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A projekt jellege: Kutatási együttműködés
Beszámoló/Eredmények

Munkánk során Jurkat E6-1 T sejtek felszínén expresszált Kv1.3 csatornákat vizsgáltunk a következő technikákkal: egymolekula fluoreszcencia mikroszkópia valamint „micropatterning” technika. A kísérletek elvégzéséhez zöld fluoreszcens fehérjével (GFP) konjugált Kv1.3 csatornákat tranziensen kifejező Jurkat T sejteket  használtunk. A Kv1.3 csatornát egymolekula szinten, „total internal reflection” (TIR) konfigurációban vizsgáltuk, és az MSD=(2+4Dtlag képlet alapján meghatároztuk a diffúziós állandóját: D=0.033 ( 0.004 µm2/s. Kísérleteink során azt tapasztaltuk, hogy az ioncsatornák nem mozogtak szabadon, mozgásuk egy kb. 500 nm átmérőjű területre korlátozódott. 
A Jurkat E6-1 sejtek felszínén expresszálódó fehérje-fehérje kölcsönhatásokat az ún. „micropatterning” technikával vizsgáltuk [1]. A Kv1.3 és CD3 ko-lokalizációjának vizsgálatára anti-CD3 és anti-CD71 (transferrin receptor) ellenanyagokkal kezelt felületeket használtunk hogy információt nyerjünk arról, hogy a Kv1.3 és CD3 molekula szoros fizikai csatolásban mozog-e, vagy egymástól függetlenül rendeződnek át az immunológiai szinapszisba. Fluoreszcens jelátrendeződést tapasztaltunk azoknak a T sejteknek a membránjában, amelyeket CD3 ellenes antitesttel kezelt microbiochip-en növesztettünk, azonban várakozásainkkal ellentétben CD71 ellenes antitesttel kezelt felületeken is. Ezekben az esetekben a CD3 és CD71 molekulák a mikrométer nagyságú mintázatnak megfelelően rendeződtek a sejtmembránban, amelyeket a fluoreszcensen jelölt Kv1.3 ioncsatornák követtek. Mindez a fehérjék közötti kölcsönhatásokat valószínűsíti.

Az egymolekula fluoreszcencia mérések adatai megfelelő alapot nyújtanak a Kv1.3 ioncsatorna diffúziós viselkedésének leírásához, egy kézirat elkészítéséhez. A micropatterning technikával végzett kísérleteink során érdekes mintázatképződést figyelhettünk meg mind a CD3, mind a CD71 ellenes antitestekkel kezelt felületeken. További együttműködésben a csatorna mVenus-konjugált N ill. C terminusának deléciós és nemvezető mutánsait tervezzük vizsgálni  Jurkat E6-1 sejtvonalon. 
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Art der Förderung: Forschungsprojekt
Bericht
In this project we investigated Kv1.3 channels expressed on activated human Jurkat E6-1 T cells. Basically we applied two techiques: Single dye tracing microscopy and micropatterning. In order to carry out the experiments T cells were transiently transfected with a construct of green fluorescent protein (GFP)-tagged Kv1.3. We examined the diffusion of Kv1.3 at the single-molecule level in total internal reflection (TIR) mode by single molecule tracing. Individual ion channels were found to diffuse not freely, but were confined to certain locations. The diffusion constant was estimated by the increase of the mean square displacement (MSD / µm2) for short time-lags (tlag / ms) according to the formula of  MSD=(2+4Dtlag. The diffusion constant was found to be 0.033 ( 0.004 µm2/s; a confinement size of 500 nm was estimated. 
We investigated protein-protein interactions of Jurkat E6-1 T cells with micropatterning technique [1]. Co-localization between Kv1.3 and CD3 was performed using micropatterned anti-CD3 and anti-CD71 antibodies (as negative control) to get information about interactions between the membrane receptors and Kv1.3 channels, in particular whether they diffuse physically coupled or translocate independently. We found redistribution of fluorescent signal in the plasma membrane of cells grown on anti-CD3 antibodies, but also in several cases on anti-CD71 antibodies.  In these cases CD3 and CD71 molecules arranged in the cell membrane according to the antibody micropattern and were followed by the fluorescently labelled Kv1.3 channels, which predicts specific interactions between the proteins.
The single molecule tracing data obtained so far are sufficient for preparing a manuscript on the diffusion behaviour of Kv1.3. Micropatterning experiments indicate interesting interaction patterns of Kv1.3 both with CD3 and CD71. In further collaboration we shall perform experiments with T cells expressing the N, C terminus deleted and non-conducting Kv1.3 channel mutants tagged with mVenus fluorescent protein. 
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