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Roviditések jegyzéke

AA: Akkumulaciods arany

APC: Antigen Presenting Cell/ antigén prezentald sejt

ARP2/3: Actin related protein 2/3 / aktinhoz kapcsolodo fehérje 2/3
BCR: B Cell Receptor/ B-sejt receptor

CAD: CRAC Activation Domain/ CRAC aktivacios domeén

CC: coiled-coil/ ,, tekercselt tekercs”

CD: current density/ aram stiriiség

CD3/4/8/28: Cluster of Differentiation/ Differenciacios klaszter

CHO: Chinese Hamster Ovarium/ kinai hdrcsdg ovarium

CV: Coefficient of Variation/ variacios koefficiens

CRAC: Calcium Release Activated Calcium channel/ Kalcium felszabadulés aktivalta

kalcium csatorna

CTL: Cytotoxic T-Lymphocyte/ citotoxikus T-sejt

DLG1: Discs Large homolog 1

DNS: dezoxiribonukleinsav

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DPC: Distal pole complex/ disztalis p6lus komplex

E.coli: Escherichia coli

ER: Endoplasmic Reticulum/ Endoplazmatikus retikulum
ERM: Ezrin, Radixin and Moesin/ ezrin, radixin és moezin
FBS: Fetal bovine serum/ magzati szarvasmarha szérum
FL: full-length/ teljes hosszusagu

GAMIG: Goat anti-Mouse IgG/ Kecskében termelt egér-ellenes 1gG
eGFP/mGFP: enhanced/ Green Fluorescent Protein/ felerdsitett/ z6ld fluoreszcens fehérje

GUK: guanylate kinase /guanilat kinaz

hDLG1: human Discs Large homolog 1

HEK: Human Embryonic Kidney/ human embrionalis vese

HRP: Horseradish peroxidase / torma peroxidaz

HS1: Hematopoietic lineage cell-specific protein 1/ hematopoetikus sejtvonal sejt-

specifikus fehérje 1
IL-2: Interleukin-2



LCK:

LFA-1:

MAGUK:

MHC:
NFAT:
NF-kB:

NHS:
PBS:
PCR:
PKCO:
PLC:
PM:
PSD95:
PVDF:
RF:
SshRNA:
ROI:
SAM:
SAPIT:
SCID:
SDS:
SEB:
SEE:
SH3:
Sig:
SLE:

Immunoglobulin G/ Immunglobulin G

Inositol 1,4,5-trisphosphate / Inozitol 1,4,5-triszfoszfat

Immunological synapse/ immunolégiai szinapszis

knocked down/ csendesitett (gén)

Lysogeny broth/ Lizogén tapoldat

Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase/ Limfocita specifikus fehérje
tirozin kinéz

Lymphocyte function-associated antigen 1/ limfocita funkci6-asszocialt
antigén 1

Membrane-Associated Guanylate Kinases/ membran-asszocialt guanilat kinaz
Major Histocompatibility Complex / F6 hisztokompatibilitasi komplex
Nuclear Factor of Activated T-cells/ az aktivalt T- sejtek nukleéris faktora
Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells/ az aktivalt B-
sejtek kappa-konnyii-lanc-erdsitd nukledris faktora
N-hydroxysuccinimide/ N-hidroxi-szukcinimid

Phosphate Buffered Saline/ Foszfattal pufferolt sdoldat

Polymerase Chain Reaction/ polimeraz lancreakcio

Protein kinase C Theta/ protein kindz C théta

Phospholipase C/ foszfolipaz C

Plasma membrane/ plazmamembran

Postsynaptic density protein 95/ Posztszinaptikus denzitas fehérje 95
Polyvinylidene fluoride / polivinilidén fluorid

remaining fraction of the current /megmarad6 aramhanyad

short hairpin ribonucleic acid/ révid hajtii ribonukleinsav

Region of interest/ az érdekelt terilet

Sterile Alpha Motif/ Steril alfa motivum

Synapse-Associated Protein 97/ Szinapszis asszociélt fehérje 97

Severe combined immunodeficiency/ Stlyos kombinalt immunhianyos allapot
Sodium dodecyl-sulfate/ Natrium dodecil-szulfat

Staphylococcal enterotoxin type B/ Staphylococcal enterotoxin tipus B
Staphylococcal enterotoxin type E/ Staphylococcal enterotoxin tipus E
SRC Homology 3/ SRC homolog 3

Signal peptide/ szignalpeptid

Systemic lupus erythematosus/ szisztémas lupusz eritematozusz

3



SMAC: Supramolecular activation cluster/ szupramolekularis aktivacios klaszter

c-SMAC: central-Supramolecular activation cluster/ kdzponti szupramolekularis
aktivacios klaszter

d-SMAC: distal-Supramolecular activation cluster/ disztalis szupramolekularis
aktivacios klaszter

p-SMAC peripheral-Supramolecular activation cluster/ periférias szupramolekularis

aktivacios klaszter

SOAR: STIM1-Orail activating region/ STIM1-Orail aktivalé régio

SOC: Super Optimal broth with Catabolite repression/ Szuper optimalis tapoldat
katabolit visszaszoritassal

SOCE: Store operated Ca?* entry/ intracellularis raktarak altal vezérelt Ca?*
bearamléas

STIM1: Stromal interaction molecule 1/ Sztrémélis interakcios molekula 1

TB: Terrific broth

TBS: TRIS Buffered Saline / TRIS pufferolt séoldat

TCR: T Cell Receptor/ T-sejt receptor

TEA: Tetraethylammonium/ Tetraetilammaonium

TG: Thapsigargin

TM: Transmembrane / transzmembran

WASP: Wiskott-Aldrich Syndrome protein/ Wiskott-Aldrich szindréma fehérje

Wave2: WASp family Verprolin-homologous protein-2 / WASp csalad verpolin-
homoldg fehérje

WIP: WASP-interacting-protein/ WASP —interakcios fehérje

WT: wild type/ vad tipus
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1 Bevezetés

Az adaptiv immunvalasz egyik fontos lépése a T-sejtek aktivacioja, melynek sorana T-
sejt és az antigen prezentalo sejt (APC) kozott kialakuld fizikai interakcid a T-sejtek
polarizdcidjat eredményezi. Ez a sejtfelszini fehérjék és jelatviteli molekulak
felhalmozodashoz vezet a T-sejt és APC kozott kialakult kontaktrégidban, ezéltal egy jol
szervezett szignalizacios platformot kialakitva, melyet immunoldgiai szinapszisnak neveziink
[1-3]. Az APC-vel valé taldlkozaskor, az APC MHC molekuldjan keresztlli antigén
prezentacio hatasara a T-sejt TCR/CD3 komplexe aktivalodik, amely kiilonb6z6 jelatviteli
kaszké&dokat indit el és eredményezi a T-sejt aktivaciot [4, 5]. Ez a PLC (foszfolipdz C)
aktivalodasahoz és IPs (inozitol 1,4,5-triszfoszfat) képz6déséhez vezet. Az IP3 az
endoplazmatikus retikulum (ER) membranjaban 1év6 IP3 receptorhoz kotédik, melynek
hatasara Ca?* aramlik Ki a citoszolba az ER-bol. A CRAC csatorna a porus-formalo Orail és
az ER-rezidens STIM1 (sztromaélis interakcios molekula 1) alegységekbdl épiil fel [6-8]. Az
endoplazmatikus retikulumbol felszabadul6 Ca®* okozta ER-beli raktaruriilést a STIM1
érzékeli, konformaciovaltozason megy keresztll, multimerizalodik és transzlokalodik a
plazmamembran kozelében elhelyezkedd ER-régiokba, ahol 6sszekapcsolédva a
plazmamembranban elhelyezkedé Orail-gyel aktivalja azt, mely az extracellularis térbol Ca?*-
bearamlast eredményez. A Ca?" bearamlashoz a CRAC csatornak és a fesziiltség-kapuzott
Kv1.3 és Ca®* aktivalt KCa3.1 kalium csatorndk 6sszehangolt miikodése sziikséges [9-11] . A
kalium csatorndk -40 és -50 mV kozotti ertéken stabilizaljadk a membranpotencialt, igy
biztositjdk a hajtéer6t a CRAC csatorndkon keresztilli Ca?* bearamlashoz, mely
nélkiilozhetetlen a Ca?*-kozvetitett jelatvitelhez és a T-sejtek proliferaciojahoz (1. abra).

Korabban leirtdk, hogy ezen ioncsatorndk (Kv1.3, KCa3.1, CRAC) emelkedett
membranexpresszidja figyelhetd meg aktivalt human T-sejtekben, és szerepet jatszanak a Ca*
jel kialakuldsaban [10, 12-15]. A kalium csatornak szerepére egyértelmii bizonyiték, hogy az
ioncsatorndk miikodésének gatlasa megakadalyozza a Ca?* jel kialakulasat és a sejtek
osztodasat. A CRAC csatornak esetében az Orail alegység nem-vezeté mutécidja a T-sejtek
teljes funkciovesztéséhez vezet (SCID fenotipus: sulyos kombinalt immunhianyos allapot) [11,
16-18].
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1. dbra K* és Ca?* csatornak szerepe a limfocitak aktivacidjaban [16]
TCR: T-cell receptor. PLC: Phospholipase. C IPs: Inositol 1,4,5-triphosphate. IP3R: IP3
receptor. ER: Endoplasmic reticulum/ endoplazmatikus retikulum. STIM1: Stromal interaction

molecule 1. CaM: Calmodulin.

1.1 Limfocitak

Az adaptiv immunrendszer lehet6vé teszi a gerincesek szamara, hogy felismerjék és
reagaljanak a kulonféle kdrokozokra, beleértve a parazitdkat, baktériumokat, gombéakat és

virusokat. Az adaptiv immunrendszer elsédleges effektor sejtjei a B- és T-sejtek [19].

A B-sejtek a csontvel&ben érnek és elsésorban az antitestek termelésében vesznek részt. A
B sejtek a sejtfelszinikon B-sejt receptorral (BCR) rendelkeznek, amely a specifikus antigén
felismerést biztositja a sejt szdmara. A B-sejtek emellett MHCI (f6 hisztokompatibilitasi
komplex 1.) és MHCII molekuldkat expresszalnak, melyen keresztill bemutatjak az altaluk
felismert antigént a helper T-sejteknek. Antigén felismerést kovetéen a B-sejtek aktivalodnak
¢és ellenanyag termeld plazmasejtekké differencialédnak a helper T-sejtek altal termelt
citokinek hatasara [20, 21].



A T-sejtek a timuszban (csecsemOmirigy) keletkeznek, és elsdsorban a sejtek altal
kozvetitett immunvalaszokban vesznek részt [22, 23]. A B sejtekhez hasonloan rendelkeznek
specifikus antigént felismerd receptorkomplexszel (TCR), amelyet az antigént felismerd of3-
lanc és a jeltovabbito CD3 alkot. A T-sejteknek két f6 tipusa van, a citotoxikus T-sejtek (CTL),
melyeknek jellemz6é markere a CD8, és a segit6 T-sejtek (helper), melyeknek jellemz6 markere
aCD4 [5, 19].

A naiv citotoxikus T-sejtek akkor aktivalodnak, amikor felismerik antigén peptidjuket egy
fert6zott gazdasejt MHCI molekuldjan keresztll. Aktivalasa utan a CTL érett citotoxikus T-
sejtte differencialodik és gyorsan osztodik, ezzel nagyszamu aktivalt effektor sejtet Iétrehozva,
amelyek ezutan ugyanazon antigén peptidet expresszald fert6zott sejteket keresik, majd lizist
és apoptozist indukalnak a fert6zott T-sejtekben [5, 19].

A helper T-sejtek nem rendelkeznek citotoxikus aktivitassal, ehelyett az adaptiv immunvélasz
szabalyozésara szolgalnak. A T-helper sejtek akkor aktivalédnak, amikor egy antigén
prezentald sejt (APC) kapcsolatba 1ép vellk és prezental szamukra egy MHCII komplexhez
kapcsolodott szervezetidegen antigéent, amelyet a TCR (T-sejt receptor komplex) segitsegével
ismer fel. A naiv helper T-sejtek aktivaladsa a CTL-hez hasonlo differencidlodast eredményez.
A citotoxikus T-sejtektol eltéréen, a helper T-sejtek aktivalasa citokinek felszabaditasat valtja
ki, amelyek szamos sejttipus aktivitasat szabalyozzak, beleértve az APC-ket, a B-sejteket és a
CTL-eket is . Az adaptiv immunrendszer résztvevoi ezaltal egyiitt, gyorsan és specifikusan

reagalnak a korokozok fertdzésére.

1.2 T-sejtek kationcsatornainak jellemzoi

Az ioncsatorndk poérusformalé fehérjék, amelyek szinte minden sejttipusban
megtalalhatdak, és lehetévé teszik kiilonb6z6 ionok gyors atjutdsat a membranon keresztiil
(plazma és intracellularis organellumok membranjan is) az elektrokémiai gradiens iranyaban.
Tobb ioncsatornat (példaul a legtobb Na*, K*, Ca?* csatornat) a fesziiltség, de példaul bizonyos
K* és CI" csatornakat, a CRAC csatornat, TRP csatornakat, rianodin receptorokat és 1P3
receptorokat (melyek viszonylag fesziiltség-érzéketlenek) mésodlagos hirvivok és mas
intracellularis és/vagy extracellularis mediatorok szabalyoznak [24]. A munkank soran a
fesziiltség-fiiggd Kv1.3 és a Ca®" aktivalta CRAC csatorna Orail alegységével foglalkoztunk,
ezért a tovabbiakban ezeket targyaljuk részletesen.



1.2.1 A Kv1.3 csatorna jellemzoi

A kalium csatornak nélkilozhetetlen szerepet jatszanak a membranpotencial
beallitasaban és az intracellularis jelatvitel szabalyozasaban kiilonb6z6 sejtekben [25, 26]. A
feszlltség-fliggd kalium csatornak négy alegységbdl allnak (a hetero- és homomerek egyarant)
a nativ sejtekben és heterolog expresszids rendszerekben. Egy Kv csatorna alegység hat darab
o-helikalis transzmembran szegmensbdl épil fel (S1-S6, 2. abra). A csatorna intracellularisan
clhelyezkedé N-terminalis régioja tartalmazza a tetramerizaciés Uun. T1 domént, amely
szllkséges az egyes alegységek ER-ban torténd Osszeszerelédéséhez. Ezen kiviil a Kvf
jarulékos alegysegek képesek az N-terminushoz kot6dni, és lehetévé teszik tobb jelatviteli
molekula (mint példaul kindzok) kapcsolddésat [27]. A Kv csatornak erésen konzervalt porus
a K" ionok szamara. A negyedik transzmembran szegmenst, amely szamos pozitivan toltott
aminosav részt tartalmaz, a Kv csatornak fesziltség szenzoranak tekintjik [28]. A csatorna C-
terminalisdhoz  kulonboz6 linker ill. adapter fehérjék kapcsolddhatnak, amelyek
kihorganyozhatjadk a fehérjét a citoszkeletonhoz, vagy iranyithatjdk a csatorna kijutasat a
plazmamembranba (2. abra) [13, 29-33].

Extracellularis

2. &bra A Kv1.3 csatorna felépitésének sematikus abraja
A Kv1.3 csatorna négy azonos porusképzd (a) alegységbdl all (felll), ahol a négy alegyseg
mindegyike hat transzmembran a-helikalis szegmensbdol (S1-S6) tevidik dssze, amelyeket

intra- és extracellularis hurkok kétnek dssze (alul).
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1.2.2 Az Orai és STIM jellemzoi

A T-sejt aktivacié kulcsfontossagu lépése a Ca?*-ionok CRAC csatornakon keresztiili
bearamlasa. Az ER Ca?* raktarak kilrtilését az endoplazmatikus retikulum membranjaban
elhelyezked6 STIM1 alegység érzékeli. A STIM1 ezutan konformécids valtozasokon megy
keresztul, multimerizalddik és transzlokalodik a plazmamembranhoz (PM), ahol aktivélja a
PM-rezidens, Orail porusképz6 domént [34-37]. Az Orail két izoformaval rendelkezik: a
hosszabb az Oraila, amely 301 aminosavbol (aa) all, a rovidebb pedig az Orail 3, amelyben
hidnyzik az a izoforma els6 70 aminosavja [38, 39]. A vad tipust valtozatnak tekintett Orail -
csatorna hat alegységbdl all [40-42]. Minden alegyseg négy alfa-helikalis transzmembran
domént (TM) tartalmaz, és intracellularis N- és C-terminalokkal, valamint szelektivitasi
sziirbvel rendelkezik a 106. pozicidban (3. A &bra) [37]. A STIM1 CRAC aktivacios
doménjének (CAD) és az Orail N- (73-91aa, a izoforma szerinti szamozas) és C-termindlis
végen (342 - 448aa) 1évé CAD koté domének kdlcsonhatasa a csatorna nyitasat eredményezi.
helyzetben 1évé aminosavakkal egyiitt fontos interakcios interfészként szolgal a STIM1-Orail
a koélcsonhatas soran [6, 43, 44]. Az Orail-gyel valé homoldgia alapjan két tovabbi emlés gént
azonositottak, az Orai2-t és az Orai3-t, amelyek koziil az Orai3 kizarolag eml6sokben fejez6dik
ki, és valoszintsithetd, hogy az Orail-b6l (és nem az Orai2-bdl) duplikalodott [17, 45, 46]. Az
Orai2 vagy az Orai3 STIM1-el vald ko-expresszidja HEK293 sejtekben olyan CRAC
csatornakat hoz létre, amelyek az intracelluléris raktarak drilésének hatasara CRAC-szerii
aramot mutatnak, azonban amplitudoja sokkal kisebb, mint az Orail esetében [46]. Kiilonb6z6
tipusu primer sejtekben az Orail csendesitése (de nem az Orai2 vagy Orai3 csendesitése)
megsziintette az intracellularis raktarak altal kivaltott Ca®* bearamlast (SOCE) és a CRAC
aramokat is, amely arra utal, hogy az Orai2 és Orai3 alegységek alternativ médon jarulnak
hozza a (CRAC) Ca?* csatorna mitkddéséhez [47, 48]. Tovabba, kimutattak, hogy az Orai2 gén
csendesitése egerekben novelte a SOCE-t T-sejtekben és makrofagokban [49]. Ezen kivdl, a
heteromerek képzésekor az Orai2 és Orail csokkent funkcioju heteromereket képeztek,
hasonléan az Orai3 és Orail altal képzett csatornak esetében, ahol az Orai3 jelenléte
csokkentette a STIML1 altali aktivaciot az Orail-Orai3 heteromer csatornaknal [49, 50].

A STIM1 685 aminosavbol allo, I-es tipusu transzmembran fehérje, amely nyugalmi
allapotban az ER-ban helyezkedik el. A luminalis N-terminalis régioja tartalmaz egy ER
szignal-peptidet, egy EF-kéz (EF-hand) és egy SAM (steril alfa motivum) domént, mig a

citoszolikus C-terminalis részén két ,,coiled-coil” doménbdl, egy prolin-szerin gazdag és egy
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lizin gazdag régiobol, valamint az Orail aktivaciéhoz sziikséges CAD (CRAC aktivacids
domén) doménbdl all [8, 51]. Az ER Ca?*- raktar uriilése a STIM1 atrendezddését eredményezi
az ER-bOl a plazmamembranhoz kozeli punktidkba. A citoszdlikus C-terminalis rész
elengedhetetlen a STIM1 oligomerek ER-PM csomopontokhoz torténé eljutasahoz és az azt
kovetd CRAC csatorna nyitasahoz, ahol a CAD domének segitségével az Orail N- és C-
terminalisan 1év6 CAD koté doménekhez kapcsolodik, ezzel aktivalva a csatornat (3. B abra)
[8, 52]. Emldsokben el6forduld homologja a STIM2, amely Iényegesen gyengébb Orail
aktivéciora képes [53]. A STIM1-gyel ellentétben, a STIM2 fokozott kifejez6dése negativ
hatassal van az endogén SOCE-ra, valamint a STIM1-hez képest joval lassabban aktivalja az
Orail-et [54-58]. A STIM2 Jurkat T-sejtekben expresszalva csokkenti CRAC aramokat,
csendesitése viszont nincs hatassal a SOCE-ra, csak a bazalis Ca?*-szint szabalyozasara,
valamint a STIML1 jelenléte szlikseges a STIM2 Orail-hez valé kapcsolodaséhoz [57].

Az Orail és a STIM1 kulonféle funkcidvesztéssel jar6 mutacidéi a CRAC csatorna
miikodését (pl. konduktancia csokkenés, megsziinés) €s ezzel egyutt az immunvélasz
kialakulasét is gatolhatjak. A CRAC csatorna funkcié modosulésa ill. teljes elvesztése
immunhidnyt, gyakori fert6zéseket, T-sejt aktivacios deffektusokat, velesziletett 1égz6izom
elégtelenséget okozhat [17, 59-61]. Eppen ezért az Orail kiilonbozé fenotipusaira/mutansaira
irdnyulé kutatdsok rendkivil fontosak a CRAC csatorndhoz kotheté betegségek
mechanizmusanak megismerese végett [17, 61, 62].
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Extracellular

ORAI1
o “  CAD binding
CAD binding domain (272-292)
domain (73-85)
COOH
NH, Intracellular
B
CAD(342-448)
STIM1 _
SOAR (345-444)
Intraluminal domain _Cca Cytosolic domain
i T B
1-22 63-127 132-200 213-234 234-340 343-438 600-629

3. dbra Az Orail és a STIML1 felépitése [51]

(A) TM1-TM4: Transmembrane domain. CAD binding domain: CRAC activation domain
binding domain. (B) Sig: Signal peptide. CEF: canonical EF-hand. hEF: hidden EF-hand.
SAM: sterile alpha motif. TM: transmembrane domain. CC1-CC3: coiled-coil domain. CAD:

CRAC activation domain. SOAR: STIM1-Orail activation region. S: serine. P: proline. K:
lisine.

1.3 A Kvl ioncsatornak membranexpresszidja

Szamos tanulmany jelent meg az ioncsatornak genezisérél, a membranba torténd
Kijutasrdl és a csatornak osszeszerelédésérdl [25, 26, 63, 64]. Habar sok membranfehérje
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rendelkezik egy egyértelmiien azonosithaté szignalszekvenciaval, amely a plazmamembranba
valé kijutashoz sziikséges, a Kv1 csatornakbol hianyzik ez a motivum, és maga az S2 szegmens
szolgal a membranba torténd expresszio felismerési helyeként [25]. Tovabba leirték, hogy a
Kv1 csatornakban jelen van tobb olyan fehérje motivum, amely szabalyozhatja az ER-beli
retenciot, vagy a plazmamembranba toérténé kijutast [65-67].

A Kvl.4 csatorndk esetében az intracellularis C-terminus ,,VXXSL” motivuma (618-
622 aminosav) és a porusrégio segiti el6 a magas sejtfelszini expressziét és szabélyozza a
membranba jutast [65]. A Kvl.1 csatornabol azonban hianyzik a ,,VXXSL” szekvencia,
ehelyett egy ,,HRET” aminosav motivummal rendelkezik, amely kdzvetleniil az S6 szegmens
utan helyezkedik el a csatorna C-terminalisan. A Kv1.1 csatorna HRET szekvenciajaban 1évo
R vagy H aminosav utani stop kodon inzercié a vezet6képességének elvesztését eredményezi,
viszont a sejtfelszini expresszids szint nem valtozik meg [68]. Emellett Lu és munkatarsai
kimutattak, hogy a Shaker K* csatornak (ez a Kvl homolégja a Drosophila melanogasterben)
a C-terminalis ,,HRE” szekvencia nélkiil is képesek a plazmamembrénban kifejezddni,
azonban a ,,HRE” régi6 hianya drasztikus valtozast eredményezett a steady-state (egyensulyi)
aktivacios kapuzasi paraméterekben, szemben a Kv1.1-gyel, mely nemvezetévé valt [69]. A
,HRET” szekvenciat megel6z6 aminosavak eltavolitdsa a Shaker csatorndban (éppen
ellenkezdleg, mint a Kvl.1-re leirtakkal) megakadalyozta a csatorna membranba torténd
kifejez6dését [63].

A kozelmultban szamos tanulmény beszamolt arr6l, hogy a Kv1.3 csatorna C-
termindlis delécidja nagymértékben rontja a csatornak plazmamembranba térténd transzportjat,
valamint, hogy a Kv-csatornak C-terminusa fontos interakciés hely lehet szamos
kihorgonyzd/adapter fehérjének (PSD95, SAP97, kortaktin) [30, 63, 70-75]. Ezen Kivil a
Kv1.3 csatorndkban megtalalhatd ,,HRET(E)” szekvencia, mely kdzvetleniil az S6 szegmens
utan helyezkedik el, kozel az aktivacios kapuhoz, ezért a C-terminalis levagasa, beleértve ezt
a motivumot is, megzavarhatja az aktivacios kapu milkodését, ezzel létrehozva egy
plazmamembranban kifejez6d6, de nem vezeté fenotipust [76]. A Kv1.3 csatornar6l
kimutattdk, hogy a C-terminalisan 1év6 két glutamat (E, negativ toltéstiek) jelenléte
befolyasolja a csatorna sejtmembranba torténé kijutasat: ezeknek az aminosavaknak a C-
termindlissal egyiitt torténd delécidja/eltavolitasa vagy izoleucinra torténé mutaciok hatasara a
Kv1.3 csatorna nemvezetové valt és plazmamembranbeli expresszidja is drasztikusan
lecsokkent [63].
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1.4 Immunologiai szinapszis és T-sejt aktivacio

A T-limfocitak in vivo aktivacidja az antigen prezentalo sejtekkel (APC) val6 talalkozas
sorén valosul meg. A T-sejt és az APC kozotti fizikai kolcsonhatas kiilonboz6 jelatviteli
kaszkadok elinduldsat eredményezi, mely a T-sejt polarizaciojdhoz vezet: a sejtfelszini
fehérjek, intracellularis organellumok és jelatviteli molekuldk felhalmozddasa a T-sejt-APC
kozott 1étrejové immunoldgiai szinapszisban (IS) [1-3]. A specifikus sejtfelszini fehérjék IS-
be torténd mozgasa sziikséges a T-sejt megfelel aktivalasahoz. Az IS kialakuldsa utan és
megléte soran szamos membran (CD43, CD44, CDA45) és intracellularis fehérje ((p56)Lck,
SAP97, PSD-95, HS1 stb.) rendezbédik be, valamint az F-aktin fokozott polimerizacioja
figyelhet6 meg a T-sejtben (4. A &bra) [77, 78].

Ez az atrendezddés hozza létre az ugynevezett szupramolekuldris aktivacidés komplexet
(SMAC) a T-sejt és APC hataran, amelyet egy centréalisan elhelyezkedé (c-SMAC) és egy
perifériasan elhelyezked6 (p-SMAC) gytirtiszeriien elhelyezkedd régio hoz létre [79]. Ezek a
régiok kiilonb6z6 molekulakbol épiilnek fel: mig az elébbit a TCR (T-sejt receptor), a CD28,
valamint szdmos intracellularis jelatviteli molekula, mint példaul a protein kindz C ® (PKC®),
Ugy az utdbbit az aktinhoz k6t6do6 talin, a limfocita-specifikus protein tirozin kindz (LCK), az
intraclellularis adhéziés molekula 1 (ICAM-1), valamint a hozza kapcsolodé LFA-1 (limfocita
funkci6-asszocialt antigén 1) alkotja [79, 80]. Tovabba nemrégiben egy harmadik, disztalis
réteget is felfedeztek (d-SMAC), amelyben tobbek kdzott a CD45 jatszik szerepet (4.B abra)
[81].

A fent emlitett adhéziés molekuldk mellett, a kostimulacids fehérjék is fontos szerepet
jatszanak az immunologia szinapszis miikodésében. A CD28 receptor a CD80-al kapcsolodik
0ssze és dusul fel a cSMAC régidban, valamint a PKC® molekuldk is nagy mennyiségben
vannak jelen a szinapszis centralis részében [78]. A szupramolekularis aktivacios komplex
periférias gytriijében elhelyezkedé CD2 a CD48-hoz, illetve a CD59-hez is képes kotddni.
Foszforilaciot indukalva képes az intracellularis Ca?* szint potencirozasara, valamint eldsegiti
a T-sejt APC-hez torténé kapcsolodasat [82, 83].

Tovabba a T-sejtre és az APC-re is egyarant jellemz06, hogy az IS-t F-aktin szalak stabilizaljak.
A TCR stimulaci6 a WASp, a WAVE2 és a HS1 aktin szabalyozd fehérjéket az 1S-be
toborozza, valamint aktivalja a specifikus kindzokat, adaptermolekulakat (Dlgl), Rho
GTPazokat magaban foglalo Utvonalakat és az Arp2/3 komplex-fiiggd aktin polimerizaciot
[77]. Ezzel parhuzamosan a CD2 és CD28 molekulak aktivacidja defoszforilaciot és a kofilin

aktivaciojat indukélja. A kofilin aktin szélakat ,szétvalasztdo aktivitisa” a szalakat
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monomerekké bontja szét és Uj végeket hoz létre a szalak meghosszabbitasara, amely folyamat
tovabb fokozza az aktin polimerizaciojat az I1S-nél. A TCR stimulaci6 az ezrin és a moezin
ERM fehérjék atmeneti defoszforilacidjat is indukalja, ami e fehérjék felszabadulasahoz vezet

az aktin szalakbol és a plazmamembranhoz k6t6do fehérjékbal [77].

A

CD4/CD8

\ CTLA4-CD80/CD86

CD2-CD48/CD59

4. &bra Az immunoldgiai szinapszis felépitése [78]
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A legUjabb vizsgalatok azt mutatjak, hogy olyan fontos fehérjék, mint példaul a Kv1.3,
a KCa3.1 és a CRAC - mind a STIM1, mind az Orail alegységek — is felhalmozodnak az
immunoldgiai szinapszisban (IS) (5. &bra) [10, 12-15].

5. &bra loncsatornak az immunoldgiai szinapszisban
A sematikus abra az ioncsatornéakat (Kv1.3, KCa3.1, STIM1+Orail = CRAC) abrazolja az

immunoldgiai szinapszishan, a T-sejt-APC interfésznél.

1.5 loncsatornak az immunolégiai szinapszisban

Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a Kv1.3 ioncsatornék feldusulnak a T-sejt és
APC kozott kialakult immunszinapszisban, valamint a mikodéstiik is megvaltozik
foszforilacid, illetve defoszforilacié révén (6. abra) [12, 13]. Tovabba igazoltdk, hogy a T-
sejtekben is jelen 1évé PSD-95 fehérje fontos szerepet jatszik a Kv1.3 csatorna szinapszisba
csatorna az F-aktin polimerizacio soran kihorgonyzodik az aktin citoszkeletonhoz [13].
Szamos tanulmany foglalkozott az SLE (szisztémas lupusz eritematdzusz) betegseg lehetséges
kivalté okaival, ahol tobbek kodzott azt mutattdk ki, hogy az SLE-s T-sejtekben a Kv1.3

csatorna IS-be torténd berendezddésének dinamikéja eltér az egészséges T-sejtektdl [84].

17



Egészseges sejtekben a Kv1.3 csatornak feldusulasanak folyamatos novekedése figyelhetd
meg a szinapszis képzddés alatt, mig az SLE-s sejtekben a Kv1.3 ioncsatorna az IS képz6dés
korai szakaszaban elhagyta a szinapszist. Ez a lecsokkent tartozkodasi id6 az IS-ben
bizonyitottan hozzajarul a T-sejt magasabb citoszolikus Ca®* szintjének kialakulasahoz, mely
az SLE-s T-sejtek hiperaktivitasat okozhatja [84]. Tovabba a Kv1.3 esetében azt is leirték,
hogy a csatorna IS-be torténé difftiziojanak gatlasa antitest-keresztkotéssel a CD3-CD28

indukalt Ca®*jel modosulasat eredményezte az immunoldgiai szinapszisban [85].

Kvl.3 CD3 Merge

6. abra A Kv1.3 csatorna feldisul az immunoldgiai szinapszisban, Jurkat T-sejtekben [13]
Immunszinapszis létrejotte a SEE-eldkezelt Raji és az mGFP-jeldlt vad tipusd Kv1.3-t
expresszald Jurkat (Jurkat-mGFP-Kv1.3-WT) sejtek kdzott. Balrol jobbra: Az elsé felvétel a
Kv1.3 jelet mutatja; az mGFP-vel jel6lt csatornak zold szinnel jelennek meg. A Jurkat sejteket
anti-CD3 primer és Alexa Fluor 647 GAMIG szekunder antitestekkel jelolték meg a
szinapszisok azonositasara (masodik kép, magenta). A harmadik oszlop a Kv1.3 és anti-CD3
Sfluoreszcencia jel atfedé képeit mutatja, mig az IS-t alkoto sejtek faziskontraszt keépei a negyedik

oszlopban jelennek meg. A skéla 70 um hosszisagu.

Emellett beszamoltak arrol, hogy a Ca?* aktivalta CRAC csatorna mindkét alegysége
(az Orail es a STIM1) felhalmozodik az 1S-ben (7. dbra). Kimutatték azt is, hogy az Orail
képes berendezdédni a szinapszisba Jurkat és huméan T-sejtekben egyardnt, még akkor is, ha az
Orail nem vezeté mutansat (E106) expresszaljak a sejtekben . Tovabba a CRAC csatorndkon
keresztuli kalcium bearamlas elésegiti az aktin filamentumok polimerizacidjat és
berendez6dését az immunologiai szinapszisban, mely az ER atrendez6déséhez, és ez altal az
Orail és STIM1 IS-be torténé diffuzidjahoz vezet. Ezen kivil az aktin berendezédésében és

dinamikajaban bekovetkezé koros elvaltozasok nem a Ca?* eltavolitasa miatt jonnek létre,
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sokkal inkabb a CRAC csatornakon keresztiili Ca?" bedramlas gatlasanak kovetkezményei
[86].

merge

STIM1

7. abra Az Orail és STIMI berendezddése T-sejtekben a dentritikus sejtekkel vald
kdlcsénhatés soran [14]

Primer human T-limfocita IS-ben egy SEB-el aktivalt, autolog dendritikus sejttel (bal felul). A
GFP-vel konjugélt Orail (bal alul) és anti-human STIM1 (jobb alul) antitesttel jel6lt STIM1

az immunoldgiai szinapszisban. A kék és zold csatorna fuzidja (jobb felsé abra). Skala: 5 pm.

1.6  MAGUK feheérjecsalad, SAP97

A MAGUK (membran-asszocialt guanilat kindzok) fehérje csalad tagjainak foéként a
neuronalis szinapszisok 1étrehozasaban és miikodésében van szerepiik. Felépitésiiket tekintve
kiilonb6z6 szami PDZ domént, SH3 domént, L27 domént és egy C-terminalis GUK (guanilat-
kinaz) domént tartalmaznak, emiatt képesek kialakitani fehérje-fehérje kolcsénhatasokat
citoszkeletalis fehérjékkel és a jelatvitelben részt vevé molekuldkkal [87]. A MAGUK
fehérjék kiilonbozé szdmiu PDZ domént tartalmaznak, amelyen keresztiil az interakcids
partnerek C-terminalisahoz képesek kotddni. A fehérjében 1évé SH3 domén szintén a fehérje

interakciok kialakitasat teszi lehetévé [88].
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A Dlgl (Discs large homolog 1), mas néven szinapszis-asszocialt fehérje 97 (SAP97),
a MAGUK fehérjék csaladjaba tartozd kihorgonyzo fehérje. Széles korben expresszalodik,
kiléndsen a test hamsejtjeiben. A tébbi MAGUK-hoz hasonléan a SAP97 is harom PDZ
(PSD-95, Dlg és ZO-1) doménbdl, egyetlen SH3 és egy GUK doménbél all (8.4bra) [87].
Kimutattak, hogy a SAP97 szamos partnerrel 1ép kélcsonhatasba a fehérje-fehérje interakcios
domeénjein keresztil, beleértve a membran ioncsatornait és a citoszolikus fehérjéket [13, 74,
89-91]. A SAP97 képes a kélium és natrium ioncsatornakhoz kotédni szivsejtekben, és ezaltal
szabalyozni a sziv akcidspotencialt, illetve a kés6i befelé egyeniranyité K* aramokat, valamint
a SAP97 fontos szerepet jatszik a kaliumcsatornak lokalizaciojanak és kihorgonyzasanak
iranyitasaban idegsejtekben [13, 74, 90, 91]. Tovabba azt is leirtak, hogy a SAP97 mas adapter
fehérjékkel egyutt (PSD-95) akkumulélédik az immunoldgiai szinapszisban, majd 15 perc
utan csokkent felhalmozddast mutat T-sejtek és CD3-CD28 antitesttel bevont gydngyok

kozott kialakult szinapszisban [92].

8. dbra A SAP97 fehérje szerkezete [89]
A SAP97 harom PDZ (PDZ1, PDZ2, PDZ3) doménbdl, egyetlen SH3 és egy GUK (guanilat-

kindz) doménbdl all.
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2 Célkitiizések

I. A Kv1 csatorndk membrénexpressziojat és vezetOképességét kiillonbozé fehérje motivumok
(VXXSL, HRET) képesek szabalyozni, amelyek foként a csatornafehérje C-terminalisan
talalhatok. A fesziiltség-fiiggé Kv1.3 csatorna fontos szerepet jatszik a Ca®* jel
szabalyozésiban a T-sejt aktivacio soran. C-terminaliséhoz szamos adapter fehérje képes
kotédni, valamint megtalalhaté benne a ,,HRET” motivum is, igy fontos annak megismerése,
hogy ezek hianyaban (C-terminalis, HRET szekvencia) hogyan modosul a csatorna mitkodése
és expresszidja. Eppen ezért a Kv1.3 csatorna esetében a kovetkezd kérdések megvélaszolasat
tuztik ki célul:

1. Hogyan befolydsolja a Kv1.3 csatorna C-terminalisanak részleges vagy teljes
eltavolitasa a csatorna sejtfelszini expressziojat és/vagy vezetdképességét?

2. A Kvl.3csatorna esetén milyen szerepe van a HRET(E) szekvencidnak?
3. Helyettesitheté-e a HRET(E) szekvencia mas aminosavakkal?

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

Il. Kordbban leirtdk, hogy a T-sejtek aktivacioja sordn az Orail csatorndk fontos szerepet
jatszanak a Ca?* jelatvitelben, és a T-sejt és APC koz6tt kialakulé immunolégia szinapszisban
feldisulnak, azonban ennek kinetikaja nem ismert. Mas ioncsatornakrol (pl.: Kv1.3) ismert,
hogy kiilonb6zd adapter fehérjék kotddése hatassal van a csatorndk szinapszisban torténd
felhalmozodasara, sejten belili elhelyezkedésére. Mindezek alapjan az Orail esetében a

kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. A vad tipusu Orail csatorna milyen 1S-beli felhalmozodasi kinetikat mutat Jurkat T-
sejt és CD3-CD28 antitesttel bevont gyongyok kozott kialakitott immunoldgiai
szinapszisban?

2. Az B izoforméhoz hasonlitd, N-terminalisan deletalt Orail esetén valtozik-e az 1S-beli
felhalmozddas dinamikaja?

3. A kiilonbozdé, Orail-hez kotéds intracellularis fehérjek (STIM1, SAP97) miként
befolyasoljak a szinapszisba rendezddést?

4. Milyen funkcionalis kovetkezményei vannak a kiilonboz6 modositisoknak
(gencsendesités, mutécio) az egyedulallo ill, szinapszisban lévd T-sejtekben?
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3 Anyagok és mddszerek

3.1 Reagensek

A haszndlt oldatokat és a reagenseket a Sigma-Aldrich-tol (St. Louis, MO, USA) szereztik

be, ha ez masképpen nincs jeldlve.

3.2 Plazmidok, klénozas

A vadtipusu humén Kv1.3 csatornat (acc. #: M85217) pEGFP-C1 vektor plazmidba

(Clontech, USA) klonoztuk a Bgl 11 és EcoR | restrikcios helyek segitségével (Thermo Fisher
Scientific Inc.). A ,,ragados-vég” ligalasahoz T4 DNS-ligazt hasznaltunk a standard protokoll
szerint (Biocenter Ltd., Magyarorszag). A deléciés (AC, NOHRET, HRETE) és inzercios
és/vagy pontmutécios (FLAG, XHRETE, polyA, Atail) mutansokat tigynevezett ,,flanking”
primer mutagenezissel hoztuk létre. A pont mutansokat (H399K, A413V), illetve a teljes
hosszusagu Kv1.3 csatornat pRc-CMV vektorban expresszaltattuk.
A teljes hosszisagu és mutans Kv1.3 csatorndk kotranszfekciojdhoz mCherry-vel jeldlt
vadtipusu Kv1.3 csatornat két 1épésben hoztuk 1étre: el6szor az EGFP-t Kicseréltik mCherry-
vel a pEGFP-C1 plazmidban, majd a vadtipusu Kv1.3 csatornat EcoR | és Bgl Il enzimek
segitségével a pmCherry-C1 vektorba klonoztuk.

A vadtipusi Orail csatornat (Orail-Full), amelyet Richard Lewis laboratériuméabdl
(Department of Molecular and Cellular Physiology, Stanford University, California, USA)
kaptunk és az N-termindlisan trunkalt Orail csatornat (Orail-A72), amelyben az elsé 72
transzdukcidhoz hasznalt pBMN-LacZ vektorba (Nolan laboratoriuma/ Nolan’s lab, Baxter
Laboratory in Genetic Pharmacology, Department of Microbiology and Immunology, Stanford
University, Stanford, California, USA) klénoztuk Hind 11l és Not | restrikcids helyek
segitségével (Thermo Fisher Scientific Inc).

A klonozas prokollja réviden az alabbi volt: a PCR soran felsokszorositott konstruktokat 1%-
0s agar0z gélen megfuttattuk, majd kivagtuk és kitisztitottuk fenol-extrakciés maddszerrel.
Ezutadn mind az inzertet, mind a vektort a megfelel6 restrikcids enzimekkel hasitottuk (Bglll és
EcoRI a Kv1.3 eseten, Kpn2l és Notl az Orail-nel), majd ismét kitisztitottuk fenol-extrakcios
modszerrel. A ligalashoz T4 DNS-ligazt hasznaltunk a standard protokoll szerint (Biocenter
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Ltd., Magyarorszag). Az 6sszes konstruktot a Debreceni Egyetem Klinikai Genomikai

Kdzpontjaban szekvenaltattuk.

3.3 Transzformalas

A PCR soran elkésziilt plazmidokat 200ul E. coli kompetens sejthez (DH5a, ET12567)
adtuk hozza, majd 20 percig jégen inkubaltuk. 42°C-on hésokkot alkalmaztunk (50-60 s), majd
ismét jégre helyeztik a mintakat. Ezutan 800l SOC meédiumot adtunk a sejtekhez és 1 6ran
keresztil razattuk 200 rpm-en, 37°C-on. Az igy kapott sejteket megfelelé antibiotikum
tartalmu (ampicillin vagy kanamicin) agar taptalajra szélesztettlik. A petriben 1évo6 sejteket 16

oran keresztiil, 37°C-on novesztettik.

3.4 Plazmid preparalas

A transzformalds soran kindtt baktérium telepekbdl a megfeleld antibiotikum tartalma LB
vagy TB téapoldatba oltottunk le egy-egy telepet, és 16 6rén keresztil, 37°C-on, 200rpm-en
razattuk. A plazmid DNS kis mennyiségii tisztitasahoz PureYield Plasmid Miniprep System-
et (Promega Corporation, USA) hasznaltunk, a nagyobb mennyiségii plazmid kinyeréséhez

pedig PureYield Plasmid Maxiprep System-et (Promega Corporation, USA) alkalmaztunk.

3.5 Sejtek és transzfekcio

A Jurkat E6-1 sejteket RPMI médiumban (#R6504, Sigma-Aldrich Ltd., Magyarorszag)
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 névesztettiik (#12800,
Sigma-Aldrich Ltd., Magyarorszag), 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 Kvl.3 ioncsatorna esetében az expresszids rendszer (HEK tsA-201) merésekre gyakorolt

hatésainak (pl.: endogén Kv1.x csatornak/alegységek jelenléte, amely eldsegitheti a heteromer
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csatornak képzddését, és kifejezddését a membranban) kizardsa érdekében a tézisben
bemutatott kisérleteket CHO sejtekben végeztiik el, mivel ezek nem mutattak mérhet6 teljes-
sejt &ramot +50mV mellett [93, 94].

A DNS plazmidok tranziens transzfekcidjat Lipofectamine 2000TM (Life Technologies,

Magyarorszag) segitségével vegeztik a gyarto altal megadott protokoll alapjan.

3.6 Viralis transzdukcio

A Jurkat-sejtek retroviralis transzdukcidjahoz Nolan laboratérium weboldalardl letoltott
protokollt  alkalmaztuk  (http://www.stanford.edu/group/nolan/, letoltés  datuma:

2010.augusztus).

3.7 Retroviralis sShRNS-es géncsendesités

A STIM1 és SAP97 fehérjék leutését Jurkat-sejtekben a viralis transzdukciohoz hasznalt
protokoll alapjan (Nolan laboratérium) Mission shRNS (Sigma-Aldrich Ltd.) plazmidok
segitségével végeztiik. Az shRNS szekvencia a kovetkez6 volt a STIM1 esetében:
CCGGTGGTGGTGTCTATCGTTATTGCTCGAGCAATAACGATAGACACCACCATTT
TG (MGFP-Orail-Full-STIM1-KD); és a SAP97 esetében: CCGGCGGGTCAATGACTGTA
TATTACTCGAGTAATATACAGTCATTGACCCGTTTTT (mGFP-Orail-Full-
SAP97=KD).

A transzdukcio kontrolljakent pLKO.1-puro plazmidot (Sigma-Aldrich Ltd.) hasznaltunk,
ami egy olyan shRNS inzertet tartalmazott, amely nem kapcsolodik egyetlen ismert génhez
sem (MGFP-Orail-Full-PURO). A géncsendesités hatékonysagat western-blottal ellenériztiik.

3.8 Membran jeldlés

Az mGFP-Orail-Full, mGFP-Orail-A72, mGFP-Orail-Full-PURO, mGFP-Orail-Full-
STIM1-KD és mGFP-Orail-Full-SAP97-KD sejtek esetében az ioncsatornakat expresszald
Jurkat-sejteket tivegalji petribe raktuk, majd 62,5 uM Alexa Fluor™ 647 NHS észterrel 20
percig jeloltiik 6ket jégen, 1x TBS-ben (Tris-buffered saline/ TRIS pufferolt sooldat; 25 mM
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Tris-HCI, pH7.5, 150 mM NaCl). A konfokalis képek elkészitéséhez NIKON Ti2

mikroszkopot, a kiértékeléséhez ImageJ szoftvert hasznaltunk.

3.9 Gél elektroforézis és western blot

A fehérje mintakat SDS gélelektroforézissel méretiik alapjan elvalasztottuk, ahol 12%-0s
gélt hasznaltunk (20percig 80V, majd 90percig 120V feszultséget alkalmazva), majd PVDF
membranra (Millipore, Billerica, MA, USA) transzferdltuk. A membrént sovany tejporral
blokkoltuk (Ddoczy ABC, Debrecen), majd hozzaadtuk az els6dleges antitesteket: egér anti-
STIML1, anti-FLAG M2, egér anti-SAP97 és nyul anti-aktin. Ezutan a membrant mostuk tween
20-at tartalmazd TBS-ben (Tris pufferolt sdoldat), majd hozzaadtuk az anti-egér 1gG vagy anti-
nyul 19G HRP-kapcsolt méasodlagos antitesteket (Cell Signaling Technology, Inc., Beverly,
MA). Majd a membranokat 3-szor mostuk TBS-ben és 1-szer desztillalt vizben, végiil Pierce™
ECI reagenst (Thermofisher, Magyarorszag) adtunk hozza és FluorChem Q Multilmage 111
Western blot képalkot6 rendszer (ProteinSimple, USA) segitségével eléhivtuk. A Kisérletek

soran 1x10° 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 flzids
fehérjéket (GST-Orail-1-72; GST-Orail-1-88; GST-Orail-259-301) valamint a negativ
kontrolként hasznalt pGEX-4T-2-GST (glutation-S-transzferaz) fehérjéket Escherichia coli
(BL21) baktériumban termeltettik. A bakterialis lizatumokat 1 mM izopropil-béta-D-
tiogalaktoziddal (IPTG) indukaltuk 2 6rdn at szobahdmérsékleten, majd centrifugalassal
Osszegyljtottiik, mostuk haromszor 1-szeres PBS-sel. Ezutdn 50 mM Tris-HCI-t (pH 7.5),
0,1% Tween20-t, 0,2% 2-merkaptoetanolt és proteazgatlé koktél Ill-at (Calbiochem,
Darmstadt, Németorszag) tartalmazd lizispufferben szonikéltuk. Ezutan SDS gélen
megfuttattuk és 1lpercig Coomassie-festekkel megfestettiik, majd 16 6ran keresztil mostuk
12% etanolt és 7% ecetsavat tartalmazo oldatban a fehérje termel6dés ellenérzése végett.

A GST affinitas kromatografia soran a korabban letermelt bakterialis fehérjékbol a pGEX-
4T-2-GST és GST-Orail-1-72 bakterialis lizatumokat 1 6raig GST SpinTrap oszlopokra (GE
Healthcare, USA) kotottiuk ki, 4 °C—on inkubalva és allandoan forgatva. A Jurkat sejteket
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(amelyek az SAP97 fehérjéket tartalmazzak) haromszor mostuk 1xPBS-sel, majd
lizispufferben szonikaltuk és hozzaadtuk a GST oszlopokhoz, melyekhez el6z6leg felkotottiik
a megfelelé GST konstruktot, majd egy éjszakan at inkubaltuk 4 °C -on. Mésnap a GST
SpinTrap oszlopokat mostuk és az oszlopokhoz kotddott fehérjéket 10 mM glutationnal
eludltuk. Az eludtumokat SDS-PAGE segitsegével véalasztottuk szét, és PVDF membranra
vittik at. A fehérjek jelenlétét western-blottal igazoltuk specialis SAP97-elleni antitest

segitségeével.

3.11Retroviralis ShRNS-es géncsendesités

A STIM1 és SAP97 feherjék lelitését Jurkat sejtekben a viralis transzdukciohoz hasznalt
protokoll alapjan (Nolan laboratérium) Mission shRNS (Sigma-Aldrich Ltd.) plazmidok
segitségével végeztiikk. Az shRNS szekvencia a kovetkez6 volt a STIM1 esetében:
CCGGTGGTGGTGTCTATCGTTATTGCTCGAGCAATAACGATAGACACCACCATTT
TG (MGFP-Orail-Full-STIM1-KD); és a SAP97 esetében: CCGGCGGGTCAATGACTGTA
TATTACTCGAGTAATATACAGTCATTGACCCGTTTTT (mGFP-Orail-Full-SAP97-
KD).

A transzdukci6 kontrolljaként pLKO.1-puro plazmidot (Sigma-Aldrich Ltd.) hasznaltunk,
ami egy olyan shRNS inzertet tartalmazott, amely nem kapcsolodik egyetlen ismert génhez

sem (MGFP-Orail-Full-PURO). A géncsendesités hatékonysagat western-blottal ellenériztiik.

3.12 Immunfluoreszcencia

A FLAG epitoppal jeldlt EGFP-Kv1.3 plazmidokat expresszalé HEK tsA-201 és CHO
sejteket poly-L-lizinnel bevont lemezekre cseppentettiik és 3-4 6ran keresztiil inkubaltuk 37°C-
on, 5 %-0s CO2 mellett. Ezutan fixaltuk a sejteket 1%-o0s formaldehid oldatban, majd egér anti-
FLAG M2 antitesttel (1:1000, Sigma Aldrich Ltd, Magyarorszag) jeldltik. Masodlagos
antitestként kecskében termeltetett anti-egér Alexa 647-et (Thermofisher, Magyarorszag)
adtunk a sejtekhez 16ran keresztul. Végil a lemezeket Fluoromount G-vel (eBioScience, USA)
fedtlik be. A konfokalis képeket Zeiss LSM 510 META és Olympus FV-1000 mikroszkopokkal

rogzitettik. He-Ne lézert valasztottuk az Alexa647 és mCherry (633 és 543nm) gerjesztésére,
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valamint argon lézert (488 nm vonal) az EGFP megjelenitésére. A szeletek vastagsagat kb.

1ume-re allitottuk be.

3.13 Immunologiai szinapszis létrehozasa

A vad tipusu (mGFP-Orail-Full), az N-termindlis levagott (mMGFP-Orail-A72) Orail
csatornakat expresszalo Jurkat sejtekhez, illetve a vadtipusu Orail csatornat expresszalo, de a
STIM1 fehérjet (MGFP-Orail-Full-STIM1-KD) és SAP97 fehérjét (mGFP-Orail-Full-
SAP97-KD) nem tartalmazo, valamint a kontroll shRNS-t (mGFP-Orail-Full-PURO)
tartalmaz6 Jurkat sejtekhez CD3-CD28 gydngyoket adtunk (Dynabeads™ Human T-Activator
CD3/CD28, Thermofisher, Magyarorszag), hogy immunoldgiai szinapszist hozzunk Iétre,
majd 200g-n dsszecentrifugaltuk 1 percig, 37 °C-on [84, 95, 96].

Ezutan a sejt-gyongy 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 tettik és acetonnal fixaltuk 1 percig. Ezt kovetéen 1% BSA-t tartalmaz6 1x
TBS-sel (25 mM Tris—HCI, pH7.5, 150 mM NaCl) mostuk a sejteket, majd Alexa-546-
falloidinnel (Thermo Fisher Scientific Inc.) jeldltik meg, melyet az IS létrejottének
indikatoraként alkalmaztunk. A falloidint 10% BSA-t tartalmazd, 1x TBS-ben adtuk a
sejtekhez, és 20 percig szobahémérsékleten inkubaltuk vele a sejteket. Végul a lemezeket
Fluoromount G-vel (eBioScience, USA) fedtiik be. A konfokalis képeket NIKON Ti2
mikroszkoppal rogzitettik.

Az mGFP-Orail-Full-PURO, mGFP-Orail-Full-STIM1-KD, mGFP-Orail-FUII-SAP97-KD

sejtek mérését parhuzamosan végeztik.

3.14 Konfokalis mikroszkopia és kiértékelés

A Kvl1.3 csatorna vizsgalatakor Zeiss LSM 510 META és Olympus FV-1000
mikroszkopok segitségével rogzitettik a képeket. Az Alexa647 gerjesztéséhez He-Ne lézert
(633 nm lézervonalat), a GFP gerjesztéséhez argon lézert (488 nm-es vonalat) alkalmaztunk, a
szeletek vastagsaga koriilbeliil 1 um volt.

Az Orail esetében az immunologia szinapszisrol készilt képeket NIKON Ti2 mikroszkop

segitségevel rogzitettik (a szeletek vastagsaga koriilbeliil 1 um volt). Az mGFP gerjesztéséhez
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argon lézer 488 nm-es vonalat, az Alexa 546 esetében az 546 nm-es He-Ne lézergerjesztést
alkalmaztunk, és az emittalt fényt 505-550nm és 550-640nm savsziirék segitségével
detektaltuk.

Az Orail-csatorndk IS-ben valo tartdzkodasi idejének meghatarozasahoz a CD3-CD28
gyongyokhoz kapcsolddott Jurkat T-sejtek konfokalis képeit rogzitettik az 1., az 5., a 15., a
30. és a 60. perchben. Az IS-kialakulasanak meglétét a T-sejt F-aktin (Alexa-546-falloidin)
polarizécidja jelezte, CD3-CD28 gyongy és a Jurkat sejt érintkezésénél (9. abra).

A546-falloidin mGFP-Orai1 Vilagos latétér

9. dbra Az Orail csatorna I1S-ben torténd felhalmozoddsdanak analizise

A szinapszisban tartdzkodas kinetikajat Ugy hataroztuk meg, hogy konfokalis képeket
készitettlink azon Jurkat sejtekrdl, melyek a kiilonbozé Orail konstruktokat fejezték ki. A) Az
IS-l1étrejottének indikatorként Alexa546-falloidin festést alkalmaztunk (piros), hogy
kivalasszuk a szinapszisban felhalmozddast mutatdo B) mGFP-Orail csatornakat (zold). C)
A vilagos latétér felvételt a sejt-gydngy pozicidk, illetve a hattér meghatarozasahoz
hasznaltuk. A gyongyoket csillaggal jeloltiik. Az ImageJ szoftver segitségével azonos méretii
négyzeteket (sarga) rajzoltunk minden képre, azonos helyre a 1) szinapszisban, a 2)

szinapszison kivul a sejtre és a 3) hattérre. A skéla 10um hosszu.
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A konfokalis képek kiértékeléséhez az ImageJ szoftvert hasznaltuk: az A546-falloidinnal
jelolt F-aktin szinapszisbeli polarizacioja alapjan (amely kijel6li a szinapszis helyét) azonos
nagysagu negyzeteket rajzoltunk ROI-ként a szinapszisban, a szinapszison kivil (beleértve a
membrant és az intracellularis régiokat) és egy sejtmentes terlleten hattérként (9. A abra). Majd
ezeket a meghatarozott helyzetti ROI-kat hasznaltuk az mGFP fluoreszcens csatorna esetében
az mGFP-Orail felhalmozddasanak meghatarozasara (9. B abra). Az akkumulaciét a

kovetkezd egyenlettel hataroztuk meg:

Atlagos Orail intenzitas IS-ben - Atlagos hattérintenzitas

~ Atlagos Orail intenzitas az IS-en kiviil - Atlagos hattérintenzitas

ahol egy sejtet akkor tekintettiink Orail-polarizaltnak, ha az akkumulaciés aranya (AA) 1,5-
nél magasabb volt [13, 84].

3.15 Intracellularis kalcium meérés

Az Orail-et kifejez6, kiillonb6z6 JurkaT-sejteket poly-L-lizinnel bevont livegalju petrikbe
helyeztik szintelen RPMI médiummal egyiitt, majd 1 uM FURA-2 acetoxi-metilészterrel
(Thermo Fisher Scientific Inc.) megtoltottik és inkubaltuk 25 percig, 37°C-on, 5%-0s CO>
tartalom mellett.

A sejteket 2mM Ca?*-ot tartalmazé oldattal mostuk (143,3 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 10 mM
HEPES, 5,5 mM glikéz, 2 mM CaClz, 1 mM MgCl.) és az inverz fluoreszcens mikroszkop
~35-37°C-ra fiitdtt mintatartojéba helyeztiik. A sejteket 2mM-0s Ca®* oldattal, majd OmM-os
Ca?* oldattal (143.3 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 10 mM Hepes, 5.5 mM glikdz, 1 mM MgCly,
0.1mM EGTA) perfundaltuk. Ezutan 1 uM thapsigargin-t (TG) (Thermo Fisher Scientific Inc.)
tartalmazé OmM-os Ca?* oldatot adtunk a sejtekhez az endoplazmatikus retikulum (ER) Ca?*
raktarainak Kiiiritésére. A Ca®* visszaadasa soran, az 1 pM thapsigargin-t (TG) tartalmazd
2mM-os Ca?* oldattal valé perfundalassal aktivaltuk a Ca?* bearamlasat a SOCE-n keresztiil.

A mérésekhez NIKON ECLIPSE Ts2R mikroszképot hasznaltunk, amelyet VisiChrome
High Speed Polychromator-ral (Visitron Systems GmbH) kombinaltunk. A FURA-2 festék
excitaciojahoz és emissziojahoz 340- és 380 nm gerjesztési szliréket ill. 510 nm-es emisszios
szir6t hasznaltunk. A képeket PCO Edge 4.2 sCMOS kameraval rogzitettik 10
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masodpercenkent. A képek kiértékelését VisiView® Imaging szoftver (Visitron Systems
GmbH) segitségével végeztik. A kiértékeles soran csak az mGFP-t expresszalo sejteket vettik

figyelembe.

3.16 Kalcium mereése az immunoldgiai szinapszisban

Az Orail vad tipust csatorndt (mGFP-Orail-Full), az N-terminalis deléciés csatornat
(mGFP-Orail-A72), a kontroll shRNS-sel transzfektalt (mGFP-Orail-Full-PURO), illetve a
SAP97 fehérjét nem tartalmazé (MGFP-Orail-Full-SAP97-KD) és az Orail vadtipusu
csatorndt stabilan expresszald Jurkat sejteket poly-L-lizinnel bevont Ulvegalju petrikbe
helyeztik. Ezutan 1 uM FURA-2 acetoxi-metil-észterrel (Thermo Fisher Scientific Inc.)
toltéttik meg, majd 25 percig, 37°C-on inkubaltuk éket fenol-red mentes RPMI médiumban
(10% FBS, 2 mM L-glutamin, 1 mM Na-piruvat, 200 egysegnyi penicillin/sztreptomicin). A
sejteket ezutan fenol-red mentes RPMI médiummal mostuk és a fluoreszcens mikroszkopba
helyeztiik a mérés megkezdésekor. A kalcium méréset a mar korabban leirtak szerint, 37 °C-
on hajtottuk végre. A szinapszis képzéshez CD3-CD28 gyongyoket (Dynabeads™ Human T
activator, Thermo Fisher Scientific Inc.) pipettaztunk a sejtekhez majd a gydngyokkel valo
kapcsolodastol szamitott 90 percen keresztiil rogzitettik a sejtek kalcium valaszat.

A kalcium jelek kiértékelése soran hattérkorrekcidt végeztiink minden egyes sejtnél, majd
meghataroztuk a kalcium oszcillacidk (csucsok) szamat a 90 perces periddus alatt. A mérés
soran azokat a cslcsokat vettiik figyelembe, amelyek nagyobbak voltak a kalcium jel
alapvonalénak (a gyongyok hozzaadasa el6tt) az atlaganak és 2-szeres SD-jének (atlag+2xSD)
0sszegénél, valamint a cstcsok el6tt és utan 1évé pontok magassaga kisebb volt, mint a
csucs(pont) magassadga. Méréseinket 3 kiilonb6z6 napon vegeztiik. Csak a GFP pozitiv,

,»gyonggyel aktivalt” (CD3-CD28 gydngyhoz kapcsolddott) sejteket vettik figyelembe.

3.17 Elektrofiziologia

A Kv1.3 plazmidokkal transzfektalt (HEK tsA-201 és) CHO sejteket normal extracellularis
oldattal (145 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCly, 2,5 mM CaCly, 5,5 mM glukdz, 10 HEPES,
pH: 7,35) mostuk és 35mm atmérdjii petrikbe cseppentettiik. A Kv1.3 ionaramokat whole cell
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(teljes-sejt) és outside-out konfiguracioban mértik Axopatch 200B er6sit6é (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) és a pClamp nevii szoftver (Molecular Devices, San Jose, CA, USA)
segitségével. A pipettat bels6 oldattal (140 mM KF, 11 mM EGTA, 1 mM CaCl,, 2 mM MgCl,
and 10 mM HEPES (pH 7,20, ~295 mOsm) toltottuk fel. A mérésekhez hasznalt tetraetil-
ammoniumos (TEA) oldat a kdvetkezdket tartalmazta: 100mM TEA-CI, 456mM NaCl, 5mM
KCI, 1mM MgCly, 2,5mM CaClz, 5,5mM gliikéz, 10mM HEPES (pH 7,35, 305 mOsm). A
gating-current (kapuzési &ram) és single channel (egyedi-csatorna) mérésekhez hasznalt kiils6
oldat nem tartalmazott Na*-ot (145 mM kolin-Cl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl;, 2,5 mM CacCl,
5,5 mM glikoz, 10 mM HEPES (pH 7,35, 305 mOsm), mivel néhany CHO sejt befelé folyd
Na* aramot expresszalt. Az A413V mutans mérésekor P/5 online protokoll segitségével
korrigéltuk a szivargasi aramot (leak), illetve minimalizaltuk a kapacitiv tiskét. A sejteken
torténd oldatcserét a gravitacio altal hajtott perfzios rendszer segitségével valositottuk meg,
folyamatos elszivas mellett.

Az aramsiiriséget a +50mV tesztpotencialon mért csucsaram és a teljes-sejt-kapacitas
hanyadosaval definidltuk (az er6sit6 kompenzacidés aramkorébdl kiolvasva). A TEA gatlas
sordn megmaradd aramhényadot (RF: remaining fraction) a 100mM TEA-val végzett
perfundalds eldtti és utdni csticsaram hadnyadosaként adtuk meg.

Az aram aktivacios kinetikajat a Hodgkin-Huxley modell segitségével illesztettiik meg
(1(t)=lax(1-exp(~t/ta))*+C , ahol 1, az aktivacios aram komponens amplitidoja; 7 az aram
aktivacios id6allandoja; C: konstans) az aramgorbe emelkedé szakaszara, amelyet 15 ms
hosszl +50mV-ra tortén6 depolarizacio idézett eld. Egy adotT-sejt aktivacids idéallandojat a
harom egymast kovetd, 15 masodpercenként megismételt depolarizacié soran kapott
id6allandok atlagaként hataroztuk meg. P/5 protokollt alkalmaztunk a szivargasi aram
minimalizalasara.

Az inaktivacios aram kinetikdjanak meghatarozasahoz egyetlen exponencidlis fuggvényt
illesztettiink (I(t) = loxexp(-t/tin)+C, lo: aram amplitudoja, zin: inaktivacios id6allando; C: a
whole cell (teljes- sejt) dramanak egyensulyi allapota az impulzus végén) az aramgorbe
csokkené szakaszara, amelyet 2 masodperc hosszan, -120mV tartasi potencialrol +40mV-ra
depolarizaltunk. Egy adotT-sejt inaktivacios idballandojat ugy hataroztuk meg, mint 7z
esetében, azzal az eltéréssel, hogy az impulzusokat 60 masodpercenként adtuk a sejtre.

A steady-state (egyensulyi) aktivacio fesziltségfliggését az alabbiak szerint kaptuk meg. A
sejteket -120mV holding (tartd) potencialon tartottuk, és depolarizaltuk kulénboz6
tesztpotencialokra -70 és +50mV kozott, 10mV-os lepésekben, 30 masodpercenkeént. A whole-
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cell (teljes-sejt) vezetdképességének csucsat (G(V)) az egyes tesztpotencialokon egy adott V
tesztpotencial cstcsarama (Ip), és a K* megforditasi potencial (E; = -85mV) alapjan
szadmitottuk ki G(V)=Ip/(V-Er). A G(V) értékeket a maximalis vezetoképességre normaltuk, és
a tesztpotencidl fliggvényében abrézoltuk, és az adatpontokra a Boltzmann-fliggvényt
illesztettik: Gn=1/(1+exp[—(V-V)/K], ahol Gn a normalt vezetdképesség, V a tesztpotencial,
Vy, a fél-aktivacios fesziiltség, és k a figgvény meredeksége.

A gating (kapuzasi) aramokat egy nem vezetdé Kv1.3 mutans (W384F-Kv1.3)
alkalmazéasaval hataroztuk meg. Fesziltség-lépés protokollt alkalmaztunk -100mV és +20-
100mV kozétt, 10mV-os novekedés mellett, ahol mindegyik 1épés 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

kapuzési aramgorbék alatti terlilet integralasaval szdmoltuk Ki.

3.18 Aramlasi citometria

A kiilonb6z6 Jurkat sejteket Alexa 647 festékkel konjugalt anti-human CD3 vagy CD28
antitestekkel jeloltik 10% FCS-PBS-ben 30 percig, jégen. A sejtek aramlasi citometrids
mérésehez Novocyte aramlasi citométert (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA)
hasznaltunk, és legalabb 200.000 sejtet mértiink le mintanként. Az eredmények kiértékeléséhez
NovoExpress szoftvert (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) alkalmaztunk, ahol a kapott
“dot-plot” alapjan abrazoltuk az atlag, illetve CV (CV: variécids koefficiens= SD/atlag
csatorna sz&m*100%) értékeket CD3 és CD28 esetében a kiilonbozé sejtvonalaknal. A
kiértékelés soran csak az €16, mMGFP pozitiv sejtek lettek kivalasztva és felhasznalva az

elemzéshez.

3.19 Statisztikai analizis

Az elektrofizioldgiai mérések adatait Student-fele t-prdoba segitségével hasonlitottuk dssze.
A p-értéket 0.05-nek valasztottuk . A statisztikai elemzések végrehajtasahoz SigmaPlot 10.0 és

14.0 verziokat hasznaltuk (Systat Software Inc.).
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A szinapszisban polarizalt-sejtek aranyanak 6sszehasonlitdsara Fisher-egzakt tesztet
alkalmaztunk. Az AA értékek és Ca?* cslicsok szamanak dsszehasonlitdsdhoz minden mintanal
egyszempontos variancianalizist (one-way ANOVA), vagy Mann-Whitney probat (rank sum
test) hasznaltunk. A szignifikancia szintet 0.05-nek valasztottuk. Minden egyes idépont és
minden egyes sejtvonal esetén legalabb harom napon (N > 3) gytijtottiik az adatokat, és a sejtek

szama minden nap magasabb volt, mint 9 (n > 9).
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4 Eredmények

4.1 A HRET(E) szekvencia szerepe a Kv1.3 csatorna membran-
expressziojaban és kapuzasaban

4.1.1 Stratégiai szempontok a Kv1.3 konstruktok megtervezésehez

Munkank soran harom stratégiat alkalmaztunk CHO sejtekbe transzfektalt Kv1.3
alegységek egyedi azonositasara. E16szor az S6-ban, a 413. pozicidban 1év6 alanint elmutaltuk
valinra (A413V), amelyrdl kimutattak, hogy dramai modon felgyorsitja az A413V homomerek
inaktivacios kinetikajat a vad tipust csatornakhoz képest (TinaktA413v=4mS, Tinakwt=200mMs )
(10. A-C 4brék) [97, 98]. Az A413V és a WT alegységekbdl allo heterotetramerek koztes
inaktivacios kinetikat mutatnak a tinaktad13v €S Tinakewr kOzOtt, a tetramer csatornaban 1év6
mutans alegységek szamatol fiiggéen (ezekrél késébb bdévebben beszéliink, 15. abra).
Kovetkezésképpen, a heteromer csatornék jelenléte konnyen nyomon kdvethetd a membranban

a K* aram inaktivacios kinetikajanak illesztésével [98].

Masodsorban, a 399-es pozicidban a hisztidint (H) helyettesitettiik lizinnel (K), amely TEA
(tetraetil-ammonium)-rezisztens  fenotipust ~ eredményezett  (amint azt  kordbban
munkacsoportunkban leirtak) (10.C abra) [99-101]. A TEA-szenzitiv (K¢=~11.4mM) és az
inszenzitiv (Kq = 2000mM) Kv1.3 alegységek Osszeszerelodése modositja a heterotetramerek
TEA iranti affinitdsat, ezért a heteromultimer képzddés konnyen azonosithato 100mM TEA

alkalmazésaval [99].

Harmadszor, az immuncitokémiai kisérletekhez olyan konstruktokat hasznaltunk,
amelyeknél az S1 és S2 szegmens kozott 1évo extracellularis hurokba a FLAG inzertet
illesztettink. A FLAG epitop beillesztése nem valtoztatja meg dramaian a Kv1.3 korabban
bemutatott tulajdonsagait, de lehetévé teszi a plazmamembranban elhelyezked6 csatornak
jelolését.

Ezeket a mddositasokat kiilonféle, a C-terminuson végrehajtott mutacidkkal (pontmutécio,
delécio) kombinaltuk. Minden konstrukt esetében a csatornafehérjéket az N-terminalison
EGFP-vel fuzionaltuk. A C-terminalison 1év6 delécidkat egy a ,,HRET” szekvencia utan (AC -
vel jelolt konstrukt) vagy a ,,HRET” szekvencia elott (NOHRET végzddéssel jelolt) bevezetett
stop kodon segitségével hoztuk Iétre (10. A és 10. B abra).
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extracellularis

membran
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A413V

W3B4F HRET:
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A413V-FL:
RA13V-AC:

A413V-NOHRET :

H399K-FL:
H399K-AC:

H399K-NOHEET :

WI™NOHRET :

399 413 427 (C-teminus kezdete)
MEPVTIGGRIVGS LI ACVLTIALPVE VIV SNENYFYHRETE. ... FTDV

IPVI IGGEIVGSLOWIACVLTIALEVE SNFNYFYHRET
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IPVTIGGRIVGSLOGTAGVITIATLPVE SNFNYFY

PVTIGGKIVGSLC”IAGVLTIALPVP SNFNYFYHRET

NEVTIGGRIVGSLOATAGVLTIALEVE SNFNYFYHRETE....FTDV
4
1PV‘I‘IGGKIVGSLC£IP;GVLTIALPVP SNFNYFY

IPV‘I‘IGGKIVGSLC!IAGVLTIALPVP SNENYFY

WT-XHRETE: IPVTIGGKIVGSLC!IBGVLTIALPVP SNENYFY————— GEE...FTDV
WT-polyA: IPVTIGGKIVGSLC!IBGVLTIALPVP SNEFNYFYAAAAAGEE.....FTDV
WT-Atail: IPVTIGGKIVGSLCEIP;GVLTIBLPVP SNENYFYAAAAA
100mM TEA
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10. dbra A Kv1.3 ioncsatorna pont- és C-terminalis mutansai

A) A vadtipusi Kv1.3 csatorna egy alegységének sematikus illusztracidja, amelyen a
kovetkezoket tuntettiik fel: az N-termindlishoz fuzionalt EGFP/mCherry, FLAG epitop, a
pontmutacidk helye (H399K, A413V, W384F), HRET szekvencia és a C-terminalis négy utolsd
aminosava (FTDV). B) A vadtipusu Kv1.3 és mutans Kv1.3 csatornak aminosav szekvenciai, a
394. aminosavtol kezdve (...... a C-termindlis azon részét jeloli, amelyek nem relevansak a

kisérletek szempontjabol). Az aminosavakat a megfeleld egybetiis jeldlésiikkel tiintettiik fel. FL:

C-terminus, AC: a C-terminalis eltavolitdsa a 439. aminosav utan,
i0 a 435. pozicié utdn, XHRETE: deléciés mutans, ahol a csak HRETE
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szekvenciat kivagtuk, polyA: a HRETE szekvenciat AAAAA aminosavakra cseréltik, Atail: a
HRETE szekvenciat AAAAA aminosavakkal csereltik ki és a C-terminus tovabb részét
levagtuk. A C-termindlis kezddpontjat a 427. aminosav jeloli. C) A teljes-hosszusagu C
termindlist tartalmazé vadtipusi (WT-FL (bal oldal)), A413V mutans (A413V-FL (kézépsa))
és H399K mutans (H399K-FL (jobb)) csatorndk arama. WT-FL (outside-out konfiguracio): a
sejteket +50mV-ra depolarizaltuk, -120mV-os holding (tart6) potencialrdl, 2 masodpercen
keresztil. A413V-FL (teljes-sejt konfigurécio): a sejteket -120mV-on tartottuk, majd +50mV-
ra depolarizaltuk 30 milliszekundumig. H399K (teljes-sejt konfiguracio): a sejteket +50mV-ra
depolarizaltuk, -120mV-os holding potencialrol, 2 masodpercen keresztiil. Betét abra: teljes-
sejt aram a H399K-FL-t expresszalo sejtben, ahol -120mV tartopotencialrol OmV-ra

depolarizaltunk, 200ms-on hosszan, 100mM TEA jelenlétében, illetve nélkiile.

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

Szamos tanulméany szdmolt be arrdl, hogy a Kv-csatorndk C-terminalisanak eltavolitasa
drasztikusan befolyasolja a csatorna sejtmembranbeli expressziojat, és hogy a ,,HRET”
szekvencia dont6 fontossagli a membranban torténd kifejezodéshez [68]. Ennek tesztelésere
Kv1.3 A413V-AC és A413V-NOHRET konstruktokat CHO sejtvonalakban expresszaltuk.
Munkank soran a AC kifejezés olyan konstruktra utal, amelyet kdzvetlenil a HRET-motivum
(A439-523 aminosav) utan trunkaltunk, mig a NOHRET azt jelzi, hogy a konstruktbdl hianyzik
a teljes C-terminalis, beleértve a HRET motivumot is (A435-523).

A 11. A abra mutatja, hogy az A413V-AC konstrukcio expresszidja robusztus teljes-
sejt aramot eredményezett, amelynek gyors inaktivacios kinetikdja van, amint azt a teljes
hosszisagu, homotetramer A413V esetében lathattuk (10.C abra). Az A413V-NOHRET
konstrukttal, azonos korilmenyek kozott transzfektalt CHO sejteken nem detektaltunk
feszlltség- és id6fiiggd aramot. Az aramsiriiségeket (CD, csucsaram +50mV-nal normélva a
teljes-sejt kapacitasra) 6sszehasonlitva az A413V-FL ( CDrL = 0,36 = 0,1 nA / pF, n=5) és az
A413V-AC (CDac = 0,32 £ 0,09 nA / pF, n = 5) kozott nem tapasztaltunk szignifikans
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kilénbséget, azonban az A413V-NOHRET-nél igen (CD NOHRET = 0,008 £ 0,002 nA / pF,
n =10) (11.B abra).

A
5 - CHO
— 4 -
E 3 /A413V—AC
€,
(1]
&' 1 A413V-NOHRET
0
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Id6 (ms)
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o
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— 9
& 0,4 =
/)] | I
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| .
'3 e
£ il
s 0,0 1 ——
<

A413V-FL A413V-AC A413V-NOHRET

11. &bra Tipikus aramgorbék az A413V mutansokon CHO sejtekben.

A) Reprezentativ aramgorbék az EGFP-vel flzionalt A413V-AC és A413V-NOHRET
konstruktokkal transzfektalt CHO sejtekben, 30 ms hosszu, -120mV holding potenciélrol
+50mV-ra torténd depolarizacio soran. B) Boxplot diagram CHO-ban mért aramsiiriiségrol
a teljes hosszusagu (A413V-FL), a C-terminalisan deletalt (A413V- AC) és az A413V-
NOHRET esetében. Az atlagot (szaggatott vonal), mediant (folytonos vonal), also és felsé
kvartilist, @ minimum és maximum érteket tintettik fel. Az dramsiiriiséget az anyagok és

madszerek részben leirtak szerint hataroztuk meg.
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Tovabba western-blot alkalmazasaval megvizsgaltuk azt is, hogy fehérje szinten
megfelelden letermelédnek-e a kiilonb6z6 csatorna variansok. Ehhez az S1-S2 kdzé beillesztett
FLAG epitdppal rendelkez6 mutansokat hasznaltuk. A 12. abra egyértelmiien szemlélteti, hogy
a harom FLAG-es konstrukt barmelyikével transzfektalt CHO-sejtek megfelelé méretii (85-95
kDa kozotti), EGFP-vel jelolt Kv1.3 csatorna alegységet expresszalnak

100kDa s

FLAG (Kv1.3)
70kDa =

55kDa em

40kDa =

CHO NOHRET AC WT

12. &bra Western blot kisérletek a FLAG-et expresszald Kv1.3 konstruktok esetében

A CHO sejteket FLAG-et tartalmaz6 A413V-FL, A413V-AC vagy A413V-NOHRET
plazmidokkal transzfektaltuk. A kisérlet kontroljaként aktin jeldlést hasznaltunk. Az EGFP-vel
jelolt Kvl1.3 alegységek és a FLAG epitdp egyuttes becsilt mérete 85-95 kDa kozott van a
kiilonbozo konstruktok esetében, az aktin mérete 42 kDa. A marker ProSieve QuadColor

fehérje marker volt (4,6 kDa - 300 kDa).

4.1.3 A farmakoldgiai mérések: a homomer H399K-AC csatornak
jelenléte a membranban

A K* aram expressziojara kifejtett mutacio-specifikus hatdsok (A413V) kizarasara
alternativ, farmakoldgiai megkdzelitést alkalmaztunk annak megismerésére, hogy a C-
terminalisan csonkolt csatornak képesek-e Kijutni a plazma membranba. A TEA (tetraetil-
ammonium), a kiilonb6zd K* csatornak altalanos inhibitora, gyors, nyitott-csatorna blokkolo,
melynek affinitasa a porusrégio extracellularis sz4jaban 1évé aromas aminosav oldallanctol
fligg [100, 102]. Korabban munkacsoportunk tagjai kimutattak, hogy a Kv1.3-ban a TEA-k&to,
399. pozicidban 1évé hisztidin (H399) pozitiv toltésti aminosavva (pl. lizin, (K)) torténd
mutacidja egy teljesen TEA-érzéketlen csatornahoz vezetett [103]. Eredményeink is

egyértelmiien bizonyitottak, hogy a FLAG- H399K-FL (H399K mutacidval rendelkezd, teljes
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hosszusagu, FLAG-es) mutans CHO-sejtekbe transzfektalva, 100 mM TEA jelenlétében sem
csokken a csatornak arama (RF = 0,95 £ 0,01, n = 5) (13.A abra). Amikor a CHO sejteket
FLAG-H399K-AC plazmiddal transzfektaltuk, a teljes hosszisagu H399K konstrukthoz
hasonlé aramgorbéket rogzitettiink és TEA rezisztens aramot kaptunk (RF = 0,98 £ 0,01, n =
5) (13.B é&bra). A C-terminélis HRET-szekvenciét is magaba foglal6 delécidja (FLAG-H399K-
NOHRET) olyan fenotipust eredményezett, amely nem expresszal kifelé iranyul6 K* aramot,

ahogyan azt az A413V mutans esetében mar kordbban leirtuk (a disszertacioban nem kertlt

bemutatasra).
A B
2,0 100mM TEA 5 - 100mM TEA
1,5 4 -
< <3
E 10 H399K-FL kontrol £ 3 H399K-AC kontrol
£ 0,5 £ 2=
£ 0,0 14
< 7’ e 4
-0,5 0
1.0 = T ) -1 ¥ T
0 100 200 0 100 200
Idé (ms) Id6 (ms)

13. &bra A H399K-4C aram TEA inszenzitiv

A) H399K-FL (EGFP-vel és FLAG-el jelolt) csatornék teljes-sejt aramgorbéi CHO
sejtekben: 0 mV-os (nem +50mV, hogy csokkentsiik a teljes-sejt &ramot), 200ms hosszU
impulzusokkal depolarizaltuk a sejteket, a tartopotencial -120 mV volt. Kontrol
extracellularis oldat: fekete vonal, 100mM TEA: lila vonal. B) H399K-AC csatorndt
(EGFP-vel és FLAG-el fazionalt) expresszald6 CHO sejten rogzitett teljes-sejt aram,
100mM TEA jelenlétében (lila) és hianyaban (fekete). Ugyanazt a fesziiltség protokollt

alkalmaztuk, mint az A) pontban.
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Eredményeinket 6sszefoglalva elmondhaté, hogy mind a kinetikailag (A413V) mind a
farmakoldgiailag (H399K) jeldlt, C-terminalis deletalt Kv1.3 csatorna alegységek (A413V-AC
és H399K-AC) funkcionalis homotetramer csatorndkat képeznek a membranban. Azonban
azokon a csatornakon, ahol a C-terminalis HRET szekvencijat is levagtuk (azaz A413V-
NOHRET, H399K-NOHRET), nem tudtunk teljes-sejt &ramokat rdgziteni. Ez utébbi lehet a
konstruktok nem megfeleld kifejezodésének kdvetkezménye, vagy adddhat a vezetdképesség,

ill. funkcid elvesztésébdl.

4.1.4 A NOHRET csatornak kijutnak a sejtmembranba

Ezutadn megvizsgaltuk, hogy a sejtmembranban kifejez6dnek-e az olyan C-terminalisan
,,cSonkolt” konstruktok, amelyekb6l hianyzik a ,,HRET” motivum. Az intracellularis N-
terminalisan EGFP-vel konjugélt, pont- és deléciés mutans Kv1.3 alegységekbe extracelluléris
FLAG epitopot klénoztunk (FLAG-H399K-FL, FLAG-H399K-AC, FLAG-H399K-NOHRET
és FLAG-A413V-FL, FLAG-A413V-AC, FLAG-A413V-NOHRET). A csatorna alegységek
lokalizaciojat konfokalis fluoreszcencias mikroszkoppal detektaltuk. A FLAG-epitopot
tartalmazé teljes hosszlsagu (FL), H399K és A413V mutans Kv1.3 csatornékat sikertlt anti-
FLAG antitestte]l megjelolni CHO sejtekben, amely a csatorna membranban torténd
kifejez6dését bizonyitja (14.A &bra). Ugyanezt figyelhettik meg mindkét Kv1.3 pont
muténsnal (A413V, H399K), a AC illetve a NOHRET deléciés mutans esetében is (14.B és
14.C &bra). Habar a C-terminélis deletalt csatornak intracellularis retenciéja megnévekedett a
teljes hosszUsagu csatornakhoz képest, a AC és NOHRET csatorndk képesek a sejt
membranjaban kifejez6dni. Ezek az adatok mind alatdmasztjak azt a hipotézist, miszerint a
Kv1.3 csatornak a ,, HRET” motivum nélkiil is eljuthatnak a membranba, és nem a membranbeli
expresszio, hanem a csatorna kapuzasa/vezetoképessége modosul a C-termindlis delécio

hatasara.
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EGFP-Kv1.3 FLAG-A647 Fazio Vilagos latotér

FLAG-A413V-FL

Teljes hosszusagu (FL)

- FLAG-H399K-FL

FLAG-A413V-AC

Deletalt C-terminalis (AC)

FLAG-H399K-AC

FLAG-A413V-
NOHRET

Trunkacio a 435. aa utan (NOHRET)

FLAG-H399K-
NOHRET

14. dbra Reprezentativ mikroszkopos képek az EGFP- és FLAG fuzionalt Kv1.3 mutans
csatorndkrél CHO-ba transzfektalva

CHO sejtek, amelyek expresszaljdk A) az A413V-FL/ H399K-FL, B) az A413V-
ACIH399K-AC C-termindlisan deletélt csatornakat és a C) A413V-NOHRET/H399K-
NOHRET csatorndkat. Az elsé oszlop a Kvl.3 csatornak EGFP jelét mutatja. A sejteket
anti-FLAG antitesttel és Alexa Fluor 647 GAMIG masodlagos antitestekkel jel6ltik, hogy
ellendrizziik a csatorna kijutasat a plazmamembranba (mésodik oszlop). A harmadik
oszlop: a z6ld (EGFP) és piros (FLAG) fluoreszcens csatornak fazidja lathatd, a negyedik
oszlop: sejtek vilagos latotér felvetele.
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4.1.5 A vad tipusu és az FLAG-A413V-NOHRET alegységek
egyuttes expresszioja vad tipusu Kv1.3 aramot eredmeényez

Az mCherry-vel jel6lt, vad tipusu, teljes hosszisagu Kv1.3 csatornékat transzfektaltuk az
EGFP-A413V-NOHRET plazmid mutansokkal egyutt 1 : 1 ardnyban, és megvizsgaltuk, hogy
a WT alegységek jelenléte képes-e kompenzalni az A413V-NOHRET alegységeket tartalmazo
csatornak vezetOképességét CHO sejtekben. Feltételezve, hogy a tetramer csatornak
véletlenszerlien allnak Ossze az egyes alegységekbdl, az 1:1 ko-transzfekcids aranynak
talnyomoreészt (87,5%) olyan heteromer csatorndkat kell eredményeznie, amelyeknek az
inaktivacios kinetikdja a WT és az A413V kozotti lesz (15. dbra) [97].

A

Homomer csatornak
A413V WT

ol - |

ti!4=4 ms ‘ci!0=200 ms

6,25% 6,25%

B Heteromer csatornak

2 o8 o8

Ti,1=11 ms ti!2=28 ms ti!3=75 ms

25% 37,5% 25%

15.4bra A homotetramer és heterotetramer csatorndak osszeszerelodése WT és A413V
alegységek ko-transzfekcidja soran

A WT és A413V alegységek heterotetramerei 11ms (3 A413V és 1 WT alegység), 28ms (2-2
A413V és WT) és 75ms (1 A413V és 3 WT alegység) inaktivicios idéallandoval (tim )
rendelkeznek (itt feltételeztlik, hogy zo= 200ms WT homomereknél és z,s=4ms A413V

homomereknél.
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Ezzel ellentétben, azt tapasztaltuk, hogy az A413V-NOHRET és a WT-Kv1.3 csatornakat
egyarant expresszald6 CHO sejtek olyan aramokat mutatnak, amelyek hasonlitanak a teljes
hosszUsadgu WT csatornadk aramhoz, és nem tobbféle heteromer aram ,.keverékeként” jelennek
meg, amelyet kilonféle inaktivacios idéallandok jellemeznek (16.A &bra.) A csak mCherry-
WT-Kv1.3 csatornat expresszaléd sejtek aramstirtisége (3390 1110 pA/pF) joval magasabb
volt, mint az mCherry-WT-Kv1.3 és az EGFP-A413V-NOHRET egyuttes transzfekcidjakor
detektalhat6 aramoké (1010+311 pA/pF, p = 0,028).

Ezen kivil a CHO sejteket FLAG-jelolt A413V-NOHRET (EGFP-konjugalt) és WT-Kv1.3
(mCherry konjugalt) keverékevel transzfektaltuk, eés anti-FLAG jel6lésnek vetettiik ala 6ket: a
mikroszkopos felvételeken egyértelmiien latszik, hogy a csatorna képes kijutni a membranba
(16.B abra).
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16. &bra Az A413V-NOHRET és WT csatornak ko-transzfekcioja

A) A homomer és heteromer csatornak keverékének teljes arama CHO sejtekben a mCherry-
Kvl.3-WT és EGFP-A413V-NOHRET 1:1 aranyl ko-transzfekcidja soran (+50mV
depolarizacioval, -120mV tarto fesziiltségrél). B) Reprezentativ konfokalis képek a FLAG-
jelolt, EGFP-vel fuzionalt (z61d) A413V-NOHRET és mCherry-vel fazionalt WT-Kv1.3 (piros)
membranexpresszioja. B1) EGFP-vel fazionalt A413V-NOHRET (z6ld), B2) az mCherry-vel
fazionalt WT-Kv1.3 (piros), B3) anti-FLAG jel6lés a FLAG-jel6lt, EGFP-vel fuzionalt A413V-
NOHRET csatornak miatt, A647 masodlagos antitest konjugaciojanak segitségével (kék), B4)

a harom fluoreszcens csatorna flzidja, B5) sejtek a vilagos latétérben.
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4.1.6 A NOHRET csatornédk kapuzasi arama hianyzik

Annak feltarasara, hogy a vezetOképesség vagy az aktivacios kapu sériilt-e a HRET
eltavolitadsakor a NOHRET Kv1.3 csatornaban, WT-NOHRET Kv1.3 csatornak kapuzasi
tulajdonségait vizsgaltuk meg CHO sejtekben (17. abra) [104].

Ionic current

Gate Gating current

Closed Open

17. &bra A kapuzasi aram szemléltetése/magyarazata [102]
A kapuzéasi aram a Kv1.3 fesziiltség szenzordaban elhelyezkedd pozitiv toltésii aminosavak
(gyakorlatilag az S4 szegmens) elmozdulasanak eredményeképp jon létre a membrén

depolarizacid és repolarizacié soran.

Pozitiv kontrollként a Kv1.3-W384F pontmutans csatornat fejeztilk ki CHO-ban, amely
a Kv1.3 nem vezet6 mutansa (homoldg a Shaker csatorna nem vezetd W434F muténsaval)
[105-110]. A Kkisérletek sordn a Kv1.3-W384F-et stabilan expresszald6 CHO-sejteket
hasznaltuk, amelyeknél rogzitettiik a kapuzasi &ramokat (mind a 11 sejtben) (18.A &bra). A
reprezentativ Qon-V gorbe a 18. B abran szemlélteti az integrélt kapuzési aram (teljes
toltésmennyiség a csatornanyitas soran) membranpotencial-fliggéségének szigmoid alakjat,
amely a fesziltség-kapuzott ioncsatornak jellemzdje, és ramutat a fesziiltség-érzékeld
funkcionalitasara. A WT-NOHRET csatorndkat expresszalo CHO sejtekben nem tudtunk
kapuzasi aramot (n = 9) mérni, vagy csak minimalis kapuzasi aramot tudtunk detektalni egy
magasabb feszultségre depolarizalva (+50mV vagy magasabb tesztpotencialon) (18.C abra).

Mindez azt jelzi, hogy ha a C terminalist a HRET szekvenciaval egyiitt tavolitjuk el a Kv1.3
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csatornaban, akkor a csatorna fesziltség-szenzora nem képes elmozdulni a depolarizacio

hatasara.
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18.abra A WT-NOHRET csatornaban hianyzik a kapuzasi aram (gating-current)

A) Kapuzasi aramok a WT-W384F (nem vezetd) mutdans esetében CHO sejtekben. A sejteket
-120mV-on tartottuk, majd kiilonbozé tesztpotencidalokra depolarizaltuk (-100mV-t6l
+20/100mV-ra, 10mV-os lépésekben) 50 ms-on keresztil. B) Az A) (WT-W384F) és a C)
(WT-NOHRET) panelen rogzitett sejtek integralt kapuzasi aramanak (Qon, on-gating)
tesztpotencial-fiiggése. A Qon-t az anyagok es modszerekben leirtak szerint hataroztuk meg.
C) Kapuzasi aram mérések a CHO sejtekbe transzfektalt WT-NOHRET csatorna esetében,

az A) részben hasznalt protokoll szerint.
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4.1.7 A HRET(E) szekvencia eltavolitasa vagy helyettesitése nem
befolyasolja a Kv1.3 miikodését

Ezen eredményektél motivalva - elsd0sorban a NOHRET konstruktok kapuzasi
tulajdonsagai miatt - a kovetkez6 mutaciokat hajtottuk vegre az EGFP-vel jel6lt vadtipusu
Kv1.3-ban (10. &bra):

1) a HRET motivum , Kiterjesztett” valtozatat (HRETE) toroltik, a C-terminalis tobbi része
megmaradt (WT-XHRETE);

2) A HRETE-et 6t alaninnal (WT-polyA) helyettesitettiik és a C-terminalis tdbbi része

megmaradt;

3) aHRETE szekvenciat 5 alaninnal helyettesitettilk a WT-AC-ben (WT-Atail), tehat a csatorna

C-terminalisanak tovabb részeit is toréltik (10.B abra).

Miutén transzfektaltuk ezeket a mutansokat és a teljes hosszusagu vad tipust Kv1.3-at
CHO sejtekbe, minden csatornatipus esetében elemeztiik az alapvetd biofizikai jellemzoket
outside-out patch konfiguracioban. Eredményeink azt mutattak, hogy a harom ,HRETE”
modositott alegység funkcionalis és vezetd tetramereket alkotott a CHO sejtmembranban és a
kapuzasi kinetikdban, valamint az egyensulyi paraméterekben nem talaltunk jelent6s
kilénbségeket.

Az aktivacios kinetika kissé lassabb volt a WT-XHRETE és a WT-Atail konstrukcioknal,
0sszehasonlitva a WT-FL-el (p <0,001 mindketténél) (19 abra A és D), de az inaktivacios
kinetika nem valtozott (p = 0,13) (19. dbra B és E)). Az egyensulyi aktivacid félaktivacios
feszlltsége (V) csak a WT-Atail csatornaknal volt kilénbdzo (p = 0,005, balra tolddott) (19.
abra C és F), de a meredekségi tényez6(k) minden HRETE-mutéansnal azonosak voltak (WT-
polyA, WT, WT-XHRETE, p = 0,284) (19. F abra).
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19. &bra A HRETE motivum hidnya vagy modositasa nem befolydsolja a Kv1.3 miikodését

A) Az aramgorbéket a WT-FL, WT-XHRETE, WT-polyA és WT-Atail csatornak esetében 15ms
hosszt, +50mV-ra depolarizalé protokoll segitségével vettiik fel az aktivacios Kkinetika
tanulmanyozasahoz (piros: WT-FL, kék: WT-polyA, fekete: WT-XHRETE, z6ld: WT-Atail). Az

illesztéshez és kiértékeléshez hasznalt mddszert az anyagok és madszerek rész tartalmazza. A
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holding potencialt -120mV-ra allitottuk, a méréseket outside-out konfiguracioban hajtottuk
végre, és az aramokat csucsértékére normaltuk. B) A WT-FL, WT-polyA, WT-XHRETE és WT-
Atail csatornak inaktivacios kinetikdjat bemutat6 tipikus normalt &ramgdrbek. A sejteket 2
masodpercig +40mV-ra depolarizaltuk a -120mV-os holding potenciélrdl, az inaktivacios
kinetikat az anyagok és modszerek szerint értékeltik ki. C) A négy Kv1.3 csatorna fenotipus
egyensulyi aktivaciojanak fesziiltségfiiggése: a normalt vezetéképesség-tesztpotencial fliggését
az anyagok és modszerek részben leirtak szerint elemeztiik. Az dbran a normalt vezetoképesség
lathat6 a WT-FL (piros pont, piros vonal), a WT-polyA (kék haromszdgek, kék vonal), a WT-
XHRETE (fekete négyzet, fekete vonal) és a WT- Atail (zdld rombusz, z6ld vonal) esetében, a
Boltzmann-fliggvénnyel illesztett goérbét is feltlintettik. D) és E) A WT-FL, WT-polyA, WT-
XHRETE és WT-Atail csatorndk aktivacios és inaktivacios idéallandoi (atlag + SEM, n >6). A
csillagok a szignifikans kilonbségeket jelolik (p=0,05). F) Az egyensdlyi  aktivacié
paraméterei (meredekség (k), bal és kdzéppont (V12), jobb) a négy konstruktnal (atlag £ SEM,
n >6).

Megvizsgaltuk tovabba az egyedi csatorna (single-channel) vezetéképességet mind a négy
csatornatipus esetében, és megallapitottuk, hogy a HRETE-motivum eltavolitasa/helyettesitése
a Kv1.3 csatorndkban nem befolyasolta az egyedi-csatorna vezet6képességet (p = 0,085) (20.

abra).
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20. &bra Egyedi csatorna vezetoképesség a HRETE mutdns csatorndknal.

Egyedi csatorna aramok a CHO sejtekbe transzfektalt A) WT és B) XHRETE plazmidok
esetében outside-out konfiguracidban rogzitve. A sejteket -40mV-on tartottuk, majd OmV-
ra depolarizaltuk, 10 masodpercenként. C) OmV-nal mért egyedi csatorna aramok atlagai
aWT (fekete), WT-XHRETE (szurke), WT-polyA (sotét sziirke), és WT-Atail (vilagos szlirke)

esetén, a SEM abrazolasa mellett.

Ezen kivil a FLAG epitopot hordozé Kv1.3 csatorndk (WT-XHRETE, WT-polyA és WT-
A-tail) mindegyike detektalhato volt a membranban a FLAG-antitesttel torténd jelolés soran (a
dolgozatban ezek az abrak nincsenek bemutatva). Mindezen adatok egyértelmiien bizonyitjak,
hogy a HRETE motivum nem létfontossagu a Kv1.3 miikodéséhez: a csatorna jelen van a

plazmamembranban, és funkcionalis a HRET(E) motivum jelenléte nélkdl is.

49



4.2 Az Orail 1S-beli tartézkodasa megvaltoztatja a T-sejtek Ca?*-
valaszat

4.2.1 Az Orail immunoldgiai szinapszisba torténo
felhalmozddasanak kinetikaja

A tudomany jelenlegi &llasa szerint azt feltételezik, hogy a T-sejtek kiilonb6zo
ioncsatorndinak (Kv1.3, KCa3.1 és Orail) tartdzkodasi ideje az immunoldgiai szinapszisban
elengedhetetlen a Ca?* -fiiggd T-sejt aktivacio kialakulasahoz . Korabban leirtak, hogy az Orail
csatornak a STIM1-gyel egyitt berendez6dnek az IS-be a T-sejt és APC kozott kialakult
kolcsonhatéskor [14].

Az Orail CRAC alegység IS-ben torténd felhalmozddasi kinetikéja tanulmanyozasahoz
az Orail-et stabilan expresszalo sejtvonalat hoztunk létre Jurkat E6-1 sejtekben. ElGszor az
Orail csatornat fuzionaltuk mGFP-vel, majd retroviralis transzdukcioval (a részletekért lasd:
Anyagok és modszerek) Jurkat sejtekben expresszaltattuk az mGFP-Orail-Full konstrukciot.
Immunoldgiai szinapszist hoztunk Iétre az anti-CD3 és anti-CD28 antitesttel bevont gydngyok,
mint APC és az mGFP-Orail-Full-t expresszald sejtek kozott, majd meghataroztuk az Orail-
polarizalt-sejtek szazalékos aranyat 6t egymast kovetd idépontban (1, 5, 15, 30 és 60 perc) (21.
A d4bra). Az I1S-képz6dés kialakulasanak meger6sitése érdekében az F-aktin polimerizaciojat
Alexa-546 falloidin festéssel detektaltuk, és bevezettik az akkumulécids aranyt (AA) annak
eldontésére, hogy egy T-sejt mutat-e Orail-polarizaciot. Az ,alpozitiv’ eredmények
csokkentése érdekében az AA kiiszobértékét 1,5-re allitottuk, vagyis az 1,5-nél alacsonyabb
AA értékli sejteket nem polarizaltnak definialtuk (lasd Szilagyi és mtsai.) [13]. Az analizisbe
azokat a sejteket vettlk csak bele, amelyek F-aktin polarizacioval rendelkeztek (az
aktinra/falloidinra szamitott AA érték magasabb volt, mint 1,5). Minden idéponthoz legalabb
30 sejtet elemeztiink (melyeket legalabb harom kiilonb6z6 napon rogzitettiink), és
meghataroztuk az 1S-ben az Orail-felhalmozddast mutato sejtek szazalékos aranyat.

Egy perccel a sejt-gyongy kolcsonhatas kialakuldsa utan a T-sejtek 20 szézaléka
mutatott Orail-felhnalmozédast, és az Orail-polarizalt-sejtek ardnya a 15. percben volt a
legmagasabb (46 %). A késébbi idopontokban (30. és 60. perc) az Orail IS-berendezédést
mutato sejtek szazaléka fokozatosan csokkent (15perc vs. 60perc: p=0,033) (21. B abra).
Mindezek alapjan azt kivantuk tanulméanyozni, hogy az Orail IS-beli tartozkodasat mely

fehérjék szabalyozzak Jurkat T-sejtekben.
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21. &bra Az mGFP-Orail-Full berendezddése az immunoldgiai szinapszisba

Reprezentativ konfokalis képek az mGFP-Orail-Full-z kifejezé Jurkat sejtek és CD3-CD28
antitesttel bevont gyéngyok kozott kialakult immunolégiai szinapszisrol. Al) az mGFP-
Orail-Full csatornakat zolddel, A2) az Alexa546-falloidin jeldlést (IS létrejottének
indikatoraként) pirossal abrazoltuk. A3) Az mGFP-Orail-Full (z6ld) és Alexa546-falloidin
(piros) fluoreszcens csatornak fuzidja. A4) Vilagos latotér felvétel az mGFP-Orail-Full
csatorndt kifejezd sejtekrdl (A1-A3). A gyongyoket csillaggal jeloltik. A skdla 10um-t jelent.
B) Az Orail polarizaciot mutato sejtek szazalékos aranya a CD3-CD28 antitesttel bevont
gyongyokkel alkotott 1S-ben 1.,5.,15.,30. és 60. percnél. Minden iddpillanat esetén legaldbb

30 sejtet vontuk be a kisérletbe.
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4.2.2 A STIM1 befolyasolja az Orail 1S-beli tartozkodasi idejét

Az Orail aktivacidjanak és miikodésének sziikséges 1épése az ER-ben lokalizalt STIM1
alegyseghez valo kapcsolddas. Korabban mar beszamoltak rola, hogy a STIM1 felhalmozaddik
az 1S-ben, ami elengedhetetlen feltétele a megfelel Ca®* jel kialakulasanak [36, 111]. Tovabba
azt is leirtak, hogy a STIM1 az Orail alegység plazmamembranhoz valo eljutasat is iranyitja:
a STIM1 szuboptimalis és szupraoptimalis expresszidja az Orail alacsony membran
expresszidjahoz vezetett [112, 113].

A STIM1-Orail interakcio IS-beli berendez6désben betdltdtt funkcidjanak megértése
érdekében létrehoztunk egy mMGFP-Orail-Full-t expresszalé sejtvonalat, amelyben
csendesitettik a STIM1 gént (mMGFP-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 sejtvonal). A STIM1
csendesités hatékonysaganak teszteléséhez a STIML1 expresszids szintet western blottal
ellendriztiik. A STIM1-specifikus ShRNS-sel transzdukalt-sejtvonalak esetében, a STIM1-sav
intenzitasa joval alacsonyabb volt, mint a transzdukcios-kontroll (mGFP-Orail-Full-PURO) és
az mGFP-Orail-Full sejteké (22.A abra). Tovabbd az mGFP-Orail-Full alegységek
membranba kijutasat is megvizsgaltuk: a membrant Alexa-647 szukcinimidil-észterrel jeloltik
(nem specifikusan), és a vonalmenti intenzitas profilt (line intensity profile) hataroztuk meg a
STIM1-et expresszald €s nem expresszald sejtvonalakban. Az Orail alegység jol lathatoan a
plazmamembranban lokalizalodott, ugyanis a membréanfestés és az mGFP-Orail-Full fehérjék
fluoreszcens jele atfedésben van (22.B és C &bra).

A funkcionalis ellenérzéshez az mGFP-Orail-Full-PURO és az mGFP-Orail-Full-
STIM1-KD Jurkat sejtek Ca?* jelét a citoszolikus Ca?* valtozasok mérésével jellemeztiik,
FURA-2 raciometrikus festék alkalmazasaval. A Ca?* mérés jellemzé idSbeli lefutasat a 22.D
dbra mutatja: elészor 2mM Ca?* oldatot engedtiink a sejtekre, majd az extracellularis oldatot
abszolit OmM Ca?* tartalm( oldatra cseréltiik, hogy teszteljilk a plazmamembran integritasat
és az életképességét. Ezutan Ca?* mentes oldatban 1M tapsigargint (TG) adtunk a sejtekhez
az intracellularis Ca®* raktarak Kidiritéséhez, ami indukalta a STIM1 Orail-hez valé kotddését.
2mM Ca?* ismételt hozzadasa utan, TG jelenlétében kimutathato volt a Ca* bedramlas az
Orail STIM1-altal aktivalt porusan keresztil. A kontroll sejtek (MGFP-Orail-Full-PURO) az
mGFP-Orail-Full sejtekkel azonos Ca?* véalaszt mutattak, és ahogy az varhaté volt és korabban
publikaltadk, a STIM1 csendesitése teljesen megsziintette a sejtek Ca?*-véalaszat a CRAC
csatornakon keresztul (22.D abra) [14, 114, 115].
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22.4bra A STIM1 csendesitése gatolja a CRAC csatornakon keresztiili Ca?*-bearamlast
A) Western blot kisérletek az mGFP-Orail-Full csatornat expresszald Jurkat (fekete), az
MGFP-Orail-PURO (szlirke) és az mGFP-Orail-Full-STIM1-KD (narancssarga) sejtek
esetén, melynek soran specifikus STIM1 ellenes antitestet (varhatd méret 85-88kDa) és
expresszios kontrollként aktin antitestet (varhaté méret 42kDa) hasznaltunk (a STIM1

csendesités 95%-os hatékonysagu volt).
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B) Konfokalis felvételek a mGFP-Orail-Full-STIM1-KD sejtekben. B1) Az Orail-Full
csatorndk mGFP jele (zold). B2) Az Alexa Fluor™ 647 NHS Eszter fluoreszcens jele a
plazmamembranban (kek). B3) A zold és kék csatornak fazidja, atfedésenek abrazolasa. B4)
Vilagos latétér az mGFP-Orail-Full-STIM1-KD sejtekrél (B1-B3). A skala 10um hossza. C)
Az mGFP-Orail-Full-STIM1-KD ,, pixel-by-pixel” intenzitas profil analizise a jelolt vonal
mentén, a flzios kép alapjan (B3: zold: mGFP-Orail-Full és kék: membran az Alexa Fluor™
647 NHS Eszterrel jel6lve). D) Citoszolikus Ca®* mérések FURA-2-vel toltott mGFP-Orail-
Full-PURO (sziirke) és mGFP-Orail-Full-STIM1-KD (narancssarga) sejtekben. A
citoszolikus Ca?* koncentraci6 meghatarozasahoz a FURA-2 340nm és 380nm-es
gerjesztésnel mért intenzitds aranyat hasznaltuk. A reprezentativ &bran 18 sejt (nGFP-Orail-
Full-PURO) és 8 sejt (NnGFP-Orail-Full-STIM1-KD) kiatlagolt Ca?*-valasza lathato.

Ezt kovetden meghataroztuk az Orail csatornak IS-beli felhnalmozodasanak idofiiggését
mGFP-Oral-Full-PURO és mGFP-Oral-Full-STIM1-KD sejtvonalakban. Amint azt fentebb
részleteztlik, 1S-t generaltunk e két-sejtvonal és a CD3-CD28 antitesttel bevont gyongyok
kdzott, majd harom idépontban (5., 15. és 60. percnél) fixaltuk 6ket, és meghataroztuk az Orail
IS-redisztribuciét (és F-aktin polarizaciot) mutatd sejtek aranyat (23.4bra A és B). Az mGFP-
Orail-Full-PURO sejtek (kontroll) Orail 1S-akkumulacidjanak id6beli lefolyasa hasonld volt
az mGFP-Orail-Full konstrukciot expresszalé sejtekhez: az Orail-polarizalt-sejtek szazalékos
aranya 15 percnél tet6zott (kb. 40%), majd visszaesett kb. 25 szazalékra, csakdgy, mint az
mMGFP-Orail-Full (vadtipus) esetében ,nativ”’ Jurkat sejtekben. A STIM1 leltés azonban
modositotta az Orail I1S-ben torténd feldusuldsanak kinetikajat: az Orail 1S-ben valo
felhalmozodasat mutato sejtek frakcioja a 60. percig folyamatosan nott az mGFP-Orail-Full-
STIM1-KD sejtekben (p = 0,029) (23.C abra).
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23. &bra A STIML1 csendesitése az Orail-Full tartds felhalmozodasahoz vezet 1S-ben
Reprezentativ konfokéalis képek az mGFP-Orail-Full csatornat kifejezé A) STIM1-KD és B)
PURO Jurkat sejtek és CD3-CD28 antitesttel bevont gyongyok kozott kialakult immunolégiai
szinapszisrol. Al) és B1) Az mGFP-vel fazionélt Orail-Full csatornék (z6ld) a STIM1-KD és
PURO sejtek esetén. A2) és B2) Alexa546-falloidin jeldlést (IS létrejottének indikatora)
pirossal abrazoltuk. A3) és B3) Az Orail (z6ld) és falloidin (piros) fluoreszcens szignalok
flzidja. A4) és B4) Vilagos latotér az mGFP-Orail-Full csatorndt kifejezé STIM1-KD (A1-A3)
és PURO (B1-B3) sejtekrol. A gyongydket csillaggal jeloltiik. A skdala 10um-t jelent. C) Az
Orail polarizaciét mutato sejtek szazalékos aranya mGFP-Orail-Full-STIM1-KD (narancs) és
MGFP-Orail-Full-PURO (szurke) sejtekben a CD3-CD28 antitesttel bevont gyéngyokkel
alkotott 1S-ben 5,15,60 percnél. Minden iddpillanat esetén legalabb 30 sejtet analizaltunk.
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4.2.3 Az Orail N-terminalisanak delécidja a STIM1
csendesitéshez hasonlo eredményeket mutat

Az Orail alegység C-terminusa elengedhetetlen a STIM1-hez torténé kapcsolodashoz
és a SOCE aktivalasahoz, az N-terminalis régio pedig tartalmaz egy CAD (CRAC aktivacios
domén) domént, amely sziikséges a Ca?* permeécidjahoz [43, 116-119]. Ezek alapjan
létrehoztunk egy mGFP-Orail-A72 nevii N-terminalis mutans (az Orailf izoformat utanozva
¢s részben meglrizve a STIM1 N-terminalis kotddését), ahol az elsé 72 aminosavat
eltavolitottuk, hogy feltarjuk az intracellularis N-terminalis szerepét az 1S-be torténéd
berendez6désben. (24.A abra)

Szamos tanulmény arrél szamolt be, hogy az Orail csatorna N-terminalis csonkolasa
csokkentette, vagy teljesen megsziintette a STIM1-figgé CRAC aram aktivaciojat, ezért az
mMGFP-Orail-Full és az mGFP-Orail-A72 csatornakat stabilan kifejezd Jurkat sejtek Ca2*
valaszat a mar korabban leirtak szerint vizsgaltuk meg [43, 119]. Az mGFP-Orail-Full és
mMGFP-Orail-A72-6t expresszalo sejtek Ca?* valaszanak idébeli lefutasat a 24.B dbra mutatja:
az Orail-A72 csatorna trunkacidja nem volt szignifikans hatdssal a CRAC csatornakon
keresztiili Ca®" bearamlasra a Jurkat sejtekben, nem befolyasolta nagymértékben a CRAC
csatorna vezet6képességét és aktivacidjat.

Ezutan megneéztilk az mGFP-Orail-A72 konstrukt Jurkat sejtekben valo lokalizacigjat:
a plazmamembrént Alexa-647 szukcinimidil-észterrel festettik, és meghataroztuk a mutalt
csatornat expresszald sejtek vonalmenti intenzitas profiljat. A 24. C és D abrakon egyértelmiien
lathatd az Orail-A72 csatornakonstruktok plazmamembranbeli lokalizacioja: az intenzités-
profil elemzés is azt mutatja, hogy az Alex647 festés (membranjeldlés) és az mGFP jel
intenzitasi csUcsai ugyanugy atfednek egymassal, mint a vad tipust Orail-nél (24.E és F).
Kdvetkezésképpen az mGFP-Orail-A72 csatornak képesek kijutni a sejtmembranba.
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24. dbra Az Orail N-terminélisanak eltavolitasa (NnGFP-Orail-472) nem befolydsolja a
csatorna membranexpresszidjdt és miikodését

A) A vadtipusu Orail csatorna felépitésének sematikus rajza, mely tartalmazza az
intracellularis C- és N-termindlisokat. A CRAC aktivacios doméneket (CAD) pirossal
jeloltik az N-terminalison (73-85aa) és a C-termindlison (272-292aa), valamint a 72.

aminosavat, amely a delécids mutanst reprezentalja és rozsaszinnel emeltik ki.
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B) Citoszdlikus Ca?" mérések FURA-2-vel t6ltott mGFP-Orail-Full (fekete) és mGFP-
Orail-A72 (rézsaszin) sejtekben. A citoszolikus Ca®* koncentracio meghatarozasahoz a
FURA-2 340nm és 380nm-es gerjesztésnél mért intenzitds aranyat hasznaltuk. A
reprezentativ abran legalabb 63 sejt kiatlagolt Ca?* valasza lathato csatornatipusonként.
C) és E) Reprezentativ konfokélis képek az mGFP-Orail-472 és mGFP-Orail-Full
csatorndkat stabilan expresszalo sejtekrél. Cl) és E1) Az mGFP-Orail-472 és mGFP-
Orail-Full csatornak mGFP szignalja (z6ld). C2) és E2) Az Alexa Fluor™ 647 NHS Eszter
fluoreszcens jele a plazmamembranban (kék). C3) és E3) A z6ld és kék csatornak fuzioja,
atfedésének &brézoldsa. C4) és E4) Vilagos latotér a kiilonbozé Orail csatorndt
expresszalo sejtekrdl. A skala érték mindkét esetben 10-70um. A ,, pixel-by-pixel ” intenzitds
profil analizis eredményeit az D) mGFP-Orail-472 és F) mGFP- Orail-Full esetében is
a jeldlt vonal mentén, a fuzionalt képek alapjan kaptuk meg (C3 és E3: z6ld: mGFP-Orail-

Full és kék: membran az Alexa Fluor™ 647 NHS Eszterrel jelolve).

Ezen kivil 1S-t hoztunk létre az N-terminalisan trunkalt Orail csatornédkat stabilan
expresszald Jurkat T-sejtek és a CD3-CD28 antitesttel bevont gyongyok kozoétt (5., 15., 60.
perc utan fixaltuk a sejteket). A reprezentativ konfokalis felvételek azt mutatjak, hogy az
MGFP-Orail-A72 képes az I1S-ben feldusulni (25.A abra), azonban az Orail alegység IS-beli
felhalmozddasanak kinetikaja kilénbozott a vad-tipustol: a trunkalt Orail-expresszald mGFP-
polarizalT-sejtek szdzaléka fokozatosan emelkedett, és a 60. percben érte el a maximumat
58%-nal (p = 0,035 az mGFP-Orail-Full és az mGFP-Orail-A72 6sszevetve), hasonloan az
MGFP-Orail-Full-STIM1-KD sejtekhez (25.B &bra).
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25. &bra Az mGFP-Orail-472 csatorndk a szinapszisban ragadnak

Konfokélis képek az mGFP-Orail-A72 csatornat kifejezd Jurkat sejtek és CD3-CD28 gydngyok
kozott kialakult immunoldgiai szinapszisrol. A1) Az mGFP-t tartalmaz6 Orail-A72 csatorndk
(z61d). A2) Alexa-546-falloidin (piros) az IS indikatoraként. A3) Az Orail-472 (z6ld) és Alexa-
546-falloidin (piros) fluoreszcens szignalok fazidja. A4) Vilagos latétér az mGFP-Orail-472
csatornat kifejezd sejtekrol (A1-A3). A gyongyoket csillaggal jeloltik. A skala 10um-t jelent. B)
Az Orail polarizaciot mutatéd sejtek szazalékos aranya mGFP-Orail-Full (fekte) és mGFP-
Orail-A472 (rozsazsin) sejtek esetén 5,15 és 60 perccel az IS létrejotte utan. Minden iddpillanat

esetén legalabb 30 sejtet vontuk be a kisérletbe.
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4.2.4 A SAP97 szabalyozhatja az Orail tavozéasat az
Immunologiai szinapszisbol

Ezeket az eredményeket, vagyis az Orail hasonl6 akkumuléciés kinetikajat két
kiilonb6z6 modositasnal (STIM1 csendesités és mGFP-Orail-A72 delécid) egy olyan modellel
is lehet magyarazni, amely feltételezi, hogy az 1S-kialakuldsa soran egy, az Orail-et és a
STIM1-et 6sszekapcsold harmadik interakcios partner 1ép a szinre, amely az Orail szinapszis-
elhagyasat segiti el6. Ez az adapterfehérje hidat képezhet az Orail N-terminalisa és a STIM1
C-terminusa kozott, és segithet az Orail-nek az immunoldgiai szinapszisbol torténd
. kidiffundalasban”.

Korabban mar leirtdk, hogy a SAP97 (szinapszis-asszocialt fehérje 97) vagy hDlgl adapter
fehérje akkumulalodik az 1S-ben és kb. 15 perccel a stimulacié utan mar nem mutat felddsulést
a T-sejt és a CD3-CD28 antitesttel bevont gyongyok kozotti kontakt zonaban [92]. A SAP97,
a MAGUK csalad fehérjéinek (Membrane Associated Guanylate Kinases) tagja, amely
szerepet jatszik az ioncsatornak és a citoszolikus fehérjék membranba valo kijutasaban [13, 74,
90, 91]. Mivel a vad-tipusi mGFP-Orail-Full csatornak felddsulasanak maximuma 15 percnél
volt a immunszinapszisban (valamint képes fizikai interakcié kialakitasara az Orail N-
terminalisaval, 26. abra), azt feltételeztiik, hogy a SAP97 iranyithatja az Orail szinaptikus

régidbal valo eltavolitasat.
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26. abra A SAP97 képes az Orail N-terminalisahoz kapcsolédni

A) BL21 sejtekben termeltetett glutation-S-transzferaz (GST, negativ kontroll), az Orail C-
terminalisa (GST-Orail-259-301aa), egy révidebb Orail N-terminalis (GST-Orail-1-72aa) és egy
hosszabb N terminalis (GST-Orail-1-88aa) rész, GST-vel fuzionalva (Coomassie blue festés). B)
Jurkat sejtek és CD3-CD28 antitesttel aktivalt Jurkat sejtek (pozitiv kontrollok), valamint a GST
affinitas kromatografia soran kinyert GST (negativ kontroll) és GST-Orail-1-72aa (N-terminalis,
1-72 aminosav) fehérjék és Jurkat sejtek fuzidjaval létrejott lizatumok tesztelése western blottal,
specifikus SAP97-ellenes antitest segitségével. Az eluatumokat SDS-PAGE mobdszerrel

elvalasztottuk, majd a fehérje expressziot western blottal ellendriztiik.
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A SAP97 szerepének kideritésére a SAP97 expresszids szintjét leszabalyoztuk olyan
Jurkat sejtekben, amelyek az mGFP-Orail-Full csatornat stabilan kifejezik (mGFP-Orail-Full-
SAP97-KD). A transzdukcid kontrolljaként ismetelten a pLKO.1-puro plazmidot alkalmaztuk,
mint azt mar korébban is tettik (mGFP-Orail-Full-PURO sejtvonal). A SAP97 csendesités
hatékonysagat western blottal ellenériztik. A SAP97 knock-down sejtvonalakban (mGFP-
Orail-Full-SAP97-KD-2 vagy mGFP-Orail-Full-SAP97-KD-2B) a SAP97 sav intenzitasa
jelent6sen alacsonyabb volt a transzdukcios kontrollhoz (mGFP-Orail-Full-PURO), vagy az
mMGFP-Orail-Full sejtekhez képest. A blot alapjan a tovabbiakban az mGFP-Orail-Full-
SAP97-KD2 sejtvonalat hasznaltuk a kisérletekhez (melyet a tovabbiakban mGFP-Orail-Full-
SAP97-KD néven emlitlink) (27.A abra).

Tovabba ellendriztiik az mGFP-Orail-Full alegységek membréan expresszidjat Alexa-
647 szukcinimidil-észterrel (membran) térténd jeloléssel. A SAP97-et nem tartalmazd, de az
mGFP-Orail-Full csatorndkat expresszalé Jurkat sejtek vonalmenti intenzitas-profilja
egyértelmiien bizonyitja, hogy az Orail alegység membran lokalizacidjat nem befolyasolja az
SAP97 lelitése (27.B és C abra).

Az Orail csatorndk funkcionalitasanak teszteléséhez az mGFP-Orail-Full-SAP97-KD
sejtekben a citoszolikus Ca?* valtozasokat a raciémetrikus Ca?* indikator (FURA-2)
segitségével hataroztuk meg. A 27. D abra alapjan kijelenthetjik, hogy az mGFP-Orail-Full
sejtekben a SAP97 shRNS konstrukcioval torténd transzdukcid nem gyakorolt szignifikans
hatast a Jurkat sejtek CRAC aramara az mGFP-Orail-Full-PURO sejtekhez képest.
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27. abra A SAP97 lelitése Jurkat sejtekben nem befolyasolja a csatorna funkciot és
membranexpressziot

A) Western blot kisérletek az mGFP-Orail-Full csatornat expresszalo Jurkat (fekete), az
mGFP-Orail-PURO (sziirke), az mGFP-Orail-Full-SAP97-KD?2 (lila) (a késébbiek sordn
ezt a sejtvonalat hasznaltuk tovabb, és mGFP-Orail-Full-SAP97-KD-ként hivatkozunk ra)
és mGFP-Orail-Full-SAP97-KD2B (ciankék) sejtek esetén, melynek soran specifikus
SAP97 ellenes antitestet (varhaté méret 130kDa) és expresszids kontrollként aktin antitestet
(varhatd meret 42kDa) hasznaltunk (a SAP97 csendesités 96%-0s hatékonysagu volt). B)
Konfokalis képek az mGFP-Orail-Full-SAP97-KD sejtekrél. B1) Az Orail-Full csatorna
MGFP szignalja (z6ld) a SAP97-KD sejtekben. B2) Az Alexa Fluor™ 647 NHS észter
fluoreszcens jele a plazmamembranban (kék). B3) A zold és kék csatornak fuzioja, és
atfedések abrazolasa. B4) Vilagos latotér a mGFP-Orail-Full-SAP97-KD sejtekrél (Cl-
C3). A skala 10um-nek felel meg. C) Az mGFP-Orail-Full-SAP97-KD ,, pixel-by-pixel”
intenzitas profil analizise a jelolt vonal mentén, a flzios kép alapjan (B3: z6ld: mGFP-

Orail-Full és kék: membran az Alexa Fluor™ 647 NHS Eszterrel jelélve).
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D) Citoszolikus Ca?* méréseket végeztiink FURA-2-vel t6ltott mGFP-Orail-Full-PURO
(sziirke) transzdukcidés kontroll és az mGFP-Orail-Full-SAP97-KD (lila) sejtekben. A
citoszOlikus Ca®* koncentracié meghatarozasahoz a FURA-2 340nm és 380nm-es
gerjesztésnél mért intenzitds aranyat hasznaltuk.. A reprezentativ abrakon 18 mGFP-
Orail-Full-PURO és 21 mGFP-Orail-Full-SAP97-KD sejt kiatlagolt Ca®* valasza lathatd.

Ezt kovetéen meghataroztuk az Orail [S-akkumulécids kinetikajat olyan Jurkat
sejtekben, amelyek expresszaljadk az mGFP-Orail-Full csatorndkat, de a SAP97 fehérje
,.hianyzik” beléliik (28.A abra). A SAPI7 lelitott-sejtekben az Orail csatornék felhalmozodasa
egészen 60. percig magas volt (p = 0,029), ami azt jelenti, hogy a berendez6dési kinetikaja
hasonl6 az mGFP-Orail-Full-STIM1-KD és mGFP Orail-A72-et expresszalo sejtekhez (28.B
abra).
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28. dbra Az mGFP-Orail-Full csatorndk tartés szinapszisba rendezddést mutatnak a
SAP97 leutott Jurkat sejtekben

A) Konfokalis képek az mGFP-Orail-Full-¢ kifejezé SAP97 leiitott Jurkat sejtek és CD3-
CD28 antitesttel bevont gyongyok kozott kialakult immunoldgiai szinapszisrol. Al) az
mGFP-Orail-Full csatornakat zold szinnel, A2) az Alexa546-falloidin jeldlést (IS
létrejottének indikatoraként) piros szinnel abrazoltuk. A3) Az mGFP-Orail-Full (z6ld) és
Alexa546-falloidin (piros) fluoreszcens szignalok fuzidja. A4) Vilagos latotér az mGFP-
Orail-Full-SAP97-KD csatornat kifejezé sejtekrol (A1-A3). A gydngyoket csillaggal
jeloltik. A skala 10 um-nek felel meg. B) Az Orail polarizaciot mutatd sejtek szazalékos
aranya mGFP-Orail-Full-SAP97-KD (lila) és mGFP-Orail-Full-PURO (szirke)
sejtekben a CD3-CD28 antitesttel bevont gydngyokkel alkotott 1S-ben 5.,15.,60. percnél.

Minden idopillanat esetén legalabb 30 sejtet vontuk be a kisérletbe.
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4.2.5 Az Orail az 1S-beli tartézkodasa szabalyozza a T-sejtek
Ca?* - valaszat

Az Orail csatorna hosszantartd 1S-beli tartozkodasanak funkcionalis kovetkezményei
kideritéseéhez meghataroztuk a CD3-CD28 antitesttel bevont gyongyokkel 1S-ben 1év6 Jurkat
sejtek intracellularis Ca?* valtozasait. Eredményeink azt mutattak, hogy az mGFP-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
kalciumtliskék szdma a CD3-CD28 gydnggyel torténd interakcio kialakulasat kovetd 60 perces
id6tartam alatt (29. &bra). 60 perc elteltével az N-terminalisan trunkalt Orail, és az Orail-Full
csatornat expresszaldo SAP97 csendesitetT-sejtekben a kalcium tiiskék tovabbra is jelen voltak,
ellentétben a kontroll sejtekkel. Analizisiink az mutatta, hogy a Ca?* oszcillacids csticsok
szama szignifikdnsan alacsonyabb volt a kontroll 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 (29. C és D abra).

Ezen kivil a Ca?* valaszok idébeli megoszlasa is kiilonbozott a kontroll és 1S-rezidens
Orail-gyet expresszald sejtek esetében: a 29. A és B abrak egyértelmiien szemléltetik a
maodositott (MGFP-Orail-A72 és mGFP-Orail-Full-SAP97KD) valamint a kontroll (mGFP-
Orail-Full és mGFP-Orail-Full-PURO) sejtek ,o0szcillaciés —karakterisztikajanak”
killonbségét. Mig a kontroll sejtek (MGFP-Orail-Full, mGFP-Orail-Full-PURO) Ca?*-
koncentracid-csucsa kozvetlenil a gyonggyel val6 talalkozas utan volt detektalhatd, amely id6
elére haladtaval lecsengett, addig az mGFP-Orail-A72 mGFP-Orail-Full-SAP97-KD
sejteknél szamos Ca?* cslics volt megfigyelheté az IS kialakulasat koveté 60. percig, sot a 60.

perc utan is.
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29. dbra Az Orail hosszantart6 1S-beli tartézkodésa kalcium koncentrécié oszcillaciot
eredményez

Reprezentativ abrak Jurkat sejtekben, a FURA-2 segitségével végzett citoszolikus Ca?*
mérések eredményeit mutatjdk, melyek stabilan kifejezik A) a vadtipustd Orail csatornat
(MGFP-Orail-Full), az Orail-N-terminalisan trunkalt csatorndt (mGFP-Orail-472)
valamint B) a vadtipusi csatornat expresszald, de a SAP97 fehérjét nem tartalmazo
(MGFP-Orail-Full-SAP97-KD) vagy transzdukcios kontroll shRNS-sel transzfektalt
(mMGFP-Orail-Full-PURQ) Jurkat sejtekrdl, melyek immunoldgiai szinapszist képeztek
CD3-CD28 antitesttel bevont gyongyokkel. A nyilak a CD3-CD28 gydngyok
hozzdadasanak idopontjat jelolik. C) és D) A kalcium vilaszok a kiilonbozd sejttipusokban
a CD3-CD28 gyongydkkel formalt szinapszis létrejottet koveto 60. és 90. perc kozott (lasd:
Anyagok és modszerek). Ehhez a kisérlethez 42 mGFP-Orail-Full, 39 mGFP-Orail-472,
45 mGFP-Orail-Full-SAP97-KD és 29 mGFP-Orail-Full-PURO sejt lett elemezve, 3
kiilonbozo nap mérései alapjan. A pontok a kalcium csucsok egyedi sejten meghatarozott

szamat jel6li (60. es 90. perc kozott). A zold vonal a mediant mutatja.
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5 Eredmények megbeszélése
5.1 A Kvl.3 csatorna membranbeli expresszioja

A Kv-csatorndk membranba torténd jutdsat tobb csoport is tanulméanyozta, mivel
kulcsfontossagl szerepldk a kiilonféle sejtes folyamatok szabalyozasaban, ideértve az akcios
potencialt, vagy akar az immunvalaszt is [120]. Annak érdekében, hogy megfeleld
kovetkeztetéseket tudjunk levonni a membranexpressziorol, kritikus fontossagu egyértelmiien
bizonyitani, hogy a rogzitett aramok a sejtekbe transzfektalt ioncsatorna gének
kdvetkezményei, és az expresszids rendszer endogén K* csatorna alegységei nem befolyasoljak
azt. Ehhez kinetikailag vagy farmakoldgiailag jelolt Kv1.3 alegységeket hasznaltunk olyan
tulajdonsagokkal, amelyek egyedilallé modon kilénboztetik meg a transzfektalt alegységek
altal létrehozott homotetramer csatornakat az endogén K™ csatornaktél, vagy az endogén és
transzfektalt csatorndk alegységei altal alkotott heteromultimerektél. Ha az A413V-AC
alegységek eljutnak a plazmamembranba, mert a HEK sejtekben heterotetramereket
képezhetnek az endogén WT Kv1.3-mal, akkor a teljes sejt aram inaktivacios kinetikajat tébb
exponencidlis fuggveny dsszegével kellene megilleszteni. Ezzel ellenkezbleg, mi azt kaptuk,
hogy az A413V-FL Tinakt értéke (4,1 £ 0,6 ms) megegyezik az A413V-AC Ttinak €rtékével (5,7
+ 0,5 ms, p =0,15), és az aramgdrbék leszallo dga egy-exponencidlis fuggvénnyel illeszthetd
(az adatokat a dolgozatban nem mutatjuk be). Az A413V-AC aram expresszidja CHO
sejtekben, amelyek nem fejeznek ki fesziiltségfiiggd K* konduktanciat, azt is alatdmasztja,
hogy a AC-csonkolt mutadnsok a plazmamembranba iranyulnak anélkil, hogy azok
kombinal6dnanak teljes hosszusagl Kv1.x alegységekkel.

A H399K muténssal végzett kisérlet eredményei szintén aldtamasztjak azt a hipotézist,
miszerint a ,,HRET” régio utan es6 C-termindlis eltdvolitasa nem akadalyozza a Kv1.3
sejtmembranba torténd kijutasat. A H399K-AC és a H399K-FL esetében a 100mM TEA altali
gatlas elhanyagolhat6 volt, ami igazolja, hogy a H399K-AC és a WT Kv1.3 alegységek nem
keveredtek az ER-ban (itt is CHO sejteket hasznaltunk, amelyekben nincs endogén Kv1.x
alegyséq), killénben latnunk kellett volna a TEA altali blokkolasat [100, 102]. Ezen kivil mind
az A413V-AC, mind a H399K-AC alegységek FLAG epitopjait immuncitokémiaval sikerilt
detektalnunk transzfektalt, nem permeabilizalT-sejtekben (CHO), ami tovabbi bizonyitékul
szolgal a plazmamembranbeli lokalizacidjukhoz. Erdekes modon azt is megallapitottuk, hogy
az FLAG-epitopot hordoz6 A413V-NOHRET vagy H399K-NOHRET is membran jelet
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mutatott az anti-FLAG jel6léskor, habar a patch-clamp kisérletek azt mutattak, hogy ezeken a
delécios mutansokon nincs mérhet6 aram.

Eredményeink némileg ellentmondanak a korabbi vizsgélatok eredményeinek, amelyek
a ,,HRET” motivum utani C-terminalis régio jelentdségét hangsulyoztak a membranba jutas
szabalyozédsaban (Kv1.3, Kv1.2 és Kvl.1) [63, 75]. Azt javasoltak, hogy a Kvl1.3 C-
terminalisanak diacidikus része (E483/E484) fontos lehet a membranexpresszio
szabalyozésaban a SEC24-el (vezikuléris transzport fehérje) vald kdlcsonhatés soran [63]. Egy
méasik tanulmény kimutatta, hogy a glutamatok 438/440/442-es pozicidban (a mi
konstruktunkban) végzett alaninra térténé mutacioja kis mértékben fokozta az ER-retenciét a
harmas mutansoknal, és a SEC24a és SEC24b leutése gatolta az ER-bol Golgiba torténd
transzportot [75]. Ezen kivil a mi konstruktunkhoz képest egy sokkal révidebb frakcid
eltavolitasa a C-terminalisbdl elegend6 volt a Kv1.3 anterograd transzportjanak leallitasahoz
[63]. Ezzel ellenkezbleg, a mi Kv1.3 csatornank a szinte a teljes C-terminalis hianyaban (amely
magaban foglalja a HRET szekvenciat) is képes a plazmamembranban expresszalddni, bar a
trunkalt csatornak esetében a csatornafehérje intracellularis retencidjanak ndvekedését
figyelhettiik meg.

Feltételezzik, hogy a kulonféle Kv1.3 gének (ebben a vizsgalatban huméan, mig
masoknal patkany és egér) hasznalata tobb okbdl sem magyarazhatja a kulonbséget: 1)
Korabban munkacsoportunk tagjai beszamoltak arro6l, hogy a kiilonbz6 C-terminalis delécios
muténs patkany Kv1.3 csatorndk magas membran expresszioval rendelkeznek ; 2) az egér, a
patkany és az emberi Kv1.3 gének nagy homoldgiat mutatnak; 3) munkacsoportunk
nemrégiben megjelent cikkében megmutatta, hogy a WT hKv1.3 (stop kodon a HRET
motivum utdn) C-termindlis deléciéja a teljes hosszlsagt WT Kv1.3 aramaval
osszehasonlithato aramokat eredményezett [13, 70]. Ugy gondoljuk, hogy a mésok altal észlelt
C-terminalisan csonka konstruktok nagyon alacsony, vagy gyakorlatilag nulla expresszidja a
plazmamembranban a felhasznalT-sejtvonalaknak tulajdonithatd [63, 68, 93]. Példaul a
glikozilaciés vagy mas poszt-transzlacios modositds befolyasolhatja a Kv1.x csatornak
membranfelszini expresszids szintjét; vagy az ezekben a sejtekben endogén modon jelen 1év6
mas Kv-alegységek heteromerizacioja a Kv1.3-mal megakadalyozhatja a plazmamembranhoz
vald eljutast [93, 121-127]. Amint itt lathatd, kizartuk a sejtvonal specifikus kovetkeztetéseket
a CHO sejtvonal (egyéb Kv.x csatornat nem expresszal0) és a mutaciospecifikus hatadsok
alkalmazéasaval a két pont-mutans segitsegével, melyek egyedi karakterisztikaval

rendelkeznek.

69



Masrészt eredményeink 6sszhangban vannak azokéval, akik szintén azt kaptak, hogy a
HRET szekvencia hianya vagy modositasa nem befolyasolja a Kv1.1 vagy a Shaker-csatorna
sejtfelszini expresszidjat, hasonldan a Kv1.3-hoz a mi esetiinkben [68, 69]. A membrénba jutas
mellett a HRET(E) szekvencianak a kiilonféle csatorndk vezetoképességének szabalyozasaban
lehet szerepe. Példaul a Kvl.l HRET(E) szekvencidjaban szereplé arginin (R) kritikus a
vezetOképes csatorna kialakitasahoz, és a HRE-szekvenciat nem tartalmaz6 Shaker-csatorna
egyensulyi (steady-state) aktivacios kapuzasa megvaltozik [68, 69]. Eredményeink részben
egyezést mutatnak ezekkel a tanulmanyokkal: a C-terminalisan csonka Kv1.3, amelybdl
hianyzik a HRET szekvencia sejtfelszini expressziot mutat, azonban nem vezet K* aramot.

Ennek a tisztazasdhoz szamos kisérletet végeztink. Elészor is kimutattuk, hogy a WT
Kv1.3 nem tudta helyredllitani az A413V-NOHRET alegységek vezetéképességét CHO
sejtekben, ugyanis a kétféle alegység ko-transzfekcioja tiszta homotetramer WT &ramokat
eredmeényezett. A fluoreszcens mikroszkdpos mérések eredményei egyértelmiien kimutattak
mindkeét alegység jelenlétét a plazmamembranban, ezért ezek értelmezése szerinta 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
maodon befolyasolja, azaz nem-vezetévé teszi. Az a tény, hogy azok a sejtek, amelyek a WT-
Kv1.3-mal voltak csak transzfektalva sokkal nagyobb aramsiiriiséget mutattak, mint a mindkét
alegységet (WT és A413V-NOHRET) expresszalé sejtekben volt mérhetd, alatdmasztja a nem-
vezetd heteromerek képz6dést a sejtmembranban. Mivel a Kv1.3 csatorna tetramerizécidjat az
N-terminalis tetramerizaciés domén, és nem a C-terminus irdnyitja, szintén alatdmasztja a
hipotézislinket, miszerint az A413V-NOHRET alegységek dominans-negativ hatassal

rendelkeznek a heterotetramerek képzddése soran [25, 128-130].

A HRET(E) szekvencia a C-termindlis azon részén helyezkedik el, amely az aktivacios
kapuhoz kozel van, vagy annak része is lehet . Tehat az ezen régidban torténé mutacio
nagymeértékben megvaltoztathatja a csatornak aktivaciés kapuzasat, vagy a feszlltség-szenzor
mozgasanak csatolasat az aktivacios kapuhoz, vagy akar mindkett6t is, mikdzben a fesziiltség-
szenzor mozgasa nem modosul. Ennek a feltételezésnek a teszteléséhez meghataroztuk a WT-
NOHRET csatornak kapuzasi aramat. Meglepetésiinkre azt tapasztaltuk, hogy ezen csatornat
expresszalo sejtek tobbsége nem mutatott olyan kapuzasi aramokat, amelyek hasonlitananak a
nem-vezetd W384F mutans kapuzasi aramahoz. Mivel a mikroszkopos kisérletek megerdsitik
a NOHRET konstruktok fellleti expressziojat, ez az eredmény arra utal, hogy a fesziltség-

szenzor mozgasa sérilt a NOHRET Kvl.3-ban, amelyb6l hidnyzik a teljes C-terminalis,
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beleértve a HRET szekvenciat is. Ennek a ,reverz csatoldsnak™ az eredete (vagyis a
ismeretlen, de ugy tiinik, hogy nem specifikus a HRET szekvenciara. Amikor csak a HRETE
szekvenciat (WT-XHRETE) vagtuk ki, vagy alaninnal helyettesitettik (WT-polyA), és a
karboxil-vég tobbi részét épen hagytuk, vagy a HRETE-t 6t alaninra csereltik a WT-Atail
konstruktban (és a C-terminus tobbi részét eltavolitottuk) a Kv1.3 vezetdképessége helyreallt.
Tehat Ggy tinik, hogy egy peptidlanc hianya a C-termindlison, az aktivacios kapundl a
csatornakat nem vezetoképes csatornakka teszi, de barmilyen aminosav szekvencia motivum

potolhatja a HRETE szekvenciat, legalabbis a Kv1.3-ban.

5.2 Ca?*-valasz Orail 1S-lokalizécio fuiggése T-sejtekben

Masodsorban, munkank sordn az Orail csatorna 1S-be torténé felhalmozodasi
kinetikajat és molekularis hatterét tanulmanyoztuk. Kimutattuk, hogy az Orail csatornédk
felhalmozddasa az IS kialakuldsa utan 15 perccel érte el maximumat, majd az Orail
polarizaciot mutato sejtek frakcioja a 60. percig csokkent. Ezzel ellenkezdleg, az N-terminalis
deléciot tartalmaz6 mGFP-Orail-A72 Orail nativ Jurkat sejtekben, valamint az mGFP-Orail-
Full csatornat kifejez6, de a STIM1 ill. a SAP97 fehérjét nem expresszalé T-sejtekben magas
volt az Orail-polarizalt sejtek frakcidja a CD3-CD28 gyongyokkel alkotott szinapszisban még
a 60. percnél is. Az Orail N-terminalis régio (mGFP-Orail-A72) levagasa és a SAPI7 lelitése
az mGFP-Orail-Full-SAP97-KD sejtekben nem volt szignifikans hatdssal a CRAC
csatornakon keresztiili Ca?* aramra. A STIM1 lelitése azonban megsziintette a Ca®*-vélaszt
Jurkat sejtekben. Az mGFP-Orail-A72 és mGFP-Orail-Full-SAP97-KD sejtekben a CD3-
CD28 gyongy altal kivaltott Ca?*-jel kiilonbozott a (megfelelé) kontroll sejtektél, mivel
ezeknél a 60. perc utan is Ca®* oszcillaciokat lathattunk.

Szamos munkacsoport beszamolt arrél, hogy kuldnféle ioncsatornak (Kv1.3, KCa3.1,
Orail, STIM1, P2X7, pannexin stb.) transzlokalédnak a T-sejt és APC kozott kialakuld
immunszinapszisba [13-15, 131]. A T-sejt aktivacidja soran, a CRAC csatornak jelenléte
elengedhetetlen a kalcium bearamlas Utvonalanak biztositasahoz, a kalium csatornak pedig
fenntartjdk a negativ membranpotenciélt, és létrehozzadk ezzel a kalcium bejutasanak
mozgatérugdjat, ami a T-sejtek proliferaciojat eredmenyezi [12, 14, 15, 86]. E kiilonb6z6
ioncsatornak IS-beli felhalmozodasa elengedhetetlen a Ca®*-fiiggd aktivaciohoz, amint azt
Nicolaou és munkatarsai is kimutattak a fesziiltségfiiggd kalium csatorna esetében: a Kv1.3

csatornak korai tavozdsa az SLE-s (szisztémas lupusz eritematdzusz) T-sejtek esetében
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hozzajarulhat a megvaltozott Ca?* jelatvitelhez [84]. Kisérleteink soran mi mutattuk ki elészor,
hogy a CRAC csatornadk Orail alegysége ,kétfazisa” felhalmozodast mutat. Ez a kinetika
szlikséges lehet az NFAT-sejtmagba torténd tartos transzlokacidja és az allandd aktivacio
elkertilése érdekében, ami konnyen a T-sejtek hiperaktivitasahoz vezethet.

Az Orail eloszlasanak meghatarozasahoz és a Ca®*-jel alakulasanak megfigyelésére az
immunologiai szinapszisban, APC sejtek, kereszt-kotott antitestek vagy antitesttel bevont
fed6lemezek helyett CD3-CD28 antitesttel bevont gyongyoket hasznaltunk APC-ként. Ezt a
modszert &ltalanosan hasznéljak és elfogadjak az immunszinapszis létrehozaséhoz [84, 96,
131]. Tovabba, tébb csoport is kimutatta, hogy a T-sejtek Ca?*-valasza eléggé eltérd lehet
antitest-kereszt-kotés vagy gyongy-konjugacio hatasara [84, 132]. Emiatt ugy gondoljuk, hogy
pusztan az antitestek hozzaadasa a sejtekhez vagy a sejteknek az antitesttel bevont sikfeliilethez
valé rogzitése nem elegendé. A T -sejtek jellegzetes Ca?*-valaszahoz sziikség van a sejthez
rogzitett CD3-CD28 gyongyok jelenlétére, fizikai interakcidjara. Az IS kialakulasa kiilonb6z6
sejtkomponensek atszervezéséhez, sejtpolarizaciohoz és a sejt alakjanak (geometridjanak)
megvaltozasadhoz vezethet, ami nem valdszinii, hogy megtorténik, ha antitesteket adunk hozza,
vagy a sejteket antitesttel bevont sikfellletre rogzitjuk.

Az Orail 1S-beli felhalmozddasanak értékelésehez pillanatfelvételeket készitettlink a
kiilonboz6 idépontokban, ahelyett, hogy ¢él6-sejtes képalkotd kisérleteket végeztiink volna.
Quintana és mtsai. munkaja alapjan (ahol az ¢él6-sejtes képalkotas és a rogzitett felvételek a
sejtekr6l hasonld Orail eloszlasi dinamikat mutattak az 1S-ben) gy gondoljuk, hogy a fixalt
képek alkalmazéasaval jol kontrollalt id6intervallumokat és megfelelden orientalt T-sejt-gyongy
komplexeket vehetiink fel Iényegesen jobb felbontasban, mint a teljes latbmez6 é16-sejtes
képalkotasa sordn. Ezen kivil statisztikailag a pillanatfelvételek elemzésének ugyanolyan
Orail eloszlast kell eredményeznie a szinapszisban, mint a folyamatos képalkotasnak.

A modszer, amelyet annak eldéntésére alkalmaztunk, hogy egy sejt mutat-e Orail
polarizaciét/akkumulaciot, tébb csoport is alkalmazta [13, 84, 133]. Masrészt egy kontroll
kisérleti sorozatban (az mGFP-t jelz6 Kv1.3 fehérjéket expresszalo CHO sejtekben, ahol nincs
IS képzbdés, tehat egyedulallo sejteket mériink) azt kaptuk az AA értékeknél (ez hatarozza
meg, hogy az IS terlletén hanyszor nagyobb az mGFP intenzitas, mint a ,,nem-IS” teriiletén),
hogy az egyes sejteknél az AA magasabb lehet, mint 1,0. A hamis pozitiv esetek észlelésének
elkeriilése érdekében az AA szamara a kiiszobertéket 1,5-re allitottuk. Ezzel a kiiszobértékkel
alabecsuljuk az Orail polarizalT-sejtek szamat, amelyekben az Orail az IS-ben

akkumulalodik, de kizarjuk a hamis pozitiv detektalast.
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Természetesen munkank soran meghataroztuk a CD3 és CD28 expresszios szinteket
minden sejtvonalban (nativ Jurkat E6-1, mGFP-Orail-Full, mGFP-Orail-A72, mGFP-Orail-
Full-STIM1-KD és mGFP-Orail -Full-PURQ), amelyeket a vizsgalatok soran hasznéltunk, és
megéllapitottuk, hogy kozel azonos mértékben fejez6dnek ki (30. abra). Ez alapjan biztosak

crer

koszonhetok, hanem az Orail funkcid és eloszlas valtozasdhoz kapcsolodoé specifikus hatasnak.

CD3 expresszi6 CD28 expresszio
15000 - I
30000 - }
o [ Jurkat

'_Uﬂ) — ‘_: 10000 E EEEE Orai1-Full
® 1 Jurkat © [ Orai1-A72
' 20000 | B Orai1-Full g S Orai1-Full-PURO
'E B Orai1-A72 ° 3 Orai1-Full-STIM1-KD
£ =S Orai1-Full-PURO g I Orai1-Full-SAP97-KD
] 3 Orai1-Full-STIM1-KD 3
© B Orai1-Full-SAP97-KD 5000

10000 -

0 L 0 SEEER

30. abra A CD3 és CD28 expresszio a kiilonbozd sejtvonalakban.

A kiilonbozé Jurkat sejteket immunfestettik Alexa Fluor 647-tel konjugalt A) anti-human
CD3 vagy B) CD28 antitestekkel. A sejtek analizisét Novocyte aramlasi citométer és
NovoExpress szoftver segitségével végeztiik (legaldbb 200000 sejt/minta). A NovoExpress-
ben torténd kiértékelés alapjan az atlag és CV értékeket (amelyet az aramlasi citometrias
merések karakterizalasara és osszegzésére, valamint a statisztikai elemzések soran az
egyének Kkisérleti csoportjainak 6sszehasonlitadsara is hasznalnak, (CV:variacios
koefficiens=SD/atlag csatorna szam) abrazoltuk a CD3 és a CD28 esetében a kiilonbozd
sejtvonalaknal. (Az A) rész esetén az CV értékeket feltlintettiik, de a tul alacsony értékek

miatt nem latszodnak az abran.) Csak a GFP pozitiv, él6 sejteket vettiik bele a kisérletbe.

A T-sejt aktivacioja soran a TCR/CD3 komplexhez kot6do specifikus antigén hatasara
az IP3 az endoplazmatikus retikulum (ER) feliiletén 1év6 IP3 receptorhoz kétddik, amely a Ca®*

felszabadulasat eredményezi. Az ER kalcium raktarak Kilrllését az ER-rezidens STIM1
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érzékeli, amely aktivalja a porusképzé alegységet, az Orail-et, eldidézve igy a kalcium
bedramlasat CRAC csatornakon keresztiil. Korabban beszamoltak arrol is, hogy a STIM1 az
Orail-gyel egyitt halmozddik fel az I1S-ben [14, 86]. A STIM1 fehérje szinapszisban (és az
Orail elhelyezkedésében) betoltétt funkciojanak megértése érdekében az Orail-Full
csatornakat expresszald Jurkat T-sejtekben leutéttik a STIM1-et (MGFP-Orail-Full-STIM1-
KD). A varakozasoknak megfeleléen a STIM1 leiités teljesen megsziintette a sejtek Ca®*-
valaszat a CRAC csatornakon keresztiil. Az mGFP-Orail-Full csatornat kifejez6 STIM1 leltott
Jurkat sejtekben az Orail 1S-beli felhalmozddasat vizsgalva azt kaptuk, hogy az Orail képes
STIML1 nelkil is akkumulalodni a szinapszisban, ahogyan ezt Quintana és munkatarsai is
kimutattdk mar korabban (a tal-expresszalt Orail akkumulalodott az 1S-ben az exogen STIM1
ko-expresszidja nélkil is) [95]. Az Orail berendezddés kinetikdja az mGFP-Orail-Full-
STIM1-KD sejtekben kiilonbdz6tt az mGFP-Orail-Full sejtektdl: az Orail polarizalt T-sejtek
szézalékos aranya az 1S kialakulasa utan a 60. percben mutatott maximalis értéket, jelezve az
Orail csatornak elnyujtott berendezédését a Jurkat sejtek és a CD3-CD28 antitesttel bevont
gyongyok kozott kialakult szinapszisban. Ezek a megéallapitasok, melyek azt sugalljak, hogy
az Orail 1S-be torténd felhalmozoddsdhoz nem sziikséges az Orail-en keresztlli kalcium
fluxus, valamint az Orail a STIM1 hianyaban is képes eljutni a szinapszisba ¢sszhangban
vannak Lioudyno és tarsai munkajaval, ahol leirtak, hogy a nem-funkcionalis CRAC csatorna
nem befolyasolja a szinapszis kialakul&sat, valamint az Orail, a STIM1, a TCR, a CRAC
csatornakon keresztiili Ca®* nélkiil is képes berendezédni az immunoldgiai szinapszis kontakt
zénajaba [14].

Ezen kivil kimutattdk, hogy az Orail két izoformaval rendelkezik. A rdvidebbnek
(vagy béta) szinte hidnyzik a teljes N terminalis régidja, pont az Orail vezetoképességéhez €s
aktivalasahoz sziikséges ETON régio elétt [7, 38, 132]. A rovidebb izoforma expressziojanak
egyetlen, de fontos fiziologiai kovetkezményet talaltak eddig, miszerint a béta izoforma nem
ugyanaz a thapsigargin stimulaciora adott Ca?*-valasza [39]. Az mGFP-Orail-A72 mutans
alkalmazéasaval kimutattuk, hogy az N-termindlis eltivolitdsa dramai hatast gyakorol az Orail
feltételezzlk, hogy a béta izoforma képes lehet a T-sejt aktivacidot befolyasolni az NFAT

transzlokacioé megvaltoztatasan keresztil.

Az mGFP-Orail-Full-STIM1-KD és mGFP-Orail-A72 sejtekben az Orail alegységek

hasonld akkumulacids kinetikajabdl addéddan teszteltilk azt a hipotézist, miszerint a SAP97
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(vagy hDIgl) , amelyrdl kimutattik, hogy bemegy az IS-be és 15 perccel a szinapszis
képzddése utan elhagyja az I1S-t, szerepet jatszik-e az Orail 1S-bdl torténd kivandorlasaban
[134]. 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) berendezédését az I1S-be egészen a 60. percig: ennél a pontnal megallapithatjuk, hogy
a SAP97 és a STIM1 kulcsfontossagu szerepet tolthetnek be az Orail szinapszisban valo
tartozkodasanak szabalyozasaban.

Fentebb emlitettlik, hogy az mGFP-Orail-A72 és mGFP-Orail-Full-SAP97-KD
sejtvonalak esetében az Orail IS-beli felhalmozddasat mutatod sejtek aranya a 60. percnél
nagyobb volt, mint 15 percnél a (24.B és 27.B abra). Tovabba azt tapasztaltuk, hogy a Ca?*-
valasz id6beli eloszlasa kilonbozott az mGFP-Orail-A72, mGFP-Orail-Full-SAP97-KD
sejtekben a kontroll (MGFP-Orail-Full és mGFP-Orail-Full-PURO) sejtekhez képest. Bar az
elsd 15. és 30. percben nem talaltunk kiilonbséget a kiilonbdzd sejtvonalak Ca?* -valaszaban,
azonban a 60. percnél vagy azon tul szignifikans kilénbség volt a kontroll és manipulalt sejtek
(mGFP-Orail-Full vs. mGFP-Orail- A72, mGFP-Orail-Full-PURO vs. mGFP-Orail-Full-
SAP97-KD) kozott (31.4bra).
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31. dbra A Ca?*-vilaszok a kiilonbizd sejttipusokban a CD3-CD28 gyongyokkel vald
szinapszis kialakitasa utan

IS-ben mért kalcium cstcsok a Jurkat sejtek és a CD3-CD28 gyongyok kozott kialakult
szinapszis utani A) 15. percig, B) 30. percig és C) 60. percig (lasd anyagok és modszerek).
A Kisérletek soran 0Osszesen 42db mGFP-Orail-Full, 39db mGFP-Orail-A72, 45db
MGFP-Orail-SAP97-KD és 29db mGFP-Orail-Full-PURO sejtet hasznaltunk, 3 fliggetlen
mereés soran. A pontok az egyes sejtek kalcium csucsainak szamat jelzik. A zéld vonal a

mediant jeloli.
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Tehéat vagy a SAP97 feheérje, vagy az N-terminalis rész nélkil az Orail csatorna tovabbra is
mukodoképes marad, €s képes az immunoldgiai szinapszisba bejutni és felhalmozddni. Ezen
tulmenden ezek a modositdsok, amelyek hosszabb tartdézkodasi idét eredményeznek,
megvaltoztatjdk a Ca?" jel idébeli eloszlasat, és magasabb és nagyobb szdmi kalcium
oszcillaciohoz vezetnek. A T-sejt és az APC kozott kialakult 1S akar tobb éraig is fenmaradhat
(amint azt a Mark Davis Immunology Review leirja): ekkor a sejtek kozti 6sszekapcsolodas
id6tartama alatt killonféle citokinek és egyéb faktorok szekrécioja megy végbe, amelyet szintén
a citoszolikus Ca?* koncentracié szabalyoz [78]. Az Orail IS-ben valé bennmaradasa tartds
kalcium-oszcillaciokat idézhet el6 a T-sejtekben, és ezaltal patoldgias jelatviteli Utvonalakat
indukalhat.

Végezetll Ggy Véljuk, hogy a SAP97, amely eldsegitheti a fehérjék kozotti
kélcsonhatasokat, és szerepet jatszhat az ioncsatornak endocitézisaban, része lehet egy
molekularis komplexnek: az Orail, a STIM1 és a SAP97 kdlcsonhatd partnerek segitsegével
hagyja el a szinapszis kontaktzonajat [134]. Ez a feltételezés Gsszhangban van a Jurkat
sejtekben 1évé N-terminalisdn csonka Orail (MGFP-Orail-A72) és a STIM1- és SAP97-
hianyos mGFP-Orail-Full sejtek hasonlé Orail felhalmozddéasi kinetikajaval, valamint az
MGFP-Orail-A72 és az mGFP-Orail-Full-SAP97-KD sejtek hasonl6 Ca?* mintazataval CD3-

CD28 bead hatasara létrejott immunoldgiai szinapszisban.

A dolgozatban bemutatott mddszerek és eredmények sajat munkabdl szarmaznak.
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6 Osszefoglalas

A tézis els6 felében bebizonyitottuk, hogy a plazmamembranba iranyul6 Kv1.3 csatorna
kijutds akkor is megmarad, ha a teljes C-terminust, beleértve a HRET szekvenciat is
eltavolitottuk. Ez a megallapitas kiemeli, hogy a membranban tortén6 kifejez6dés motivumai
nem feltétlenll univerzalisak, és fontossdgukat minden egyes csatorna/expresszios rendszer
esetében meg kell vizsgalni. Hasonlo kovetkeztetés vonhatd le a HRET(E) szekvencia
szerepérdl a csatorna vezetoképességének szabalyozasadban: a Kv1.3 esetén még a HRETE
szekvencia alanin szubsztitucidja is helyreallitotta a csatorna funkcidjat [68, 135]. Ezen és méas
kdzelmultbeli tanulméanyok alapjan a Kv1.3 C-terminalisan 1évé aminosavak, amelyek kozel
vannak az aktivacios kapuhoz, fontos szerepet téltenek be az ionvezetés fenntartasaban, mig a
tavoli C-terminalis aminosavak a mas fehérjekkel vald kdlcsonhatast szabalyozzak, vagy
koleszterin-érzékenységet kdlcsondznek a Kv1.3 csatornanak [136].

A masodik részben megmutattuk, hogy a CRAC csatornak Orail alegységének
egyedulallé akkumulacios kinetikaja van az IS-ben. A SAP97 és STIM1 fehérjék csendesitése,
valamint a SAP97 feltételezett kotohelyének eltavolitasa az Orail N-terminalisan azt mutatta,
hogy az SAP97-STIM1 ,osszjatéka” elengedhetetlen az Orail immunszinapszisha
berendez6désének szabalyozasaban. Az Orail visszatartasa az IS-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?*-fiiggé aktivaciojanak
szabéalyozasiban, azonban ennek tisztazasahoz tovabbi kisérletekre van sziikség. Ugy
gondoljuk, hogy az Orail IS-atrendez6désének molekularis hatterének megismerése

megkdnnyitheti az autoimmun betegségek mechanizmusanak megértéset.
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7 Summary

In the first part of the thesis, we demonstrated that Kv1.3 channel trafficking to the plasma
membrane is preserved even if the whole C-terminus, including the HRET sequence is deleted.
This finding highlights that trafficking motifs may not be universal and their importance must
be tested for each channel/expression system combination. A similar conclusion can be drawn
about the role of the HRET sequence in regulation of Kv1.3 channel conductance: even alanine
substitution of the HRETE sequence restored channel function. Based on this and other recent
papers the presence of the C-terminal amino acids adjacent to the activation gate in Kv1.3 are
important for maintaining ion conductance, whereas distant C-terminal amino acids govern
interactions with other proteins or confer cholesterol sensitivity to the Kv1.3.

In the second part of the thesis, we could show that the Orail subunit of CRAC channels
have a unique accumulation kinetics in the 1S. The knockdown of SAP97 and STIML1, and
deletion of the putative binding site for SAP97 on Orail N-terminus demonstrated that SAP97
and STIM1 may be essential in the regulation of Orail I1S-residence. Arrest of Orail in the IS
modify the Ca?* response of Jurkat T cells upon CD3-CD28 activation, which possibly
contributes to T cell hyperactivity. We suppose that existence of two Orail isoforms could have
role in regulation of T cells’ Ca%*-dependent activation, however, this should be elucidated.
We believe that learning the molecular background of Orail rearrangement to the IS can

facilitate the understanding the mechanism of autoimmune diseases.
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