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Bevezetés

Eukaridta sejtekben két evolucidsan konzervalt rendszer segiti a kornyezeti vagy patofizioldgiai
stressz leklizdését: a h6sokkvalasz (HSR) és a selejtfehérje-valasz (UPR) (Almanza és mtsai. 2019;
Chen és mtsai. 2023; Ron és Walter 2007). A kinai hoércsog petefészek (CHO) sejtekre gyakorolt
hatdsat jellemezve kordbban harom kiilonb6z6 kategdridba soroltuk a héstresszt, nevezetesen:
sulyos (a Hsp-k fokozott indukcidjaval és jelentés makromolekuldris kdrosoddassal vagy akar
sejthaldllal egyutt jard), mérsékelt (elhanyagolhaté mértékl fehérjedenaturaciéval és kevésbé
intenziv Hsp-indukcidval egyitt jard) és enyhe, ,eustresszt” kivaltd (Hsp-indukcid nélkuli) (Peksel
és mtsai. 2017). Az enyhe h6 (40 °C) a sejtek lipidomjanak egy kiilonallo, dézisfliggs atalakulasat
eredményezi, amelyet csak magasabb hémérsékleten kovet a Hsp-k expresszidja. A telitett
membranlipid specieszek és a specifikus lizofoszfatidil-inozitol és szfingolipid specieszek relativ
koncentracidjanak jelentés emelkedése gyors membran mikrodomén atrendezédésre és a
membran merevségének altalanos id6fliggd novekedésére utal. RNAseq-kisérleteink kimutattak,
hogy az enyhe h6 hatdsdra stresszel kapcsolatos jeldtviteli kaszkddok indulnak be az ER-ban, ami
dézisfligg6 lipid-atrendezédést és a benzil-alkohol dltal okozott membranfluidizacidval szembeni
fokozott ellendlldst eredményezett (Tiszlavicz és mtsai. 2022). Ezen eredményeink 6sszhangban
vannak korabbi megfigyelésekkel (Bettaieb és Averill-Bates 2015; Tiszlavicz és mtsai. 2022; Xu és
mtsai. 2011). A sejtek letalis, fehérjedenaturdlé magas hémérséklettel szembeni védelmére
jellemzéen a klasszikus HSR alakul ki. A kiilonb6z6 héddzisok dltal kivaltott stresszvalaszok
kiilonb6z6 rétegeinek jelenléte ravilagit arra, hogy a sejtek tobbféle eszkozt képesek felhasznalni
a stresszhelyzetekkel szembeni védelem és a tulélés érdekében.

Az endoplazmatikus retikulum (ER) a legtobb eukaridta sejtben megtalalhatd
sejtorganellum, mely lapos és cs6 alakd, membrannal korilvett zsakok 6sszekapcsolt haldzatat
alkotja. A stressz hatasdra kialakult fokozott fehérjeszekrécid vagy az ER fehérjetekeredési zavara
az ER-lumenben karosodott vagy rosszul feltekered6 fehérjék felhalmozddasat okozhatja — ezt az
allapotot nevezik ,endoplazmatikus retikulum (ER) stressznek”. Az ER megfelel6 funkcidinak
fenntartasa érdekében eukariéta sejtekben a selejtfehérje-valasz (UPR) jelatviteli dtvonalai
aktivalédnak, amelyek a génatirast, az mRNS-transzlaciot és a fehérjemddositasokat szabalyozzak

a kdrosodott vagy rosszul tekeredett fehérjék kijavitasa és a fehérjehomeosztazis helyreallitdsa



érdekében (Hetz, Zhang, és Kaufman 2020). Az UPR hdrom f6 jelatviteli dtvonalon keresztil
aktivalédhat, amelyeket kiilonb6z6 ER transzmembranfehérjék kdzvetitenek: az IRE-1a (inositol-
requiring protein-1), a PERK (protein kinase RNA like ER kinase) és az ATF6 (activating
transcription factor-6) (Malhotra és Kaufman 2007; Ron és Walter 2007; Yoshida 2007). A
kdozelmultban végzett vizsgdlatok feltartak egy alternativ ER-stressz aktivaldsi alternativat, az
ugynevezett lipid kett&sréteg stresszt, amely a klasszikus proteotoxicitds hianyaban is kivaltja az
UPR-t. Bar az UPR folyamat mechanizmusat széles kdrben vizsgaljak, a héstressz, kiilondsen az
enyhe hipertermia és az ER homeosztatikus valasza kozotti kapcsolat tovabbra is tisztazatlan.
Korabbi megfigyelésiink, miszerint az enyhe, nem fehérjedenaturalé hé egyfajta UPR-t
indukal emlés sejtekben (Tiszlavicz és mtsai. 2022) alapozta meg az intracellularis hétermeléssel
kapcsolatos vizsgalatainkat. Szubcellularis szinten a mitokondrium a termogenezis legismertebb
organelluma (Beignon és mtsai. 2022). Egy mitokondriumspecifikus, hémérséklet-érzékeny
fluoreszcens indikatorral kimutattdk, hogy a mitokondriumok fiziolégiailag 50 °C-on a
legaktivabbak (Chrétien és mtsai. 2018). Az utébbi években egyre tobb helyen olvashatunk a
szarko/endoplazmatikus retikulumrél, mint a hétermelésben részt vevé masik sejtorganellumral,
amelyben a szarko/endoplazmatikus retikulum Ca?*-ATP4z (SERCA) pumpa felelés a
hétermelésért (Bal és mtsai. 2012). Mivel az organellumok lehetséges felforrésodasa még mindig
vita targya, célunk annak az érdekes lehet6ségnek a vizsgdlata volt, hogy a sejtek
stresszvalaszanak magas metabolikus igénye termogenezist generalhat az ER-ban, ami tovabb

emeli annak hémérsékletét, és véglil h6sokkvalasz kialakulasahoz vezet.



Célkittizés

Korabbi megfigyeléseink alapjan a 42,5 °C-os hékezelést kovetéen a Hsp gének mellett a
gyulladdsos folyamatokkal Osszefligg6 jelatviteli dtvonalak aktivitasanak novekedését
tapasztaltuk, mig az enyhe, 40 °C-os kezelést kovetSen jellemzéen a selejtfehérje-valasszal
kapcsolatos gének fokozott expresszidjat figyeltik meg CHO sejtekben (Tiszlavicz és mtsai.,
2022). Ezen megfigyelések alapjan tobbféle emlds sejten kivantuk vizsgdlni a hésokkvalasz (HSR)

és a selejtfehérje-valasz (UPR) kapcsolatat az enyhe, lazszerli h6mérséklettartomanyban.
Doktori munkam soran a kovetkez6 célokat tiztiik ki:

o Dozisfligg6 hdbkezelések hatdsdnak megismerése a kilonb6z6 stresszvalaszokban
résztvevd gének expresszidjara.
e A HSR és az UPR kivdlté okainak és kapcsolatanak feltdrdsa enyhe hdstressz
korilményekben.
o Az aktivalédé UPR jelatviteli dtvonalak azonositdsa:
= [dzszeri  hémérséklet  hatdsdra  bekévetkez6  UPR-aktivdlodds
meghatdrozadsa.
= Az UPR aktivdldsdért felelds jelatviteli agak azonositdsa.
o A HSR feltarasa:
= Az enyhe héstressz  hatdsdra  bekbvetkez6  HSR-aktivdlddads
meghatdrozdsa.
o Cellularis termogenezis feltérképezése:
= Annak megismerése, hogy a stresszvdlasz sordn fellépé intracelluldris
termogenezis okozza-e a bizonyos esetekben megfigyelheté Hsp gén
indukciot.
= A mitokondrium és az endoplazmatikus retikulum szerepének
meghatdrozdsa az enyhe hdstressz sordn bekévetkezé intracelluldris
melegedésben.

= A termogenezis hésokkvdlaszra gyakorolt hatdsdnak megismerése.



Alkalmazott mddszerek
Sejttenyésztés:

e Rutin sejttenyésztés (U20S vad tipus, U20S mEQS, U20S XBP1, U20S ATF4, U20S B-
gTEMP és MEF sejtek)

e A fluoreszcensen jel6lt XBP1 (mNeonGreen) vagy ATF4 (mScarlet) UPR szenzort
expresszalé U20S sejtvonal létrehozdsa pLHCX-XBP1 mNeonGreen NLS plazmid
(Addgene plazmid #115971; http://n2t.net/addgene:115971;
RRID:Addgene_11595971) vagy pLHCX-ATF4 mScarlet NLS plazmid (Addgene plasmid #
115970 ; http://n2t.net/addgene:115970 ; RRID:Addgene_115970) segitségével.

e U20S B-gTEMP és MEF B-gTEMP sejtvonalak létrehozasa B-gTEMP/pcDNS3 plazmiddal
tortén6é tranziens vagy stabil transzfekcidval (Addgene plazmid # 188447;

http://n2t.net/addgene:188447; RRID: Addgene_188447).
Fluoreszcens festékekkel valo jeldlés:

e ERthermo és Mito thermo yellow, Hoechst 33342, MitoTracker Red CMXRos és DeepRed,
Mag-fluo-4 ER Ca?*indikator

Hdékezelés vagy ER-stressz indukalé dgensekkel (tunicamycin, thapsigargin) torténé kezelés
RNS-izoldlds és valds idejii kvantitativ polimerdz Iancreakcioé (RT-qPCR)

Az XBP1 és ATF4 fehérjék szintjének mérése dramldsi citometridaval

ER Ca?*-szint mérése dramldsi citometridval

ER thermo yellow-jel6lt sejtek ER-hémérsékletének mérése fluoreszcens mikroszkopidval

Mito thermo yellow-jelélt sejtek mitokondrium-hémérsékletének mérése spektrofluoriméterrel
Mitokondridalis membrdnpotencidal mérése fluoreszcens mikroszkopidval

IRE1 klaszterizdcio mérése szuperrezolucios mikroszkopiaval

Intracelluldris hmérséklet mérése konfokdlis mikroszkdpidval



Eredmények

Doktori értekezésem fokuszdban az él6 sejtek hGérzékelése, valamint a h@stresszre adott
valaszdnak vizsgalata all, kiilonos tekintettel a membranok héérzékelésben és alkalmazkodasban
betoltott szerepére. EmIGs sejteken végzett kordbbi vizsgalataink egy enyhe, lazszerd
hémérsékleti tartomdanyt (39,5-40 °C) tartak fel, ahol a sejtek hétliré képessége a hésokkfehérje
(Hsp) szintézis hidnyaban is kifejlédik (Peksel és mtsai 2018). Kisérleteink szerint a hGkezelésre
adott stresszvdlasz sejttipusonként jelent6sen eltérhet. gPCR eredményeink ramutattak, hogy
MEF (egér embriondlis fibroblaszt) sejtekben mar a 40 °C-os hékezelést kovet6en fokozott Hsp
gén (Hsp25, Hsp70) indukcid figyelheté meg, mig U20S (human oszteoszarkdma) sejtekben ez
csak kisebb mértékben jellemzd. Erdekes mddon U20S sejtekben a Hsp génindukcidval
egyidejlleg a selejtfehérje-valasz (UPR) gének (XBP1, CHOP) expresszidja is megnd, mig MEF
sejtekben ugy tlinik, a klasszikus Hsp valasz represszédlja az UPR vdlaszt. A kilonb6z6 UPR
utvonalak hozzajaruldasdnak vizsgdlata érdekében U20S sejtekben dSTORM szuperrezolicios
mikroszkdpiaval kimutattuk a lazszer(i h6kezelés hatasara bekovetkezd IRE1 klaszterizalddast,
ami az IRE1 utvonal aktivalédasanak egyik elsé jele. Aramlasi citometridval az IRE1-fliggé XBP1
fehérje és PERK-fligg6 ATF4 fehérje indukcidjanak szigfinikdans emelkedését mértik. B-gTEMP
plazmid hasznalataval megfigyeltik, hogy az endoplazmatikus retikulum (ER) és a
mitokondriumhdlézat hémérséklete jelentésen eltérhet a teljes sejt és a kornyezet
hémérsékletétél. ER-thermo-yellow hémérséklet-érzékeny ER-specifikus fluoreszcens prébaval a
MEF sejtek ER-jdban hémérsékletfiiggd termogenezist (potencidlis SERCA-Ca?*-ATP4az
szétkapcsolddast) detektaltunk, mig U20S sejteknél ez nem volt megfigyelhet6. Megfigyeléseink
arra engednek kovetkeztetni, hogy a MEF sejtek ER-jdban mar enyhe hdstressz (40 °C) esetén is
kialakulhat olyan magas lokalis hémérséklet (~48 °C), ami fehérjedenaturdciét és ennek
védelmére fokozott hésokkfehérje-termelédést eredményez. Ezzel egyidejlleg az ER Ca*-
szintjének csokkenését mértilk MEF sejtekben, mely feltételezhet6en a SERCA-pumpa hé altali
szétkapcsolasanak tulajdonithatd. Mito thermo yellow-jelolt U20S és MEF sejtek
spektrofluorimetrias mérése soran eltér6 mitokondriumhémeérsékletet mértiink a 40 °C-os
hékezelést kovetéen. U20S sejtek esetén az oligomycin-kezelt és a kontrollsejtek

mitokondriumh&mérséklete azonos mértékben nétt a 40 °C-os hGkezelés hatdsara, mig MEF
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sejtek esetén a kontrollsejtekben magasabb mitokondriumh6&meérséklet volt mérheté az
oligomycin-kezelt sejtekkel 6sszehasonlitva. A megnovekedett mitokondroiumhémeérséklettel
egyidejlleg, mitkondridlis membran-potencial-névekedést figyeltiink meg MEF sejtekben.

Eredményeink hozzajarulhatnak az UPR-t érint6 betegségek, példaul a rak, neurodegenerativ és
anyagcsere-betegségek terdpias stratégidinak fejlesztéséhez, valamint a sejtek kdzotti eltérések

a hipertermidra adott vdlaszokban is fontosak lehetnek a globdlis felmelegedés kontextusaban.



Eredmények 6sszefoglalasa

Kutatasunk sordn az enyhe, lazszeri hGkezelés (39-40 °C) soran bekovetkezd
membranvaltozdsok és a cellularis stresszvdlasz kozotti lehetséges dsszefliggést kivantuk feltarni.
A stresszvalasz vizsgdlata rendkivil fontos ahhoz, hogy megértsiik hogyan reagdlnak és
adaptalédnak a sejtek, ha a kornyezetiikben kilonféle valtozasok kovetkeznek be. Eml&s

sejtvonalakon vizsgdltuk a kilonb6z6 dézisu hGkezelések hatasait.
A disszertacidban bemutatott eredmények a kdvetkez6 celluldris eseményeket tartak fel:

1. Kulonb6z6 sejttipusokban eltérd, dozisfiiggd stressz transzkriptom profil lathatd

h6kezelést kovetben:

e MEF (egér embrionalis fibroblaszt) sejtekben mar a 40 °C-os h6kezelést kovetben
fokozott Hsp gén (Hsp25, Hsp70) indukcid figyelheté meg, mig U20S (human
oszteoszarkdoma) sejtekben ez csak kisebb mértékben jellemzé.

e U20S sejtekben a Hsp génindukcioval egyidejlileg a selejtfehérje-valasz (UPR)
gének (XBP1, CHOP) expresszidja is megn8, mig MEF sejtekben a klasszikus Hsp
valasz represszalja az UPR valaszt.

2. A selejtfehérje-vdlasz (UPR) szignalizacids agai kozul az IRE1 és a PERK dtvonal is

aktivalddik enyhe hGstressz hatdsara:

e dSTORM szuperrezolucidos mikroszképiaval kimutattuk a l|dzszerld hdkezelés
hatdsara bekovetkez6 IRE1 klaszterizalddast, ami az IRE1 Utvonal aktivaloddsanak
egyik elsé jele.

e Aramlasi citometridval az IRE1-fliggd XBP1 fehérje és PERK-fiiggé ATF4 fehérje
indukcidjanak szigfinikdns emelkedését mértik.

3. Enyhe héstressz hatasara is aktivalodhat a hgsokkvalasz (HSR):

e MEF sejtek ER-jaban mar enyhe héstressz (40 °C) esetén is kialakulhat olyan magas
lokdlis hémérséklet (~48 °C), ami fehérjedenaturaciot és ennek védelmére

fokozott hésokkfehérje-termelGdést eredményez.



Lazszerl h6kezelést kdvetSen sejttipusfuggd celluldris termogenezist detektaltunk:

e ER-thermo-yellow hémérséklet-érzékeny ER-specifikus fluoreszcens prébaval a
MEF sejtek ER-jaban hémérsékletfliiggé termogenezist (potencidlis SERCA-Ca?*-
ATPaz szétkapcsoldddast) detektdltunk, mig U20S sejteknél ez nem volt
megfigyelhetd.

e A MEF sejtek ER-jaban lazszer( hékezelést kdvetben akar 48 °C is mérhet6.

e Ezzel egyidejlleg az ER Ca?*-szintjének cs6kkenését mértiik MEF sejtekben, mely
feltételezhet6en a SERCA-pumpa hé altali szétkapcsolasanak tulajdonithato.

e Mito thermo yellow-jelolt U20S és MEF sejtek spektrofluorimetrias mérése soran
eltéré6 mitokondriumhémérsékletet mértiink a 40 °C-os hékezelést kovetben.
U20S sejtek esetén az  oligomycin-kezelt és a  kontrollsejtek
mitokondriumh&meérséklete azonos mértékben nétt a 40 °C-os hdbkezelés
hatdsara, mig MEF sejtek esetén a kontrollsejtekben magasabb
mitokondriumhémérséklet volt mérheté az oligomycin-kezelt sejtekkel
Osszehasonlitva.

Az endoplazmatikus retikulum (ER) és a mitokondriumhaldzat h&mérséklete

jelent6sen eltér a teljes sejt és a kornyezet hGmérsékletétdl.

e B-gTEMP plazmid és konfokalis mikroszkdpia hasznalataval kimutattuk, hogy MEF
sejtekben a perinuklearis régiéo melegebb, mint a sejt tobbi része.

Mitokondrialis membranpotencidl-novekedést figyeltink meg MEF sejtekben a

lazszer( hékezelést kbvetben.




Summary

The focus of my PhD thesis is on investigating heat sensing in living cells and their response to
heat stress, with a particular emphasis on the role of membranes in heat sensation and
adaptation. Our previous studies on mammalian cells have revealed a mild, fever-like
temperature range (39.5-40°C), where the cells are able to acquire thermo tolerance in the
absence of heat shock protein (Hsp) synthesis (Peksel et al. 2018). Our results suggest that the
stress response to heat can vary significantly between cell types. Our gPCR results revealed that
in MEF (mouse embryonic fibroblast) cells, the induction of Hsp genes (Hsp25, Hsp70) is already
notable following 40 °C heat treatment, whereas in U20S (human osteosarcoma) cells, this
induction is considerably less pronounced. Interestingly, in U20S cells, the expression of the
unfolded protein response (UPR) genes (XBP1, CHOP) is increased concomitantly with Hsp gene
induction, whereas in MEF cells the classical Hsp response seems to repress the UPR response.
To examine the contribution of different UPR pathways, we used dSTORM super-resolution
microscopy to detect IRE1 clustering in U20S cells in response to mild heat treatment, which
serves as an initial indicator of IRE1 pathway activation. By flow cytometry, we measured an
increase in the induction of IRE1-dependent XBP1 protein and the PERK-dependent ATF4 protein.
Using B-gTEMP plasmid we observed that the temperature of the endoplasmic reticulum (ER)
and the mitochondria can differ significantly from the ambient temperature or the temperature
of the whole cell. Using an ER thermo yellow temperature-sensitive ER-specific fluorescent assay,
we detected temperature-dependent thermogenesis (potential SERCA-Ca%*-ATPase uncoupling)
in the ER of MEF cells, whereas this was not observed in U20S cells. Our observations suggest
that even mild heat stress (40°C) can induce a high local temperature (~48°C) in the ER of MEF
cells that results in protein denaturation and, in its defense, increased Hsp production. At the
same time, we measured a concomitant decrease in ER Ca?* levels in MEF cells, which is
presumably due to the uncoupling of the SERCA pump by mild heat. Mito thermo yellow-labeled
U20S and MEF cells were measured by spectrofluorometry to determine different mitochondrial
temperatures following heat treatment at 40 °C. For U20S cells, the mitochondrial temperature
of oligomycin-treated and control cells increased to the same extent after 40 °C heat treatment,

whereas for MEF cells, a higher mitochondrial temperature was measured in control cells
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compared to oligomycin-treated cells. Concurrent with the increased mitochondrial
temperature, an increase in mitochondrial membrane potential (i.e. mitochondrial activity
increase) was observed in MEF cells.

Our findings may have implications in the development of therapeutic strategies to combat
disease in which the UPR was shown to play an important role, like cancer, neurodegenerative
and metabolic diseases. Knowledge of cell-to-cell variation in response to hyperthermia could

also be relevant for preventing heat-stress caused by global warming.
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