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1. BEVEZETES

Az adaptiv immunvélasz egyik fontos Iépése a T-sejtek aktivacidja, melynek soran a T-sejt és az
antigén prezentalo sejt (APC) kozott kialakulo fizikai interakcio a T-sejtek polarizaciojat eredményezi.
Ez a sejtfelszini fehérjék és jelatviteli molekuldk felhalmozddashoz vezet a T-sejt és APC kozott
kialakult kontaktrégioban, ezaltal egy jol szervezett szignalizaciés platformot kialakitva, melyet
immunologiai szinapszisnak nevezink. Az APC-vel val6 talalkozéskor, az APC MHC molekulajan
keresztuli antigén prezentécié hatdsara a T-sejt TCR/CD3 komplexe aktivalodik, amely kiilonb6z6
jelatviteli kaszkadokat indit el és eredményezi a T-sejt aktivaci6. Ez a PLC (foszfolipaz C)
aktivalddasahoz és IP3 (inozitol 1,4,5-triszfoszfat) képzodéséhez vezet. Az IP3 az endoplazmatikus
retikulum (ER) membranjaban 1évd IP3 receptorhoz koétédik, melynek hatdsara Ca?* aramlik ki a
citoszélba az ER-b6l. A CRAC csatorna a poérus-formalé Orail és az ER-rezidens STIM1
alegységekbdl ¢épiil fel. Az endoplazmatikus retikulumbol felszabadulé Ca?* okozta ER-beli
raktaririlést a STIM1 érzékeli, konformaciovaltozason megy keresztil, multimerizalodik és
transzlokaloédik a plazmamembranhoz, ahol 6sszekapcsolodva a plazmamembranban elhelyezkedd
Orail-gyel aktivalja azt, mely az extracellularis térbdl Ca?*-bedramlast eredményez. A Ca?
bearamlashoz a CRAC csatornak és a fesziiltség-kapuzott Kv1.3 és Ca?* aktivalt KCa3.1 kélium
csatornak Osszehangolt miikodése sziikséges. A kalium csatornak -40 és -50 mV kozotti ertéken
stabilizaljak a membranpotencialt, igy biztositjak a hajtoerét a CRAC csatornakon keresztiili Ca?*
Korébban leirtak, hogy ezen ioncsatornak (Kv1.3, KCa3.1, CRAC) emelkedett expresszioja figyelhetd
meg aktivalt human T-sejtekben, és szerepet jatszanak a Ca?* jel kialakulasaban. A kalium csatornak
szerepére egyértelmii bizonyiték, hogy az ioncsatornak miikodésének gatldsa megakadalyozza a Ca?*
jel kialakulasét és a sejtek osztdédasat. A CRAC csatorndk esetében az Orail alegység nem-vezetd

mutécidja a T-sejtek teljes funkcidvesztéséhez vezet.

1.1 T-sejtek kation ioncsatornainak jellemzoi

Az ioncsatorndk porusformal6 fehérjék, amelyek szinte minden sejttipusban megtalalhatdak, és
lehet6vé teszik kiilonb6z6é ionok gyors atjutasat a membranon keresztll (plazma és intracellularis
organellumok membranjan is) az elektrokémiai gradiens iranyaban. Tobb ioncsatornat (példaul a
legtébb Na*, K*, Ca?" csatornat) a fesziiltség, de példaul bizonyos K* és CI csatornakat, a CRAC
csatornat, TRP csatornékat, rianodin receptorokat és IP3 receptorokat (melyek viszonylag fesziiltseg-

érzéketlenek) masodlagos hirvivek és mas intracellularis és/vagy extracellularis mediatorok



szabalyoznak. A munkank soran a fesziiltség-fiiggd Kv1.3 és a Ca®* aktivalta CRAC csatorna Orail

alegységével foglalkoztunk, ezért a tovabbiakban ezeket targyaljuk részletesen.

1.1.1 A Kv1.3 csatorna jellemzoi

A kalium csatorndk nélkilozhetetlen szerepet jatszanak a membrénpotencial beéllitasaban és
az intracelluléris jelatvitel szabalyozasaban kiilonb6z6 sejtekben. A fesziiltség-fiiggd kalium csatornak
négy alegységbdl allnak (a hetero- €s homomerek egyarant) a nativ sejtekben és heteroldg expresszios
rendszerekben. Egy Kv csatorna alegyseg hat darab a-helikalis transzmembran szegmensbdl épiil fel
(S1-S6). A csatorna intracellularisan elhelyezkedd N-termindlis régioja tartalmazza a tetramerizacios
an. T1 doment, amely szlikséges az egyes alegységek ER-ban torténd osszeszereldéséhez. Ezen kiviil
a KvB jarulékos alegységek képesek az N-terminushoz kot6dni, és lehetévé teszik tobb jelatviteli
S5 és S6 kozotti linker hozza 1étre, mely foként szelektivitasi szlir6ként funkcional a K* ionok szamara.
A negyedik transzmembran szegmenst, amely szamos pozitivan téltott aminosav részt tartalmaz, a Kv
csatornak feszliltség szenzoranak tekintjik. A csatorna C-terminalisahoz kiilonb6z6 linker ill. adapter
fehérjék kapcsolddhatnak, amelyek kihorganyozhatjak a fehérjét a citoszkeletonhoz, vagy

irdnyithatjak a csatorna kijutasat a plazmamembranba.

1.1.2 Az Orai és STIM jellemz6i

A T-sejt aktivacio kulcsfontossagu lépése a Ca?*-ionok CRAC csatornakon keresztiili
bearamlasa. Az ER Ca®" raktarak kilrilését az endoplazmatikus retikulum membranjaban
elhelyezkedd STIM1 alegyseég érzékeli. A STIM1 ezutan konformacids valtozdsokon megy keresztiil,
multimerizalddik és transzlokalodik a plazmamembranhoz (PM), ahol aktivalja a PM-rezidens, Orail
porusképzé domént. Az Orail két izoformaval rendelkezik: a hosszabb az Oraila, amely 301
aminosavbol (aa) &ll, a rovidebb pedig az OrailP, amelyben hidnyzik az o izoforma elsé 70
aminosavja. A vad tipust valtozatnak tekintett Oraila-csatorna hat alegységbdl all. Minden alegység
négy alfa-helikalis transzmembran domeént (TM) tartalmaz, és intracellularis N- és C-terminalokkal,
valamint szelektivitasi sziirével rendelkezik a 106. pozicioban. A STIM1 CRAC aktivacios
doménjenek (CAD) és az Orail N- (73-91aa, o izoforma szerinti szdmozas) és C-terminalis végen
(342-448aa) 1év6 CAD kot domének kolcsonhatasa a csatorna nyitasat eredményezi.

A STIM1 685 aminosavbdl allo, 1-es tipust transzmembran fehérje, amely nyugalmi allapotban
az ER-ban helyezkedik el. Az ER Ca®*- raktér iiriilése a STIMI 4trendezédését eredményezi az ER-
bol a plazmamembranhoz kdzeli punktakba. A citoszolikus C-terminalis rész elengedhetetlen a STIM1



oligomerek ER-PM csomopontokhoz térténd eljutasahoz és az azt kovetd CRAC csatorna nyitasahoz,
ahol a CAD domének segitségével az Orail N- és C-terminalisan 1évé CAD koté6 doménekhez
kapcsolodik, ezzel aktivalva a csatornat.

Az Orail és a STIM1 kilonféle funkciovesztéssel jaré mutacidi a CRAC csatorna mitkodését (pl.
konduktancia csokkenés, megszlinés) €s ezzel egyiitt az immunvalasz kialakulasat is gatolhatjak. A
CRAC csatorna funkcié modosulasa ill. teljes elvesztése immunhianyt, gyakori fert6zéseket, T-sejt
aktivacios deffektusokat, velesziiletett 1égzéizom elégtelenséget okozhat. Eppen ezért az Orail
kiilonboz6é fenotipusaira/mutansaira iranyuld kutatdsok rendkiviil fontosak a CRAC csatorndhoz

kothetd betegségek mechanizmusanak megismerese végett.

1.2 A Kv1 ioncsatorndk membranexpresszidja

Szamos tanulmany jelent meg az ioncsatornak genezisérdél, a membranba torténd kijutasrol és
a csatornak Osszeszerelodésér6l. Habar sok membranfehérje rendelkezik egy egyértelmiien
azonosithatd szignalszekvenciaval, amely a plazmamembranba val6 kijutdshoz sziikséges, a Kvl
csatornakbol hidnyzik ez a motivum, és maga az S2 szegmens szolgal a membranba torténd expresszio
felismerési helyeként. Tovabbéa leirtak, hogy a Kv1l csatorndkban jelen van tébb olyan fehérje
motivum, amelyek szabalyozhatja az ER-beli retenciot, vagy a plazmamembranba torténd kijutast. A
Kv1.4 csatornak esetében az intracellularis C-terminus ,,VXXSL” motivuma (618-622 aminosav) és a
porusrégio segiti eld a magas sejtfelszini expressziot €s szabalyozza a membranba jutast. A Kvl.1
csatorndbol azonban hianyzik a ,,VXXSL” szekvencia, ehelyett egy ,,HRET” aminosav motivummal
rendelkezik, amely kdzvetlenill az S6 szegmens utan helyezkedik el a csatorna C-terminalisan. A
Kv1l.1 csatorna HRET szekvencidjaban lévé R vagy H aminosav utani stop kodon inzercid a
vezetOképességének elvesztését eredményezi, viszont a sejtfelszini expresszids szint nem valtozik
meg. Emellett kimutattdk, hogy a Shaker K* csatornak (ez a Kvl homoldgja a Drosophila
melanogasterben) a C-terminalis ,,HRE” szekvencia nélkiil is képesek a plazmamembranban
kifejezddni, azonban a ,,HRE” régi6 hidnya drasztikus véltozast eredményezett a steady-state
(egyensulyi) aktivacios kapuzasi paraméterekben, szemben a Kv1.1-gyel, mely nemvezetévé valt. A
,HRET” szekvenciadt megel6z6 aminosavak eltavolitasa a Shaker csatorndban (éppen ellenkezdleg,
mint a Kv1.1-re leirtakkal) megakadalyozta a csatorna membranba torténd kifejezodését. A Kvl1.3
csatornarol kimutattdk, hogy a C-terminalisan 1évé két glutamat (E, negativ toltésiieck) jelenléte
befolyasolja a csatorna sejtmembranba torténd kijutasat: ezeknek az aminosavaknak a C-terminalissal
egylitt torténd delécioja/eltavolitdsa vagy izoleucinra torténd mutaciok hatasara a Kv1.3 csatorna

nemvezetdveé valt és plazmamembranbeli expresszidja is drasztikusan lecsokkent.



1.3 Imunoldgiai szinapszis és T-sejt aktivacid

A T-limfocitak in vivo aktivécioja az antigén prezentalo sejtekkel (APC) valo taldlkozas soran
valdsul meg. A T-sejt és az APC kozotti fizikai kolcsonhatas kiilonboz6 jelatviteli kaszkadok
elindulasat eredményezi, mely a T-sejt polarizaciéhoz vezet: a sejtfelszini fehérjék, intracellularis
organellumok és jelatviteli molekulak felhalmozodasa a T-sejt-APC ko6zott 1étrejové immunologiai
szinapszisban (IS). A specifikus sejtfelszini fehérjék 1S-be torténé mozgasa sziikséges a T-sejt
megfeleld aktivalasdhoz. Az IS kialakuldsa utan és megléte soran szamos membran (CD43, CD44,
CD4b5) és intracellularis fehérje ((p56)Lck, SAP97, PSD-95, HS1 stb.) rendezddik be, valamint az F-

aktin fokozott polimerizacidja figyelheté meg a T-sejtben.

1.4 loncsatornak az immunoldgiai szinapszisban

Munkacsoportunk korabban Kimutatta, hogy a Kv1.3 ioncsatornak feldusulnak a T-sejt és APC
kozott kialakult immunszinapszisban, valamint a miikodésiik is megvaltozik foszforilacio, illetve
defoszforilacié révén. Tovabba igazoltadk, hogy a T-sejtekben is jelen 1évé PSD-95 fehérje fontos
kozvetitesével a Kv1.3 csatorna az F-aktin polimerizacié sordn kihorgonyzodik az aktin
citoszkeletonhoz. Szamos tanulmany foglalkozott az SLE (szisztémas lupusz eritematdzusz) betegseg
lehetséges kivalto okaival, ahol tobbek kdzott azt kaptak, hogy az SLE-s T-sejtekben a Kv1.3 csatorna
IS-be torténd berendezédésének dinamikaja eltér az egészséges T-sejtekt6l, amely bizonyitottan
hozzajarul a T-sejt magasabb citoszdlikus Ca?* szintjének kialakulasahoz, mely az SLE-s T-sejtek
hiperaktivitasat okozhatja. Tovabba a Kv1.3 esetében azt is leirtdk, hogy a csatorna IS-be térténd
diffzidjanak gatlasa antitest-keresztkotéssel a Ca®* jelatvitel modosulasat eredményezte az
immunoldgiai szinapszisban.

Emellett beszamoltak arrol, hogy a Ca?* aktivalta CRAC csatorna mindkét alegysége (az Orail és
a STIM1) felhalmozddik az IS-ben. Kimutattak azt is, hogy az Orail képes berendezddni a
szinapszisha Jurkat és human T-sejtekben egyarant, még akkor is, ha az Orail nem vezeté mutansat
(E106) expresszaljdk a sejtekben. Tovabbd a CRAC csatorndkon keresztlli kalcium bedramléas
eldsegiti az aktin filamentumok polimerizaciojat €s berendezddését az immunologiai szinapszisban,

Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a T-sejtek ioncsatorndinak (Kv1.3, KCa3.1, Orail, STIM1)
immobilizacioja befolyasolhatja a T-sejt aktivacio kimenetelét, valamint az ioncsatornak tartozkodasi

ideje az IS-ben fontos lehet a fiziologiai fejlodéséhez sziikséges Ca®* vélasz szempontjabol.



1.5 MAGUK fehérjecsalad, SAP97

A DLG1, més néven szinapszis-asszociélt fehérje 97 (SAP97), a MAGUK fehérjék csaladjaba
tartozo allvanyfehérje. Szeles korben expresszalddik, kilénésen a test hamsejtjeiben. A tobbi
MAGUK:-hoz hasonléan a SAP97 is harom PDZ doménbdl, egyetlen SH3 és egy GUK doménbdl all.
Kimutattdk, hogy a SAP97 szdmos partnerrel 1ép kolcsonhatasba a fehérje-fehérje interakcios
doménjein keresztul, beleértve a membran ioncsatornait €s a citoszolikus fehérjéket.. A SAP97 képes
a kalium- és natrium ioncsatornakhoz kotédni szivsejtekben, és ezaltal szabalyozni a sziv akcios
potencialt, illetve a késleltetett egyeniranyitd aramokat, valamint a SAP97 fontos szerepet jatszik a
kaliumcsatorndk lokaliz&cidjanak és kihorganyzasanak iranyitasdban idegsejtekben. Tovabbé azt is
leirtak, hogy a SAP97 méas adapter fehérjékkel egyitt (PSD-95) akkumulalédik az immunoldgiai
szinapszisban, majd 15 perc utan csokkent felhalmozodast mutat T-sejtek és CD3-CD28 antitesttel

bevont gyongyok kdzott kialakult szinapszisban.



2. Célkitiizések

I. A Kvl csatorndk membranexpresszidjat és vezetoképességét kiilonbozoé fehérje motivumok
(VXXSL, HRET) képesek szabalyozni, amelyek féként a csatornafehérje C-terminalisan talalhatok. A
fesziiltség-fiiggd Kv1.3 csatorna fontos szerepet jatszik a Ca?* jel szabalyozasaban a T-sejt aktivacio
soran. C-terminalisahoz szamos adapter fehérje képes kotddni, valamint megtalalhato benne a ,, HRET”
motivum is, igy fontos annak megismerése, hogy ezek hidnyaban (C-terminalis, HRET szekvencia)
hogyan moédosul a csatorna milkodése és expresszidja. Eppen ezért a Kv1.3 csatorna esetében a
kovetkezd kérdések megvalaszolésat tliztiik ki célul:

1. Hogyan befolydsolja a Kv1.3 csatorna C-termindlisanak részleges vagy teljes eltavolitdsa a
csatorna sejtfelszini expressziojat és/vagy vezetoképességét?

2. A Kvl.3 csatorna esetén milyen szerepe van a HRET(E) szekvencianak?
3. Helyettesithetd-e a HRET(E) szekvencia méas aminosavakkal?

4. Milyen hatassal lesz ez a szubsztitucio a csatorna expressziojdra és/vagy miikodésére?

I1. Korabban leirtak, hogy a T-sejtek aktivacidja soran az Orail csatornak fontos szerepet jatszanak a
Ca?" jelatvitelben, és a T-sejt és APC kozott kialakulé immunoldgia szinapszisban feldGsulnak,
azonban ennek kinetikaja nem ismert. Mas ioncsatornakrol (pl.: Kv1.3) ismert, hogy kiilonb6zo
adapter fehérjék kotédése hatdssal van a csatorndk szinapszisban torténd felhalmozodasara, sejten
belili elhelyezkedésére. Mindezek alapjan az Orail esetében a kovetkezd kérdésekre kerestiik a

vélaszt:

1. A vad tipust Orail csatorna milyen 1S-beli felhalmozddasi kinetikdt mutat Jurkat T-sejt és
CD3-CD28 antitesttel bevont gydngyok kozott kialakitott immunolégiai szinapszisban?

2. Az P izoformdhoz hasonlito, N-termindlisan deletdlt Orail esetén valtozik-e az 1S-beli
felhalmozddas dinamikéaja?

3. A kiilonbézé, Orail-hez kiétédo intracellularis fehérjék (STIM1, SAP97) miként befolyasoljak

a szinapszisba rendezodést?

4. Milyen funkcionadlis kovetkezményei vannak a kiilonbéozé modositasoknak (géncsendesités,
mutdacio) az egyediilallo ill, szinapszisban lévo T sejtekben?



3. Anyagok és modszerek

3.1 Reagensek
A hasznalt oldatokat és a reagenseket a Sigma-Aldrich-tol szereztiik be, ha ez masképpen nincs

jeldlve.

3.2 Plazmidok, klénozas

A vadtipusu huméan Kv1.3 csatornat pEGFP-C1 vektor plazmidba klonoztuk a Bgl 11 és EcoR |
restrikcids helyek segitségével. A ,ragados-vég” ligalasahoz T4 DNS-ligazt hasznaltunk a standard
protokoll szerint. A delécioés (AC, NOHRET, HRETE) és inzercios és/vagy pontmutacios (FLAG,
XHRETE, polyA, Atail) mutansokat ugynevezett ,,flanking” primer mutagenezissel hoztuk 1étre. A
pont mutansokat (H399K, A413V), illetve a teljes hosszusagu Kv1.3 csatornat pRc-CMV vektorban
expresszaltattuk.
A teljes hosszusagl és mutans Kv1.3 csatorndk kotranszfekciojahoz mCherry-vel jeldlt vadtipusi
Kv1.3 csatornat két 1épésben hoztuk 1étre: el6szor az EGFP-t kicseréltik mCherry-vel a pEGFP-C1
plazmidban, majd a vadtipust Kv1.3 csatornat EcoR | és Bgl 11 enzimek segitségével a pmCherry-C1
vektorba klénoztuk.
A vadtipusu Orail csatornat (Orail-Full), amelyet Richard Lewis laboratériumabol kaptunk és az N-
termindlisan trunkalt Orail csatornat (Orail-A72), amelyben az els6 72 aminosavat toroltuk, az N
LacZ vektorba klonoztuk Hind 111 és Not I restrikcids helyek segitségével.
A klonozas prokollja roviden az aldbbi volt: a PCR soran felsokszorositott konstruktokat 1%-o0s agar6z
gélen megfuttattuk, majd kivagtuk és kitisztitottuk fenol-extrakciés maodszerrel. Ezutdn mind az
inzertet, mind a vektort a megfeleld restrikcios enzimekkel, majd ismét kitisztitottuk fenol-extrakcios
modszerrel. A ligalashoz T4 DNS-ligazt hasznéltunk a standard protokoll szerint. Az §sszes
konstruktot a Debreceni Egyetem Klinikai Genomikai Kozpontjaban szekvenaltattuk.

3.3  Transzformalas

A PCR soran elkészilt plazmidokat 200l E. coli kompetens sejthez adtuk hozza, majd 20 percig
jégen inkubaltuk. 42°C-on hésokkot alkalmaztunk (50-60 s), majd ismét jégre helyeztik a mintékat.
Ezutan 800ul SOC médiumot adtunk a sejtekhez és 1 oran keresztil razattuk 200 rpm-en, 37°C-on.
Az igy kapott-sejteket megfeleld antibiotikum tartalma (ampicillin vagy kanamicin) agar taptalajra

szélesztettiik. A petriben 1év6 sejteket 16 oran keresztiil, 37°C-on ndvesztettik.



3.4  Plazmid preparalés

A transzformalas soran kin6tt baktérium telepekbdl a megfeleld antibiotikum tartalmia LB vagy
TB tapoldatba oltottunk le egy-egy telepet, és 16 oran keresztul, 37°C-on, 200rpm-en razattuk. A
plazmid DNS kis mennyiségl tisztitisahoz PureYield Plasmid Miniprep System-et hasznaltunk, a
nagyobb mennyiségli plazmid kinyeréséhez pedig PureYield Plasmid Maxiprep System-et

alkalmaztunk.

3.5  Sejtek és transzfekcio

A Jurkat E6-1 sejteket RPMI médiumban tenyésztettiik, amelyhez 10% FBS-t, 2mM L-glutamint,
1 mM Na-piruvatot és 200 egységnyi penicillin/sztreptomicint adtunk.

A HEK-293-T, HEK tsA-201 és CHO sejteket DMEM médiumban novesztettiik, amely 10% FBS-
t, 2mM L-glutamint, 1 mM Na-piruvatot, és 200 egységnyi penicillin/sztreptomicint tartalmazott. Az
dsszes sejtet 37°C-on, 5% CO»-t tartalmazo inkubatorban taroltuk, és 2-3 naponta passzaltuk.

A Kv1.3 ioncsatorna esetében az expresszios rendszer mérésekre gyakorolt hatdsainak (pl.:
endogén Kvl1.x csatorndk/alegységek jelenléte, amely eldsegitheti a heteromer csatorndk képzddését,
és kifejez6dését a membranban) kizarasa érdekében a tézisben bemutatott kisérleteket CHO sejtekben
végeztik el, mivel ezek nem mutattak mérhet6 teljes-sejt aramot +50mV mellett.

A DNS plazmidok tranziens transzfekciojat Lipofectamine 2000TM segitségével végeztik a

gyarto altal megadott protokoll alapjan.

3.6 Viralis transzdukcid
A Jurkat sejtek retroviralis transzdukcidjahoz Nolan laboratérium weboldalardl letoltétt protokollt

alkalmaztuk (http://www.stanford.edu/group/nolan/,_let6ltés datuma: 2010.augusztus).

3.7  Retroviralis ShRNS-es géncsendesités

A STIM1 és SAP97 fehérjék lelteséet Jurkat sejtekben a viralis transzdukcidéhoz hasznalt protokoll
alapjan Mission shRNS plazmidok segitségével vegeztik (mGFP-Orail-Full-STIM1-KD és mGFP-
Orail-Full-SAP97-KD). A transzdukci6 kontrolljaként pLKO.1-puro plazmidot hasznaltunk, ami egy
olyan shRNS inzertet tartalmazott, amely nem kapcsolodik egyetlen ismert génhez sem (mGFP-Orail-

Full-PURO). A géncsendesités hatekonysagat western-blottal ellendriztiik.



3.8 Membran jeldlés
A kiilonbo6z6 Orail csatornat expresszald Jurkat sejteket (ivegalju petribe raktuk, majd 62,5 uM
Alexa Fluor™ 647 NHS észterrel 20 percig jeldltiik dket jégen, 1x TBS-ben .A konfokalis képek

elkészitéséhez NIKON Ti2 mikroszkdpot, a kiértékeléséhez ImageJ szoftvert hasznaltunk.

3.9  Gél elektroforézis és western blot

A fehérje mintakat SDS gélelektroforézissel méretik alapjan elvalasztottuk, majd PVDF
membranra transzferaltuk. A membrant sovany tejporral blokkoltuk, majd hozzaadtuk az elsédleges
antitesteket: egér anti-STIM1, anti-FLAG M2, egér anti-SAP97 és nyul anti-aktin. Ezutan a membrant
mostuk tween 20-at tartalmaz6 TBS-ben, majd hozzadtuk az anti-egér 1gG vagy anti-nyul 1IgG HRP-
kapcsolt masodlagos antitesteket. Majd a membranokat 3-szor mostuk TBS-ben és 1-szer desztillalt
vizben, végil ECI reagenst adtunk hozza és FluorChem Q Multilmage Il Western blot képalkoto
rendszer segitségével eldhivtuk. A kisérletek soran 1x10°-on sejtet hasznaltunk minden egyes minta

esetében.

3.10 Coomassie-festés és GST affinitas kromatografia

A Coomassie-festéshez pGEX-4T-2-Orail N-ill. C terminalissal rendelkez6 GST fuzios fehérjéket
valamint a negativ kontrolként hasznalt pGEX-4T-2-GST fehérjéket Escherichia coli (BL21)
baktériumban termeltettiik. A bakterialis lizatumokat 1 mM izopropil-béta-D-tiogalaktoziddal (IPTG)
indukaltuk 2 6ran at szobahdmérsékleten, majd centrifugdlassal 6sszegytijtottiik, mostuk haromszor 1-
szeres PBS-sel. Ezutan lizispufferben szonikaltuk, SDS gélen megfuttattuk és 1percig Coomassie-
festékkel megfestettik, majd 16 o6ran keresztill mostuk 12% etanolt és 7% ecetsavat tartalmazé
oldatban a fehérje termelddés ellendrzése végett.

A GST affinitas kromatografia soran a korabban letermelt bakterialis fehérjékbol a pGEX-4T-2-
GST és GST-Orail-1-72 bakteridlis lizatumokat 1 6rdig GST SpinTrap oszlopokra kotottik ki. A
Jurkat sejteket (amelyek az SAP97 fehérjéket tartalmazzak) haromszor mostuk 1xPBS-sel, majd
lizispufferben szonikaltuk és hozzdadtuk a GST oszlopokhoz, melyekhez elézdleg felkotottik a
megfeleld6 GST konstruktot, majd egy éjszakan at inkubdaltuk 4 °C -on. Méasnap a GST SpinTrap
oszlopokat mostuk és az oszlopokhoz kotédott fehérjéket 10 mM glutationnal elualtuk. Az
eludtumokat SDS-PAGE segitségével valasztottuk szét, és PVDF membranra vittik at. A fehérjék

jelenlétét western-blottal igazoltuk specialis SAP97-elleni antitest segitségével.



3.11  Immunfluoreszcencia

A FLAG epitoppal jelolt EGFP-Kv1.3 plazmidokat expresszald6 CHO sejteket poly-L-lizinnel
bevont lemezekre cseppentettilk és 3-4 6ran keresztul inkubaltuk 37°C-on. Ezutan fixaltuk a sejteket
1%-o0s formaldehid oldatban, majd egér anti-FLAG M2 antitesttel jel6ltik. Masodlagos antitestként
kecskében termeltetett anti-egér Alexa 647-et adtunk a sejtekhez 16ran keresztil. Végul a lemezeket
Fluoromount G-vel fedtiik be. A konfokélis képeket Zeiss LSM 510 META és Olympus FV-1000
mikroszkopokkal rogzitettiik. He-Ne lézert valasztottuk az Alexa647 és mCherry gerjesztesére,

valamint argon lézert az EGFP megjelenitésére. A szeletek vastagsagat kb. 1um-re allitottuk be.

3.12  Immunoldgiai szinapszis létrehozésa

A vad tipusu (mGFP-Orail-Full), az N-terminalis levagott (MGFP-Orail-A72) Orail csatornakat
expresszald Jurkat sejtekhez, illetve a vadtipusu Orail csatornat expresszalo, de a STIM1 fehérjét
(MGFP-Orail-Full-STIM1-KD) és SAP97 fehérjét (mGFP-Orail-Full-SAP97-KD) nem tartalmazo,
valamint a kontroll shRNS-t (mGFP-Orail-Full-PURO) tartalmazé Jurkat sejtekhez CD3-CD28
gyoéngyoket adtunk, hogy immunoldgiai szinapszist hozzunk létre, majd 200g-n dsszecentrifugaltuk 1
percig, 37 °C-on.

Ezutan a sejt-gydngy parokat poly-L-lizinnel bevont lemezekre cseppentettiik és 1, 5, 15, 30 illetve
60 percig inkubaltuk 37 °C-on, 5 %-0s CO tartalom mellett. Az inkubacié utan a lemezeket jégre
tettiik és acetonnal fixaltuk 1 percig. Ezt kovetden 1% BSA-t tartalmazo 1x TBS-sel mostuk a sejteket,
majd Alexa-546-falloidinnel jel6ltik meg, melyet az IS létrejéttének indikatoraként alkalmaztunk. A
falloidint 10% BSA-t tartalmaz6, 1x TBS-ben adtuk a sejtekhez, és 20 percig szobah6mérsékleten
inkubaltuk vele a sejteket. VVégul a lemezeket Fluoromount G-vel fedtlk be. A konfokalis képeket
NIKON Ti2 mikroszkdppal rogzitettiik. Az mGFP-Orail-Full-PURO, mGFP-Orail-Full-STIM1-KD,
MGFP-Orail-FUII-SAP97-KD sejtek mérését parhuzamosan végeztik.

3.13  Konfokalis mikroszkopia és kiértékelés

A Kv1.3 csatorna vizsgalatakor Zeiss LSM 510 META és Olympus FV-1000 mikroszkopok
segitségevel rogzitettiik a képeket. Az Alexab47 gerjesztéséhez He-Ne lézert (633 nm Iézervonalat),
a GFP gerjeszteséhez argon leézert (488 nm-es vonalat) alkalmaztunk, a szeletek vastagsaga korulbelil
1 pm volt.

Az Orail esetében az immunoldgia szinapszisrol készilt képeket NIKON Ti2 mikroszkop
segitségével rogzitettik (a szeletek vastagsaga kortlbelil 1 um volt). Az mGFP gerjesztéséhez argon
Iézer 488 nm-es vonalat, az Alexa 546 esetében az 546 nm-es He-Ne lézergerjesztést alkalmaztunk,

és az emittalt féenyt 505-550nm és 550-640nm savsziirdk segitségével detektaltuk.
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Az Orail-csatornak 1S-ben valé tartozkodasi idejének meghatarozasahoz a CD3-CD28
gyoéngyokhoz kapcsolddott Jurkat T-sejtek konfokalis képeit rogzitettilk az 1., az 5., a 15., a 30. és a
60. percben. Az IS-kialakuldsanak meglétét a T-sejt F-aktin (Alexa-546-falloidin) polarizacioja jelezte,
CD3-CD28 gyongy és a Jurkat sejt érintkezésenél.

A konfokalis képek kiértékelésehez az ImageJ szoftvert hasznaltuk: az A546-falloidinnal jel6lt F-
aktin szinapszisbeli polarizacidja alapjan (amely kijeldli a szinapszis helyét) azonos nagysagu
négyzeteket rajzoltunk ROI-ként a szinapszisban, a szinapszison kivil (beleértve a membrant és az
intracellularis régidkat) és egy sejtmentes teriileten hattérként. Majd ezeket a meghatarozott helyzetli
ROIl-kat hasznaltuk az mGFP fluoreszcens csatorna esetében az mGFP-Orail felhalmozddasanak
meghatarozasara. Az akkumulaciot a kovetkezd egyenlettel hataroztuk meg:

Atlagos Orail intenzitis IS-ben - Atlagos hattérintenzitas

AA = - -
Atlagos Orail intenzitas az IS-en kiviil - Atlagos hattérintenzitas

ahol egy sejtet akkor tekintettiink Orail-polarizéaltnak, ha az akkumuléacios aranya (AA) 1,5-nél

magasabb volt.

3.14  Intracellularis kalcium méres

Az Orail-et kifejez0, kiilonboz6 Jurkat sejteket poly-L-lizinnel bevont tvegalju petrikbe helyeztiik
szintelen RPMI médiummal egyiitt, majd 1 uM Fura-2 acetoxi-metilészterrel megtoltottik és
inkubaltuk 25 percig, 37°C-on, 5%-0s CO; tartalom mellett. A sejteket 2mM Ca?*-ot tartalmazo
oldattal mostuk és az inverz fluoreszcens mikroszkop ~35-37°C-ra flit6tt mintatartojaba helyeztik. A
sejteket 2mM-os Ca?* oldattal, majd OmM-o0s Ca®* oldattal perfundaltuk. Ezutan 1 uM thapsigargin-t
(TG) tartalmaz6 OmM-os Ca?* oldatot adtunk a sejtekhez az endoplazmatikus retikulum (ER) Ca?
raktarainak kilritésére. A Ca?* visszaadasa soran, az 1 uM thapsigargin-t (TG) tartalmazé 2mM-os
Ca?* oldattal valo perfundalassal aktivaltuk a Ca* bearamlasat a SOCE-n keresztiil.

A mérésekhez NIKON ECLIPSE Ts2R mikroszképot hasznaltunk, amelyet VisiChrome High
Speed Polychromator-ral kombinaltunk. A FURA-2 festék excitacidjahoz és emisszidjahoz 340- és
380 nm gerjesztési sziirdket ill. 510 nm-es emisszids szlirdt hasznaltunk. A képeket PCO Edge 4.2
SCMOS kameraval rogzitettik 10 masodpercenként. A képek kiértékelését VisiView® Imaging

szoftver segitsegével végeztik, ahol csak az mMGFP-t expresszalo sejteket vettiik figyelembe.

3.15  Kalcium mérése az immunoldgiai szinapszisban
A kiilonb6z6 Orail csatornat expresszalo Jurkat sejteket poly-L-lizinnel bevont tivegalja petrikbe
helyeztiik. Ezutan 1 uM FURA-2 acetoxi-metil-észterrel toltottik meg, majd 25 percig, 37°C-on

inkubaltuk 6ket fenol-red mentes RPMI médiumban. A sejteket ezutdn fenol-red mentes RPMI
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médiummal mostuk és a fluoreszcens mikroszkdpba helyeztiik a mérés megkezdesekor. A kalcium
méréset a mar korabban leirtak szerint, 37 °C-on hajtottuk végre. A szinapszis képzéshez CD3-CD28
gyongyoket pipettaztunk a sejtekhez majd a gydngyokkel vald kapcsolodastdl szamitott 90 percen
keresztil rogzitettiik a sejtek kalcium valaszat.

A kalcium jelek kiértékelése soran hattérkorrekciot végeztiink minden egyes sejtnél, majd
meghataroztuk a kalcium oszcillaciok (csucsok) szamat a 90 perces periodus alatt. A mérés soran
azokat a csucsokat vettilk figyelembe, amelyek nagyobbak voltak a kalcium jel alapvonalanak (a
gyongyok hozzaadasa elétt) az atlaganak és 2-szeres SD-jének (&tlag+2xSD) 0sszegénél, valamint a
csucsok elott €s utan 1€vo pontok magassaga kisebb volt, mint a cstics(pont) magassaga. Méréseinket
3 kiilonb6z6é napon végeztiik. Csak a GFP pozitiv, ,,gyonggyel aktivalt” (CD3-CD28 gydngyhoz
kapcsolodott) sejteket vettik figyelembe.

3.16  Elektrofizioldgia

A Kv1.3 plazmidokkal transzfektalt CHO sejteket normal extracellularis oldattal mostuk és 35mm
atmér6jii petrikbe cseppentettiik. A Kv1.3 ionaramokat whole cell (teljes-sejt) és outside-out
konfiguracioban mértiik Axopatch 200B erdsité segitségével. A pipettat 140mM KF-et tartalmazo
belsé oldattal toltottik fel. A farmakoldgiai mérésekhez 100mM TEA-CI-ot (tetraetil-ammonium)
tartalmazo oldatot hasznaltunk. A gating-current (kapuzasi &ram) és single channel (egyedi-csatorna)
mérésekhez hasznalt kiilsé oldat nem tartalmazott Na*-ot, mivel néhany CHO sejt befelé folyé Na*
aramot expresszalt. Az A413V mutans mérésekor P/5 online protokoll segitsegével korrigaltuk a
szivargasi aramot (leak), illetve minimalizaltuk a kapacitiv tiiskét. A sejteken torténd oldatcserét a
gravitacio altal hajtott perfizids rendszer segitségével valositottuk meg, folyamatos elszivas mellett.

Az aramsiriiséget a +50mV tesztpotencialon mért csucsaram és a teljes-sejt-kapacitas
hanyadosaval definialtuk (az erdsitd kompenzéacios aramkorébdl kiolvasva). A TEA gatlas soran
megmaradd aramhanyadot (RF: remaining fraction) a 100mM TEA-val végzett perfundalas el6tti és
utani csticsaram hanyadosaként adtuk meg.

Az aram aktivacios kinetikajat a Hodgkin-Huxley modell segitségével illesztettiik meg az
aramgorbe emelked6 szakaszara, amelyet 15 ms hosszt +50mV-ra torténd depolarizacié idézett eld.
Egy adott sejt aktivacios iddallandojat a harom egymast kovetd, 15 masodpercenként megismételt
depolarizacio soran kapott idéallandok atlagaként hataroztuk meg. P/5 protokollt alkalmaztunk a
szivargasi aram minimalizalasara.

Az inaktivacios aram Kinetikdjanak meghatarozasahoz egyetlen exponencialis fliggvényt

illeszttettlink az &ramgorbe csokkend szakaszara, amelyet 2 masodperc hosszan, -120mV tartasi
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potencialrol +40mV-ra depolarizaltunk. Egy adott sejt inaktivacios idéallandojat ugy hataroztuk meg,
mint za esetében, azzal az eltéréssel, hogy az impulzusokat 60 masodpercenként adtuk a sejtre.

A steady-state (egyensulyi) aktivacio feszlltsegfliggését az alabbiak szerint kaptuk meg. A sejteket
-120mV holding (tartd) potencialon tartottuk, és depolarizaltuk kiilonboz6 tesztpotencialokra -70 és
+50mV  kozott, 10mV-os lépésekben, 30 masodpercenként. A  whole-cell (teljes-sejt)
vezetOképességének csucsat (G(V)) az egyes tesztpotencialokon egy adott V tesztpotencial csicsarama
(Ip), és a K™ megforditasi potencial (Er = -85mV) alapjan szamitottuk ki G(V)=Ip/(V-Er). A G(V)
értékeket a maximalis vezet6képességre normaltuk, és a tesztpotenciél fuggvényében dbrazoltuk, és az
adatpontokra a Boltzmann-flggvényt illesztettik: Gn=1/(1+exp[-(V-Vi)/k], ahol Gn a normaélt
vezetdképesség, V a tesztpotencial, Vy, a fel-aktivacios fesziiltség, és k a fliggveny meredeksége.

A gating (kapuzasi) aramokat egy nem vezetd Kvl.3 mutians (W384F-Kv1.3) alkalmazaséval
hataroztuk meg. Feszlltség-1épés protokollt alkalmaztunk -100mV és +20-100mV kozoétt, 10mV-os
novekedes mellett, ahol mindegyik Iépés 50ms-ig tartott. P/5 protokollt alkalmaztunk a szivargasi aram
(az impulzusok ellentétesek voltak a tesztpotenciallal) és a kapacitds minimalizalasara. A gating

charge-ot (kapuzasi toltést) a kapuzasi aramgorbék alatti terlilet integralasaval szamoltuk Ki.

3.17  Aramlasi citometria

A kiilonb6z6 Jurkat sejteket Alexa 647 festékkel konjugalt anti-humén CD3 vagy CD28
antitestekkel jel6ltik 10% FCS-PBS-ben 30 percig, jégen. A sejtek aramlasi citometrids méréséhez
Novocyte aramlasi citométert hasznaltunk, és legalabb 200.000 sejtet mértink le mintanként. Az
eredmények kiértékeléséhez NovoExpress szoftvert alkalmaztunk, ahol a kapott “dot-plot” alapjan
abrézoltuk az atlag, illetve CV (CV: variacios koefficiens= SD/atlag - 100 %) értékeket CD3 és CD28
esetében a kiillonb6zd sejtvonalakndl. A kiértékelés soran csak az €16, mGFP pozitiv sejtek lettek

kivélasztva és felhasznalva az elemzéshez.

3.18  Statisztikai analizis

Az elektrofizioldgiai mérések adatait Student-féle t-préba segitségével hasonlitottuk dssze. A p-
értéket 0.05-nek valasztottuk . A statisztikai elemzeések végrehajtdsdhoz SigmaPlot 10.0 és 14.0
verzidkat hasznaltuk.

A szinapszisban polarizalt-sejtek ardnyanak 6sszehasonlitasara Fisher-egzakt tesztet alkalmaztunk.
Az AA értékek és Ca?" csticsok szamanak Gsszehasonlitasahoz minden mintanal egyszempontos
variancianalizist (one-way ANOVA), vagy Mann-Whitney prébat (rank sum test) hasznaltunk. A

szignifikancia szintet 0.05-nek valasztottuk. Minden egyes id6pont és minden egyes sejtvonal esetén
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legalabb harom napon (N > 3) gyljtottiik az adatokat, €s a sejtek szdma minden nap magasabb volt,

mint 9 (n>9).

4. EREDMENYEK

41 A HRET szekvencia szerepe a Kv1.3 csatorna membrénexpressziojdban és
kapuzésaban

4.1.1 Stratégiai szempontok a Kv1.3 konstruktok megtervezéséhez

Munkank soran harom stratégiat alkalmaztunk CHO sejtekbe transzfektalt Kv1.3 alegységek
egyedi azonositasara. E10szor az S6-ban, a 413. pozicidban 1évé alanint elmutaltuk valinra (A413V),
amelyr6l kimutattak, hogy drdmai médon felgyorsitja az A413V homomerek inaktivacios kinetikajat
a vad tipusu csatornakhoz kepest (Tinakt.A413v=4mS, Tinakt wt=200m).

Masodsorban, a 399-es pozicidban a hisztidint (H) helyettesitettiik lizinnel (K), amely TEA
(tetraetil-ammonium)-rezisztens fenotipust eredmeényezett (amint azt korabban munkacsoportunkban
leirtak). A TEA-szenzitiv (Kg=11.4mM) és az inszenzitiv (K¢=2000mM) Kv1.3 alegységek
Osszeszerel6dése modositja a heterotetramerek TEA irdnti affinitasat, ezért a heteromultimer képzddés
kénnyen azonosithaté 100 mM TEA alkalmazésaval.

Harmadszor, az immuncitokémiai kisérletekhez olyan konstruktokat hasznaltunk, amelyeknél az
S1 és S2 szegmens kozott 1évo extracellularis hurokba a FLAG inzertet illesztettiink, amely lehetévé
teszi a plazmamembranban elhelyezked6 csatornak jellését.

Minden konstrukt esetében a csatornafehérjéket az N-terminalison EGFP-vel fuzionaltuk. A C-
terminalison 1év6 deléciokat egy a ,,HRET” szekvencia el6tt (AC -vel jel6lt konstrukt) vagy a ,, HRET”

szekvencia utdn (NOHRET végzddéssel jelolt) bevezetett stop kodon segitségével hoztuk létre.

4.1.2 A C-terminalis régio deléciéja nem csokkenti a Kv1.3 csatornak aramat

A A413V-AC konstrukcid expresszidja robusztus teljes-sejt aramot eredményezett, amelynek
gyors inaktivacios kinetikaja van, amint azt a teljes hosszUisagu, homotetramer A413V esetében
lathattuk. Az A413V-NOHRET konstrukttal, azonos korilmények kdzott transzfektalt CHO sejteken
nem detektaltunk fesziltség- és id6fiiggd aramot.

Tovabba western-blot alkalmazésaval megvizsgaltuk azt is, hogy a harom FLAG-es konstrukt

barmelyikével transzfektalt CHO-sejtek megfeleld méretii (85-95 kDa kdzotti), EGFP-vel jeldlt Kv1.3
csatorna alegyseget expresszalnak
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4.1.3 A farmakologiai mérések: a homomer H399K-AC csatornak jelenléte a membranban
Méréseink soran a FLAG-H399K-FL mutans CHO-sejtekbe transzfektalva, a kontroll
extracelluléris Ringer oldatban és 100mM TEA (kiilénboz6é K* csatornék altalanos inhibitora, gyors,
nyitott-csatorna blokkold) jelenlétében sem csokkentette a csatornak aramat. A hisztidin (H) lizinre,
(K) torténé mutacidja egy teljesen TEA-érzéketlen csatornahoz vezetett. Amikor a CHO sejteket
FLAG-H399K-AC plazmiddal transzfektaltuk, a teljes hosszisagd H399K konstrukthoz hasonld
aramgorbéket rogzitettiink és TEA rezisztens d&ramot kaptunk. A C-terminalis HRET-szekvenciat is
magaba foglalo delécioja (FLAG-H399K-NOHRET) olyan fenotipust eredményezett, amely nem

expresszal kifelé iranyuld K* aramot, ahogyan azt az A413V mutans esetében mar korabban leirtuk.

4.1.4 A NOHRET csatornak kijutnak a sejtmembranba
A FLAG-epitdpot tartalmazd teljes hosszusagu (FL), H399K és A413V mutans Kv1.3
csatornakat sikertilt anti-FLAG antitesttel megjel6lni CHO sejtekben, amely a csatorna membranban
torténd kifejezodését bizonyitja. Ugyanezt figyelhettik meg mindkét Kv1.3 pont mutansnal (A413V,
H399K), a AC illetve a NOHRET delécids mutans esetében is. Habar a C-terminalis deletalt csatornak
intracellularis retencidja megndvekedett a teljes hosszusagu csatornakhoz képest a AC és NOHRET

csatorndk képesek a sejt membranjaban kifejezddni.

4.1.5 A vad tipusu és az FLAG-A413V-NOHRET alegységek egylttes expresszidja tisztan,
vad tipusu Kv1.3 aramot eredményez

Az mCherry-vel jel6lt, vad tipusd, teljes hosszusagu Kv1.3 csatornékat transzfektaltuk az EGFP-
A413V-NOHRET plazmid mutansokkal egyutt 1: 1 aranyban. Azt tapasztaltuk, hogy az A413V-
NOHRET és a WT-Kv1.3 csatorndkat egyarant expresszalo CHO sejtek olyan aramokat mutatnak,
amelyek hasonlitanak a teljes hosszusagu WT csatornak dramhoz, és nem tobbféle heteromer &ram
»keverékeként” jelenneck meg, amelyet kiilonféle inaktivacios iddéallandok jellemeznek. A csak
mCherry-WT-Kv1.3 csatornat expresszaldé sejtek aramsiirisége joval magasabb volt, mint az
mCherry-WT-Kv1.3 és az EGFP-A413V-NOHRET egyuttes transzfekcidjakor detektalhato aramokeé.

Ezen kivil a CHO sejteket FLAG-jeldlt A413V-NOHRET (EGFP-konjugalt) és WT-Kv1.3
(mCherry konjugalt) keverékével transzfektaltuk, és anti-FLAG jelolésnek vetettiik ala Oket: a

mikroszkopos felvételeken egyértelmiien latszik, hogy a csatorna képes kijutni a membranba.

4.1.6 A NOHRET csatornak kapuzasi &rama hianyzik
Annak feltarasara, hogy a vezetOképesség vagy az aktivacios kapu sériilt-e a HRET
eltavolitdisakor a NOHRET Kv1.3 csatornaban, WT-NOHRET Kv1.3 csatornak kapuzasi
tulajdonséagait vizsgaltuk meg CHO sejtekben.
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Pozitiv kontrollként a Kv1.3-W384F pontmutans csatornat fejeztik ki CHO-ban, amely a
Kv1.3 nem vezeté mutansa (homoldg a Shaker csatorna nem vezet6 W434F mutansaval). A tesztelés
sordn a Kv1.3-W384F-et stabilan expresszald6 CHO-sejteket hasznaltuk, amelyeknél rogzitettik a
kapuzasi aramokat (mind a 11 sejtben). A WT-NOHRET csatornékat expresszalé CHO sejtekben nem
tudtunk kapuzasi aramot (n = 9) mérni, vagy csak minimalis kapuzasi aramot tudtunk detektalni egy
magasabb fesziltségre depolarizalva (+50mV vagy magasabb tesztpotencidlon). Mindez azt jelzi,
hogy ha a C terminalist a HRET szekvencidval egyitt tavolitjuk el a Kv1.3 csatorndban, akkor a

csatorna feszultség-szenzora nem képes elmozdulni a depolarizacié hatasara.

4.1.7 A HRET(E) szekvencia eltavolitdsa vagy helyettesitése nem befolyasolja a Kv1.3
miikodését
Ezen eredményekt6l motivalva a kdvetkez6 mutaciokat hajtottuk végre:

1) a HRETE motivumot toréltik, a C-terminalis tobbi része megmaradt (WT-XHRETE);
2) A HRETE-et 6t alaninnal (WT-polyA) helyettesitettik és a C-terminalis tobbi része megmaradt;
3) a HRETE szekvenciat 5 alaninnal helyettesitettilk a C terminalis tobbi részét toroltik (WT-Atail).

Miutén transzfektaltuk ezeket a mutansokat és a teljes hosszUsagu vad tipust Kv1.3-at CHO
sejtekbe, azt kaptuk, hogy a harom ,,HRETE” moédositott alegység funkcionalis és vezetd tetramereket
alkotott a CHO sejtmembranban és a kapuzasi kinetikaban, valamint az egyensulyi paraméterekben
sem taldltunk jelentds kiilonbségeket.

Az aktivacios kinetika kissé lassabb volt a WT-XHRETE és a WT-Atail konstrukcioknal,
0sszehasonlitva a WT-FL-el (p < 0,001 mindketténél), de az inaktivacios kinetika nem véaltozott (p =
0,13). Az egyensulyi aktivacio félaktivacios fesziltsége (V) csak a WT-Atail csatornaknal volt
kilonbozo, de a meredekségi tényez6 minden HRETE-muténsnal azonosak voltak

Megvizsgaltuk tovabba az egyedi csatorna (single-channel) vezetoképességet mind a négy
fenotipus esetében, és megallapitottuk, hogy a HRETE-motivum eltavolitasa/helyettesitése a Kv1.3
csatornakban nem befolyasolta az egyedi-csatorna vezetdképességet (p = 0,085).

Ezen kivil a FLAG epitdpot hordozé Kv1.3 csatornak mindegyike detektalhatd volt a membranban
a FLAG-antitesttel torténd jelolés soran (a dolgozatban ezek az abrak nincsenek bemutatva). Mindezek
az adatok egyértelmlien bizonyitjdk, hogy a HRETE motivum nem Iétfontossagh a Kvl.3
miikodéséhez: a csatorna jelen van a plazmamembranban, és funkcionalis a HRET(E) motivum

jelenléte nélkil is.

4.2 Az Orail I1S-beli tartozkdédasa megvaltoztatja a T sejtek Ca2+-valaszat
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4.2.1 Az Orail immunolégiai szinapszisba torténé felhalmozodasanak kinetikaja

Az Orail csatorna IS-ben torténd felhalmozddasi kinetikajanak tanulméanyozasahoz, az Orail-
et stabilan expresszalé sejtvonalat hoztunk létre Jurkat E6-1 sejtekben. ElGszor az Orail csatornat
faziondltattuk mGFP-vel, majd retroviralis transzdukcidval Jurkat sejtekben expresszaltattuk az
mGFP-Orail-Full konstrukciot. Immunoldgiai szinapszist hoztunk létre az anti-CD3 és anti-CD28
antitesttel bevont gyongyodk, mint APC és az mGFP-Orail-Full-t expresszalo sejtek kdzott, majd
meghataroztuk az Orail-polarizalt-sejtek szazalékos aranyéat 6t egymast kovet6 idépontban (1, 5, 15,
30 és 60 perc). Az 1S-képzbédés kialakulasanak megerdsitése érdekében az F-aktin polimerizacidjat
Alexa-546 falloidin festéssel detektaltuk, és bevezettik az akkumulacios aranyt (AA) annak
eldontésére, hogy egy T-sejt mutat-e Orail-polarizaciot, és meghataroztuk az I1S-ben az Orail-
felhalmozddast mutatd sejtek szézalékos aranyat.

Egy perccel a sejt-gydngy kolcsonhatas kialakulasa utdn a T-sejtek 20%-a mutatott Orail-
felhalmozddast, és az Orail-polarizalt-sejtek ardnya a 15. percben volt a legmagasabb (46 %). A
kés6bbi idopontokban (30. €s 60. perc) az Orail IS-berendezddést mutaté sejtek szazaléka fokozatosan
csokkent (15perc vs. 60perc: p=0,033). Mindezek alapjan azt kivantuk tanulméanyozni, hogy az Orail

IS-beli tartozkodaséat milyen fehérjék szabalyozzak Jurkat T-sejtekben.

4.2.2 A STIM1 befolyasolja az Orail 1S-beli tartozkodasi idejét

A STIM1-Orail interakcid IS-beli berendez6désben beoltott funkcidjanak megértése
érdekében létrehoztunk egy mGFP-Orail-Full expresszalo sejtvonalat, amelyben csendesitettiik a
STIML1 gént (MGFP-Orail-Full-STIM1-KD). A transzdukcié kontrolljaként pLKO.1-puro plazmidot
alkalmaztunk, ami olyan shRNS-szekvenciat tartalmaz, amely semmilyen ismert gént nem csendesit
(mGFP-Orail-Full-PURO). A STIML1 csendesités hatékonysagat western blottal ellenériztiik. Tovabba
az mGFP-Orail-Full alegységek membranba Kijutdsat is megvizsgaltuk: az Orail alegység jol
lathatéan a plazmamebranban lokalizalédott, ugyanis a membranfestés és az mGFP-Orail-Full
fehérjék fluoreszcens jele atfedésben van.

A funkciondlis ellenérzéshez az mGFP-Orail-Full-PURO és az mGFP-Orail-Full-STIM1-KD
Jurkat sejtek Ca?* jelét a citoszdlikus Ca?* valtozasok mérésével jellemeztiik, FURA-2 raciometrikus
festék alkalmazasaval. A kontroll sejtek (mGFP-Orail-Full-PURQO) az mGFP-Orail-Full sejtekkel
azonos Ca?* valaszt mutattak, és ahogy az varhato volt és korabban publikaltak, a STIM1 csendesitése
teljesen megsziintette a sejtek Ca?* -valaszat CRAC csatornakon keresztil.

Ezt kovetéen meghataroztuk az az Orail csatorndk 1S-beli felhalmozodasanak id6fliggését
MGFP-Oral-Full-PURO és az mGFP-Oral-Full-STIM1-KD sejtvonalakban. Az mGFP-Orail-Full-
PURO sejtek (kontroll) Orail IS-akkumuléciojanak iddbeli lefolyasa hasonld volt az mGFP-Orail-
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Full konstrukcidt expresszald sejtekhez, a STIM1 lelités azonban modositotta az Orail IS-ben torténd
feldUsulasanak kinetikajat: az Orail 1S-ben val6 felhalmozddasat mutato sejtek frakcioja a 60. percig
folyamatosan nétt az mGFP-Orail-Full-STIM1-KD sejtekben (p = 0,029).

4.2.3 Az Orail N-termindlisanak delécidja a STIM1 csendesitéshez hasonld eredményeket
mutat

Az Orail alegység C-terminusa elengedhetetlen a STIM1-hez torténd kapcsolddashoz és a
SOCE aktivalasahoz, az N-terminalis régio pedig tartalmaz egy CAD (CRAC aktivacios domén) kot
nevili N-terminalis mutans (az Orail B izoformat utanozva és részben megérizve a STIM1 N-terminalis
kotddését), ahol az els6é 72 aminosavat eltavolitottuk, hogy feltarjuk az intracellularis N-terminalis
szerepét az I1S-be torténé berendezédésben.

Az Orail-A72 csatorna trunkacidja nem volt szignifikans hatassal a CRAC csatornakon
keresztiili Ca?* bedramlasra a Jurkat sejtekben, nem befolyasolta nagymértékben a CRAC csatorna
vezetoképességét és aktivaciojat.

Az Orail-A72 csatornakonstruktok intenzitas-profil elemzése azt mutatja, hogy az Alex647
festés (membranjel6lés) és az mGFP jel intenzitasi csicsai ugyanagy atfednek egymassal, mint a vad
tipusu Orail-nél. Kdvetkezésképpen az mGFP-Orail-A72 csatornak képesek Kijutni a sejtmembranba.

Ezen kivil I1S-t hoztunk létre az N-terminalisan trunkalt Orail csatornakat stabilan expresszalo
Jurkat T-sejtek és a CD3-CD28 antitesttel bevont gyongyok kdzott ahol azt kaptuk, hogy az mGFP-
Orail-A72 képes az 1S-ben akkumulalodni, azonban a trunkalt Orail-expresszal6 mGFP-polarizalt
sejtek szazaléka fokozatosan emelkedett, és a 60. percben érte el a maximumat 58%-nal (p = 0,035 az
MGFP-Orail-Full és az mGFP-Orail-A72 osszevetve), hasonléan az mGFP-Orail-Full-STIM1-KD

sejtekhez.

4.2.4 A SAP97 szabéalyozhatja az Orail tavozasat az immunoldgiai szinapszisbol
A SAP97 szerepének Kkideritésére a SAP97 expresszids szintjét leszabalyoztuk olyan Jurkat
sejtekben, amelyek az mGFP-Orail-Full csatornat stabilan kifejezik (mGFP-Orail-Full-SAP97-KD).
A transzdukci6 kontroljaként ismételten a pLKO.1-puro plazmidot alkalmaztuk, mint azt mar
korédbban is tettik (mGFP-Orail-Full-PURQO). A SAP97 csendesités hatékonysagat western blottal
ellendriztiik.
Tovabba ellendriztikk az mGFP-Orail-Full alegységek membréan expressziojat, ahol a SAP97-

et nem tartalmazo, de az mGFP-Orail-Full csatorndkat expresszalo Jurkat sejtek vonalmenti
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intenzitas-profilja egyértelmiien bizonyitja, hogy az Orail alegység membran lokalizaciojat nem
befolyasolja az SAP97 leltése.

Az Orail csatorndk funkcionalitasanak teszteléséhez az mGFP-Orail-Full-SAP97-KD
sejtekben a citoszolikus Ca?* valtozasokat a raciometrikus Ca?* indikator (FURA-2) segitségével
hataroztuk meg. Az mGFP-Orail-Full sejtekben a SAP97 shRNS konstrukcioval térténd transzdukceid
nem gyakorolt szignifikans hatast a Jurkat sejtek CRAC aramara az mGFP-Orail-Full-PURO
sejtekhez képest .

Ezt kdvet6en meghataroztuk az Orail IS-akkumulacios kinetikajat a SAP97 lelitott-sejtekben,
ahol az Orail csatornak felhalmozodasa egészen 60. percig magas volt (p = 0,029), ami azt jelenti,
hogy a berendezddési kinetikaja hasonldé az mGFP-Orail-Full-STIM1-KD és mGFP Orail-A72
expresszalo sejtekhez.

4.25 Az Orail az 1S-beli tartézkodasa szabalyozza a T sejtek Ca2+ - valaszat

Az Orail csatorna hosszantartd 1S-beli tartozkoddsanak funkcionalis kovetkezményei
kideritéséhez meghataroztuk a CD3-CD28 antitesttel bevont gyongyokkel 1S-ben 1évé Jurkat sejtek
intracellularis Ca?* véltozasait. Eredményeink azt mutattdk, hogy az mMGFP-Orail-A72
(6sszehasonlitva a kontroll mGFP-Orail-Full sejtekkel, p = 0,016) és az mGFP-Orail-Full-SAP97-
KD sejtekben (6sszevetve az mGFP-Orail-Full-PURO-val, p <0,001) magasabb volt a kalciumtiiskék
szdma a CD3-CD28 gyonggyel torténd interakciot kovetd 60 perces id6tartam alatt. 60 perc elteltével
az N-terminalisan trunkalt Orail, és az Orail-Full csatornat expresszald SAP97 csendesitett sejtekben
a kalcium tuskék tovabbra is jelen voltak, ellentétben a kontroll sejtekkel. Analizisink az mutatta,
hogy a Ca?* oszcillacids csticsok szama szignifikansan alacsonyabb volt a kontrol sejtekben (MGFP-
Orail- A72 vs. mGFP-Orail-Full: p<0,001; mGFP-Orail-Full-SAP97-KD vs mGFP-Orail-Full-
PURO: p=0,002) a 60. és a 90. perc kdzott .

Ezen kivill a Ca?* valaszok idSbeli megoszlasa is kiilonbozott a kontroll és madositott 1S-rezidens
Orail-gyet expresszald sejtek esetében: a mddositott (MGFP-Orail-A72 és mGFP-Orail-Full-
SAP97KD) valamint a kontroll (mGFP-Orail-Full és mGFP-Orail-Full-PURO) sejtek ,,0szcillacios
karakterisztikaja” is kiilonbséget mutatott. Mig a kontroll sejtek (MGFP-Orail-Full, mGFP-Orail-
Full-PURO) Ca?*-koncentrécio-csticsa kozvetleniil a gyonggyel valo talalkozas utan volt detektalhato,
amely id6 eldére haladtaval lecsengett, addig az mGFP-Orail-A72 mGFP-Orail-Full-SAP97-KD
sejteknél szamos Ca®* cstics volt megfigyelheté az IS kialakulasat kveté 60 percig, s6t a 60. perc utan

is.
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5. EREDMENYEK MEGBESZELESE

51 A Kvl.3 csatorna membranbeli expresszidja

A  Kv-csatorndk membranba torténd jutdsat tobb csoport is tanulmanyozta, mivel
kulcsfontossagi szereplok a kiilonféle sejtes folyamatok szabalyozasdban, ideértve az akcids
potencidlt, vagy akar az immunvalaszt is. Annak érdekében, hogy megfeleld kovetkeztetéseket tudjunk
levonni a membranexpressziordl, kritikus fontossaghi egyértelmiien bizonyitani, hogy a rogzitett
aramok a sejtekbe transzfektalt ioncsatorna gének kovetkezményei, és az expresszids rendszer
endogén K" csatorna alegységei nem befolyésoljadk azt. Ehhez kinetikailag vagy farmakoldgiailag
jelolt Kv1.3 alegysegeket hasznéltunk olyan tulajdonsagokkal, amelyek egyedilall6 maodon
kilonboztetik meg a transzfektalt alegységek altal 1étrehozott homotetramer csatornakat az endogén
K* csatornaktol, vagy az endogén és transzfektalt csatornak alegységei altal alkotott
heteromultimerektél. Az A413V-AC aram expresszidja CHO sejtekben, amelyek nem fejeznek Ki
fesziiltségfiiggd K™ konduktanciat, alatimasztja, hogy a AC-csonkolt mutansok a plazmamembranba
irdnyulnak anélkil, hogy azok kombinalodnéanak teljes hosszusagu Kv1.x alegységekkel.

A H399K muténssal végzett kisérlet eredményei szintén alatdmasztjak azt a hipotézist,
miszerint a ,,HRET” régi6 utan es6é C-terminalis eltavolitasa nem akadalyozza a Kv1.3 sejtmembranba
torténd kijutasat. A H399K-AC és a H399K-FL esetében a 100mM TEA éltali gatlas elhanyagolhat6
volt, ami igazolja, hogy a H399K-AC és a WT Kvl.3 alegységek nem keveredtek az ER-ban. Ezen
kivial mind az A413V-AC, mind a H399K-AC alegységek FLAG epitopjait immuncitokémiaval
sikertlt detektalnunk transzfektalt, nem permeabilizalt sejtekben, ami tovabbi bizonyitékul szolgal a
plazmamembranbeli lokalizaciojukhoz. Erdekes modon azt is megallapitottuk, hogy az FLAG-
epitopot hordozd A413V-NOHRET vagy H399K-NOHRET is membréan jelet mutatott az anti-FLAG
jeldléskor, habar a patch-clamp kisérletek azt mutattdk, hogy ezeken a deléciés mutansokon nincs
mérheté dram. Tehat a mi Kv1.3 csatornank a szinte a teljes C-terminalis hianyaban (amely magaban
foglalja a HRET szekvenciét) is a képes a plazmamembranban expresszalddni (bar a trunkalt csatornak
esetében a csatornafehérje intracellularis retencidjanak névekedesét figyelhettiik meg), azonban nem
vezet K* aramot.

Kimutattuk, hogy a WT Kv1.3 nem tudta helyreallitani az A413V-NOHRET alegységek
vezetOképességét CHO sejtekben, ugyanis a kétféle alegység ko-transzfekcioja tiszta homotetramer
WT aramokat eredményezett. A fluoreszcens mikroszkopos mérések eredményei egyértelmiien
kimutattdk mindkét alegység jelenlétét a plazmamembranban, ezért ezek értelmezése szerint a WT
Kv1.3 és az A413V-NOHRET alegységek vagy nem képeznek heterotetramereket, vagy az A413V-

NOHRET alegységek jelenléte a heteroteramerben a csatorna fenotipusat dominans negativ modon
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befolyasolja, azaz nem-vezet6vé teszi. Az a tény, hogy azok a sejtek, amelyek a WT-Kv1.3-mal voltak
csak transzfektalva sokkal nagyobb aramsiiriséget mutattak, mint a mindkét alegységet (WT és
A413V-NOHRET) expresszalo sejtekben volt mérhetd, alatdmasztja a nem-vezet6 heteromerek
képz6dést a sejtmembrénban. Mivel a Kv1.3 csatorna tetramerizaciojat az N-terminalis tetramerizacios
domén, és nem a C-terminus iranyitja, szintén alatamasztja a hipotézisiinket, miszerint az A413V-
NOHRET alegységek dominans-negativ hatassal rendelkeznek a heterotetramerek képzédése soran.

A HRET(E) szekvencia a C-terminalis azon részén helyezkedik el, amely az aktivacios
kapuhoz kdzel van, vagy annak része is lehet. Tehat az ezen régioban térténé mutacié nagymértékben
megvaltoztathatja a csatornak aktivacios kapuzasat, vagy a feszultség-szenzor mozgasanak csatolasat
az aktivacios kapuhoz, vagy akar mindkett6t is, mikozben a feszlltség-szenzor mozgasa nem modosul.
Ennek a feltételezésnek a teszteléséhez meghataroztuk a WT-NOHRET csatorndk kapuzési aramat.
Meglepetésiinkre azt tapasztaltuk, hogy ezen csatornat expresszalo sejtek tébbsége nem mutatott olyan
kapuzasi aramokat, amelyek hasonlitananak a nem-vezeté W384F mutans kapuzasi aramahoz. Mivel
a mikroszkopos kisérletek megerésitik a NOHRET konstruktok feliileti expressziojat, ez az eredmeny
arra utal, hogy a feszUltség-szenzor mozgasa sériilt a NOHRET Kv1.3-ban, amelybdl hianyzik a teljes
C-terminalis, beleértve a HRET szekvenciat is. Ennek a ,,reverz csatolasnak™ az eredete (vagyis a
ismeretlen, de ugy tlinik, hogy nem specifikus a HRET szekvenciara. Amikor csak a HRETE
szekvenciat (WT-XHRETE) vagtuk ki, vagy alaninnal helyettesitettiik (WT-polyA), és a karboxil-vég
tobbi részét épen hagytuk, vagy a HRETE-t 6t alaninra cseréltiik a WT-Atail konstruktban (és a C-
terminus tobbi részét eltavolitottuk) a Kv1.3 vezetOképessége helyredllt. Tehat ugy tlinik, hogy egy
peptidlanc hidnya a C-termindlison, az aktivacios kapundl a csatornakat nem vezetdképes csatornakka
teszi, de barmilyen aminosav szekvencia motivum potolhatja a HRETE szekvenciat, legalabbis a
Kv1.3-ban.

5.2  Ca?*-valasz Orail IS-lokalizacio flggése T sejtekben

Mésodsorban, munkank soran az Orail csatorna 1S-be torténd felhalmozodasi kinetikajat és
molekularis hatterét tanulmanyoztuk. Kimutattuk, hogy az Orail csatorndk felhalmozddasa az 1S
kialakulasa utan 15 perccel érte el maximumat, majd az Orail polarizaciot mutato sejtek frakcidja a
60. percig csokkent. Ezzel ellenkezéleg, az N-terminalis deléciot tartalmazd6 mGFP-Orail-A72 Orail
nativ Jurkat sejtekben, valamint az mGFP-Orail-Full csatornat kifejez6, de a STIM1 ill. a SAP97
fehérjét nem expresszald T-sejtekben magas volt az Orail-polarizalt-sejtek frakcidja a CD3-CD28

gyongyokkel alkotott szinapszisban még a 60. percneél is. Az Orail N-terminalis régio (mGFP-Orail-
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A72) levagasa és a SAP97 leutése az mGFP-Orail-Full-SAP97-KD sejtekben nem volt szignifikans
hatassal a CRAC csatornakon keresztiili Ca?* valaszra. A STIM1 leiitése azonban megsziintette a Ca*-
valaszt Jurkat sejtekben. Az mGFP-Orail-A72 és mGFP-Orail-Full-SAP97-KD sejtekben a CD3-
CD28 gyo6ngy altal kivaltott Ca?*-jel kiilonbdzott a (megfeleld) kontroll sejtektél, mivel ezeknél a 60.
perc utan is Ca?* oszcillaciokat lathattunk.

A STIM1 fehérje szinapszisban (és az Orail elhelyezkedésében) betoltétt funkciojanak
megértése érdekében az Orail-Full csatornakat expresszal6 Jurkat T-sejtekben lelitottik a STIM1-et
(mMGFP-Orail-Full-STIM1-KD). A varakozasoknak megfeleléen a STIM1 leltés teljesen
megsziintette a sejtek Ca®*-valaszat a CRAC csatornakon keresztiil. Az mGFP-Orail-Full csatornat
kifejez6é STIM1 leutott Jurkat sejtekben az Orail 1S-beli felhalmozodasat vizsgalva azt kaptuk, hogy
az Orail képes STIM1 nélkil is akkumulalodni a szinapszisban, ahogyan ezt Quintana és munkatarsai
is kKimutattdk mar korébban (a tul-expresszalt Orail akkumulalédott az 1S-ben az exogén STIM1 ko-
expresszidja nélkil is). Az Orail berendez6dés kinetikaja az mGFP-Orail-Full-STIM1-KD sejtekben
kilonbozott az mGFP-Orail-Full sejtekt6l: az Orail polarizalt T-sejtek sz&zalékos aranya az IS
kialakuldsa utan a 60. percben mutatott maximalis értéket, jelezve az Orail csatornék elnyujtott
berendez6dését a Jurkat sejtek és a CD3-CD28 antitesttel bevont gydngyok kozott kialakult
szinapszisban. Ezek a megallapitdsok, melyek azt sugalljak, hogy az Orail IS-be torténd
felhalmozdsasahoz nem sziikséges az Orail-en keresztuli kalcium fluxus, valamint az Orail a STIM1
hianyaban is képes eljutni a szinapszisba 6sszhangban vannak Lioudyno és tarsai munkajaval, ahol
leirtak, hogy a nem-funkcionalis CRAC csatorna nem befolyasolja a szinapszis kialakulasat, valamint
az Orail, a STIM1, a TCR, a CRAC csatornakon keresztili Ca?* nélkiil is képes berendezddni az
immunoldgiai szinapszis kontakt zonajaba.

Ezen kivil az mGFP-Orail-A72 mutans alkalmazasaval kimutattuk, hogy az N-terminalis
sejt aktivalddasat. Ez alapjan feltételezzik, hogy a béta izoforma képes lehet a T-sejt aktivaciot
befolyasolni az NFAT transzlokacié megvaltoztatasan keresztil.

Az mGFP-Orail-Full-STIM1-KD és mGFP-Orail-A72 sejtekben az Orail alegységek hasonld
akkumulacios kinetikajabol adoddan teszteltik azt a hipotézist, miszerint a SAP97 (vagy hDIgl) ,
amelyr6l kimutattak, hogy bemegy az IS-be és 15 perccel a szinapszis képzddése utan elhagyja az 1S-
t, szerepet jatszik-e az Orail 1S-b6l torténd kivandorlasaban. A SAP97 csendesitése soran
megfigyelhettiik (csakugy, mint az mGFP-Orail-A72 és az mGFP-Orail-Full-STIM1-KD Jurkat
sejtekben) az mGFP-Orail-Full fehérjék folyamatos (tartos) berendez6dését az 1S-be egészen a 60.
percig: ennél a pontnal megallapithatjuk, hogy a SAP97 és a STIM1 kulcsfontossagu szerepet

tolthetnek be az Orail szinapszisban val6 tartozkodasanak szabalyozasaban.
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Fentebb emlitettiik, hogy az mGFP-Orail-A72 és mGFP-Orail-Full-SAP97-KD sejtvonalak

esetében az Orail I1S-beli felhalmozddasat mutato sejtek aranya a 60. percnél nagyobb volt, mint 15
percnél. Tovabba azt tapasztaltuk, hogy a Ca?*-valasz idobeli eloszlasa kiilonbozott az mGFP-Orail-
A72, mGFP-Orail-Full-SAP97-KD sejtekben a kontroll (mGFP-Orail-Full és mGFP-Orail-Full-
PURO) sejtekhez képest. Bar az els6é 15. és 30. percben nem talaltunk kiilonbséget a kiilonb6z6
sejtvonalak Ca?* -valaszaban, azonban a 60. percnél vagy azon tdl szignifikans kiilénbség volt a
kontroll és ,kezelt” sejtek (mGFP-Orail-Full vs. mGFP-Orail- A72, mGFP-Orail-Full-PURO vs.
MGFP-Orail-Full-SAP97-KD) kozott .
Tehat vagy a SAP97 fehérje, vagy az N-terminalis rész nélkil az Orail csatorna tovabbra is
mukodoképes marad, és képes az immunoldgiai szinapszisba bejutni és felhalmozodni. Ezen
tilmenden ezek a modositasok, amelyek hosszabb tartozkodasi id6t eredményeznek, megvaltoztatjak
a Ca®* jel idobeli eloszlasat, és magasabb és nagyobb szamu kalcium oszcillaciéhoz vezetnek. A T-
sejt és az APC kozott kialakult 1S akar tobb oréig is fenmaradhat (amint azt a Mark Davis Immunology
Review leirja): ekkor a sejtek kozti dsszekapcsolddas idétartama alatt kiilonféle citokinek és egyéb
faktorok szekrécioja megy végbe, amelyet szintén a citoszdlikus Ca?* koncentracio szabalyoz. Az
Orail 1S-ben val6 bennmaradésa tartds kalcium-oszcillaciokat idézhet el6 a T-sejtekben, és ezéltal
patoldgias jelatviteli ttvonalakat indukalhat.

Végezetil ugy véljik, hogy a SAP97, amely eldsegitheti a fehérjék kozotti kolesonhatasokat,
és szerepet jatszhat az ioncsatornak endocitdzisaban, része lehet egy molekuléris komplexnek: az
Orail, a STIML1 és a SAP97 kolcsonhato partnerek segitségével hagyja el a szinapszis kontaktzonajat..
Ez a feltételezés 6sszhangban van a Jurkat sejtekben 1év6 N-terminélisan csonka Orail (mGFP-Orail-
A72) és a STIM1- és SAP97-hianyos mGFP-Orail-Full sejtek hasonld Orail felhalmozddasi
kinetikajaval, valamint az mGFP-Orail-A72 és az mGFP-Orail-Full-SAP97-KD sejtek hasonl6 Ca?*
mintazataval CD3-CD28 bead hatasara létrejétt immunolégiai szinapszisban.
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1. OSSZEFOGLALAS

A tézis els6 felében bebizonyitottuk, hogy a plazma membranba irdnyulé Kv1.3 csatorna kijutasa
akkor is megmarad, ha a teljes C-terminust, beleértve a HRET szekvenciat is toroltuk. Ez a
megallapitds kiemeli, hogy a membranban torténé kifejez6dés motivumai nem feltétlendl
univerzalisak, és fontossagukat minden egyes csatorna/expresszids rendszer esetében meg kell
vizsgalni. Hasonld kovetkeztetés vonhatdo le a HRET szekvencia szerepér6l a csatorna
vezetOképességének szabalyozasaban: a Kvl.3 esetén még a HRETE szekvencia alanin szubsztitdcidja
is helyreallitotta a csatorna funkcidjat. Ezen és méas kdzelmdaltbeli tanulmanyok alapjan a Kv1.3 C-
terminalisan 1évé aminosavak, amelyek kozel vannak az aktivacids kapuhoz, fontos szerepet toltenek
be az ionvezetés fenntartdsdhoz, mig a tavoli C-termindlis aminosavak a més fehérjékkel valo
kdlcsonhatast szabalyozzak, vagy koleszterin-érzékenységet kdlcsdndznek a Kv1.3 csatornanak.

A masodik részben megmutathattuk, hogy a CRAC csatornak Orail alegységének egyedulallé
akkumulacids kinetikaja van az 1S-ben. A SAP97 és STIM1 fehérjék lelitése, valamint a SAP97
feltételezett kot6helyének torlése az Orail N-terminalisan azt mutatta, hogy az SAP97-STIM1
egylittes jatéka elengedhetetlen az Orail szinapszisba rendezédésének szabalyozaséban. Az Orail
visszatartdsa az 1S-ben modositja a Jurkat T-sejtek Ca?* valaszat, ami hozzajarulhat a T-sejtek
hiperaktivitasahoz. Feltételezziik, hogy a két Orail izoforma (alfa és béta) létezése szerepet jatszhat a
T-sejtek Ca?'-fiiggd aktivaciojanak szabalyozadsaban, azonban ennek tisztazasahoz tovabbi
kisérletekre van szilkség. Ugy gondoljuk, hogy az Orail IS-4trendezédésének molekularis hatterének

megismerése megkonnyitheti az autoimmun betegségek mechanizmusanak megertését.
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