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Tartalmi 0sszefoglalo

A kalciumion (Ca?") létfontossagli szerepet tolt be a sejtek normal mikodésének és
szabalyozasanak fenntartasaban (Li és mtsai., 2014). Ez az ion egy kulcsfontossagu hirvivé
molekula, amely a sejtek bels6 ¢és kiilsé kornyezetének allapotarol ad informaciot,
fehérjék érzékelik, igy fenntartva az egyensulyt a kalcium (Ca?") homeosztazisaban (M. Hofer,
2012). Homeosztazisanak és a vele szoros kolcsOnhatasban 1évé intracellularis cAMP
egyensulyanak felboruldsa, sulyos patofizioldgiai kdvetkezményekkel jarhat, mint példaul a
hasnyalmirigy gyulladas. Bar napjaink egyik leggyakrabban eléfordulé sulyos betegsége,

pontos patomechanizmusa még nem teljesen tisztazott (Li és mtsai., 2014).

Az intracellularis Ca*-emelkedés, amelyet példaul a hasnyalmirigyben 1év6 toxinok (pl.
epesavak) vagy megnovekedett nyomas okozhat, az ORAIll-csatorndkon keresztiili Ca**-
bearamlasat eredményezi. Ezt a mechanizmust raktarfiiggé Ca?" bearamlas (Store -Operated
Calcium Entry, roviditve SOCE) néven ismerjiik (Pallagi és mtsai., 2020). Emellett a Ca?* részt
vesz ellentétes sejtfunkciok szabalyozasaban, amit Ggy ér el, hogy az iniciatorokat és
modulatorokat specifikus membranteriiletekhez, példaul lipid raftokhoz, az endoplazmatikus
retikulumhoz (ER) és mas organellumok szoros érintkezési helyeihez (Membrane Contact
Sites, roviditve MCS) kotik. Ezért MCS-ek kulcsszerepet jatszanak a sejten beliili jelatvitel és
a sejtfunkciok szabalyozdsiban (Crul & Maléth, 2021). Az ER-PM membran érintkezési
helyek (MCS) kulcsfontossaguak a raktarfiiggé Ca®" bedramlasban (SOCE) szempontjabdl is,

amely az extracellularis Ca?" koncentracio valtozasaira reagal (Herdman & Moss, 2016).

Ezen ER-PM ‘érintkezési helyek kialakitasaban vesznek részt, bizonyos Extended
szinaptotagmin fehérjék. Az Extended-synaptotagminok (E-syts) olyan fehérjék, amelyek az
endoplazmatikus retikulum (ER) membranjdban helyezkednek el, és szerepet jatszanak a sejtek
Ca?" homeosztazisaban, valamint az endoplazmatikus retikulum (ER) és a plazmamembran
(PM) kozotti kapesolatok kialakitasdban. A Ca** ionok a C2 doméneken keresztiil kapcsolddnak
fliggd Ca?" bearamléast (SOCE). A SOCE tobb szinten is interakcidban all a cAMP jelatvitellel,
azonban az E-syt szerepe ebben az esetben még nem teljesen tisztazott. Kutatasunk célja annak
feltarasa volt, hogy az E-syt részt vesznek-e a cAMP szabalyozasaban, és ha igen, milyen

mechanizmusok révén.



Kisérleteinket epitél eredetli E-sytl-3 tripla knock out (TKO) HeLa sejtvonalakon végeztiik,
amelyek nem expresszalnak egyetlen E-syt izoformat sem. A sejteket vad tipust, valamint az
E-sytl Ca?"-kotd (C2A, C2C) és fehérjetranszport (SMP) doménekben mutans plazmidokkal
transzfektaltuk. Az intracellularis cAMP szintet Fluorescence Resonance Energy Transfer

(FRET) technikéval mértiik.

A FRET kisérletek soran 10 uM ciklopiazon sav (CPA) indukalta Ca*" kidramlast kovetden
magasabb intracellularis cAMP szintet figyeltiink meg az E-syt1-C2A/C2C vagy E-syt1-SMP
mutansok esetében. Az E-sytl az ER-PM kapcsolodéasi pontok gytiriis szerkezetbe valo
atalakitasaval noveli stabilitdsukat, és eldsegiti az ER Ca?* raktar gyors feltdltését, majd az ER-
PM kapcsolatok megsziinését. Immunfluoreszcens festések alapjan, indukci6 nélkiil és 10 uM
CPA indukcigjat kovetden, E-syt hidnyaban, valamint a C2A/C2C/SMP domének mutécidja
esetén a STIM1/ORAI1 fehérjék spontan aktivalodnak és ER-PM fokuszokat hoznak 1étre.

Eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az E-sytl a Ca*-kotd és
fehérjetranszport doménjein keresztiil Ca?*-fliggd modon hozzajarul az intracellularis cAMP
szint szabalyozasahoz, valosziniileg a STIM1/ORAIl fehérjék aktivalasan és az ER-PM

kapcsolatok stabilizaldsan keresztiil.
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Roviditések jegyzeke

AC: Adenilat-ciklaz Syt: Synaptotagmin

ADM: Acinoduktalis metaplazianak TM: Transzmembran

AP: Akut pankreatitisz TNF-a: Tumor nekrézis faktor o
ATP: Adenozin-trifoszfat T1D: 1-es tipusu cukorbetegség
Ca?*: Kalcium ion T2D: 2-es tipusu cukorbetegség
CAMP: Ciklikus adenin-monofoszfat TP53: Tumor protein 53

CDKN2A/p16: Ciklin-fiiggd kinaz inhibitor 2A  Thc: Trikarbinok

CO2: Szén-dioxid TKO Hela: Tripla knock-out HeL a sejtvonal

CPA: Ciklopiazonsav

CP: Kronikus pankreatitisz

CFTR: Cisztas fibrozis transzmembran konduktancia regulator
DAG: Diacilglicerin
DAPI:4',6-diamidino-2-fenil-indol

DPBS: Dulbecco's foszfattal bufferolt sdoldat

ER: Endoplazmatikus retikulum

E-syt: Extended szinaptotagmin

FRET: Forster Resonance Energy Transfer

GFP: Z6l1d fluoreszcens fehérje

GLUT4: Glikéztranszporter 4

IL: Interleukin

IPMN: Intraduktélis papillaris mucin6zus neoplaziak
KRAS: Kristen patkany szarkéma virusa

MCS: membran érintkezési helyek

ORAI1: Kalcium felszabadulas-aktivalt kalcium csatorna fehérje 1
PDAC: Duktalis adenokarcindma

PalN: Hasnyalmirigy intraepitelialis neoplaziak

PM: Plazmamembran

Pl (4,5) P2: Foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat

P14P: Foszfatidilinozitol-4-foszfat

PBS: Foszfattal bufferolt s6oldat

PFA: Paraformaldehid

UPR: Unfolded fehérje valasz

RT: Szobahdmérséklet

SCID: Ordkletes stilyos kombinalt immunhianyos szindréma
SIRS: Szisztémas gyulladasos valasz szindréma
SERCA: Szarkoplazmatikus retikulum Ca?*-ATPaz
SOCE: Raktar fiiggé Ca?" bearamlas

STIMZ1: Stromalis interakciés molekula 1

SMADA4: SMAD csalad protein 4

STIM1: Stromalis interakcids molekula 1



1. Bevezeto

A hasnyalmirigy egy létfontossagu, dsszetett szerv, mely az emésztérendszer, valamint a
hormontermelés egyik kulcsszerepldje. Elettani szerepe a vele kapcsolatos betegségekkel mai

napig nem teljesen ismert, emiatt érdekes kutatasi teriilet az orvoslas tudomanyban.

2.1 A hasnyalmirigy felépitése €s funkcioi

A hasnyalmirigy a hasiireg hatsé falan helyezkedik el a gerinc el6tt. Négy 6 részre tagolhato:
fejre, nyakra, testre €s farokra. A fejrésze a vena cava inferior és a vesevénak szomszédsagaban
talalhat6, és a duodenum C alakll kanyarulata dleli koriil. A farok rész egészen a 1épig nytlik el
(Talathi és mtsai., 2024). Kétféle funkcigjat kiilonboztetjiik meg: 1. az exokrin funkcidja
emésztdenzimeket termel, amelyek a tapanyagok lebontidsaban jatszanak szerepet (pl.
szénhidratok, fehérjék és zsirok, 2. az endokrin funkcidjat a Langerhansz-szigetek altal termelt
hormonokon (inzulin, glukagon) keresztiil fejti ki a vércukorszint szabalyozasara (El Sayed &

Mukherjee, 2024a).

Az inzulin a legfontosabb vércukorszint-csokkentd hormon, amit a béta sejtek termelnek.
Elésegiti a gliikkoz felvételét, glikogénné alakuldsat és raktarozéasat, a zsirsavak szintézisét,

valamint gatolja a gliikoneogenezist ¢és a zsirsavbontast (Karpinska & Czauderna, 2022).

A glukagon az inzulinnal ellentétes hatdsi hormon, ami noveli a vércukorszintet. Az alfa sejtek
termelik, és els6sorban a m4jra hatva fokozza a glikogenolizist és a gliikkoneogenezist

(Karpinska & Czauderna, 2022).

Az inzulin szekrécios szabalyozasat elsdsorban a vércukorszint emelkedése stabilizalja. A
megemelkedett vércukorszint a béta sejtekben fokozza az ATP termelést, ami a Ca?* csatornak
nyilasahoz és az inzulin kivalasztasahoz vezet (El Sayed & Mukherjee, 2024b; Karpinska &
Czauderna, 2022).

2.2 A hasnyalmirigy betegségei

A hasnydlmirigy nem megfeleld0 mukodése kiilonbozé stlyos egészségligyl problémak
kialakulasahoz vezet. A leggyakoribb betegségek kozé tartozik a cukorbetegség, az akut és
kronikus  hasnyalmirigy-gyulladds  (pankreatitisz) ¢és a hasnyalmirigy daganatos

megbetegedései.



2.2.1 Akut hasnyalmirigy gyulladas

Az akut hasnyalmirigy-gyulladds (AP-akut pankreatitisz) a hasnyalmirigyet érintd
leggyakoribb megbetegedés, amely az exokrin mirigyet €rinti (Szentesi €s mtsai., 2016). A
gyulladast a hasnyalmirigy vezetékek elzarodasa okozza, altalaban epekdvesség kovetkeztében,
ami megakadalyozza az emésztéenzimek megfeleld iiriilését. Az emésztéenzimek a
hasnyalmirigyben aktivalodnak ezaltal a szerv sajat magat kezdi emészteni, ami akut gyulladast
idéz elé (Johnstone, 2018). F6 kivaltdé okai kozé tartozok az alkoholfogyasztas, genetikai
tényezok és az epekovesség (Parniczky és mtsai., 2016). A betegség sulyossaga széles skalan
mozoghat, az enyhe, né¢hany nap alatt elmuld formatol a sulyos, életveszélyes allapotig. Az
elhuzodo gyulladas sulyos, akar visszafordithatatlan sériilést okozhat, ezért a korai diagnozis és

kezelés kulcsfontossagu (Krenzer, 2016; Lankisch és mtsai., 2015a).

A gyulladasos vélasz a szdveti sériilésekre vezethetd vissza, ahol a tripszin aktivalodasa a {6
tényezd. Az epeuti elzarodas kovetkeztében a Ca®* a sejtekbe aramlik. Az intracellularis Ca®*
szint emelkedése kulcsfontossagu szerepet jatszik a betegség kialakuldsaban, mivel a Ca?*
aktivalja a hasnydlmirigy enzimeket, amelyek a szovetet kezdik emészteni (Lankisch és mtsai.,
2015b). A gyulladasos mediatorok, példaul a citokinek (TNF-a - tumor nekrozis faktor-alfa) és
az interleukinok (IL-1, IL-6, IL-18), fokozzak a szovetkarosodast és a szisztémas gyulladasos
valaszt. Az akut hasnyalmirigy-gyulladas nemcsak a hasnyalmirigyet, hanem az egész

szervezetet is érinti (Hegyi & Rakonczay, 2015).

A sulyos akut pankreatitisz mortalitasa elérheti a 30-50%-ot, leggyakrabban a tobbszervi
elégtelenség kovetkeztében. Jelenleg a betegség pontos patomechanizmusa nem ismert, igy
specifikus kezelés nem Iétezik. A terdpia jellemzden tamogatd jellegli, beleértve a
fajdalomcsillapitast, folyadékpotlast ¢€s parenteralis taplalast (Hegyi és mtsai., 2011;
Laukkarinen és mtsai., 2007; Pallagi és mtsai., 2014).



2.2.2 Kronikus hasnyalmirigy gyulladas

A kronikus hasnyalmirigy-gyulladas (CP- kronikus pankreatitisz) egy komplex, multifaktorialis
fibroinflamatérikus betegség, amely az ismétlddé gyulladasok kovetkeztében kialakulo
visszafordithatatlan szoveti karosodasokat eredményez. Jellemzoi kdzé tartozik a parenchimalis
sejtek elvesztése, a kronikus gyulladas és a fibrozis (Kleeff és mitsai., 2017). A betegség
kialakulasdban kornyezeti és genetikai tényezOk egyarant szerepet jatszanak, példaul tartos
alkoholfogyasztds, dohanyzas, kiilonb6z6 genetikai mutacidk, valamint idiopatias esetek is

eléfordulhatnak (Kleeff és mtsai., 2017; Singh és mtsai., 2019).

A hasnyalmirigyben talalhaté sztellat sejtek fontos szerepet jatszanak a betegség
kialakuldsédban, mivel a gyulladdsos mediatorok képesek ezen sejtek aktivalasara. Az aktivalt
sztellat sejtek fibrotikus szovet kialakitdsdval helyettesitik a karosodott szoveti teriileteket,

amelyek képtelenek a hasnyalmirigy exokrin funkciojanak ellatasara (Brock, 2013).

Nem elhanyagolhatd tényezé a genetikai hajlam sem, mivel szamos gén mutacioja
Osszefliggésbe hozhatdé a kronikus hasnyalmirigy-gyulladassal (PRSS1, SPINKI1, CFTR),
novelve a betegség kialakuldsanak kockéazatit. Az idiopatids és oOrekletes hasznyalmirigy-
gyulladés noveli a hasnyalmirigy rak kialakuldsanak kockazatat (Beer és mtsai., 2013; Kleeff
és mtsai., 2017; Masson és mtsai., 2008; Németh & Sahin-T6th, 2014; Rosendahl és mtsai.,
2008; Whitcomb, 2013; Whitcomb és mtsai., 1996). A betegség kialakuldsadban szerepet jatszo

mechanizmusok részletes megismerése eldsegitheti a kezelési modszerek fejlesztését.

2.2.3 Hasnyalmirigy tumoros megbetegedései

A hasnyalmirigyet érintd daganatos megbetegedések koziil a leggyakoribb a duktalis
adenokarcinoma (PDAC). Ez a daganattipus az egyik legmagasabb haldlozasi ardnyt
mutatordkos megbetegedés, ugyanis az 5 éve tulélési rata minddssze 9%. Az exokrin
hasnyalmirigy csatornait béleld duktalis epitél sejtekben alakul ki. Kialakuldsdban meghatarozo
szerepet jatszik az életkor, fizikai aktivitas hidnya, elhizds, dohanyzés, alkohol fogyasztas, 2-€s
tipust cukorbetegség €s a kronikus pankreatitisz (Bettaieb és mtsai., 2021; Fesinmeyer és

mtsai., 2005; Kleeff és mtsai., 2016).



Kialakuldsa egy tobb 1épcsds folyamat eredménye, melyet kiilonbozé elvaltozasok eléznek
meg. Ilyenek példaul a hasnyalmirigy intraepitelialis neoplazidk (PanIN) és az intraduktalis
papillaris mucinozus neoplaziak (IPMN), amelyek prekarcinogén elvaltozasok. A PanIN-ek a
hasnyalmirigy csatornaiban kialakulo kis méretii daganatok, mig az intraduktalis papillaris
mucindzus neopldzidk a hasnyalmirigy szévetében kialakuld folyadékkal telt cisztdk. Az
acinoduktalis metaplazianak (ADM) nevezett folyamatot tekintik a PDAC kialakuldsanak
kezdeti 1épésének. Az acindris sejtek plaszticitasa lehet6vé teszi szamukra, hogy kiilonb6z6
kornyezeti ingerek hatdsara duktalis sejt jellemzdket vegyenek fel, fokozva a pro-onkogén
mutaciokra valo érzékenységiiket (Bijlsma és mtsai., 2017; Buscail és mtsai., 2020; Delpu és

mtsai., 2011; Di Magliano & Logsdon, 2013; Kanda és mtsai., 2012).

A PDAC korai stddiumaban gyakran tlinetmentes, ami késlekedett diagndzishoz vezet.
Kezelése is nehézkes, mivel gyakran rezisztens a standard terdpidkra, igy a prognodzis rossz. A
betegség altalanosan jellemzd aktivaldo mutacioi, példaul a KRAS onkogénben, eldsegitik a
daganatfolyamatok kezdetét és fenntartasat. Tumorszupresszor gének, mint a CDKN2A/p16,
TP53 és SMADA4 inaktivacidja szintén hozzajarul az agressziv ndvekedéshez (Aguirre és mtsai.,
2003; Bardeesy ¢s mtsai., 2006; Guerra és mtsai., 2007; Hingorani és mtsai., 2003, 2005;
Hruban ¢s mtsai., 2006).

2.3 Az ER stressz, cAMP jelatvitel és a Ca?* homeosztazis szerepe a
hasnyalmirigy sejtekben

Az endoplazmatikus retikulum (ER) kulcsfontossagu sejtszervecske, amely szamos alapvetd
biologiai folyamatban vesz részt. Az ER-hoz kothetd folyamatok zavara szamos betegség
kialakulasahoz vezethet. Ezen folyamatok karosodasa ER-stresszhez vezet, amelyre a sejtek
egy védekezd mechanizmussal, az unfolded fehérje valasz (UPR) aktivalasaval reagalnak.
Kronikus stressz esetén az UPR nem képes ellatni feladatat, és a sejt elpusztul. Az ER-stressz
¢és az UPR aktivacid fontos szerepet jatszik mind az 1-es tipusu (T1D) és a 2-es tipusu (T2D)

cukorbetegség pathogenezisében (Zhang és mtsai., 2020).
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Az ER a sejt kalciumraktaraként is funkcional, ezaltal nemcsak a fehérjeszintézisben, hanem a
sejt kalcium-homeosztazisanak fenntartasaban is fontos szerepet tolt be. Az intracellularis Ca?*
jelatvitel alapvetd szerepet jatszik az exokrin hasnyalmirigy miikodésében. F6 feladata az
emésztoenzimek acinus sejtekbdl torténd felszabadulasanak szabalyozasa, valamint a duktalis
receptorok stimulalasakor a sejtekben 1évé Ca?" felszabadul az ER-bol, amelyet a
mitokondriumok pufferelnek a felesleget pedig a membranban talalhato Ca?* pumpak
eltavolitjak a sejtekbdl. Ezek a folyamatok ATP-fliggé modon miikddnek, és a cisztas fibrdzis

transzmembran konduktancia regulator (CFTR) membran jelenléte is elengedhetetlen.

A tartés agonista stimulacio esetén a sejtek Ca?* raktarai kitiriilhetnek, ezért sziikséges a kiilso
Ca*" bearamlasa, amely a raktar fliggd Ca®" bedramldas (SOCE) mechanizmusan keresztiil
torténik. A SOCE-t a STIMI1 (Stromalis Interakciéos Molekula 1) és az Orail (Kalcium
felszabadulas-aktivalt kalcium csatorna fehérje 1) fehérjék medialjak (Li és mtsai., 2014;

Pallagi és mtsai., 2020).

A SOCE folyamata kulcsfontossdgh mechanizmus a nem excitabilis eukariota sejtek Ca2*
szignalizaciojaban, amely segiti az intracellularis Ca>* egyensily fenntartasat (Putney, 1986).
Az extracellularis Ca?" bearamlasa elengedhetetlen a kovetkezd folyamatokhoz: exocitozis,
enzimszabalyozds, génexpresszid regulacidja, sejtek novekedése, migracidja, proliferacioja,

valamint az apoptozis szabalyozasa (Parekh & Putney, 2005).

A Ca?* és a cAMP jelatvitel szinergidja fontos szerepet jatszik az epitél sejtek szekrécios
folyamataiban (Ahuja és mtsai., 2014). E két jelatviteli utvonal egyik kapcsolddasi pontja az
adenil ciklazok (AC) csoportja, kiilondsen azok a tagok, amelyek a Ca?" és kalmodulin 4ltal
aktivalodnak. Az adenil cikldzok kozott megkiilonbdztetiink Ca®*/kalmodulin aktivalt (AC1,
AC3, AC8), Ca®" gatolt (ACS, AC6) és Ca?" inszenzitiv (AC2, AC4, AC7, AC9) tipust (Halls
& Cooper, 2011; Willoughby, 2012). A hasnyalmirigy epitél sejtjeiben mar megfigyelték az
AC fehérjék és a Ca?* szignalizacid kozotti kapcsolatot gyulladasos kornyezetben. Ebben az
allapotban a megndvekedett intracelluldris Ca?* szint gatolta a Ca?* 4ltal gatolt AC6 miikddését,

ami csokkent folyadékszekrécidhoz vezetett (Bozoky €és mtsai., 2017).
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A Ca* szignalizacid szerepe kiilonosen jelentds a tumoros folyamatokban, ahol a tumor
mikrokdrnyezetének egyensulyi és kommunikécios szerepe eldsegiti a daganatos sejtek
irreverzibilis sejt halalt okozhat, amely Osszefiiggésbe hozhatd az apoptdzissal és nekrotikus
folyamatokkal (Zhang és mtsai., 2023).

2.4 ORAI1 és STIM1 fehérjék szerepe a Ca?* homeosztazisban

A SOCE aktivalasaban a STIM ¢és az ORALI fehérjecsalad tagjai alapvetd szerepet jatszanak. A
STIM fehérjék az endoplazmatikus retikulum (ER) kalciumérzékeldiként mukddnek, és
érzékelik, ha az ER raktarak kimeriilnek. Ekkor oligomerizalddnak, az ER és a plazmamembran
kapcsolatanak teriiletére transzlokalodnak, és aggregatumokat képeznek. Az ORAI fehérjék a
SOCE plazmamembran poérusképzd komponensei, és az ER kimeriilésekor a STIM fehérjékkel
egylitt elinditjak az extracellularis kalcium bearamlasat. A kalcium jelatvitel szabalyozasaban
fontos szerepet jatszik a PI(4,5)P2 (foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat) ami a STIM1 fehérjék
PM-hez valo kotédésében és az Orail csatornak aktivalasaba jatszik szerepet (Parekh & Putney,
2005).

A SOCE folyamatdban szerepet jatszo fehérjék hibai szamos patofizioldgias allapotot
okozhatnak. Példaul az ordkletes sulyos kombinalt immunhidnyos szindroma (SCID) egyik
formajaban a hibas ORAII miikddést Orail génmutacioval hoztak dsszefliggésbe. Ezenkiviil a
STIM1 hidnya autoimmun betegségeket idézhet eld, és a STIMI1 hibdjabol eredd
kalciumdiszregulacio szerepe is egyre vilagosabba valik a tumorgenezis €s a tumorprogresszio

szempontjabol (Feske, 2012).

2.5 A kiterjesztett szinaptotagmin fehérjék (E-syt — Extended
Synaptotagmin) és szerepiik a sejtek homeosztazisaban

A membran kapcsolodési helyek (MCS) két kiilonbozd sejtszervecske membranja kozott
jonnek 1étre, és fontos szerepet jatszanak kiilonb6zo élettani folyamatokban, beleértve a sejtek
kalcium- és lipid-szignalizaciojat. Az MCS-ek lehet6vé teszik a makromolekulak kdzvetlen
cseréjét. Emellett fenntartjdk az organellumok kozotti stabilitdst, s6t az intracellularis
homeosztazist is. Az MCS-ek fontos szerepet jatszanak a tumorok metabolizmusaban és a
mikrokornyezet szabalyozasadban, hozzajarulva a tumorok progresszidjahoz, mely funkciot ki

lehetne haszndlni a tumorterapiaban.
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Ez a kutatasi teriilet jelenleg alulreprezentalt a szakirodalomban, pedig vizsgalata 0j potencialis

rakellenes terapias targetek azonositasara ad lehetdséget (Pan és mtsai., 2023).

Az ER ¢s a plazmamembran (PM) kozotti szoros kapesolatok kialakitasaban szerepet jatszo
fehérjéket eloszor €lesztoben azonositottak. Ezek a szinaptotagmin-szerti fehérjék a trikarbinok
(Tbc1/2/3), az Ist2, Scs2 és Scs22. A Tcb fehérjék emlés homoldgjai a kiterjesztett
szinaptogaminok (E-syt1/2/3), melyek ugyancsak az ER-PM kapcsolatok kialakitasaban
jatszanak fontos szerepet (Balla, 2018).

Az E-Syt fehérjék az ER membranjaban taldlhato kiterjesztett, integralt membranfehérjék,
melyek a C2 domén fehérjék csaladjaba tartoznak. Az E-Syt fehérjék fontos szerepet jatszanak
a sejtek miikodésében, mivel résztvesznek a lipidtranszportban, az ER-PM kontakt helyek
kialakitasaban, a GLUT4 gliikkdz transzportban, a fibroblaszt novekedési faktor (FGF)
jelatvitelben és a kalcium jelatvitelben. Az E-syt membranfehérjéknek, hirom tipusat
azonositottak, az E-sytl-et, az E-syt2-6t és az E-syt3-at. Felépitését tekintve, az E-syt fehérjék
egy szinaptotagmin-szeri mitokondrialis lipid kotd domént (SMP) és egy N-terminalis,
kiilonallo transzmembran domént (TM) tartalmaznak, amelyet a klasszikus Szinaptotagmin
(Syt) fehérjéktdl eltéréen nem kettd, hanem tobb, hdrom vagy 6t C2 domén kdvet. Az N-
terminalis domén az ER membranhoz rogziti a fehérjét, mig az SMP domén a membranok
kozotti lipidcsere folyamataért felel, a Ca?* szenzitiv C2 domének pedig biztositjak a PM-hoz
val6 kotddést. Az ER-PM kontakt helyek kialakitasa soran az E-Syt fehérjék C2 doménjeikkel a
plazmamembranhoz kotddnek, Osszekotve azt az endoplazmatikus retikulummal. Ez a
kapcsolat lehetdvé teszi a két membran kozotti lipideserét és a kalcium ionok aramlasat. Ezek
fehérjék a Ca®" megkotésével és a membranok kozotti kolesdnhatasok szabalyozasaval

kozvetleniil befolyasoljak a sejtekben a kalcium-szignalizaciot (Herdman & Moss, 2016).

Az E-Syt fehérjék koziil kiilondosen az E-Sytl jatszik kulcsfontossagli szerepet a sejtek
lipidtranszportjdban és a Ca®" jelatviteli folyamataiban. Az E-Sytl fehérje tobb doménbdl all:
N-termindlis részen talalhato, hidrofob hajtii szerkezetli domén, ami az ER membranhoz rogziti
a fehérjét. A fehérje SMP doménje felelds a lipid transzport folyamatok kozvetitéséeért. Az SMP
domén egy horddszerii szerkezetet alkot, amelynek belsejében hidrofob zseb talalhatd. Ez a
zseb lehetévé teszi kiilonbozo lipideket, példaul foszfatidilkolint, foszfatidil-etanolamint,
foszfatidil-inozitol és foszfatidil-serint kotését. Az SMP domének képesek dimerizalodni, ami
tovabb erdsiti a lipidkotd képességiiket ¢és szerepet jatszhat az E-Syt fehérjek

oligomerizacidjaban.
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A C2E domén, a PI (4,5) P2-ben gazdag membranokhoz vald kotédésben jatszik szerepet, és
igy az ER és a PM kozotti kapcesolat kialakitasaért felelés (Herdman & Moss, 2016).

Az E-Sytl kiilonb6z6 doménjei kozott komplex kdlesonhatasok alakulnak ki, amelyek a lipid
transzportot szabalyozzak. Az E-sytl 6t C2 doménje koziil csak a C2A és a C2C domén
tartalmaz Ca?* kot helyeket. A Ca?* kotédése a C2C doménhez felszabaditja a C2E domént,
ezaltal lehetové téve annak kolcsOnhatasdit a plazmamembranban elhelyezkedd
P1(4,5)P2(foszfatidil-inozitol 4,5-biszfoszfat)-vel, ami a PM-hoz vald koétédést eredményez.
C2A domén képes kolcsonhatasba 1épni az SMP doménnel ezaltal gatolni a lipidtranszport
folyamatokat. A Ca®* kotddése a C2A doménhez felszabaditja ezt a gatld kolcsonhatast,

lehetévé téve az SMP domén altal kdzvetitett lipid transzportot (Herdman & Moss, 2016).

Az E-Sytl null muténs sejtekben a diacilglicerin (DAG) kitiriilése a PM-bol késleltetett, és a
kalcium-fiiggd foszfatidil-szerin transzport is karosodott. Ez azt jelenti, hogy az E-Sytl fontos

szerepet jatszik a PM lipid Osszetételének szabalyozasaban (Herdman & Moss, 2016).

2. Célkituzések

Mivel a Ca?* és cAMP szignalizacié elengedhetetlen szerepet tolt be a sejtek normal
miikodése szempontjabol, ezért az ezen folyamatokat szabalyozé pontos mechanizmusok minél
részleletesebb feltérképezése nagy jelentdséggel bir az ezzel kapcsolatos megbetegedések

patomechanizmuséanak felderitésében és 0j kezelési lehetdségek azonositadsaban.

Ezért munkank kezdetén célul tliztiik ki annak vizsgalatat, hogy az E-sytl fehérje részt vesz-e
a sejtek Ca?* és cAMP szignalizacidjanak szabalyozasdban. Tovabba abban az esetben, ha igen,

milyen mechanizmusok révén hathat az intracellularis Ca?* és cAMP jelatvitelre.
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3. Anyagok ¢s modszerek

4.1 Sejtek fenntartasa €s szaporitasa

Kisérleteinket epitél eredetii HeLa és E-sytl-3 tripla knock out (TKO) Hela sejtvonalon
végeztik, melyek az E-syt egyik izoformdjat sem expresszaljak. Mind a TKO HeLa, mind a
hagyomdnyos HeLa sejteket Hela sejttenyészté médiumban tartottuk fent (Fiiggelék,2.
tablazat). A sejteket megkozelitdleg 90%-os konfluencidig novesztettiikk, majd ezt kovetden
passzaltuk. A passzalds sordn a sejteket (1x) DPBS-sel (Fiiggelék,1.tablazat) mostuk, hogy
eltavolitsuk a tenyésztomédium maradékat a sejtekrol. Ezt kdvetden a sejteket 25% TrypLE
Express emészt oldattal (Fliggelék,1. tablazat) inkubaltuk 5 percig 37°C-on sejttenyésztd
inkubdtorban. Az enzimatikus emésztés hatdsdra disszocidlnak a tenyésztofeliiletrdl és
egysejtes szuszpenziot alkotnak. A sejtszuszpenzidt dsszegyiijtottiik (centrifugalasi lépés: 1000
rpm, 5 perc, 20 °C) és a pelletet két alkalommal mostuk (1x) DPBS-sel annak érdekében, hogy
megtisztitsuk a mintat az emészt oldat maradvanyoktol. Az utolsd6 mosasi 1épést kovetden a
sejtpelletet 2 ml HeLa médumban felvéve, megfeleld sejtmennyiség tovabbvitelével 1) kulturat
inditottunk. A sejttenyészeteket inkubatorban tartottuk, megfeleld paratartalom, 5% CO2 és
37°C-os koriilmények kozott, a sejttenyésztd médiumot az optimalis tapanyag ellatés

biztositasa érdekében 3 naponta cseréltiik.

4.2 Sejtek olvasztasa €s fagyasztasa

Felhasznalas el6tt a lefagyasztott és folyékony nitrogénben tarolt sejteket 37°C-os vizflirddben
felolvasztjuk, iigyelve arra, hogy a sejtek minél kevesebb iddt tdltsenek szobahdmérsékleten
(RT). Miutan a sejtek felolvadtak az 5.1 fejezetben leirt mosési 1épéseket kovetden, friss

eldmelegitett HeLa tapban felvéve a sejtpelletet kulturat inditottunk.

A fagyasztas elOkészitéséhez a sejteket 5.1 fejezetben leirtakkal megegyezd modszerrel
egysejtes szuszpenzidt hoztunk 1étre. Ebben az esetben a mosaési 1épéseket kdvetden a pelletet
specialis fagyasztd6 médiumban (Fiiggelék, 3. tdblazat) vettiik fel, amely megvédi a sejteket a
krioprezervalés soran képzddo jégkristalyok altal okozott karosodastol. A sejteket Mr. Frosty®
taroloban helyeztiik el —80°C-ra maximum 48 Orara, ezt kovetden felhasznalasig folyékony

nitrogénben taroltuk.
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4.3 TKO HeLa sejtek transzfekcioja

Az altalunk elvégezni kivant vizsgalatokhoz a TKO HeLa sejteket 2x10* sejt stiriiségben 6
lyuku sejttenyésztd csészében novesztettiik kor alakt liveglemezekre. Amikor a sejtek elérték
a megfeleld konfluenciat (kb. 50%). Lipofektamin (Filiggelék,5.tablazat)) alapu transzfekcios

modszer segitségével ko-transzfektaltuk a kdvetkezd vektor kombinacidkkal:

Immunfestés soran hasznalt vektor kombinaciok:

C2Cx (1,2pg)

*  Opti-MEM
(200pg)

» Lipofectamin
3000 (2pg)

* p3000 (4ug)

C2AX (1,5ng)

- Opti-MEM

(200pg)

» Lipofectamin

3000 (2pg)

* p3000 (4ng)

ASMP (1,8ug)

+  Opti-MEM
(200ug)

* Lipofectamin
3000 2ug)

* p3000 (4ug)

C2Cx (1,2ng)

+CPA

*  Opti-MEM
(200pg)

» Lipofectamin
3000 (2pg)

* p3000 (4pg)

C2AXx (1,5ug)
+CPA

. Opti-MEM

(200pg)

» Lipofectamin

3000 (2ug)

* p3000 (4pg)

ASMP (1,8ug)

+CPA

+  Opti-MEM
(200ug)

* Lipofectamin
3000 (2pg)

+ p3000 (4ug)

l.abra — A tabldzat az immunfestés soran hasznalt vektor kombindciokat, valamint a
transzfekcio soran alkalmazott reagensek koncentracios mennyiségét tartalmazza. A vektor
kombinaciok félkovérrel kiemelve lathatok (C2Cx, C2AX, ASMP). A tablizat alsé sordban a
vektorok mellett lathato ,,+ CPA” jelolés arra utal, hogy a kisérlet soran azokat a mintakat

ciklopiazon savval (CPA) kezeltiik.
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FRET mérés soran hasznalt vektor kombinaciok:

C2Cx (1,2ug)

+  Opti-MEM
(200ug)

» Lipofectamin
3000 (2ug)

* p3000 (4ug)
 AC8(1,2 ng)
*  pl47/p133(0,4 pg)

C2AX (1,5ng)

+  Opti-MEM
(200ug)

» Lipofectamin
3000 2ug)

* p3000 (4pg)
+ AC8(1,2 ng)
pl47/p133(0,4 ng)

ASMP (1,8¢)

«  Opti-MEM
(200pg)

» Lipofectamin
3000 (2ng)

* p3000 (4pg)
© AC8(1,2 ng)

pl47/p133(0,4 nug)

C2Cx (1,2ug)

+  Opti-MEM
(200ug)

* Lipofectamin
3000 (2ug)

* p3000 (4pg)
+ AC8(1,2 ng)
pl47/p133(0,4 png)

C2AXx (1,5ug)

+  Opti-MEM
(200ug)

* Lipofectamin
3000 (2ug)

* p3000 (4pg)
+ AC8(1,2 ng)

pl47/p133(0,4 png)

ASMP (1,8ug)

*  Opti-MEM
(200pg)

» Lipofectamin
3000 (2pg)

* p3000 (4pg)

- AC8(1,2 ug)
p147/p133(0,4
Hg)

2.abra — A tablazat a FRET méréshez hasznalt vektor kombindciokat, valamint a transzfekcio
soran alkalmazott reagensek koncentrdacios mennyiségéet tartalmazza. Az FRET méréshez
alkalmazott transzfekcios reagensek nagy részben megegyeznek az 1.abraban leirtakhoz. Annyi
kiilonbség vélhetd fel, hogy a méréshez a transzfekcio soran szenzorokat is alkalmazunk (ACS,

p133, p147).

A transzfekcidt az aldbbiak szerint végeztiik:

A vektor kombinaciokat, valamint a lipfektamint a megfeled koncentracioban 0.5 ml-es
Eppendorf csovekbe kimértik Opti-MEM  médiumba  (Fiiggelék,5.tdblazat) és
szobahdmérsékleten inkubaltuk 5 percig. Ezt kovetden a lipofektamin tartalmi Opti-MEM
reagenst hozzamértiik a vektorokat tartalmazd elegyhez és tovabbi 20 percig inkubaltuk
szobahOmeérsékleten, hogy a sziikséges komplexek kialakulhassanak a tarnszfekciohoz. Az
inkubaciods 1dd leteltével a transzfekcids oldatot a 6 lyuku sejttenyésztd csészében kor alaku
tiveglemezekre felndvesztett sejtekhez adtuk és a mintakat 37°C-on sejttenyésztd inkubatorban

helyeztiik over-night. A transzfekciot kovetéen a mintakat immunfestéshez és FRET

mérésekhez hasznaltuk fel.
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4.4 CPA(Ciklopiazonsav) kezelés

Az  intracellularis  Ca?"  raktirak  kiiiriilésének  indukalasara  ciklopiazonsavat
(CPA)(Fuiggelék,5.tablazat) hasznaltunk, ami egy mikotoxin, amelyet tobbnyire Aspergillus és
Penicillium nemzetségbe tartozé penészgombak termelnek. A CPA gatolja a szarkoplazmatikus
retikulum Ca?"-ATP4az (SERCA) enzim miikddését, akkor a Ca?* nem keriil vissza a sejtek Ca®*
raktaraba igy a citoplazmaban megnd a kalcium-ionok koncentracidja. Ennek kovetkeztében
ER-PM kapcsolodasi helyek jonnek létre a raktarak visszatoltése céljabol (Seidler és mtsai.,

1989).

Immunfestéshez a transzfektalt mintdkat 10 uM CPA-val kezeltiik 5 percig 37 °C-on. A FRET

soran ugyancsak 10 pM koncentracidoban alakalmaztuk a CPA-t a mérés ideje alatt.

4.5 Immunfestés

A transzfektalt sejteket az inkubacid letelte utan 4% paraformaldehid (PFA) oldattal
(Fiiggelék,4.tablazat) fixaltuk 20 percig szobahémérsékleten. Ezt kovetéen mintakat 1xPBS-el
(Fiiggelék,4.tablazat) mostuk (3x 5 perc, RT), majd a sejtek feltarasat 0,01% Triton X-100-al
(Fuggelék,4.tablazat) végeztilk. A permeabilizalast kdvetden a sejteket hdrmoszor mostuk
I1xPBS oldattal. Az aspecifikus kotési helyek elfedéséhez 10% BSA(Fiiggelék,4.tablazat)
tartalma blokkold oldatban inkubéltuk a mintdkat 2 o6ran at 37°C -0s inkubatorban. Az
elsédleges antitesteket (anti-STIM1 antitest, anti-ORAIL1 antitest) (1:200 higitasban
alkalmaztuk blokkold oldatban over-night, 4°C -on. Az inkubéci6 leteltével a mintakat
ismételten mostuk 1xPBS oldattal (3x 5 perc, RT). A masodlagos antitesteket ugyancsak
blokkol6 oldatban higitottuk 1:400 aranyban és szobahdmérsékleten, fénytdl védve 2 oran
keresztiil inkubaltuk. Ezt kovetden ismételten mosasi 1épés kovetkezett, a sejtmagok festéseét
amintak  fedésével egyidében, a ProLong™ Gold Antifade Mountant with
DAPI(Fliggelék,4.tdblazat) reagenssel végeztik és fénytdl védve egy oOrat szaritottuk. A

mintakat Leica Stellaris konfokalis mikroszkoppal vizsgéltuk.
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4.6 FRET (Forster Resonance Energy Transfer) mérés

Egy olyan folyamat, amely soran két fluorofor (fluoreszcens) molekula kozott energiaatadas
torténik. Igen érzékeny a két fluorofor kozotti tavolsagra, igy idedlis eszkdz a biomolekulak
kozotti kolesonhatasok és tavolsagok vizsgalatara. Miikodési alapja,hogy az egyik fluorofort, a
donort gerjeszté fénnyel sugarozzak,majd a gerjesztett donor energidjat atadja a masik

fluorofornak, az akceptornak. Ehhez a két fluorofornak nagyon kozel kell lennie egymashoz.

Az akceptor felveszi az energiat, és sajat, jellemzdé hullamhosszan fényt bocsat ki. igy akar
intracellularis jelatviteli folyamatokat is tudunk vizsgalni. A FRET-tel kovethet6 a jelatviteli

utakban résztvevo molekulak kdlesonhatéasa és lokalizacidja.
A méréshez valo elokésziiletek a kovetkozo képpen torténtek:

Az elvégezni kivant vizsgalatokhoz a 4.3 fejeztben leirt eljarast végeztiik el. A kiilonbség a
folyamatban a transzfekcios oldat sszemérése soran torténik. Transzfekcids oldatba hozza kell
adnunk pluszba szenzorokat és enzimet,mint a p133 és p147(Fliggelék,S.tablazat), amelyek egy
citoszolikus és egy membran szenzor, valamint AC8 (adenilalt-ciklaz 8)(Fiiggelék,5.tablazat),
amely olyan enzim, amely fontos szerepet jatszik a sejtek jelatvitelében, azaltal, hogy

katalizalja az ATP (adenozin-trifoszfat) ciklikus AMP-vé (cAMP) torténd atalakulasat.

4.7 Kiértékelés, statisztika

A kapott adatok statisztikai elemzését Excel és GraphPad Prism szoftverrel végeztik. Az
adatokat + SEM-ben fejeztiik ki, a szignifikanciat unpaired t-teszt segitségével Welch
korrekciot alkalmazva. A p<0,05 értékeket szignifikansnak tekintettiik.
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4. Eredmények ¢s ertékelesiik:

5.1 E-syt TKO HeLa sejtvonal validalasa

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk réla, hogy az altalunk hasznalni tervezett sejtvonal
valoban nem expresszalja a vizsgalni kivant E-sytlfehérjét, immunfestést végeztink. A TKO
¢s vad tipusu HeLa sejteket az Anyagok és modszerek 5.5 fejezetében leirtak alapjan E-sytl
ellenanyaggal festettiik ¢s konfokalis mikroszkop segitségével vizsgaltuk a fehérje jelenlétét a

TKO ¢és vad tipust HeLa sejtekben.

Azt figyeltiik meg, hogy mig a vad tipust sejtekben megfigyelhetd volt az E-sytl fehérje
kifejezddése, a vartnak megfelelden az endoplazmatikus retikulum teriiletén, addig a TKO
HeLa sejtekben nem figyeltink meg E-sytl festddést. A kapott eredméynek alapjan
elmondhat6, hogy az E-syt TKO HeLa sejtek valoban nem expresszaljak az E-Sytl fehérjét,

ezért a sejtvonak alkalmas az altalunk tervezett tovabbi vizsgalatok elvégzésére.

HeLa E-syt TKO HeLa
E-SYT1/DAPI ; E-SYT1/DAPI

3. abra — E-sytl immunfestés a TKO HeLa sejtvonal validaldasara

A vad tipusu és E-Syt tripla knock out sejtvonalak E-syt! antitesttel torténd immunfestése. A
képek Leica Stellaris konfokalis mikroszkoppal késziiltek. DAPI: cian, E-sytl: magenta.
Obejktiv: 63x, léptek: 50 um.
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5.2 E-sytl transzfekcios plazmidok teszteleése

A vizsgalataink egyik kulcsfontossagu elemét képezik a vad tipust és kiilonb6z6 domén
mutaciokat hordozd E-sytl plazmidok. Ezért alkalmazasuk el6tt teszteltiik ezen plazmidok
sejtekbe valo bejttatasanak hatékonysagat és a sejten beliili kifejezodésiiket. Enhez az Anyagok
¢s modszerek 5.3 fejezéteben leirtak alapjan transzfekciot végeztiink TKO HelLa sejteken és

konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk a plazmidok kifejezodését a sejtekben.

Ebben az esetben GFP vagy mCherry jeloléssel ellatot plazmidokat alkalmaztunk, igy a

vizualizaciohoz nem volt sziikség immunfestésre, csak a sejtek transzfekciot kovetd fixalasara.

A transzfekcid sordn az 0sszes alkalmazott plazmid bejutott a sejtekbe. A vad tipusu E-sytl-
mCherry plazmid, a Ca** k&t domén mutans E-sytl C2AX-GFP és C2Cx-GFP, valamint az
SMP domént nem tartalmazo E-sytl ASMP-GFP plazmidok is a citplazméban, a vartnak
megfelelden, endoplazmatikus retikulum kotott elrendezddsét mutattak. Ezek alapjan az 6sszes
altalunk alkalmazni kivant plazmid megfelel az elvartaknak és alkalmazhaté a tovabbi

kisérletek lebonyolitdsdhoz.

TKO HelLa TKO Hela

4. abra — Plazmidok ellendrzése transzfekciot kévetoen

E-syt plazmidok kifejezodése és sejten beliili lokalizacidja transzfekciot kovetoen. A képek Leica
Stellaris konfokalis mikroszkoppal késziiltek DAPI: kék, plazmidok: zold. Obejktiv: 63x, lépték:
50 um.
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5.3 Az E-sytl Ca?* ko6td és SMP domének mutaciodjanak hatésa a
sejtmembran kozelében kialakul6 cAMP szintre

Az intracelluldris Ca?* szintje befolydsolja a sejten beliili cAMP szintet, mivel a
sejtmembranban talalhato Adenil ciklaz 8-at a Ca?* aktivalja, amely z ATP-t CAMP-v¢é alakitja.
A CAMP szint meghatarozasara FRET méréseket alkalmaztunk. A TKO HelLa sejteket p133
membran lokalizalt FRET szenzor és AC8 (cAMP szintézisért felelds) plazmidokkal ko-
transzfektaltuk a vad tipusti E-syt1, a Ca?* kétésben mutdns E-sytl C2Ax és C2Cx, valamint az
E-sytl SMP doménjét nem tartalmazé plazmidokat. A FRET mérés soran 10 uM CPA-val
indukaltuk a Ca®" raktarak kiiiriilését és 10 percen keresztiil regisztraltuk a cAMP szint

valtozasat a membran kozeli régioban.

Azt tapasztaltuk, hogy a vad tipusu E-sytl esetében a cAMP szint enyhén megemelkedik a
sejtmembran kozelében. Ehhez képest azokban az esetekben amikor a sejteket a C2Ax
plazmiddal transzfektaltuk a CPA kezelés hatdsara ugrasszeriien megemelkedett a cAMP szint,
ami egy lassu, de folyamatos emelkedést mutatott egészen a kisérlet végéig. Hasonlo
eredményeket tapasztaltunk a C2Cx mutdns plazmiddal tortént transzfekciot kovetden is, bar
ebben az esetben a CAMP szint alacsonyabb volt. Abban az esetben, ha a sejteket az SMP
domént nem tartalmaz6 mutans plazmiddal transzketaltuk azt tapasztaltuk, hogy a cAMP szint
ugyancsak ugras szerlien megemelkedett CPA kezel€s hatdsara, azonban par perc elteltével a

felére csokkent, de nem éri el az alapallapotot.

A reisztralt cAMP szintek alapjan meghataroztuk a sejtek maximalis valasz értékét a
legalacsonyabb ¢s legmagasabb mért eredmények kiilonbségébdl. Ezek alapjan megéllapithato,
hogy mind a Ca?* szenzitiv domének mutacija, mind az SMP domén hianya magasabb cAMP

szintet eredményez a sejtmembran kozelében.

A kapott eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a kalcium raktarak kiiirtilését
kovetden mind a Ca?* szenzitiv domén mutéaciok (5.dbra/BIC), mind az SMP domén (5.dbra/D)
hidnyédban megnd a cAMP szintje a membran kozeli régidban, ami Osszefiiggésben lehet egy
megemelkedett Ca?* szinttel. A megemelkedett Ca?* szintet ebben az esetben okozhatja a
raktarak feltoltddését kovetden a PM-ER kapcsolodasi helyek E-sytl altali stabilizdlodasa. Az
E-sytl gyir(i struktrat formalva a PM és az ER kapcsolédasi pontoknal segiti a Ca?" raktarak
gyors és hatékony visszatoltédését. Fiziologias koriilmények kozott az E-sytl Ca®* szenzitiv
doménjei érzékelik a megemelkedett kalcium szintet €s egy negativ visszacsatolasi

mechanizmusnak kdszonhetéen megsziintetik a PM-ER kapcsolatokat.
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Azonban abban az esetben, ha a Ca?* szenzor doméneket elrontjuk, az E-sytl negativ
visszacsatoldsi mechanizmusa sériil, igy a kapcsolat a raktrarak felt6ltédése utan is fennmarad

a PM és az ER kozott, mely a sejtekben magasabb Ca®* és cAMP szintet eredményezhet.
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5. dbra — FRET mérés eredméynek p133 membran szenzorral

(A) Vad tipusu E-sytl plazmid transzfekciot kéveté cAMP szint valtozas. (B) ... (E) A Membran
régioban reigisztralt cAMP szintek a kiilonb6z6 E-sytl plazdmid transzfekciokat kovetoen
egymashoz viszonyitva. (F) FRET mérések alapjan kalkulalt maximalis valaszértéekek.
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5.4 Az E-sytl Ca?* ko6td és SMP domének mutaciodjanak hatésa a
citoplazmatikus cAMP szintre

Az 5.3 fejezetben leirtakhoz hasonléan szintén Ca?* szint hatdsat vizsgaltuk a cAMP
szintre,amit a Ca2+ altal aktivalt Adenil ciklaz 8 (ACS8) szintetizalt ATP-bél. Az 5.3 fejezetben
alkalmazott p133 membranlokalizalt szenzorral ellentétben, azonban a mérés soran pl47
citoplazmatikus FRET szenzort hasznaltunk. A 10 uM ciklopiazon sav (CPA) indukalta Ca**
kiaramlast kovetéen intracellularis cAMP szintet mértiink az E-syt1-C2A/C2C vagy E-sytl-
SMP muténsokban. A p147 citoplazmatikus szenzorral végzett mérések soran azt tapasztaltuk,
hogy a C2A domén (6.dbra/E) mutacidja esetén a cAMP maximalis valaszreakcidja
alacsonyabb volt a vad tipustu E-sytl-hez képest (6.abralE), ami altal arra kovetkeztethetiink,
hogy a Ca*"-érzékeny C2A domén kozponti szerepet jatszik a cAMP termelésében vagy a
jelatviteli utak aktivalasaban. Ezzel ellentétben a C2C domén defektusa (6.abra/E) nem
eredményezett jelentOs valtozast a cAMP szintekben, amely arra utal, hogy ez a domén kisebb
mértékben vesz részt a cCAMP szabdlyozasaban A plazmamembran transzport domén hianya
(6.dbra/E) esetében azonban magasabb cAMP szinteket eredményezett, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy ennek a doménnek a funkcidja normal koriilmények kézott korlatozhatja a

cAMP termelést vagy befolyasolhatja a sejtek jelatviteli mechanizmusait.
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6. dbra — FRET mérés eredméynek p147 citoplazmatikus szenzorral

(4) Vad tipusu E-sytl plazmid transzfekciot koveté cAMP szint valtozas. (B) ... (E) A citoplazma
régioban reigisztralt cAMP szintek a kiilonbozé E-sytl plazdmid transzfekciokat kovetoen
egymashoz viszonyitva. (F) FRET mérések alapjan kalkulalt maximalis valaszértékek.
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5.5 A STIMI ¢s Orail feherjek kifejezodésének vizsgalata TKO Hela
sejtekben

A STIM fehérjék az endoplazmatikus retikulum (ER) kalciumérzékeldiként miikodnek, és
érzékelik az ER kalciumkészletének kimeriilését az ORAI fehérjék pedig a plazmamembran
porusképzd komponenseiként szerepelnek, és a STIM fehérjékkel egyiitt aktivaljak az

extracellularis kalcium bearamlasat (Parekh & Putney, 2005).

Az E-syt tripla knock out (TKO) sejtekben a CPA indukcidja nélkiil is észlelhet6k a STIM1 és
ORAI1 fehérjék altal létrehozott plazmamembran és endoplazmatikus retikulum kozotti
kapcsolatok jelei. Emiatt arra kovetkeztethetiink, hogy ezek a sejtek valamilyen kompenzacios
mechanizmust aktivalhatnak, amely lehetdvé teszi szamukra, hogy a Ca?*" jelatviteli

folyamatokhoz hasonl6 funkciokat fenntartsak, még a E-syt fehérjék hianyaban is.

TKO Esyt1 C2Ax - / TKO Esyt1 C2Cx - / TKO Esyt1 dSMP - /

50 um

TKO Esyt1 C2Ax - / CPA| TKO Esyt1 C2Cx - \ / TKO Esyt1 dSMP - /

1.abra A STIM1 és az ORAI lokalizaciojanak vizsgalata immunfestés technikaval

Az immunfestés soran, az ORAIl, STIMI és E-syt fehérjék, eloszlisa a sejtek mutans
plazmidokkal valo transzfekcidjat kovetoen és CPA-val kezelve megfigyelhetd volt a PM és a
ER teriiletén. A képek Leica Stellaris konfokalis mikroszkoppal késziiltek DAPI: kék, STIM1 és
ORAIL feheérjék: piros és zold, Obejktiv: 63x, lépték: 50 um.
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6.0sszefoglalas

A kutatasi és klinikai adatok alapjan jol ismert, hogy a tartosan megemelkedett intracellularis
Ca?**-koncentracio a hasnyalmirigy szovetének sériiléséhez és akut hasnyalmirigy-gyulladas
(AP) kialakulasdhoz vezet. Az ORAI-1 csatorna, amely a hasnyalmirigy szdvetében a
legnagyobb mennyiségben taldlhato, kulcsszerepet jatszik az akut és kronikus hasnyalmirigy-
gyulladasban (CP), azonban az E-syt (Extended-synaptotagmin) fehérjék funkcidjat eddig nem
vizsgaltak e betegség kontextusaban.Az AP-ben szenvedd betegek koriilbeliil 20%-anal fordul
eld visszatérd akut hasnyalmirigy-gyulladas, ezeknek pedig koriilbeliil 35%-anal alakul ki CP.
A CP-ben szenvedd egyének esetében a 20-25 éven beliili mortalitds kdzel 50%, tovabba
ezeknél a pacienseknél a hasnyéalmirigy-rdk kialakulasanak kockézata akar 13-szorosara is
néhet. Meg kell emliteni, hogy az idiopatias és drokletes kronikus hasnydlmirigy-gyulladasban
szenvedOk korében is jelentds a hasnyalmirigy-rak kockazata, mivel ezeknél a betegek felénél

fennall a betegség kialakulasanak esélye.

A kisérleti eredményeink arra adtak kovetkeztetést, hogy az E-sytl kiilonb6z6 mutacioi eltérd
moédon  befolyasoljak a cAMP-szinteket. A pl33 plazmamembran-szenzorral végzett
vizsgalatokban, minden mutans magasabb cAMP-szintet mutatott a vad tipusu E-sytl-hez
képest. Ez arra utal, hogy ezek a mutaciok eldsegitik az E-syt]l membranlokalizaciojat, vagy
kozvetleniil fokozzdk a cAMP jelatviteli folyamatokat. Az E-sytl szerepe az ER-PM
(endoplazmatikus retikulum-plazmamembran) kontakt helyek stabilizalasdban szamos
szakirodalmi forrasban szerepel. Ez a stabilizacio a PI(4,5)P2 domének révén torténik, amelyek
segitenek az ER-PM kontaktusok szerkezetének atalakitasaban, igy hozzajarulnak az ER Ca**
tartalmanak visszatoltéséhez. E folyamat kdvetkezményeként inaktivalédik a STIM-1 és

ORAI-1 mikddése, ami korlatozza az extracellularis Ca?" bejutasat (Herdman & Moss, 2016).

Eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az E-sytl fehérje a Ca?*-kotd és
fehérjetranszport doménjein keresztiil, Ca**-fliggd modon hozzéjarul az intracellularis cAMP
szint szabalyozasahoz, ami valoszinileg a STIMI1/ORAIl fehérjék aktivalasan és az
endoplazmatikus retikulum (ER) és a plazmamembran (PM) kozotti kapcsolatok stabilizalasan
keresztiil torténik. Osszességében megéllapithato, hogy az E-sytl kiilonbdzd doménjei eltérd
moddon szabalyozzak a cAMP szintet, amely kulcsszerepet jatszik a sejtek kozotti jelatviteli

folyamatok irdnyitasaban.
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nyujtott segitségét.
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¢s a laboratériumi munkdm sordn nyujtott segitségiikkel hozzajarultak kutatdsom

sikeréhez.
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8.Fuggelék

HeLa /TKO HeLa sejtek fenntartasahoz hasznalt anyagok és eszkozok

Komponens Gyarto és katalogusszam Végkoncentraciok
Szovettenyészeti edény 75 Greiner Bio, 658175 -
cm2
DPBS(1x) Gibco, 14190-094 -
TrypLE Express ThermoFisher, 12605-028 -
15 ml-es centrifuga cs6 100 Cellstar, 188277 -
100 Sterican 18 G ti Braun, 4667123 -
20 ml-es fecskendd Chirana, CH0204 -
Szovettenyészeti edény 75 Greiner Bio, 658175 -
cm2
22um-es sziird Filter-Bio, FBS30PES022S | -
1.tablazat

HeLa tapoldat dsszetétel
Komponens Gyarto és katalogusszam Végkoncentraciok
DMEM GlutaMax™ Gibco, 31966-021 86%
Supplement
FBS (Fetal bovine serum) Gibco, 10500064 5%
Antibiotic-Antimycotic Gibco, 1524-062 1%
Kanamycin-szulfat Gibco, 1516-0047 1%

2.tablazat

Krioprezervalashoz hasznalt anyagok ¢€s eszkozok

Komponens

Gyarto és katalogusszam

Végkoncentraciok

29




FBS (Fetal bovine serum) Gibco, 10500064 40%
HeLa tapoldat - 55%
DMSO Thermo, 85190 5%

Fagyasztocso 2 ml

Greiner, 122263

3.tablazat

Immunfestéshez hasznalt anyagok

Komponens Gyarto6 és katalogusszam Végkoncentraciok
BSA (Bovine Serum PanBiotech, P061391500 -
Albumin)

PBS (Phosphate buffered
saline)

Sigma, P4417-100TAB

ProLong™ Gold Antifade
Mountant with DAPI

Thermo, P36935

Triton-X 100

Sigma, T9284-500ML

16% Paraformaldehid (PFA)

Thermo, 11400580

Feddlemez Sigma, BR475505-50EA -
4.tablazat
Transzfektalashoz és méréshez hasznalt anyagok
Komponens Gyarto és katalogusszam Végkoncentraciok

E-sytl plazmid

E-sytl C2Cx plazmid

E-sytl C2Ax plazmid

E—-sytl ASMP plazmid

Adenil ciklaz 8 (ACS)
plazmid

Origene, SKU RC211815

P133 FRET szenzor plazmid

P147 FRET szenzor plazmid

Lipofectamine 2000

Invitrogen, 11668-019

Lipofectamine 3000 és p3000

Invitrogen, L3000015
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Opti-MEM Gibco, 31985-070 -

Cyclopiazonic acid CPA 9A/250007, Tocris -

5.tablazat
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A 37. OTDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS
Alulirott Barnai Szintia nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyujtott Az E-syt1 funkciéjanak

tanulmanyozasa az intracellularis cAMP és Ca** jelatvitel Osszefiiggéseiben cimi

palyamunkamban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt':

Részfeladat? A részvétel mértéke
(6tfokozatu skalan® jellemezve)

Sejtek tenyésztése és fenntartdsa (olvasztas, fagyasztas, 5

passzalas, sejtek etetése)

Transzfekcié (sejtek felnévesztése, plazmidok bejutattasa

a sejtekbe) 7

Immunfestés (fixalas, blokkolas, antitestek felvitele) 5

A pélyamunkaban leirt mikroszképok hasznalata (Leica

Stellaris konfokalis mikroszkdp, Fluorescens resonance 4

energy stransfer (FRET) mikroszkdp)

Az adatok statisztikai feldolgozasa 2

Kelt: Szeged, 2024.11.07.

Kétszerz6s palyamunka esetén:

Tamal Suntra

Palyamunkat benyujté hallgatd Tarsszerz6 (név)
Barnai Szintia alairasa
alairasa

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerGsitem:

O ¥ty i - Dt Gulesd
Témavezetd
Dr. Kathy-Sutus Eniké, tudomanyos munkatars

alairasa

1 A kutatasi projekt azon részfeladatait, amelyekben egyaltalan nem vett részt, ne tiintesse fel a listaban.
2 Az alabbi lista mintaul szolgal, szabadon médosithaté, bovithetd.



#Magyarazat:

A munkafolyamatokban val6 részvétel mértékét 6tfokozatu skalan kérjik értékelni. A skala egyes
értékeinek jelentése:

5 — Felkészités utan a feladat teljes egészét 6nalléan végeztem a palyamunkahoz sziikséges
mennyiségben.

4 — Felkészités utan a feladat tébb mint felét 6nalléan végeztem a palyamunkahoz sziikséges
mennyiségben.

3 — Felkészités utan a részfeladat felét 6nélléan végeztem a palyamunkahoz sziikséges
mennyiségben.

2 — Felkészités utan a részfeladat kevesebb mint felét 6nalléan végeztem a palyamunkahoz
szukséges mennyiségben.

1 — A részfeladatot folyamatos segitséggel végeztem a palyamunkahoz sziikséges mennyiségben.

™A szerzé hallgaté a 3 éves terepi munkabdl egy évben vett részt. Ebben az évben tarsaval
egyltt végezte a terepi munkat, melynek soran a palyamunka alapjat képezé fajokra vonatkozé
anyagok begyutjtését a tertlet/vizsgalati id6szak egyik felében teljes mértékben 6 végezte
onalléan. A fennmaradé részében az anyaggydjtést mas végezte.

M2A felhasznalt 5 primer kéziil a szerzé hallgaté harmat maga tervezett, a tébbit készen kapta.
™A western-blot reakciok tervezését (pl.: mintasorrend+mennyiség), elvi 6sszeallitasat a szerzé
hallgaté maga végezte, ugyanakkor a munka ,wet” részét jorészt a laborhoz tartozo asszisztens
végezte. A kiértékelést a szerzé hallgaté végezte.

™ Az adatok statisztikai feldolgozasat a szerzé hallgato témavezetéjének folyamatos segitségével
végezte.




