahol p<0.001.4 szignifikancia meghatarozasat egyszempontos
variancianalizissel (one-way ANOVA) végeztiik, melyet Sidak’s-féle post-hoc analizissel egészitettiink

ki. Az a panel eredményeit logaritmikusan, a b panel eredményeit Box-Cox modszerrel transzformaltuk,

mivel a populdcio nem normal eloszlast mutatott.

7.19. Az UVB-okozta CPD- és ROS-fiiggé hatasok keratinocita-specifikusak

A HaCaT széles korben hasznalt sejtvonal a primer keratinocitak alternativajaként gyors
novekedésiik ¢és hosszutavu fenntarthatosdguk miatt, mégis az immortalizalt sejtek
fentotipusbeli eltéréseket mutathatnak a primer sejtekhez képest. Ez kiilondsen igaz lehet a
HaCaT-okra, melyekben két pontmutaci6 talalhat6 a pS3 génben [228]. Bar ellentmondésos az
irodalom a mutaciok p53 funkcidjara vonatkozo hatasair6l, a korabbi adatokkal szemben egyre
tobb kozleményben a p53 [229, 230] normdl miikodésérdl vagy funkcionyeréses mutdciojarol
szamolnak be [231]. Mindazonaltal szerettiikk volna eredményeink fobb pontjait megerdsiteni
primer sejtekkel (NHEK) is. Adataink azt mutatjak, hogy az NHEK sejtekben a ROS termelés
(26/a, 1 abra), a mitokondrialis és metabolikus valtozasok (26/d, e, f, g, h, j, k, | abra), az

autofagia indukcidja (26/b dbra), a lipid cseppek felhalmozddasa (26/c dbra) és a keratinocitak

.....
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elmondhat6, hogy a primer sejtek is hasonld fenotipusbeli valtozasokat mutatnak UVB
irradiaciot, fotoliaz transzfekciodt, valamint antioxidans kezelést kovetden, vagyis a CPD- és

ROS-fiiggd hatasok nem HaCaT, hanem keratinocita specifikusak.

(=3
)

a

-
o
k=3
*
*
*

Adipored fluoreszcencia
intenzitas (%)

Teljes ROS termelés (%)
@ H
[=] (=]
— =
5T
a
b E
I
*
*
w
I
I
LC3A/B fluoreszcencia

0 b 0 0
UVB (mJicm?) 0 20 40 UVB (mJicm?) 0 20 40 UVB (mJlcm?) 0 20 40
g mpark . =2°°1 m park i 2501 m park "
= O Light g O Light = O Light
g © 3 150 & 200
£ 100 i il L] iy o
@ 52 o w 150
= é §'100 = g 100 =
= aQ
g E 50 T so
K]
H £
0 0 0
UVB (mJicm?) 0 20 40 UVB (mJicm?) 0 20 40 UVB (mJicm?) 0 20 40
g 51 m Dark h 31 m park ok
ia - ia
4 [ Light “‘3.-. O Light
@ @ ke
a D go2
g3 o £s
Eic 55
=T - i b
5% * “ S
|_-.-_‘ b
0 l 0
20 40

UVB (mJfcm?) 0 20 40 UVB (mJfem?) 0

i ' k
. 1507 mm vehicle J 1507 mm vehicle 37mm vehicle
£ £
& 25 =1 MitoTEMPO T
E, g é 100 a bbp-n,ﬂﬁﬂ E g
] 29 5
- o a -
] 5 a2
® 50 £5 50 @
o = E
2 @
= 1] E 1] o
UVB (mJicm?) 0 UVB (mJiem?) 0 20 40 UVB (mdicm?) 0

47mm venicle
m GSH

NAC
MitoTEMPO

w

Alap oxigénfogyas
{Fold change)
N

-

0
UVB (mJ/iem?) @

26. abra. Az UVB-okozta CPD- és ROS-fiiggd hatasok keratinocita-specifikusak. CPD-specifikus
fotoliaz mRNS transzfekciot kévetéen aramlasi citometriaval vizsgaltuk NHEK sejteken (a) a teljes ROS
termelést (n=3), (b) az autofagia indukcidjat (n=4), (c¢) a lipid cseppek felhalmozodasat (n=4), (d) a
mitokondrialis biogenezist (n=3), (e) a mitokondrialis membranpotencialt (n=3) és (e) a K1 fehérje
expressziojat (n=3). (g) a glikolizis (n=3) és (h) az alap oxigénfogydst (n=3) meghatarozasdat Seahorse
XF96 késziilekkel végeztiik. GSH, NAC és MitoTEMPO gydkfogokkal vizsgaltuk NHEK sejteken (i) a
teljes ROS termelést (n=4), (j) a mitokondridalis membranpotencialt (n=>5), (k) a glikolizist (n=3) és (1)
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az alap oxigénfogyast (n=3). * ** és *** jeloli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem
irradidalt és az UVB besugadrzasnak kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. *, * és **
jeléli a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a nem fotoreaktivalt (- PHR) és fotoreaktivicionak (+
PHR) kitett mintak kozott, ahol p<0.05, p<0.01 és p<0.001. a, aa, aaa, b, bb, bbb, c, cc, ccc jeloli a
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a vehicle és a gyokfogokkal kezelt mintdk kozott, ahol p<0.05,
p<0.01 és p<0.001. A szignifikancia meghatdrozasat egyszempontos variancianalizissel (one-way
ANOVA) végeztiik, melyet Sidak’s-féle post-hoc analizissel egészitettiink ki. Az a és e panel eredményeit
logaritmikusan, a d, i, k, | panel eredményeit Box-Cox modszerrel transzformaltuk, mivel a populacio

nem normdal eloszlast mutatott.
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8. MEGBESZELES

Disszertacioban az UVB-okozta DNS karosodas és a sejtek megvaltozott metabolizmusa
kozotti kapesolat feltérképezését tiztiik ki célul. Napjainkban igen felkapott kutatasi tertiletnek
szamit a sejtmag és a mitokondriumok kozotti anterograd/retrograd szignalizacios Gtvonalak
vizsgalata [232, 233]. Kiilonb6z6 tanulmanyokbdl ismert, hogy a folyamatosan fennallo6 DNS
karositd tényezok, valamint a DNS repair defektusa a sejtek mitokondrialis funkcidoromlasat
okozza [174, 234, 235]. Ilyen bioenergetikai romléds figyelheté meg olyan genetikai
betegségekben (Ataxia-teleangiektdzia, Xeroderma Pigmentosum, Cockayne szindroma) [95,
172,236, 237], ahol karosodott valamelyik, a DNS hibajavitas szempontjabodl esszencialis gén.
Habar az UV tartomany UVB komponensének szerepe jol karakterizalt a DNS karosodas [22],
az apoptozis [238], a fotoaging [239], valamint a karcinogenezis [240, 241] szabalyozasaban,
kevés adat all rendelkezésre, hogy az UVB miként befolydsolhatja a mitokondriumok
miikddését. Mindossze néhany irodalmi adat utal arra, hogy az UVB potencidlis mitokondridlis
diszfunkciot indukalé hatassal rendelkezik. Ezekben a tanulmanyokban azonban olyan magas
UVB dézisokat hasznaltak [242, 243], amitdl egy Ill-as Fitzpatrick boértipussal rendelkezé
ember is le tudna égni. Mint ahogy a bdriink epidermisze is elhal (hélyagképzddés, hamlas
alakul ki) egy akut napégést kovetden, ugy az ilyen nagy UVB dozissal irradiélt keratinocitak
is elhalnak, az UVB-okozta patofiziologids valtozdsok a mitokondriumokat is érintik.
Munkacsoportunk azonban arra volt kivancsi, hogyan alakul a DNS kérosodas-indukalt
mitokondridlis szignalizacid olyan, fiziologiailag is relevans UVB dozis mellett, amivel késd
tavasszal, egész nyaron és kora Osszel egyarant taldlkozhatunk. A mitokondriumom
morfologiai és funkcionalis valtozasainak kovetése kutatasi t¢émam kdzponti eleme volt a DNS
repair hatékonysaganak modositdsaval. Egy fizioldgids folyamat szabalyozéasanak, jelen
esetben az UVB stresszvalasz, mitokondrium szignalizacio feltarasara a leird jellegli vizsgalat
nem alkalmas, ezzel szemben, ha a folyamatot biologiailag relevans behatasok modellezésével
vizsgaljuk, nagyon értékes informacidkat nyerhetiink, és jobban megismerhetjiik a valds
mikodést. Ehhez olyan kémiai agenst (veliparib) hasznaltunk, mely a DNS hibajavitasban
fontos szerepet jatszO PARP1 fehérjét gatolja, és melyet az FDA (Food and Drug
Administration) jovahagyott kiillonbdz6 szolid tumorok kezelésében [244]. A PARPI1 fehérje
gatlasatol tehat az UVB-okozta DNS kéarosodas fokozddasat vartuk. A DNS karosodas
csokkentése kutatdsunk masik fontos eleme volt. Ehhez olyan in vitro szintetizalt, a Potorous
tridactylus fotolidz enzimét kodold6 mRNS-t juttattunk a sejtekbe, mely fehérjévé transzlalodva

az UVB altal létrehozott domindnsan jelenlévd ciklobutdn pirimidin dimer fototermékeket
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rendkiviil gyorsan ki tudja javitani. A fotolidz overexpressziojara azért volt sziikség, mert az
enzim eltlint az evolucid sordn a méhlepényes emldsokbdl, igy az emberbdl is [245]. Habar a
két vizsgalt koriilmény természetesen nem egyszerlien egymas ellentettje, ebben a két
modellrendszerben a DNS hibajavitas pozitiv vagy negativ iranyban torténd befolyasolasaval
az UVB-indukalt DNS karosodas szerepét tudtuk vizsgalni a mitokondriumok funkcionalis

allapotanak szabalyozasaban fizioldgiailag is relevans sejttipusban és UVB dozist kovetden.

UVB irradiaciot kovetéen idofiiggd modon a poli(ADP-ribéz) polimer rendkiviil gyors
a legjelentdsebb poli(ADP-rib6z) polimeraz aktivitassal, 85-90%-ban jarul hozza a sejtek teljes
PARIilacios szignaljanak kialakitasahoz [218, 246], éppen ezért az UVB-okozta PAR
formacioban is a PARP1-t tekintjiik a legfontosabb mediatornak. Az ABT-888 (veliparib) igen
hatékonyan gatolta a PARP1 aktivalodasat UVB irradidciot kovetden is. A PARilacié hianya a
CPD-k eltavolitasanak hatékonysagat szignifikdnsan csokkentette. Ez tobbek kozott azzal
magyarazhato, hogy szdmos PARP1-gyel kolcsonhatd, a nukletoid excizids repair aktivitasat
segitd szabalyzo fehérjét (DDB1, DDB2, ATM, RADS51, ALC1, XPC) irt le a szakirodalom
[247-249]. Emellett a PARilacio jelentds negativ toltéssel latja el hiszton fehérjéket [250],
melynek hatdsara a kromatin szerkezete megbomlik, a lokalis relaxacié pedig eldsegiti a
hibajavitdo enzimek DNS-hez kotddését [195, 251]. Ebbdl kovetkezik, hogy PARilacios jel
hianyéaban a repair enzimek katalitikus aktivitasa csokken, a DNS kompakt szerkezetet vesz fel,
ezért az UVB-okozta DNS karosodast javitd enzimek feltehetéleg nem tudnak kotddni a
fotolézidkhoz, melyek egyiittesen jarulnak hozzd a CPD eltavolitdas hatékonysaganak
csOkkenéséhez. A NER defektusaval egy iddben fokozott G2/M sejtciklus blokkot
tapasztaltunk PARP gétlo mellett, mely tipikus példdja az akut DNS kéarosodéasnak [252, 253].
Ez egyrészt az el nem tavolitott CPD-kbdl fakadhat, masrész az tgynevezett PARP trapping
kovetkezménye, melynek soran az inaktivalt PARP1 katalitikus aktivitdsanak hianya miatt
tovabbra is kotédve marad a DNS-hez gatolva a DNS replikéciot, transzkripciot, mely végiil
replikativ stresszhez, duplaszali DNS torések megjelenéséhez vezet [254]. Emiatt a
tulajdonsaga miatt hasznaljak eldszeretettel a PARP inhibitorokat ritkdbban olyan rakos sejtek
[255], gyakrabban azonban mas DNS karosito szerekkel kombindlva alkalmazzak citotoxikus
hatdsdnak maximalizalasa érdekében [256, 257]. Ezeknek az adatoknak a tiikrében nem

meglepd, hogy a PARP1 gatlasa UVB besugarzast kovetden szignifikdnsan csokkentette a
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¢s klinikai tapasztalatokkal, melynek soran megfigyelték, hogy kiilonb6zé PARP inhibitorok
(rucaparib, olaparib, stenoparib, niraparib) alkalmazasa fotoszenzitiv valaszt valt ki [258-260].
Meglepé moddon a PARilacié hianya az UVB-indukalt mutécios rata jelentds csokkenését
okozta, melynek magyarazatara a PARP1 fehérje szamos DNS hibajavitasi utvonalat (NER,
BER, HR stb.) [261] szabalyz6 mechanizmusa miatt egyértelmii valaszt nem tudunk adni.
Mindazonéltal ez az eredmény Osszhangban &ll a klinikai tapasztalatokkal, vagyis fokozott
karcinogenezisre vald hajlamot a veliparib hosszutava alkalmazasa sordan sem figyeltek meg.
Az UVB-re keletkezé dominéns fotoléziok, a CPD-k mellett megfigyelhetok az ugynevezett
(6-4) fototermékek felhalmozodasa is. Ezek a fototermékek nagyobb torzids fesziiltséget
okoznak a DNS-en, ezért gyorsan, az UVB besugarzast kovetd elsé hat oraban kijavitasra
kertilnek [32, 262], szemben a CPD-kkel melyek teljes eltavolitasdhoz 48 ora sziikséges [32,
262]. Emiatt az UVB-okozta DNS kérosodas kozvetitésében a CPD-ket tekintjik a
legfontosabb lézidnak, a CPD-fiiggd hatasok experimentalis igazolasa azonban mégis nehézkes
¢és kevés irodalmi adat all rendelkezésre. Az altalunk felallitott egyedi kisérleti rendszerben
ezeket a CPD-fiiggd hatasokat tudtuk vizsgalni a CPD-specifikus fotolidz overexpresszidjaval.
Amennyiben az enzimet a lathaté fény energiajaval aktivaltuk, rendkiviil gyorsan eltavolitotta
a CPD-ket a magi és a mitokondridlis genombdl egyarant, mely arra utal, hogy az in vitro
szintetizalt RNS a klasszikus eukariota fotoliazokhoz hasonloan tartalmazza mind a nuklearis,
mind a mitokondridlis lokalizacids szignalt [263]. Az UVB-indukalt sejtciklus blokk, a
fotolidz aktivaciojaval, mely a CPD-k kulcsszerepét hangsulyozza az UVB-okozta DNS
karosodas kozvetitésében. Ebben a kisérleti rendszerben tehat a PARP1 gatlastol jelentdsen
eltér6 hatasokat figyeltink meg az UVB-okozta DNS kérosodas szabalyozasanak

szempontjabol.

A PARPI1 az egyik legkorabban aktivaloéddo DNS karosodasban szerepet jatszo fehérje, mely
kozponti szereppel bir tobbek kozott a sejtek NAD™ készletének szabalyozasaban [179]. Igen
agressziv NAD'-fogyaszto, egyes kozlemények szerint 50-80%-ban a PARP1 fehérje felelds a
teljes NAD™ deplécioért [167, 264]. Nem meglepd tehat, hogy UVB hatasara a NAD" szint
szignifikans csokkenését tapasztaltuk, még 6rakkal a lezajlott PARP aktivaciot kovetden is. A
PARP gatl6 alkalmazasa robosztus médon emelte a sejtek NAD' tartalmat. Hasonlo valtozast
tapasztaltunk a fotoliaz aktivacioja soran, az UVB NAD"-depletalo hatasa teljesen elmaradt.
Meglepé modon, a CPD-k eltavolitasa csak részlegesen csokkentette a PARP aktivaciot, igy

felmeriil a (6-4) fototermékek PARiléaciot szabalyozd szerepe, illetve egy masik enzimcsalad, a

85



Sirtuinok, mint potencialis NAD-fogyasztok [265] aktivalodasa UVB irradiaciot kovetden. A
Sirtuin csaldd valamennyi tagja (SIRT1-7) UVB hatasara CPD-fiiggd moédon fokozott
expressziot mutatott, mely magyarazatot szolgaltathat, miért kertilhetd el a CPD-k eltavolitasat
kovetben a keratinocitadk NAD-deplécidja csak részlegesen csokkent PARPI1 aktivitis mellett
1s. A Sirtuinok eltéré szubcellularis lokalizacioval szamos folyamat, tobbek kozott a
metabolizmus [266, 267] és a DNS repair [268-273] szabalyozasaban vesznek részt.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a PARP1 mellett a SIRT-ek is részt vehetnek a NAD" szint
szabalyozasaban UVB irradiaciot kovetden, valamint kdlcsonhatd partnereikkel egyiitt aktivan

segithetik a DNS karosodas felismerését ¢s a DNS hibajavitas koordinalasat.

A mitokondriumok morfologidja dinamikusan valtozik endogén és exogén kornyezeti
szignaloknak, valamint a sejtek metabolikus igényeinek megfeleléen [62, 201]. A
mitokondriumok alakja két egymas ellen hato folyamat, a fizi6 €s a fisszio aranyatol fliggden
a kerekded, egymastol jol elszeparalt formaktol az egészen elongalt, spagetti-szerii, halozatosan
kapcsolodo struktiraig terjedhet. Emellett a sejtek mitokondridlis tartalmdt a szintézis
(mitokondrialis biogenezis) és a lebontds (mitofagia) is szigorian szabalyozza, mellyel a
mitokondriumok mindségellendrzése is megtorténik [274, 275]. Eredményeink azt mutatjak,
hogy az UVB irradiacio, valamint a PARP gétlés hatasara emelkedik a mitokondriumok szdma,
iranyitd transzkripcids faktor génexpresszios valtozasat is detektaltuk. DNS karosodas
hianyéban (fotoliaz aktivacid) az UVB-indukalt mitokondrialis biogenezisre utal6 valtozasokat
nem tapasztaltunk. Hasonld, emelkedett mitokondrialis biogenezist, valamint biogenezishez
kothetd funkciovaltozast figyeltek meg hidrogén peroxid [276, 277] és etopozid [91] kezelést,
ionizald, valamint UVC sugarzast [ 180] kovetden, mely az akut DNS karosodads mitokondrialis
biogenezist fokozd hatdsat tamasztja ala. A mitokondrialis biogenezissel szinkron médon a
volt a PARP1 gétlasa mellett. Amennyiben a fotolidz enzimmel eltavolitottuk a CPD-ket, ugy
a mitokondrialis morfoldgiai valtozasok is elmaradtak. Irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a
mitokondrialis dinamikdban bekdvetkezett valtozasok a DNS karosodastdl €s a sejttipustol
egyarant fligg. Hasonl6 mitokondridlis fuziot figyeltek meg cikloheximid, aktinomicin D,
valamint UVC irradiaciot kovetden, melyet a szakirodalom egy protektiv valasz részeként
ugynevezett stressz-indukalt mitokondridlis hiperfuzioként (SIMH) emlit [181]. Ez az adaptiv
mitokondrialis fuzi6 folyamatosan megfigyelhetd, amig a stressz stimulus jelen van és a sejtek

nem apoptotizalnak. Az UVB-okozta mitokondridlis fuziot és biogenezist mi is protektiv
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mechanizmusként értelmezziik. A fazi6 eldsegiti két vagy tobb karosodott mitokondrium kozott
a DNS és a metabolitok (ADP, NADH, FADH?) cser¢jét, mellyel a keratinocitdk oxidativ
foszforilacidjukat fenntartani, DNS kéarosodasukat pedig enyhiteni probaljak [278, 279]. Az
akut DNS karosodas-okozta mitokondrialis biogenezissel a sejtek megndvekedett
energiaigényiiket 1j mitokondriumok szintézisével probaljak fedezni. Ezt tamasztja ala, hogy
ezek a valtozasok dozisfiiggd moddon azokban az UVB-irradidlt keratinocitdkban voltak
megfigyelhetéek, melyek magasabb mitokondridlis aktivitdst mutatnak. A PARP1 gatlasa
fokozta, a fotoliaz enzim aktivacidja csokkentette az UVB hatasara keletkez6 CPD szintet, igy

a mitokondridlis fzid és biogenezis akut DNS karosodastol valo fliggését igazoltuk.

A DNS kérosodds tobb szempontbdl is szoros 0Osszefliggést mutat a mitokondriumok
aktivitasaval, a sejtek metabolikus allapotaval. Szamos olyan fehérjét irtak le, melyek a DNS
karosodas felismerésében vagy a DNS repair szabdlyozasaban vesznek részt, és direkt vagy
indirekt modon celluldris és az egész organizmus szintjén a mitokondrialis energiatermelést
szabalyozzak [109, 141, 280-282]. Ilyen fehérjék csokkent vagy hibas miikodését figyelték meg
tobbek kozott Werner szindromaban (WS) [283] Ataxia Teleangiektazidban (AT) [284],
Hutchinson—Gilford progériaban (HGPS) [285] ¢és Cockayne szindrémaban (CS) [286]. K6zds
tulajdonsaguk ezeknek a betegségeknek, hogy valamelyik, a DNS karosodasra adott valaszban
szerepet jatszo fehérje elégtelen mitkddése miatt alakulnak ki. Tobbek kdzott a korai dregedés
¢és testsulycsokkenés jellemzd ezekre a korképekre, mely altaldban a sejtek fokozott
metabolikus aktivitdsara vezethetd vissza. NER-deficienciat, igy fokozott DNS kérosodast
modellezd CSA™~, XPA™~ mutéans egerekben UVC irradiaciot kovetden a PARP1, az AMPK
¢és a NAD" kozponti szerepét figyelték meg a DNS kéarosodas okozta mitokondrialis véaltozasok
kozvetitésében [180]. Az UVC-okozta akut DNS karosodashoz hasonléan mitokondrialis
membranhiperpolarizaciot, a glikolizis, a citratkor, az oxidativ foszforilacio, valamint a zsirsav
oxidacio emelkedését detektaltuk UVB irradiaciot kovetoen. Western blottal, valamint az adott
fehérje gatlasaval igazoltuk az ATM, AMPK, p53, AKT és mTOR szignaling aktivalodasat az
OXPHOS, valamint a CPT1A, HADHA, ACADM fehérjék szerepét a béta oxidacio
szabalyozasaban. Az altalunk tapasztalt valtozasok jelentds részét a PARP1 gatlasa fokozta, a
CPD-k eltavolitasa pedig szignifikdnsan csOkkentette, mely az UVB-okozta DNS karosodas
mitokondrialis metabolizmust modulal6 szerepét bizonyitja. Habar a kronikusan fennallo6 DNS
karosodas vagy a DNS repairben bekovetkezett defektus az energia homeosztazis
csOkkenéséhez, permanens mitokondridlis diszfunkcidhoz vezet, az akut, toleralhat6 DNS

karosodas a mitokondriumok metabolizmusanak fokozodasat eredményezi, mely a nukleotid
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excizios repair energiaigényét fedezi. Szamos a NER-ben kulcsszerepet jatszé fehérje a DNS
karosodas felismeréséhez és a DNS 1ézidhoz valo kotddéséhez ATP-t igényel [287-289]. A
kromoszdéma-remodelling hasonloképpen energiaigényes folyamat melynek sordan a DNS
javitasat segitik elé [290]. {ly médon az UVB-okozta mitokondrialis funkciéemelkedés a sejtek
szempontjabol egy adaptiv, anti-apoptotikus valasz része. Erre utal, hogy a mitokondridlis
biogenezis vagy az oxidativ foszforildcidoban szerepet jatszd fehérjék gatlasa a sejtek
¢letképességének a csokkenését okozta UVB irradiaciot kovetden. Ezek az adatok azt mutatjak,
hogy az ATM/ATR, az AMPK, a p53, az AKT és az mTOR utvonalak CPD-fliggé aktivalodasa
fokozhatja a nukleotid excizids repair hatékonysagat. Habar a fokozott mitokondrialis
metabolizmussal 6sszhangban UVB irradiaciot kovetéen CPD-fliggd modon emelkedett a
sejtek piruvat, zsirsavak ¢és glutamin oxidaciojatol valo fiiggése, ezt az emelkedett szubsztrat
preferenciat nem kovette a rendelkezésre allo teljes készlet ndvekedése, vagyis a keratinocitak
nem tudnak hatékonyan valtani alternativ energiaforrasként a harom metabolikus szubsztrat
kozott UVB irradiaciot kovetden. Ezek a valtozasok teljesen elmaradtak a CPD-k eltavolitasat
kovetéen. Ez arra utal, hogy az UVB-okozta DNS karosodas kijavitasdhoz mindharom
szubsztratra sziikség van. Ezt tamasztja ala, hogy a glutamat esszencialis aminosavként
nélkiilozhetetlen a nukleotid bioszintézishez, igy a DNS hibajavitashoz [291, 292].
Tanulmanyok arrdl is beszdmolnak, hogy a zsirsav szintézis a PARP1 fehérjén keresztiil, a béta
oxidacid, valamint az oxidativ foszforilacio redukald ekvivalensek biztositasaval segitik a DNS
repairt [ 180, 293-295]. Végiil megfigyelték, hogy a piruvat szupplementacié csokkenti a DNS
karosodast [296]; a piruvat metabolizmusban részt vevd piruvat kindz 2 (PKM2) magi
transzlokacidja pedig eldsegiti a homolog rekombindcid stimuldldsa révén a DNS 1ézidk
kijavitasat H202 és UVB irradiaciot kovetden [297, 298]. Osszességében tehat az akut DNS
karosodas szubsztrat preferenciat modulalé hatasat, valamint mitokondrialis aktivitast fokozé
szerepét igazoltuk, melyek reciprok médon képesek visszahatni és eldsegiteni a DNS

hibajavitast.

Jol ismert a DNS kérosodas autofagiat indukalo hatasa, melynek soran a karosodott sejtalkotok,
makromolekuldk lizoszomékban torténd lebontasaval és tjrahasznositasaval a sejtek
bioenergetikai igényiiket fedezik. UVB irradiaciot kovetden a CPD szint novekedésével
parhuzamosan az LC3" vezikulumok (autofagoszémak) szdméaban 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 arrol

88



is beszamolnak, hogy az autofagia pozitiv szerepet tolt be az XPC, az UVRAG, valamint a
DDB1/DDB2 fehérjék kifejezddésének és aktivitdsanak szabdlyozdsan keresztiil a global
genom NER elinditasaban [299], vagyis a CPD-k az autofagia indukcidjan keresztiil sajat
csak minimalis emelkedést mutatott UVB besugarzas utan, mely azzal magyarazhatd, hogy
mitokondrialis fuzidt és membranhiperpolarizacidt detektaltunk UVB irradiaciot kovetden,
vagyis nem kovetkezett be mitokondridlis funkcioromlas, ami a szignalt biztositja a PINK1 és
PARKIN fehérjék szamara a mitofagia elinditasdhoz [300, 301]. Meglepd mddon az autofagia
indukcigjaval parhuzamosan, CPD-fiiggé modon a lipid cseppek szamaban is emelkedést
tapasztaltunk. Habar a DNS karosodés-okozta lipid csepp biogenezis szerepe kevéssé ismert,
az autofagoszéma-lipid csepp kolokalizaciot figyelembe véve tigy gondoljuk, hogy a lipid
cseppek autofdgidval torténd degradacioja (lipofdgia) szabad zsirsavakat szolgaltathat a
mitokondrialis béta oxidaciohoz. Emellett az intracellularis membrannal koriilvett
organellumok ujrahasznositasa soran felszabadulo6 szabad zsirsavtartalom lipid vezikulumokba
csomagoldodik, amennyiben a mitokondrialis béta oxidacidoban nem keriil felhasznalasra [302,
303]. A sejtek megndvekedett szubsztrat igényiiket, fokozott mitokondrilis aktivitasukat a
karosodott szubcellularis elemek autofagia utjan torténd Gjrahasznositasaval is tudjak fedezni
[215, 304]. Ezt tamasztja al4, hogy az ATM, AMPK, p53, PI3K1 ¢s mTOR tutvonalak gatlasa
az altalanos autofagia markerként hasznalt LC3A/B valamint a mitofagia-specifikus PARKIN
fehérje kifejezddését csokkentette, vagyis az autofagia/mitofdgia hidnya a mitokondrialis
mindség-ellendrzés romlasat, szubsztrathiany miatt a mitokondriumok aktivitasanak
csokkenését okozta. Az autofagia mitokondrialis metabolizmust fokozo szerepét tdmasztja ala
emellett, hogy amennyiben klorokvinnal - mely kdzismert oxidativ metabolizmust csékkentd
megnovekedett a lipid cseppek és az autofagoszémak szama, mely a zsirsavak csokkent
mitokondrialis transzportjara utal. Mindazonaltal figyelembe kell venniink, hogy az autofagia
is energiaigényes folyamat, melynek fenntartasahoz megfelelé ATP szint sziikséges [305], igy
az autofagia-OXPHOS reciprok reguldciojat sem zéarhatjuk ki. Meglepd modon a
mitokondriumok és a lipid cseppek kozott nem tapasztaltunk kolokalizaciot, mely arra utal,
hogy a lipid cseppekbdl a citoplazmatikus lipdzok hatasara felszabaduld szabad zsirsavak
mitokondriumokba val6 direkt transzportja zajlik, ami joval hatékonyabb a lipid csepp-
mitokondrium kozvetlen kapcsolathoz képest [306, 307]. Ezt tAmasztja ala az UVB irradiaciot

kovetd mitokondrialis hiperfuzio, a fokozott zsirsav oxidacid és az emelkedett zsirsav
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mitokondrialis metabolizdcidja nem volt hatékony és a zsirsavak lipid cseppekkel ujra-
asszocidlodva a szomszédos sejtekbe transzportalodtak [306]. Ezek alapjan elmondhato, hogy
az UVB-indukélt autofagia kulcsfontossagi a sejtek mitokondrialis aktivitdsanak
szabalyozasaban. Emellett a lipid cseppek pufferrendszerként mikddve kozponti szerepet
toltenek be a mitokondridlis metabolizmus szabalyozasaban, amikbdl a kiilonbozo
stresszhatdsokra felszabadulé zsirsavak a mitokondriumokba transzlokdlodva energiat

biztositanak a béta oxidacidhoz.

.....

soran az extracellularis magas Ca**-gradiens elésegiti a differenciacio specifikus markerek, igy
a keratinok (KRT), filaggrin (FLG), lorikrin (LOR) és az involukrin (INV) megjelenését [226].
bor homeosztaziasnak, barrier funkciojanak fenntartdsat szolgalja [226]. A differenciacioban
bekovetkezett zavarok tobbek kozott az atdpias dermatitisz kialakuldsat inicidlhatja [308]
illetve a pszoridzis patomechnanizmusaban [309] is szerepet jatszik. UVB irradiaciot kdvetden
CPD-fiiggé modon a K1, mint korai differenciaciés marker expresszidjanak a novekedését
tapasztaltuk. Bizonyitottuk a K1 ¢és a lipid cseppek parallel médon mitokondrialis aktivitastol
foszforilacidja, valamint szubsztrathasznositasa ellen hat parhuzamosan csokkenti a lipid
cseppek mennyiségét és a K1 fehérje kifejezddését. Eredményeink Osszhangban éllnak a
szakirodalmi publikaciokkal, melyekben bizonyitottidk, hogy a magas Ca’*' koncentricié a

PI3K1/AKT [310], valamint az mTOR [311] utvonalakon keresztiil a Kkeratinoctak
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314] és a diacilglicerol (DAG) [315] differenciaciot indukalo szerepét. Emellett a lipid cseppek
stratum corneumban torténd abnormalis felhalmozodasat figyelték meg pszoriazisos borben
[316, 317]. Habar az UVB-indukalt keratinocita differenciacidé szerepe egyelére vitatott,
irodalmi adatokkal dsszhangban ugy gondoljuk, hogy az UVB Aéltal kivaltott adaptiv valasz

részenként a sejtek tulélését, a szoveti homeosztazis és integritas fenntartasat szolgalja.

A reaktiv oxigén szabadgyOkok kozponti szerepet jatszanak a sejtek é€lettani folyamatainak

szabalyozasaban [318, 319]. A peroxiszomdk fokozott miikddése, kiilonbdzd oxidazok
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aktivitasa, atmeneti fémionok, az endoplazmatikus retikulumban zajl6 protein folding, valamint
a timidin és poliaminok metabolizmusa mind hozzajarulnak a szabadgyokok képzddéséhez
[46]. Mindazonaltal a legjelentésebb ROS forrasnak fokozott oxidativ foszforilaciojuk révén a
mitokondriumokat tekintik [320]. 24 6raval az UVB irradiaciot kdvetdén a sejtek teljes €s
mitokondrialis ROS termelésének az emelkedését detektaltuk, mely meglepé modon a fotolidz
enzim aktivacigjaval a gyokfogdkhoz hasonldan gatolhatod volt. A specifikus mitokondrialis
gyoktermelést gatlo MitoTEMPO az altalanos ROS scavengerekhez hasonloan szignifikdnsan
csokkentette a CPD-fiiggd titvonalak aktivalodasat. Igy tobbek kozott csokkent a sejtek
glikolizise, oxidativ foszforilacidja, mitokondrialis és lipid csepp biogenezise, az autofagia,
jelentds szerepe van ezeknek a valtozasoknak a kozvetitésében UVB irradiaciot kovetden.
Habar egyes kozlemények beszamolnak az antioxidansok CPD képzddést csokkentd hatasarol
[321], mi ilyen jellegli valtozast egyik gyokfogd estében sem tudtunk kimutatni. Ezeket az
eredményeket figyelembe véve ugy gondoljuk, hogy a CPD-k a mitokondriumok aktivitasat
fokozva masodlagos mitokondridlis gyoktermeléshez vezetnek, mely tobb mitokondridlis és

extramitokondrialis titvonalat képes szabalyozni ROS-fiiggé modon.

A mitokondriumok szerepe a karcinogenezis elinditdsdban nem egyértelmii. A konvencionalis
nézet régebben az volt, hogy a rakos sejtekben a mtDNS kopiaszamanak csdkkenése,
megvaltozott szekvencidja, a mitokondriumok funkcidjanak romlasa figyelheté meg, mely a
sejtek energiatermelését az anaerob glikolizis felé tolja el [322]. Azonban egyre tobb
kozlemény a fokozott mitokondridlis biogenezist €s aktivitast potencialis mutagenezist
kozvetitd szignalként irja le [323-325], melynek sordn az emelkedett mitokondridlis aktivitast
mutatd rakos sejtek rezisztensebbek a pro-apoptotikus szigndlokkal, igy a kemoterapids
szerekkel szemben. A megndvekedett UVB-indukalt mutdcios rata a fotolidz enzim
fotoreaktivaciojaval teljesen gatolhatd volt, mely a CPD-k szerepére utal a karcinogenezis
elinditasaban. Ez nem meglepd, ha figyelembe vessziik, hogy a CPD-k kis torzios fesziiltséget
okoznak a DNS-en, gyenge szubsztratja a DNS 1éziok felismerését végzé XPC-UV-DDB
komplexnek [32], ezért a NER soran a CPD-k eltavolitasa alacsony hatékonysaggal valdsul
meg. Az ilyen, ki nem javitott CPD 1¢ziok CC-TT tranzicidhoz [326] vezethetnek a magi és
mitokondrialis DNS-en egyarant. Az autofagia, valamint egyes szubsztratok mitokondrialis
transzportjanak gatlasa a CPD-k eltavolitdsdhoz hasonloan jelentsen csokkentette az UVB-
indukalt mutagenezist. Az autofagia indukcidja, valamint a piruvat, a zsirsavak és a glutamin

mitokondrialis  oxidacigja CPD-fliggést mutatott kordbbi  kisérleteinkben, ezért
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valoszinlisithetd, hogy a mitokondrialis aktivitas novekedése, a karosodott cellularis elemek
ujrahasznositasa épitdkoveket biztosit a sejtek tuléléséhez. Ezek az adatok arra utalnak, hogy
habar a fokozott mitokondridlis aktivitas az oxidativ foszforilacid, a zsirsavak béta oxidacidja,
valamint a glutaminolizis indukcidjan keresztiil tdmogatja a DNS repairt, az autofagiaval
koordinaltan eldsegithetik a potencidlisan mutaciét hordozo sejtek tulélését is. Ezek az

utvonalak tehat terapias célpontként is relevansak lehetnek az UVB-indukalt mutagenezisben.

UVB sugarzas

Mitokondrialis fuzié és biogenezis

Metabolikus adaptacié

Autofagia és lipofagia
Mitokondridlis CPD '

\

Differenciacio

27. dbra. A CPD-indukdlt mitokondridlis oxidativ stressz kompenzatorikus hipermetabolikus

valtozasokat hoz létre keratinocitakban (sematikus dabra)
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9. OSSZEFOGLALAS

Munkénk soran igazoltuk az UVB irradiaciot kovetd akut DNS kéarosodas és a mitokondriumok
megvaltozott morfologiaja, valamint metabolizmusa kozotti kapcsolatot. A PARPI1 fehérje
gatlasa a DNS karosodas 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 béta oxidacioval parhuzamosan,
a piruvat, a zsirsavak, valamint a glutamin, mint f6 mitokondrialis szubsztratok CPD-fliggd
fokozott hasznositasat irtuk le UVB utan. Azonositottuk a CPD-fliggd ATM, AMPK, p53,
PI3K1/AKT ¢és mTOR utvonalak aktivacidjanak a szerepét az autofagia, a lipid csepp
biogenezis, a keratinocita differenciacio és mitokondriumok aktivitdsanak szabalyozasaban.
Igazoltuk az autofagia ¢s a mitokondriumok kozotti aktiv szignalingot, melyben az autofagia
indukcidja a mitokondrialis oxidativ foszforilacidjat szabalyozhatja. Leirtuk, hogy a sejtek
emelkedett mitokondridlis aktivitdsa eldsegiti az UVB-irradialt keratinocitak tulélését. Az
autofagia egyik specialis formajanak, az ugynevezett lipofagidnak az aktivalodasat és annak
mitokondrialis metabolizmust szabalyzo6 szerepét mutattuk ki UVB besugarzés 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"-depletalé hatdsat, melynek hatterében a PARPI1 aktivitis és a
Sirtuinok fokozott expresszidja all. Beszamoltunk tobb olyan mitokondridlis utvonal
aktivalodasarol, melyek a DNS hibak javitasat timogatjak, ugyanakkor eldsegithetik a mutaciot
hordozo sejtek talélését is. Végiil igazoltuk, hogy tobb mitokondridlis és extramitokondrialis
valtozas kozvetitésében kiemelt szerepe van a CPDk-nek, valamint a CPD-indukéalt masodlagos
mitokondrialis ROS termelésnek. Az UVB-vel kapcsolatos eddigi publikaciokban nagyrészt a
DNS karosodasra és karcinogenezisre fokuszaltak, és figyelmen kiviil hagytak a metabolikus
valtozasokat, olyan potencidlis eseményeket, melyek az UVB hosszitavii hatasainak
megjelenéséhez vezethetnek. Réadasul a sejtmag és a mitokondriumok kozotti jelatviteli
utvonalak aktivalodasa teljesen feltérképezetlen teriilet maradt a fotobioldgiaban.
Eredményeink azonban a DNS repair hatékonysadganak modositasaval G megvilagitasba
helyezik az UVB irradiaciot kovetd akut DNS kérosodas, azon beliil is a CPD-k szerepét a
mitokondriumok miikodésének szabalyozasaban. Az ilyen egyedi jellegi moddszertani
megkozelitéssel eredményeink ujszeriiek a fotobioldgidban: a fotoliaz enzim borbe valod
bejuttatasa, antioxidansok alkalmazasa, egyes metabolikus tutvonalak gatlasa terapias

potenciallal rendelkezhet az UVB-okozta hatasok kivédésében.
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10. SUMMARY

We identified a novel link between UVB-induced acute DNA damage and altered mitochondrial
morphology and metabolism. Inhibition of PARP1 enhanced UVB-induced mitochondrial
biogenesis, fusion and metabolism by augmenting DNA damage. In contrast, removal of CPDs
by photolyase effectively diminished these mitochondrial phenotypes. In parallel with increased
oxidative phosphorylation and fatty acid oxidation, we observed enhanced utilization of the
major mitochondrial substrates including pyruvate, fatty acids, and glutamine after UVB in a
CPD-dependent fashion. We identified the CPD-dependent involvement of ATM, AMPK, p53,
PI3K1/AKT, and mTOR pathways in the regulation of autophagy, lipid droplet biogenesis,
keratinocyte differentiation, and mitochondrial activity. Autophagy-mitochondria crosstalk was
observed in UVB-exposed keratinocytes, in which the induction of autophagy may support
mitochondrial oxidative phosphorylation. We have described that increased mitochondrial
activity of cells promotes the survival of UVB-irradiated keratinocytes. The induction of the
mitochondrial metabolism regulator lipohagy was observed in UVB-irradiated keratinocytes.
In parallel with UVB-induced lipid droplet biogenesis, we detected increased keratinocyte
differentiation, both showing strong dependency on mitochondrial activity. We demonstrated
that UVB-induced NAD"-depletion is due to enhanced PARP1 activity and increased Sirtuin
expression. We have reported the activation of several pathways that support DNA repair, but
also promote the survival of UVB-irradiated cells with unrepaired DNA damage leading to
mutations. Finally, we demonstrated that CPDs and CPD-induced secondary mitochondrial
ROS production play a prominent role in mediating several mitochondrial and
extramitochondrial changes. So far publications have largely focused on UVB-induced DNA
damage and carcinogenesis, ignoring metabolic changes, potential events that could lead to the
development of the long-term effects of UVB. In addition, activation of signaling pathways
between the nucleus and mitochondria has remained a completely unexplored area in
photobiology. Our results shed new light on the role of acute DNA damage following UVB
irradiation at physiologically relevant doses, including the role of CPDs in the regulation
mitochondrial function. With such a unique methodological approach, our data are novel in
photobiology: the delivery of CPD-specific photolase enzyme into the skin, the use of
antioxidants, the inhibition of certain metabolic pathways, as well as the transport of

mitochondrial substrates may have therapeutic potential in preventing UVB-induced effects.
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Gréta Nikoletta Kis, Mikloés Antal, Tamés Juhéasz, Eszter Anna Janka, Laura Janko, Gyorgy
Paragh, Gabriella Emri, Péter Bai, Eva Remenyik. Cancers 2020, 12(1), 5
https://doi.org/10.3390/cancers 12010005

Cyclobutane pyrimidine dimers from UVB exposure induce a hypermetabolic state in
keratinocytes via mitochondrial oxidative stress. Csaba Hegediis, Tamas Juhasz, Eszter Fidrus,
Eszter Anna Janka, Gabor Juhasz, Gabor Boros, Gyorgy Paragh, Karen Uray, Gabriella Emri,
Eva Remenyik, Péter Bai. Redox Biology, Volume 38, January 2021, 101808
https://doi.org/10.1016/j.redox.2020.101808
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