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3. BEVEZETES

3.1. Epitelialis ion- és folyadékszekrécio

A szekrécios epitél sejtek szamos szerv — tobbek kozott a tiidd, a hasnyalmirigy, a méj, a nyal-
¢s verejtékmirigyek — lumenét boritjak. Elsédleges feladatuk az ionok — foként a klorid (C17) és
a bikarbonat (HCOs") — vektorialis transzportja a lumen felé, mely vizdramléssal tarsul. Ez a
hészabalyozasban szerepld verejtékképzést, ¢és fenntartja a szekretdlt folyadékok
iondsszetételét. Az epitelidlis szekrécid zavara szamos betegség kialakuldsdban kozponti
szerepet jatszik, mint példaul a cisztas fibrozis (CF), a kronikus hasnyalmirigy-gyulladas, az
autoimmun eredetli exokrin mirigybetegségek (pl. Sjogren-szindréma), illetve kiilonbozd
szekrécios eredetli hasmenéses korképek. Az epitelidlis transzport karosodasa jol szemlélteti,
hogy a szekrécios epitél sejtek megfeleld, alapszintii miikodése elengedhetetlen az emberi

szervezet homeosztazisanak fenntartasdhoz.

3.2. A CFTR kozponti szerepe az epitelialis iontranszportban

Az epitelidlis transzportfolyamatok soran fontos szerepe van a cisztas fibrézis transzmembran
konduktancia regulator (CFTR) Cl~ csatornanak. A CFTR egy CI/HCOs~ csatorna, amely
foként az apikdlis membranon helyezkedik el, és az ionok lumen felé iranyuld aramlésat
eredményezi. Ez a folyamat a paracellularis titvonalakon keresztiil Na*-aramlast indukal és
ozmotikus vizmozgast valt ki, igy hozva létre a folyadék-szekréciot. A CFTR miikodése
kulcsfontossagti a szekrétumok viszkozitdsdnak és pH-janak fenntartasdban. A CFTR gén
funkcidvesztéses mutacioi cisztas fibrozishoz vezetnek, amelyet a légutakban és a
gasztrointesztinalis traktusban dehidratalt, savas nyak, a hasnyalmirigyben pedig a f6
kivezetdcso elzarodasa, valamint NaCl-ban gazdag verejték jellemez. Mindez ramutat a CFTR-

medialt iontranszport kulcsfontossagu jelentdségére.

3.3. A CFTR molekularis szabalyozasa

A CFTR két membrant athidalé doménbdl (MSD1/2), két citoszolikus nukleotid-k&td doménbdl
(NBD1/2), valamint a két egységet O6sszekapcsold szabalyozd (R) doménbdl all. A csatorna
nyitasi-zarodasi mechanizmusat alapvetéen az R domén szabdlyozza, defoszforilalt allapotban
gatolja az NBD-dimerizaciojat, igy a porusnyitast is. A klasszikus CFTR-aktivacid a
cAMP/protein-kinaz A (PKA) utvonalon keresztiil valosul meg. G-fehérjéhez kapcsolt
receptorok (GPCR) aktivacidja fokozza az adenil-ciklazok (AC) miikodését, amely cAMP-szint



emelkedéshez és igy PKA-aktivaciohoz vezet. A PKA tobb szerin oldallancot foszforilal az R
doménben, ezzel feloldva annak autoinhibiciot, lehetdvé téve az NBD-k dimerizéaciojat és a
csatorna kinyilasat. A foszforilacio-dependens szabalyozason tul a PKA kozvetlen kotddéssel,
foszforilaciotol fliggetlen modon is képes CFTR-aktivaciot kivaltani, ami reverzibilis, finoman
hangolhat6 kontrollt biztosit. A CFTR miikddése szoros Osszefliggésben all térbeli
szervezddésével is, makromolekularis komplexekbe rendezddik, amelyekben A-kinaz
horgonyfehérjék (AKAP-ok) ¢s az Na'/H® cseréld regulator faktor 1 (NHERF1)
kulcsfontossagt scaffoldként funkcionalnak az apikalis membranon. Ezek a fehérjék PKA-t,
foszfatazokat, foszfodiészterazokat (PDE-ket) és a citoszkeleton elemeit kapcsoljak a CFTR-
hoz, ezéltal lokalis és id6ben preciz szabalyozast tesznek lehetévé. A csatorna inaktivacioja
GPCR-deszenzitizacion, defoszforilacion és a PDE4 altal kozvetitett lokalis cAMP hidrolizisen

keresztiil valésul meg.

3.4. A Ca?" jelatvitel szerepe a CFTR szabalyozasiaban

Habar a CFTR elsédleges szabalyozasa a cAMP/PKA ttvonalon keresztiil torténik, a kalcium
(Ca?) jelatvitel fontos kiegészitd szerepet tolt be. A Ca?" tobb mechanizmuson keresztiill a
kalmodulin kétddése révén modulalja a CFTR-t, Ca**/kalmodulin-fiiggd kinaz I1 (CaMKII) és
tirozin-kindzok foszforilacids hatasa altal. A Ca*-fiiggd szabalyozas gyakran az adenil-
ciklazokon (AC) keresztiil érvényesiil, bizonyos AC izoformak (pl. AC1, AC3, ACS)
Ca*/kalmodulin altal aktivalodnak, mig masok (pl. AC5, AC6) Ca** altal gatoltak. Az AC
izoformék sejten beliili elhelyezkedése lokalis cAMP mikrodoméneket hoz létre, amelyek
finoman szabdlyozott mddon reagalnak a helyi Ca®*-jelre. A kiilonb6z6 AC- CFTR-
szabalyozasban betoltott pontos szerepe azonban sejttipus-specifikus €s még nem teljesen
feltart. A Ca** jelatvitel kulcsfontossagi a HCOs -szekrécid szabalyozasaban is, kiilondsen a
hasnyalmirigy duktalis epitél sejtjeiben, ahol a CFTR mind CI-, mind HCOs~ transzportot
medidl, és igy meghataroz6 az alkalikus pankredsznedv fenntartdsdban. A folyamat
szabalyozasaban a CFTR, az SLC26 csalad CI/HCOs™ cser¢ldi, valamint a WNKI1/SPAK

kindz-utvonal Ca**-fiiggd kolcsonhatésai vesznek részt.

3.5. Raktarfiiggd és raktarfiiggetlen Ca2* bearamlas az epitél sejtekben

Nem ingerelhetd sejtekben — igy az epitél sejtekben is — a raktarvezérelt Ca** belépés (SOCE)
a Ca**-bearamlas egyik f6 titvonala. A SOCE-t az endoplazmatikus retikulum (ER) Ca?*-szintjét
érzékeld STIM-fehérjék és a plazmamembranban taldlhato ORAI-csatorndk, kiilondsen az
ORAII kozvetitik. Az ER Ca**-raktarainak kitiriilésekor a STIM1 oligomerizalodik, ER-PM

kontaktzonakba transzlokalodik, és ott aktivalja az ORAIl-csatorndkat, ami Ca**-bearamlast,



az ER-raktarak feltoltését és Ca**-fiiggd jelatviteli folyamatokat indit. A tiidd epitél sejtjeiben a
SOCE hozzajarul a gyulladasos mediatorok termeléséhez és a mucin szekréciohoz. Egyre tobb
adat utal ugyanakkor arra, hogy az ORAII raktarfiiggetlen Ca**-belépést (store-independent
calcium entry, SICE) is képes kozvetiteni. A SICE egyik kulcsregulatora a szekrécids utvonal
Ca**-ATPaz 2 (SPCA2). Bizonyos sejttipusokban az SPCA2 a plazmamembranhoz jut, és C-
terminalis doménje révén kozvetleniil kapcsolédik az ORAIl-hez, olyan Ca*'-bearamlést
generalva, amely fiiggetlen a STIM-fehérjéktdl, az ER-raktarak kiiiriilésétdl és maganak az
SPCA2 pumpafunkcidjanak aktivitasatol. SPCA2-medialt SICE-t irtak le emld epitél sejtekben
¢s emlddaganat-sejtvonalakban, ahol a fokozott Ca**-igény fedezésén til a RAS-ERK
jelatviteli Gt aktivalasahoz is hozzajarul. Annak ellenére, hogy az ORAI1-medialt Ca**-belépés
az ORAIl CFTR-aktivitdsra gyakorolt kozvetlen hatasat epitelidlis sejtekben eddig nem
vizsgaltadk. A CFTR ¢és Ca**-érzékeny AC-ok apikalis ko-lokalizacidja, illetve a SICE
mechanizmusok Ujabb leirdsai alapjan azonban valdsziniisithetd, hogy az ORAI1 fontos

szerepet tolt be a CFTR-miikddést meghatarozo lokalis Ca** mikrodomének kialakitadsaban.

erevr

A szovet-specifikus dssejtekbol szarmazo haromdimenzios organoid kultardk a nativ epitélium
felépitésének és miikodésének szamos kulcselemét képesek visszaadni. A hasnyalmirigy-, tido-
, maj- és bél-organoidok megdrzik az apikalis-bazalis polaritast, a szoros kapcsolatok (tight
junctionok) struktirdjat és a szovetre jellemzd differencidcios mintazatot. CFTR-kutatas
szempontjabol kiilondsen fontos a csatorna apikalis lokalizécidjanak és a nativ fehérje—fehérje
interakcidinak megorzése. Az extracellularis matrixba (pl. Matrigelbe) agyazott és WNT/R-
spondin/Noggin-t tartalmazé médiumban fenntartott organoidok hosszu tdvon passzalhatok,
mikozben duktalis markereket (CFTR, KRT19, OCLN, SOX9) expresszalnak, és olyan
morfoldgiai jellemzdket mutatnak, mint a nativ duktuszok (apikalis mitokondrialis dusulas,
kefeszegély). Az organoidok fiziologidsan relevans platformot biztositanak a CFTR-
szabalyozas és az epitelialis iontranszport vizsgéalatahoz, lehetdvé téve funkcionalis méréseket
(pl. organoid-hizas, ¢élosejtes Ca**-képalkotds, Cl~ szekrécid) olyan kornyezetben, ahol a

szabalyoz6 fehérjék endogén szerkezete és a nanodomén szervezddése megmarad.



4. CELKITUZESEK

1. Célul tiztik ki a STIMI-ORAII raktarfiiggetlen aktivaciojanak és az SPCA2
szerepének jellemzése, valamint e jelatviteli nanodomén fiziologiai jelentdségének vizsgalatat

tobb szovet — hasnyalmirigy, tiid, maj — polarizalt epitél sejtjeiben.

2. Tovéabba célunk volt annak meghatarozasa, hogy az SPCA2-fiiggd Ca*-belépés
hogyan szabdlyozza a bazalis CFTR-aktivitast Ca®*-érzékeny AC-okon és lokalis cAMP-

jelatvitelen keresztiil.

3. Valamint a humdn organoid kultirdk standardizalasat kisérletes modellként az

epitelialis ion- és folyadékszekrécid vizsgalatara primer, polarizalt epitél sejtekben.

5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Adherens sejtkulturak és allatok

A HeLa ¢és HEK293 sejtvonalakat a gyarté protokollja szerint tenyésztettiik, és tranziens
transzfekciokhoz, illetve funkciondlis mérésekhez hasznaltuk. Az organoid kulturdkhoz
sziikséges kondiciondlt médium elééllitasaira L-WRN (ATCC-CRL-3276) sejtvonalat
alkalmaztunk. A hasnyalmirigy duktalis fragmentumok izoldlasahoz, a folyadékszekrécios
mérésekhez és az organoid kultardk létrehozdsdhoz 8—12 hetes, 20-25 gramm testtomegii

FVB/N egereket hasznaltunk.

5.2. Duktalis fragmentumok és acinus sejtek izolalasa egér hasnyalmirigy szovetbol

A hasnyalmirigy duktalis fragmentumok izolalasat korabban leirt modszerek szerint végeztiik
(Maléth et al., 2015; Fanczal et al., 2020). Roviden, a hasnyalmirigy sebészi eltavolitasat
kovetden enzimes emésztést alkalmaztunk, majd sztereomikroszkop alatt izolaltuk a kisebb
duktuszokat. Az acinus sejtek izolalasa sordn a szovet mechanikus apritasat kovetden kiméletes

enzimes emésztéssel és centrifugélasi 1épésekkel végeztiik.
5.3. Egér és human organoid kulturak

Els6 1épésben az egér hasnyalmirigy, mdj és tiido, valamint a human hasnyalmirigy szévetek
enzimatikus emésztését végeztik 37°C-on, vertikalis razoban. A centrifugalasi és mosasi
1épések utan a sejteket Wash médiumban szuszpendaltuk, Matrigellel kevertiik, majd 10 pl-es
,domok” formajaban 24 lyuku sejttenyésztd lemezben tettiik. A 37°C-on torténd polimerizaciot
kovetden Feeding médiumot adtunk a sejtekhez, amelyet minden masodik napon cseréltiink.

Passzélashoz a domokat Osszegytijtottiik, TrypLE™ Express enzimmel emésztettiik, mostuk,



majd friss Matrigelben wjra kiraktuk. A polaritdsvaltott, Ggynevezett apical-out humdan
hasnyalmirigy organoidok eléallitdsdhoz a Matrigelt eltavolitottuk enzimes emésztéssel és az
organoidokat legalabb 48 orara szuszpenzids kulturaba helyeztiik, ami lehetévé tette a

polaritasvaltast.

5.4. Konstrukciok, transzfekciok, iranyitott mutagenezis és géncsendesités

Az ORAI1, STIMI1, SPCA2 ¢és kiilonbozd AC-ok expresszios konstrukcidit kollaboracids
partnerektdl, illetve kereskedelmi gyartoktol (ORIGENE, Addgene) szereztiik be. A tranziens
transzfekciokat Lipofectamine 2000 segitségével végeztiik. Az irdnyitott mutagenezishez Q5
termostabil DNS-polimerazt alkalmaztunk. A géncsendesitést (pl. siAtp2cl, siAtp2c2,
siSEPT7, siOrail, siStim1, siAC-ok) egér hasnyalmirigy duktalis fragmentumokban és human
organoidokban validalt siRNS-ek segitségével, Lipofectamine 2000-rel végeztiik. Mivel tobb
fehérje heteroldg tultermeltetése gyakran felboritja az endogén fehérjeszerkezetet, a fobb

kisérleteket primer sejtekben, endogén fehérjeszint mellett is megismételtiik.

5.5. Génexpresszié analizis

A teljes mRNS-t egér hasnyalmirigy duktalis fragmentumokbol NucleoSpin RNA XS kittel
izolaltuk a gyartéi protokoll szerint. A koncentraciot NanoDrop™ One/OneC
spektrofotométerrel mértilk, majd 1 pg mRNS-b6l cDNS-t szintetizdltunk. A
géncsendesitéseket  kovetd  génexpresszio-valtozasokat  qRT-PCR-rel — mértiik, az

adatfeldolgozas a AACq mddszerrel tortént.

5.6. Egér hasnyalmirigy organoidok transzkriptomikai analizise RNS-

szekvenalassal

Az organoidokbol a Matrigel eltavolitasa utdn Osszegytiijtott sejtpelletbdl izolaltunk RNS-t,
majd [llumina NextSeq 500 platformon végeztiink RNS szekvenalast. A génexpressziot TPM
(transzkript per milli6) értékekkel jellemeztiik, a TPM<1 értéket nem-expresszalt génként
definidltuk. A humén CFTR gén TPM-értékeit a laborunkban korabban publikalt adatokbol

vettik at.

5.7. Immunfluoreszcens jelolés és konfokalis mikroszkopia

Az organoidokat és a duktalis fragmentumokbol készitett metszeteket 4%-os PFA—PBS oldattal
fixaltuk, majd moséas és antigén-feltards utan BSA-t tartalmazo oldatban blokkoltuk. Ezt

kovetden elsddleges €s fluoreszcensen jelolt masodlagos ellenanyagokkal jeloltik meg a



célfehérjéket (pl. ORAIL, CFTR, SPCA2, STIM1, ductalis markerek). A képeket Zeiss LSM880
konfokalis mikroszkdppal rogzitettiik.

5.8. Western blot és sejtfelszini biotinilacio

A HeLa sejteket ORAIL-, STIM1- és SPCA2-konstrukciokkal transzfektaltuk, majd 18 6ra utdn
RIPA pufterben, proteaz gatlokkal kiegészitve lizaltuk. A fehérjéket SDS-PAGE-en vélasztottuk
sz¢t, majd membranra transzferaltuk. GAPDH-t, HA-t és a tag-eket specifikus ellenanyagokkal
detektaltuk. A sejtfelszini fehérjék vizsgalatdhoz Pierce™ Cell Surface Biotinylation and
Isolation Kitet hasznaltunk a gyartd altal mellékelt protokoll szerint. A blottok denzitometriai

kiértékelését Imagel-vel végeztiik.

5.9. Fluoreszcens mikroszkopia

A sejten beliili Ca**-szint kovetésére Fura-2-AM, a Cl -szekrécio mérésére MQAE festéket
alkalmaztunk. A Ca*-mérések F340/F380 aranyokon alapultak, a bazdlis szintet és a
farmakonokra (pl. CM5480, CPA, karbakol) adott valaszokat kvantifikaltuk. Minden ROI egy-

egy sejtet vagy sejtrészletet reprezentalt, az adatokat atlag + SEM formaban abrazoltuk.

5.10. In vitro és in vivo szekréciomérés

Az izolalt hasnyalmirigy duktuszokat fedélemezre tapasztottuk ki, majd HEPES- vagy HCOs™-
oldattal perfundaltuk 37°C-on. Az intraluminalis térfogat valtozasait Olympus IX73 inverz
mikroszképon kovettiik. /n vivo mérésekhez az egerek CM5480-at vagy vivOanyagot kaptak,
majd szekretint adtunk. 30 percen keresztiil gytijtottiik a pankredsznedvet €s a szekrécids ratat

testtomeghez normalizaltuk.

5.11. dSTORM szuperrezolucios mikroszkopia

Az immunfluoreszcens jelolést kovetden a mintdkat glilkdz-oxidazt és katalazt tartalmazo
,olinking” pufferbe helyeztiik, majd a képeket Nanoimager S (Oxford Nanoimaging)
mikroszkoppal készitettikk. A kolokalizalé klasztereket két fehérje 300 nm-en beliili

klasztereiként definialtuk, és ezen ko-klaszterek aranyat, illetve méretét kvantifikaltuk.

5.12. FLIM-FRET mérések

A fehérje-fehérje kolcsonhatasok nanométeres vizsgalatdhoz FLIM-FRET-et alkalmaztunk.
Donor (GFP/YFP) és akceptor (mCherry) jeldlt fehérjekonstrukciokat hasznéaltunk. A donor
¢lettartamat akceptor jelenlétében, majd az akceptor kiégetése utan mértik. A FRET-

hatékonyséagot az atlagos donor-¢élettartam valtozasa alapjan szamitottuk ki.



5.13. Statisztikai analizis

Az eredményeket atlag = SEM formdjaban adtuk meg. A normalitast Shapiro—Wilk teszttel
vizsgaltuk. Normal eloszlés esetén parositatlan t-probat vagy egyszempontos varianciaanalizist
(ANOVA) Tukey-féle tobbszords Osszehasonlitdsos teszttel, nem normalis eloszlas esetén
Mann—Whitney- vagy Kruskal-Wallis-tesztet alkalmaztunk. A p<0,05 értéket tekintettiik

szignifikansnak. Az elemzéseket GraphPad Prism szoftverrel végeztiik.

6. EREDMENYEK

6.1. Az ORAI1 altal létrejovo extracellularis Ca?* bearamlas konstitutivan aktiv

primer, polarizalt epitél sejtekben

RNS szekvendlassal és PCR vizsgalatokkal igazoltuk az ORAI1-3, STIM1/2 és tobb regulator
fehérje expresszigjat egér és human hasnyalmirigy duktdlis organoidokban. Immunfestés
alapjan az ORAIl foként a duktalis sejtek apikalis membranjan lokalizalodott. Egér
hasnyalmirigy duktélis fragmentumokban a szelektiv ORAIl-gatld6 CM5480 csokkentette a
bazalis intracellularis Ca?*-szintet extracellularis Ca** jelenlétében, ER Ca**-raktarak kitiritése
nélkiil. Az extracellularis Ca?* eltavolitasa szintén csokkentette a [Ca?*];-t, amelyet ezt kovetden
a CM5480 mar alig befolyasolt, alatdmasztva, hogy az ORAII jelentdsen hozzajarul a nyugalmi
Ca?*-belépéshez. Karbakol altal kivaltott Ca**-jel esetén a CM5480 a platofazis alatt jelentdsen
csokkentette a jel amplitadojat, ami arra utal, hogy az ORAIl hozzdjarul a tartéos Ca*'-
emelkedés fenntartdsdhoz is. D1ER-rel végzett ER Ca** mérések igazoltdk, hogy bazalis
koriilmények kozott az ER-raktarak telitettek, igy a megfigyelt jelenség nem SOCE-eredeti.
Az Orail vagy Stiml géncsendesitését kovetden a bazalis [Ca®*]; csokkent, és a CM5480-ra
adott valasz megsziint, mikdzben az extracellularis Ca®* eltavolitasa tovabbra is csokkentette a
[Ca**]i-t. Hasonld, CM5480-érzékeny bazalis Ca**-belépést detektaltunk egér tiido és maj
organoidokban, valamint human hasnyalmirigy organoidokban is. Eredményeink azt mutatjak,
hogy az ORAIIl konstitutiv, raktarfiiggetlen Ca**-belépést kozvetit tobb szdvet primer

szekrécios epitél sejtjeiben, és ez jelentdsen hozzajarul a bazalis [Ca*']; fenntartdsdhoz.
6.2. Az SPCA2 fenntartja az ORAI1 konstitutiv aktivitasat primer epitél sejtekben

Az egér és human hasnyalmirigy organoidok teljes transzkriptom elemzése tobb ORAII-
interakciés partnert tart fel, koztilk az SPCAl-et, SPCA2-t és a SEPTIN7-et. Koziilik az
SPCA2 bizonyult a SICE szabdlyozas szempontjabdl legigéretesebbnek. siSPCA2 kezelést

kovetdéen egér hasnyalmirigy duktalis fragmentumokban csokkent a bazalis [Ca*'];, és



jelentdsen mérséklédott a CM5480-érzékeny Ca**-belépés. Ezzel szemben siSPCA1 vagy
siSEPT7 kezelés nem okozott szignifikdns valtozast, ami az SPCA2 specifikus szerepét
tamasztja ala. HeLa sejtekben, ahol ORAIl-et és SPCA2-t overexoresszaltattunk, konfokalis
mikroszkopiaval az SPCA2 retikuléris, ER-szerli mintdzatot mutatott, mig az ORAI1 pont-
szerll eloszlast a plazmamembranban. dSTORM felvételeken az SPCA2 és ORAII klaszterek
részleges ko-lokalizacioja volt megfigyelhetd nyugalmi allapotban is, amely CPA-kezelés
hatasara atrendezdédott, jelezve az ER-PM kontakthelyek dinamikus szabalyozasat. FLIM-
FRET mérések igazoltak a térbeli kozelséget az SPCA2 és ORAI kozott stimulacio nélkiil is,
amelyet a STIMI1 jelenléte tovabb fokozott. CPA-kezelés azonban nem ndvelte tovabb a
SPCA2-ORAIl FRET-hatékonysagot, ami a raktarfiiggetlen mechanizmust erdsiti. Ezek a
megfigyelések arra utalnak, hogy az SPCA2 adaptor fehérjeként mitkddve, pumpaaktivitasatol
fiiggetlentil képes ORAI1-mediélt SICE-t generalni epitelialis sejtekben.

6.3. Az SPCA2 fokozza a STIM1 és az ORAI1 kozotti kolesonhatast

Az SPCA2 STIMI1-ORAIl kolcsonhatasra gyakorolt hatasat HeLa sejtekben vizsgaltuk,
amelyben STIM1-et, ORAIl-et és SPCA2-t overexpresszaltattunk. ER Ca**-raktarak kiliritése
nélkiil a STIM1 mérsékelt puncta képzddést és limitalt ko-lokalizaciot mutatott az ORAIL-gyel.
Az SPCA2 ko-expresszioja ugyanakkor jelentdsen fokozta a STIM1-ORAII ko-klaszterek
szamat és méretét nyugalmi koriilmények kozott is. dASTORM klaszteranalizis alapjan az
SPCAZ2 jelenléte megndvelte a STIMI-ORAII ko-klaszterek szamat ¢s atlagos kiterjedését,
CPA-kezelés hatasara pedig a klaszterezddés tovabb fokozodott. FLIM-FRET kisérletek
(STIM1-YFP és ORAI1-mCherry) megerdsitették, hogy az SPCA2 jelenléte ndveli a STIM1-
ORAIl FRET-hatékonysagat, ami szorosabb protein—protein interakciot jelez. Mivel a
konstitutiv Ca?*-belépés és a megnovekedett STIM1-ORAI1 klaszterezddés oka lehet az ER
Ca?" raktarak kitirilése az SPCA2-t expresszald sejtekben, megmértiik az ER Ca** tartalmat
DI1ER-rel transzfektalt HeLa sejtekben 10 uM CPA kezelést kdvetden. Ezek a kisérletek azt
mutattak, hogy az SPCA2 nincs hatassal az ER Ca*" tartalmara. Sejtfelszini biotinilalas és
Western blot kisérletek soran kimutattuk, hogy az SPCA2 sem a teljes, sem a sejtfelszini ORAII
mennyiségét nem novelte szamottevden, igy f6 szerepe nem a traffiking, hanem a funkcionalis
klaszterképzés tdmogatdsa. Ko-immunprecipitacié soran HA taggel jelolt ORAII fehérjék
kihuzéasa soran STIM1-et és SPCA2-t is detektaltunk, ami a harom fehérje kdzos komplexét
bizonyitja. Osszességében az adatok egy olyan modellt timasztanak al4, amelyben az SPCA2
elészor az ORAIl klaszterez0dését segiti eld, ez stabilizdlja a STIMI-et az ER-PM

junkciokban, és igy lehetdvé teszi a konstitutiv SICE kialakulasat.
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6.4. Az ORAIl-en keresztiil 1étrejovo SICE szabalyozza a CFTR aktivitasat és a

folyadékszekréciot a hasnyalmirigy duktalis epitél sejtekben

A CFTR epitelidlis szekrécioban betdltott kozponti szerepére tekintettel vizsgaltuk, hogy az
SPCA2-STIM1-ORAIl-fiiggé SICE hogyan befolydsolja a CFTR-funkciot. Egér
hasnyalmirigy organoidok immunfestése az ORAI1 és CFTR apikalis ko-lokalizaciojat mutatta.
A CFTR-medialt CI- szekréciot izolalt duktalis fragmentumokban MQAE-vel kovettiik.
HCOs/COz-ot tartalmazé pufferbdl a CI- eltavolitdsa novelte az MQAE-fluoreszcenciat, ami
Cl-kiaramlast jelez, ezt a CFTR specifikus gatloja, a CFTRinh-172 megsziintette. ORAI1
gatlasa CM5480-el vagy a sejten beliilli Ca?>" lekdtése BAPTA-AM-mel szignifikansan
csokkentette a bazalis CI~ effluxot. Hasonloan, siOrail vagy siStim1 kezelés jelentds mértékben
mérsékelte a CFTR-fliggd Cl- aramlédst nyugalmi koriilmények kozott. Ezzel szemben a
forskolinnal kivaltott CFTR-medialt CI~ effluxot az ORAII gatlasa nem befolyasolta érdemben,
ami arra utal, hogy a stimulalt szekrécido SICE-fiiggetlen. siSPCA2 kezelés szintén csokkentette
a CFTR-aktivitast, mig siSPCA1 vagy siSEPT7 nem okozott valtozast, dsszhangban a Ca**
mérésekkel. Bazalis HCOs™ szekrécid és a duktuszok hizdsanak mérése HCO;7/CO: oldatban
tortént, mely CM5480 hatasara romlott, ami az ORAI1 szerepét erdsiti mind a Cl-, mind a
HCOs™ transzport, valamint a bazalis folyadékszekrécio fenntartdsdban. In vivo kisérletekben a
CM5480-kezelt egerek szekretin-stimulalt pancreasnedv-szekrécidja szignifikansan csokkent a
kontrollhoz képest, ami a SICE fiziologids jelentdségét tamasztja ald a szekrécidban.
Eredményeink alapjan az SPCA2/STIM1/ORAIl-fiiggé SICE kulcsfontossagu szerepldje a

bazalis CFTR-aktivitasnak és a folyadékszekrécionak a hasnyalmirigy duktalis epitél sejtjeiben.

6.5. A SICE az ORAIl-en keresztiil mas szekrécios epitél sejtekben is szabalyozza

a CFTR aktivitast

Annak vizsgalatara, hogy a leirt szabalyozé mechanizmus altalanos jelenség-e kiilonbozo
epitelidlis szovetekben, kisérleteinket elvégeztiik egér tiidd és m4j organoidokon, valamint
human hasnyélmirigy organoidokon is. Mindegyik modellben a CFTR-ORAII apikalis ko-
lokalizaciot figyeltiink meg. Nyugalmi allapotban a CM5480 a CFTR-fliggé Cl" kidramlésat
jelentdsen csokkentette. Tiidé organoidokban az ORAIl-gatlas a bazalis CFTR-fiiggd CI -
aramlast szinte teljes mértékben megsziintette. Ez arra utal, hogy az ORAIl-medialt SICE
altalanos mechanizmus, amely a bazalis CFTR-aktivitast tobbféle szekrécids epitéliumban

meghatarozza.
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6.6. A SICE az ORAI1-en keresztiil Ca?*-fiiggd adenil-ciklazok révén szabilyozza
a CFTR aktivitast

A SICE és CFTR kozti kapcsolat tovabbi feltardsa érdekében az AC-ok expresszidjat €s
lokalizaciojat vizsgaltuk. Hasnyalmirigy organoidok RNS szekvendldsa soran tobb AC (Adcyl,
3, 6, 8, 9) expressziojat mutattuk ki. Mivel egyes AC-ok Ca?*-aktivaltak (AC1, AC3, ACS), mig
masok Ca?*-gatoltak (ACS5, AC6), alkalmasak lehetnek a Ca?**/cAMP ,,cross-talk” kozvetitésére.
HeLa sejtekben CFTR ¢és egyes AC-ok ko-expresszidja mellett ISTORM mikroszkdpia soran
azt talaltuk, hogy a CFTR erdteljes nanodomén szintii ko-lokalizaciot mutat AC1-gyel, AC3-
mal és AC8-cal, mig AC6-tal gyengébb atfedés figyelheté meg. Ezek az AC-ok ORAIl-gyel is
ko-lokalizalodtak, és haromszinli dSTORM felvételeken igazolhato volt, hogy CFTR, ORAII
¢s AC1/3/8 ugyanazon plazmamembran nanodoménekben helyezkednek el. Human apical-out
hasnyalmirigy organoidokban az AC1, AC3 vagy AC8 siRNS-sel torténd géncsendesitése
csokkentette a bazalis CFTR-aktivitast, melyek koziil az AC8 csendesitése okozta a
legkifejezettebb hatast. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a Ca**-aktivalt AC-ok, kiilondsen az
ACS, kulcsfontossagiak a SICE downstream komponenseként a bazalis CFTR-funkcio
fenntartasaban. PKA-gatlo szerek (PKI (5-24), KT5720) alkalmazésa jelentdsen csokkentette
a bazalis CFTR-fiiggd CI- kiaramlast, megerdsitve, hogy a PKA-fiiggd foszforilacio
nélkiilozhetetlen ebben a szabalyozasi Gitvonalban. Osszességében az adatok egy olyan modellt
tamasztanak ald, amelyben az ORAI1-mediélt SICE Ca*-érzékeny AC-okat (kiilondsen ACS8-
at) aktival az apikalis nanodoménekben, lokéalis cAMP- és PKA-aktivitast generalva, amely a

bazalis CFTR aktivitast fenntartja.

7. DISZKUSSZIO

Vizsgalataink soran egy eddig kevéssé ismert szabalyoz6 mechanizmust azonositottunk, amely
a bazalis CFTR aktivitdst polarizalt szekrécios epitél sejtekben raktarfiiggetlen Ca**
bedramlason keresztiil tartja fenn. Ez a SICE egy SPCA2-STIM1-ORAIl komplex
kozvetitésével jon létre az apikalis plazmamembran nanodoménjeiben. Eredményeink szerint
az ORAII nyugalmi koriilmények kozott is konstitutivan aktiv, jelentdsen hozzajarul a bazalis
[Ca*"]; fenntartasahoz, és ez az aktivitas SPCA2- és STIM1-fliggd, ugyanakkor fiiggetlen az ER
Ca?*-raktarak kitirtilésétol. Az SPCA2 fontos szervezdelemként mitkddik, ugyanis kdzvetleniil
kotddik az ORAIl-hez, eldsegiti annak klaszterezddését, és fokozza a STIM1-ORAII
komplexképzddést ER-deplécid nélkiil is. Az SPCA2 hatdsa nem igényli sajat Ca**-pumpa
aktivitasat, és nem jar az ER Ca*' tartalmdnak megvaltozasaval, ami scaffold szerepére utal.

Szovet-specifikus expresszidja magyarazhatja, hogy a SICE kifejezetten duktalis epitél
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sejtekben hangstlyos, mig acinus sejtekben nem. Az SPCA2-STIM1-ORAI1-fiiggé SICE
olyan apikéalis plazmamembran nanodoménben szervezddik, ahol a CFTR és Ca?*-aktivalt AC-
ok (ACI, AC3, ACS) is jelen vannak. E nanodoménben a konstans Ca**-belépés aktivalja az
AC-okat, ezen beliil foként az AC8-at, ami lokalis cAMP-termelést ¢s PKA-aktivaciot
eredményez. Ez biztositja a bazalis CFTR-aktivitast és folyadékszekréciot. Farmakologiai vagy
genetikai uton gatolva az ORAIl-et, STIM1-et, SPCA2-t vagy AC-okat, a bazalis CFTR-
miikodés és szekrécid nagymértékben csokken, mikdzben a forskolin altal kivaltott, stimulalt
CFTR-aktivitas lényegében nem valtozik. Ez arra utal, hogy a SICE a bazalis szekrécid
szabalyozasaban meghatarozo. Eredményeink kozvetlen mechanisztikus magyarazatot adnak
korabbi megfigyelésekre, amelyek szerint a bazdlis CFTR-aramok Ca?*"-belépéstdl és a
membranhoz kotott AC-ok aktivitdsatol fiiggenek. Szuperrezoliciés mikroszkdpia, FLIM-
FRET, funkcionalis mérések és organoid modellek kombinacidjaval sikeriilt azonositani és
jellemezni egy kompakt jelatviteli egységet, amelyben Ca**-bearamlas, cAMP-szintézis ¢és
CFTR-csatorna nyitdsa/zarasa integraltan valosul meg természetes kornyezetben. Fiziologiai
szempontbol a bazalis CFTR-aktivitds elengedhetetlen a lumen hidrataltsdganak fenntartasdhoz
¢s a mucociliaris clearance biztositdsdhoz a légutakban, az enzimek kimosasahoz a
hasnyalmirigy duktuszbol, valamint az epe ¢és egyéb szekrétumok Osszetételének
szabdlyozasdhoz a hepatobilidris rendszerben. Az SPCA2-STIM1-ORAI1-AC-CFTR
nanodomén olyan mechanizmust kindl, amely lehetévé teszi a sejtek szamara a stabil ion- és
folyadékszekrécid fenntartdsat. Ez a mechanizmus kiilondsen fontos lehet nyugalmi, nem
stimulalt allapotokban, amikor a neurohormonalis hajtdéeré minimalis, de egy alap szekrécios
szintet fenn kell tartani. Eredményeink arra is ramutattak, hogy mig a forskolin globalisan
aktivalja a cAMP/PKA utat, megkeriilve a SICE sziikségességét, addig a bazalis CFTR-
aktivitas a lipid raft-szerli doménekben elhelyezkedd Ca?*-érzékeny AC-ok altal generalt,
lokalis cAMP-mikrodoménektdl fligg. Ez a kompartmentalizacié hozzajarulhat a
transzportfolyamatok finoman hangolt, kornyezetfiiggd szabalyozasdhoz. ORAI1 és SPCA2
kialakulasanak rizikofaktorat novelte cisztas fibrozisban. A kisérleteink soran azonositott
jelatviteli egység ezen fehérjéket kozos strukturdba szervezi, igy befolyasolhatja mind az
epitelidlis homeosztazist, mind az onkogén folyamatokat. Az ORAI1/SPCA2 kolcsonhatés
szabalyozasanak mélyebb megértése Uj terapids tdmadaspontokat tarhat fel CFTR-hoz
kapcsolodd betegségekben, gyulladdsos korképekben ¢€s rosszindulati daganatokban.
Végezetiil, munkank soran bemutattuk a 3D organoidok jelentdségét. A polaritast, szoros

kapcsolatokat és az eredeti szoveti tulajdonsagokat megdrzé human hasnyalmirigy organoidok
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megbizhatd platformot biztositottak az intracellularis Ca?*"-szint és CFTR-szabalyozas
vizsgalatdhoz. A nagy felbontasti képalkotas, a célzott génmanipulaciok és a funkcionalis

szekrécios mérések kombinéciodja kulcsszerepet jatszott a SICE-CFTR kapcsolat feltarasaban.

Osszességében egy olyan modellt vazoltunk fel, amely szerint az SPCA?2 altal vezérelt, STIM1-
fiigg6 ORAII-medialt SICE apikalis nanodoménekben biztosit folyamatos Ca**-jelet. Ez a jel
Ca*"-aktivalt AC-okat és PKA-t aktival, igy fenntartva az alap CFTR-fliggd ion- ¢és
folyadékszekréciot, fiiggetleniil az ER Ca?"-raktarak kimeriilésétdl és a hormonalis

stimulaciotdl.

8. OSSZEFOGLALAS

A CFTR CI" csatorna alapvetd szerepet jatszik a transzepitelidlis ion- és folyadékszekrécioban
olyan szervekben, mint a hasnyalmirigy, a m4aj és a tiidé. Mig a stimulélt szekrécid soran
fenndllo CFTR-szabéalyozds viszonylag jol ismert, az alap CFTR-aktivitds fenntartdsanak
mechanizmusai kevéssé tisztdzottak. A dolgozat egy 10 szabalyozasi utvonalat azonosit,
amelyben az apikalis SPCA2-STIM1-ORAI1 komplex altal kdzvetitett, raktarfiiggetlen Ca**-
belépés (SICE) fenntartja az alap CFTR-miikodést szekrécids epitél sejtekben. Igazolhatd, hogy
az ORAIl-medidlt Ca*"-belépés konstitutivan aktiv primer, polarizalt epitél sejtekben
(hasnyalmirigy, tido, maj), és jelentésen hozzdjarul a bazalis intracelluldris Ca**-szinthez.
Ez az aktivitds nem igényli az ER Ca**-raktarak kiiiriilését, viszont STIM1- és SPCA2-fliggd.
Az SPCA2 az ORAI1-hez kapcsolddva eldsegiti annak klaszterez6dését és a STIM1-gyel valo
kolcsonhatasat egy jelatviteli nanodomént létrehozva az apikalis plazmamembranban. Ebben a
nanodoménben az ORAIl-en keresztiil zajlo Ca**-belépés Ca**-érzékeny adenil-ciklazokat
(kiilonosen ACS8-at) aktival, lokalis cAMP-termelést és PKA-aktivaciot hozva létre. Ennek
eredményeként fennmarad a bazalis CFTR-fiiggd Cl™- és HCOs-szekrécio. Az ORAIL, STIMI,
SPCA2 ¢és az AC-ok farmakoldgiai vagy genetikai gatlasa jelentdsen csokkenti a bazalis CFTR-
aktivitast ¢és a folyadékszekrécidt, mikdzben a forskolin altal kivaltott CFTR-aktivacid
valtozatlan marad. Igy a SICE szelektiven a bazalis, nem pedig a stimulalt CFTR-funkciét
kontrollalja. Szuperrezoluciés dSTORM ¢és FLIM-FRET mérések kozvetlen bizonyitékot
szolgéltatnak arra, hogy az SPCA2, STIM1, ORAII, az AC-ok ¢és a CFTR szorosan szervezett
apikalis nanodoménekben helyezkednek el. A polaritist megdérz6 human hasnyalmirigy
organoidok kulcsfontossagi szerepet jatszottak e mechanizmusok fiziologias kornyezetben
torténd igazolasaban. A dolgozat dsszességében egy kordbban nem ismert mechanizmust tar fel,

amely révén az epitelidlis szovetek kiilsé stimulusoktol fliggetleniil fenntartjdk az alap
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szekréciot. Az SPCA2-STIM1-ORAII-AC—CFTR nanodomén olyan jelatviteli csomopontot
képvisel, amely integralja a Ca**- és cAMP-jelatvitelt a homeosztazis fenntartasa érdekében, és

Uj terapias célpontokat kinalhat CFTR-diszfunkcioval jar6 betegségekben.

9. AZ UJ MEGFIGYELESEK OSSZEFOGLALASA

1. Kimutathato, hogy polarizalt szekrécids epitél sejtekben a bazalis CFTR-aktivitas és a
nyugalmi folyadékszekrécio fenntartasaért nem klasszikus neurohormonalis stimulusok, hanem

egy konstitutiv, raktarfiiggetlen Ca**-bearamlas felel.

2. Az SPCA2 kdzponti regulatorként azonosithatd, amely ER Ca**-raktarak kiiiriilése nélkiil
aktivalja a STIM1-ORAIl komplexet. Ez az SPCA2-fliggd SICE folyamatos Ca**-forrast

biztosit a bazalis epitelialis ion- és folyadékszekrécié fenntartasahoz.

3. A STIM1 vagy ORAII farmakolodgiai vagy genetikai gatladsa csokkenti a bazalis CFTR-
aktivitast és a nyugalmi folyadékszekréciot, mikozben a forskolin-indukalt valaszok
véltozatlanok maradnak, igy egyértelmiien elkiiloniil a bazalis és a stimulalt szekrécid

szabalyozasa.

4. Az eredmények egy olyan modellt tdmasztanak al4d, amelyben az SPCA2 Altal
folyamatosan fenntartott ORAIl-medialt Ca**-belépés Ca**-aktivalt AC-ok (kiilondsen ACS)
segitségével lokalis cAMP- és PKA-aktivitadst general, ezéltal biztositva a bazalis CFTR-
funkcidt. Ez a mechanizmus fiiggetlen az ER Ca**-raktarak kimeriilésétdl és a neurohormonalis
stimuldciotol, és egy 0ndlldo szabalyozdsi réteget képvisel az epitelidlis homeosztazis

fenntartasaban.
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Kukityné Gyapjas Etelkanak, akinek szeretete, timogatasa és aldozatai nélkiil nem jutottam
volna el idaig. Koszonettel tartozom édesanyamnak, Kukity Katalinnak is a folyamatos
biztatasért és hitéért. Bizom benne, hogy édesapam, Botka Tibor biiszke lenne erre az rdm és
az elért eredményeimre. Az altaluk kozvetitett értékek és tdmaszuk végigkisért ezen a nem

mindig egyszerli uton és biztatasuk erdt adott a tovabbhaladashoz.
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