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KOPSAVILKUMS

Fluorescentas rezonanses energijas parneses metodei ir plass pielietojums misdienu
zinatné proteinu mijiedarbibas un konformacijas mainas petijumos. Ta ka Latvija p€tniecibas
metode nav izmantota, nepiecieS$ama pilniga instrumentu, ietekmé&joso faktoru un parametru
apguve no pasiem pamatiem.

Bakalaura darba “FRET sistémas aprobacija CRAC jonu kanalu p&tijumiem” veikti tris
galvenie eksperimenti, izmantotojot STIM1 ar CFP fluorescento proteinu C vai N gala
molekulas mijiedarbiba ar ORAIl, kam N gala YFP proteins, kuru gaita uzlabota Siinu
audz€Sanas tehnika, FRET mikroskopa konfiguracija, kvalitativu att€lu uznemsSana un
kvalitativa datu apstrade.

Iegiitas tehniskas prasmes un zinasanas augstas precizitates FRET datu ieguvei.

Atslegvardi: CRAC, FRET, HEK 293, proteinu mijiedarbiba, YFP, CFP



SUMMARY

Fluorescent resonance energy transfer method has wide application in modern science
when studying protein interaction and conformation change. Since research method has not
been used in Latvia, it requires full aquisition of tools, impact factors and parametrs from very
basis.

Bachelor thesis “Approbation of FRET system for studying CRAC ion channels” has
three main experiments — using STIM1 with CFP fluorescent protein in C or N terminus
interaction with ORAI1, which has YFP protein in N terminus. During the work process,
improvements in cell growth technique were obtained, configuration of FRET microscopy set
up, creating quality images and qualilty data analysis.

This allows to gain techinqual skills and knowledge for gaining high precision FRET
data.
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IEVADS

Fluorescentas rezonanses energijas parneses (FRET) mikroskopija ir fizikala metode,
kas pirmo reizi aprakstita pirms vairak ka 50 gadiem un aizvien biezak tiek pielietota
biomediciniskos zalu izp€tes un proteinu mijiedarbibas pétijumos. FRET metode balstas uz
energijas parnesi, kas atkariga no divu molekulu — donora un akceptora — savstarpgja
attaluma. Donora molekula tiek ierosinata ar konkr&tu vilnu garumu, un, ja akceptors atrodas
mazak ka 10 nm attaluma, donora energija netick emitéta, bet gan parnesta uz akceptora
molekulu, to ierosinot.

FRET sistéma ietver ne vien paraugu ierosinaSanu un emisijas detekciju, bet arl
piemé&rotako Stnu audzeéSanu, fluorescento plazmidu ekspresiju, mikroskopa tehnisko
stavokli, konkrétu filtru izmantoSanu, paraugu fokus€Sanas 1ipatnibas, datu ieguvi,
programmas konfiguraciju, rupigu datu izvertéSanu un analizi.

Tika izvirziti $adi darba uzdevumi:

e Pavairot $tinas un plazmidu konstruktus transfekcijai;

e legiit praktiskas iemanas darba ar FRET sistemu;

e Veikt piloteksperimentus, lai noteiktu DNS konstruktu sp&u ekspresét
fluorescenti iezim&tos proteinus un optimiz&tu FRET sist€mas iestatijumus
atbilstos$ajiem mérjjumiem,;

e Veikt FRET eksperimentus un salidzinat iegiito rezultatu kvalitati aprobacijas
laika.

Darbs tika izstradats Rigas Stradina universitates Augusta Kirhensteina Mikrobiologijas
un virusologijas institiita $tinu biologijas laboratorija laika no 2015. gada septembra lidz 2016.

gada junijam. Darbu vadija Ph. D. Martins Kalis.



APZIMEJUMU SARAKSTS

[Ca?*]er Kalcija jonu koncentracija endoplazmatiskaja tikla

Arg arginins

Asp (D) asparginskabe

ATPaze adenozin trifosfata sintaze

CAD CRAC activésanas doméns (CRAC activation domain) = SOAR

cADPR cikliska ADP riboze

CcC proteina coiled-coil struktiira

CFP cianzilais fluorescentais proteins (Cyan fluorescent protein)

CMD CRAC modulatorais doméns (CRAC modulatory domain)

CRAC Ca?* atkarigais Ca?* kanals (Ca?* release-activated Ca?* channel)

DNS dezoksiribonukleinskabe

EGTA etilénglikola tetraetikskabe (ethylene glycol tetraacetic acid)

ET endoplazmatiskais tikls

FERM 4.1 proteina, ezrina, radiksTnam moezina saturo$s doméns

FRET Fluorescentas rezonances energijas parnese (Fluorescent resonance energy
transfer)

Glu (E) glutaminskabe

HEK cilvéka embrionala nieru $tinu linija (human embryonic kidney cells)

Ins(1,4,5)P3 inositol-1,4,5-trifosfats

kDa kilodaltoni

Km kanamicins

LB barotne  Luria-Bertani barotne

Lys lizins

NAADP Nikotinskabes adenindinukleotidfosfats (nicotinic acid adenine dinucleotide
phosphate)

ORAI Ca?* atkarigais Ca?* modulatorais proteins (Calcium release-activated calcium
modulator)

PM plazmatiska membrana

Pro (P) prolins

Rpa donoru akceptoru skaita attieciba ( donor-to-acceptor ratio)

ROI interes€joso rajonu robezas (region of interest)

rpm apgriezienu skaits miniité (revolutions per minute)

S1P sfingozina-1-fosfats



SAM
Ser (S)
SOAR
SOC
SOCE
ST
STIM
™

sterilais alfa motivs (sterile alpha motif)

serins

STIM-ORAI activation region.

uzkrajuma reguléti kanali (store-operated channel)

uzkrajuma reguléta Ca®* iepliide (Store-operated Ca®* entry)
sarkoplazmatiskais tikls

stromalas mijiedarbibas molekula (stromal interaction molecule)

transmembranas



1. LITERATURAS APSKATS

I.1. FRET

Gaismas difrakcija (gaismas vilna aplickSanas ap Skérsli) ierobezo acs un optisko
instrumentu izskirtsp&ju. Balstoties uz Abes likumu optika, kas liedz izskirt divus punktus
mikroskopa, kas atrodas tuvak par 250nm, $iinu molekularas darbibas pétijumiem jaizmanto
mikroskopi ar Tsakiem vilnu garumiem neka gaismai, pieméram, UV vai rentgenstari (X-rays),
tome@r §1s tehnikas liedz attelam pieskirt lielu krasu kontrastu un var neatgriezeniski bojat
paraugu. Lai konstatétu vai interes€josie objekti atrodas mazak neka 10 nm robezas, izmanto
netie$as mérisanas panémienus (Silfies et al. 2015).

Gaismas mikroskopijas tehnikas attistiba lauj noverot proteinu mijiedarbibu Siina.
Fluorescentas rezonanses energijas parnese (FRET), saukta ari par Forstera rezonanses
energijas parnesi péc vacu zinatnicka Teodora Forstera, kur§ pirmais aprakstijis FRET, ir
kvantitativa gaismas miksoskopijas metode, ar kuras palidzibu iesp&jams detektét molekularas
mijiedarbibas dzivas §tnas (Forster 1965, Li et al. 2006 cit. péc Broussard et al. 2013). FRET
princips ir energijas parnese no viena ierosinata fluorofora (donora) uz otru (akceptoru), kuru
ierosina pirma fluorofora emisija (Chen et al. 2003 cit. péc Broussard et al. 2013).
Fluoroforus izvélas ta, lai donora fluorescences emisijas spektrs (vilpu garums) parklatos ar
akceptora fluorescences absorbcijas spektru (Alberts et al. 2008). FRET eksperimentos tiek
meérita akceptora proteina emisijas lielums. Katram proteinam ir sava fluorescenta iezime,
kuru gaismas spektri parklajas, pieméram, donoram cianzilais fluorescentais proteins (CFP),
savukart akceptoram dzeltenais fluorescentais proteins (YFP) (Periasamy et al. 2008 p&c
Broussard et al. 2013). Tiek ierosinats CFP proteins, kur§ emité zilu gaismu, savukart, ja
tuvuma (2 - 10 nm) atrodas proteins ar dzelteno fluorescento iezimi, tad absorbétas gaismas
energija tiek parnesta no CFP fluorofora, ierosinot YFP un tiek emitéta dzeltena gaisma
(attels).

Metodi iesp&ams pielietot, lai pétitu proteina konformacijas izmainas, pievienojot
proteinam gan donora, gan akceptora fluorescentos proteinus, ka art lai pétitu divu proteinu,
signalmolekulu vai receptoru mijiedarbibu, vienam proteinam piesaistot donora, otram
akceptora fluorescento proteinu.

Fotoaktivacijas ierosinasanai izmanto mikroskopus, kas ar lazera palidzibu spgj raidit
spécigu gaismas impulsu neliela Stnas regiona (Alberts et al. 2008) vai ari izmanto

fluorescences gaismas avotu ar attiecigajiem fluoroforus ierosino$as gaismas spektra filtriem.
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1. att€ls Shematiskas diagrammas fluoroforu tris stavoklu apstakli, kas ietekmé
FRET efektivitati. (a) Donora emisijas spektram japarklajas ar akceptora absorbcijas spektru. (b)
Lai FRET notiktu, donora un akceptora attalums nedrikst bt lielaks par 10 nm. (¢) Donora un
akceptora dipoliem jaatrodas paraléli. (att€ls pielagots no Brossard et al. 2013)

Figure 1 Schematic diagrams of fluorophore three conditions that affects FRET efficiency. (a)
Emission spectrum from donor fluorophore must overlap with acceptor fluorophore’s excitation
spectrum. (b) FRET occurs if distance between acceptor and donor is less than 10 nm. (c) Dipoles
of donor and acceptor must be parallel each other.

FRET efektivitati iesp€jams noteikt ar tadam metodém ka akceptora fotoizbalinasanu,
sensitivo emisiju (sensitized emission), spektralo att€lu veidoSanu (Spectral imaging),
fluorescences anizotropiju (fluorescence anisotropy), fluorescences ilguma att€loSanu
(fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM)).

Spektrala attélu veido$ana. Metodei izmanto 32 kanalu multianodu detektorus, kas
padara iesp&jamu vairaku krasu spektra atbildi abiem fluoroforiem viena att€lu uznemsSanas
reizé. lesp&jams detektet abu fluoroforu emitétos signalus viena att€la. Tomer nav iesp&jams
atskirt vai akceptora emitéta gaisma ir energijas parneses rezultata vai signals tiek radits no
tieSas akceptora ierosinaSanas. Rezultatu uzlaboSanai izmanto kontroles att€lus katram
fluoroforam atseviski.

Akceptora izbalinasana. Mectode paredzéta fiksétiem paraugiem. MetodE izvélas
interesgjoso regionu (ROI), kurus izbalina ar lazeri. FRET efektivitate tiek aprékinata
balstoties uz donora signala attiecibu pirms un péc akceptora izbalinaSanas. Lai metode biutu
preciza, akceptors ir pilniba jaizbalina, precizi noregul€jot lazera jaudu, balinasanas vilnu
garumu un laiku. Metodé janem véra nespecifiska emisija akceptora spektra (crosstalk) un
metodes fototoksiskums dzivam §tinam.

Donora izbalinasana. Metode piemérota fiksétiem paraugiem un gluzi ka iepriekseja

metodg€, tieck mérita donora bal€Sana akceptora klatbiitn€ un bez tas.



Fluorescences anizotropija. Metode tiek pielietota mediciniskas parbaudés un ietver
paraugu ierosinasanu ar polariz&tu gaismu.

FLIM. Tiek veidots attéls, balstoties uz eksponencialu fluorescences samazinajumu
petamajam paraugam. Att€la veidoSanai nevis tiek nemta véra fluorofora intensitate, bet gan
fluorofora signala ilgums (Lakowicz 2010).

Sensitiva emisija. Visbiezak pielietota metode, kuras pamata FRET tiek meérits
balstoties uz ieglitam paraugu un kontroles att€liem. Metode ir piem&rota plasa lauka (wide-
field) mikroskopijai. Att€lu uznemsana noris atri, tadé] metode piemérota dzivam S§Gnam.
Kontroles un parauga attéli jauznem, ar vienadiem parametriem (Stack et al. 2011 péc
Broussard et al. 2013).

NepiecieSami kontroles attéli: donora (CFP), akceptora (YFP) un FRET signali
neiezimétam, netransficétam Stnam, lai izméritu autofluorescenci. Ar CFP proteinu saistitas
Stnas att€ls, lai noteiktu YFP spektram atbilstosu emisiju FRET attéla kanala (emisijas
crosstalk), kas rada viltus pozitivu FRET rezultatu. legtist YFP attélu, kas apstarots ar donora
ierosinosu gaismas vilna garumu, lai noteiktu crosstalk. Tiek aprékinatas un veiktas FRET
attéla korekcijas (Lacoste et al. 2012 péc Broussard et al. 2013). NepiecieSamie kontroles
att€lu veidi var atskirties, izmantojot dazadas datorprogrammas.

Fona korekcijas tiek veiktas, atzZimgjot interes€joSo rajonu robezas (ROI) un izm@rot
tajos vidgjo FRET intensitati. Tiek iegiits labots FRET attels. Maksimala fluorescento
proteinu FRET efektivitate parasti ir 10 - 40% (Ormo et al. 2007 p&c Broussard et al. 2013).

Aprekinot FRET efektivitati, janem véra katra fluorescenta proteina ekspresijas
atSkiribas $tna (Vogel et al. 2006 cit. péc Broussard et al. 2013). Lai precizétu FRET
mérjjumu, javeic attéla korekcija, nemot veéra nevélamu signalu parnesi starp kanaliem
(crosstalk), faktu, ka katra mérita fluorescenta intensitate sastav gan no FRET gan ne-FRET
komponentiem, donora koncentracija, akceptora koncentracija (Gordon et al. 1998 cit. péc
Berney and Danuser 2003). FRET metodei janem véra arT donora emitétas gaismas crosstalk,
respektivi, kad donora emisija dod dalu no akceptora spektra mérita emisijas signala. Sis
parametrs ir atkarigs no fluorescento krasu para spektra parklasanas lieluma. Jo lielaks
parklasanas spektrs, jo tiek noteikta lielaka FRET efektivitate, dodot paaugstinatu signalu. Jo
lielaks signals, jo lielaka iesp€ja, ka nav nemtas véra sistematiskas kltdas (neprecizs
merjjums).

Ro ir Forstera attalums, kas atspogulo katra krasu para attalumu, kura to efektivitate ir
50%. Fona limenis ir atkarigs tikai no signala pastiprinataja iestatijumiem, bet ne no lazera

jaudas vai detekcijas digitala pastiprinajuma (gain). Aprékinus veic balstoties uz pikselu
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intensitates attiecibu. Netiek nemti véra pikseli, kuri ir parak spilgti vai parak blavi jebkura
no kanaliem.

FRET efektivitate atkariga no donoru un akceptoru skaita attiecibas parauga jeb Rpa
(donor-to-acceptor ratio). Zems Rpa nozimé, ka virsmas laukums parsvara ir klats ar
akceptoru molekulam. Sada varianta ierosinatai donora molekulai ir lielaka iesp&ja parnest
energiju uz akceptormolekulu, neka tiesi emitét energiju fluorescences veida, ka ari iespgja,
ka vairakas donora molekulas sacentisies par vienas akceptormolekulas ierosinasanu, ir
nieciga. Zems Rpa rezultajas augsta FRET efektivitate. Eksperimentos Rpa jabiit robezas no 1
lidz 20. Ja Rpa>20 FRET efektivitate ir tuvu nullei, savukart ja Rpa<l, efektivitate sasniedz
plato fazi, kur izmainas molekulu attieciba maz ietekmé efektivitati. Starp donoriem un
akceptoriem nav konkurences. Palielinoties Rpa konkurence starp donoriem uz vienu
akceptoru palielinas un FRET efektivitate tuvojas nullei. FRET efektivitate samazinas,
paliclinoties attalumam starp fluoroforiem. C. Bernija un G. Danusera (2003) eksperiments
pierada, ka FRET rezultats ir uzticams, ja Rpa ir robezas no 0,1 lidz 100, tom&r optimalakie
un stabilakie rezultati ir,ja Rpa ir robezas no 0,1 lidz 10. Arpus §is robezas rezultati ir

nestabili, neatkarigi no pielietotas metodes.

1.tabula.
Biezak izmantotie FRET fluoroforu pari
Table 1
Most communly used fluorophore pairs in FRET
o ) o Akceptors (ierosinoSais-emitétais vilnpu garums,
Donors (ierosinosais-emitétais vilnu garums, nm) )
nm
FITC (495-519) TRITC/hodamins (557-576)
Cy3 (554-568) Cy5(649-666)
EGFP (489-508) /Alexa 488 (490-525) Cy3 (554-568)
CFP (435-485) YFP (514-527)
EGFP (489-508) YFP (514-527)
BFP(402-457) GFP (489-509)

FRET detekteSanai tiek izmantoti fluorescenti proteini. Pirmais atklatais fluorescentais
proteins bija zalais fluorescentais proteins (GFP), kuru atklaja Osams Simomura 1962. gada
mediiza Aequorea victoria, par ko 2008. gada tika pieskirta Nobela balva kimija. Proteins ir
augstas izturibas atskirigos vides apstaklos (karstums, pH) (Ward and Bokman 1982 cit. péc
Green 2012). Musdienas pieejams plass fluorescento proteinu klasts, kas veidoti sint&tiski,

balstoties uz dabigo bioluminiscento proteinu uzbiives. BieZzak izmantotai fluorescento
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proteinu paris ir no zala fluorescenta proteina (GFP), kas ir organiska fluorescenta krasa,
atvasinatie varianti cianzilais (CFP) un dzeltenais (YFP) fluorescentais proteins. GFP un ta
atvasinatie proteini tiek attiriti, modific€ti un pievienoti proteinam ar génu inzenierijas
palidzibu. Tomér bez minéta para, izmanto ari daudz citus fluoroforu parus (1.tabula)
(Zimmermann and Terjung 2005).

FRET atskirigie rezultati ir atkarigi no izvéleétas metodes, metodei atbilstosa crosstalk
aprékina. Att€lu kvalitati un merfjumu rezultatus ietekmé ar1 pieejama aparatiira. Rezultati var
atSkirties dzivu Siinu eksperimentos, jo dazadas Stunas satur atskirigu proteinu daudzumu,
ietekmé ari izmainas eksperimenta apstaklos, pieméram, temperatira, pH (Berney and

Danuser 2003).

1.2.  Ca?' transports un ta loma §iinas

Transportu cauri membranam $iina nodrosina jonu kanali un parnesgjolbaltumvielas,
izmantojot ATF energiju vai vielu koncentracijas gradientu. Ca®* joni augu un dzivnieku
Stnas uzkrajas endoplazmatiska tikla (ET) ieks&ja telpa jeb lumena. Endoplazmatisko tiklu
veido cauruli$u un cisternu sistéma, kas veidojas no kodola argjas membranas izaugumiem.
Membrana ir 6-7 nm bieza, gluda un kustigaka ka citas §inas membranas. Ca?* sikni un
kanali atrodas ET, mitohondriju un citds Sinas membrana, un to darbibu kontrolgé §iinu
signalsisttma. Membrana esoSie jonu stikni parvieto jonus pret koncentracijas gradientu no
citosola uz lumenu. Ca?* koncentracija citosola ir 107 M, arpus $iinas 102 M. Caur $iinas
plazmatisko membranu noris Ca?* un Na* jonu antiports. Dzivnieku $tinas [Ca?'] citosola
palielinas, ja plazmatiskaja membrana atveras sprieguma atkarigie katjonu kanali vai kanalu
atvérSanos ET izraisa inozitola trifosfats. Ca?* izvadiSana no S$iinas noris ar ATF-azes
palidzibu (Selga 2008).

Visizplatitakais Ca®" transports caur $iinas membranu noris pa uzkrijuma regulétiem
(store-operated) kanaliem (SOCs), kuri piedalas tadu svarigu funkciju reguléSana ka
sekrécija, génu ekspresija un $iinu aug$ana. Ca®" reguléto procesu izpildes laika diapazons
$0nas pladi varig, tadel ari Ca®* signalsistému darbibas mehanismi ir atSkirigi. Piem&ram,
eksocitozes ierosinasana Ca?* ilgst paris mikrosekundes, savukart tadi procesi ka génu
ekspresija un Stnu proliferacija (daliSanas) ilgst no mintites lidz pat vairakam stundam
(Berridge 2003).

Ca?" koncentracija §0na ir atkariga no reakciju lidzsvara, kas regulé Ca?* iepliisanu
citoplazma un So signalu blok&josas buferu un siiknu aktivitates. ParslégSanas no viena

procesu uz otru rada 1sus Ca?" impulsus, kas nodrosina kalcija jonu signalsistémas darbibu.
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Ca?* piesaistas efektoriem (neliela molekula vai proteins, kas stimulé biokimiskus procesus),
kuri stimul€ kalcija jonu atkarigus procesus. Talak notieko$o signalcelu mehanisms ir atkarigs
no signalcelos iesaistito komponentu (receptori, efektori, parnesg€ji (transduceri), kalcija
buferi, enzimi, kanali, stkni) variacijas un izoformam, kas raduSas splaisinga rezultata.
Izmainas konstanta signalsisttmas mehanisma var izraisit dazadas slimibas, ka piem&ram,
sirds mazspé&ju (Berridge 2003).

Signalizraisosie Ca®* (ligandi) atrodas ieks$3tinu kratuv@s un arpus$iinas vide. Ca*
ieplist §ina caur Ca?' kanaliem, kas atrodas plazmatiskaja membrana (PM). Kanalu
atverSanas ir atbildes reakcija uz tadiem stimuliem ka membranas depolarizacija, izstiepSanas,
iek$$inu mesendzeriem, arpussiinu  un iek$$tnu kratuves iztuk$oSanos. Ieks§tinu CaZ*
atbrivosanu no ET vai sarkoplazmatiska ftikla (ST) muskulos kontrolé pasi Ca?* vai
mesendzeri (Ins(1,4,5)P3 receptors; CADPR; NAADP; S1P). Tie stimulé vai korigg ieksstnu
kratuvju jonu kanalus (Bootman 2002 cit. péc Berridge 2003).

Ca?* iepliisanas mehanisms. Ca®* iepliiSanu $§Gna no starpsinu telpas. Procesu

nodrosina liels elektromehaniskais gradients abpus membranai. Arpussiinas esosie kalcija joni
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2. attels. Kalcija iepltiSanas mehanisms caur uzkrajuma regulétu kanalu. Agonists (Ag) (molekula,
kas piesaistas $tinas receptoram un izsauc fiziologisku atbildes reakciju) piesaistas receptoram (R),
caur G proteinu vai tirozinkinazes celu (G/TK) aktivgjot PLC. PLC skel PIP», ka rezultata rodas
IPs, kas atbrivo Ca?" no ET. Ca2+ koncentracijas samazinaSanas ET, aktivé SOC kanalus.
Eksperimentali Ca®" ieplisanu no ET citosold iesp&jams panakt inhib&jot SERCA siiknus ar

tapsigargina (TG) palidzibu, ar jonomicinu, EGTA (veidojot helatus ar iek$§tinu Ca?") vai TPEN
(veidojot helatus ar ET lumena eso$ajiem Ca?").

Figure 2 Store-operated calcium entry mechanism. Agonists (Ag) (a molecule that combines with a
receptor on a cell and triggers physiological reaction) bind to receptors (R), activate PLC through G
protein or tryosine kinase-coupled pathway (G/TK). PLC cleaves PIP,, producing IP3, which
release Ca?* from ER. Reduction of Ca2+ in lumenal ER activates SOC channels. Experimentaly
Ca?" depletion in ET can be achieved bt thapsigargin (TG), lonomycin, EGTA (chelating with
intracellular Ca?*) or TPEN (chelating with lumenal Ca?*).



aktivé dazadus jonu kanalus (receptoru, ligandu vai sprieguma atkarigi Ca®* kanali, pieméram
L-tipa sprieguma atkarigs jonu kanals) (Singh et al. 2006). Kalcija iepliSanu $tina nodrosina
dazadi stimuli - gan receptoru atkarigie, gan neatkarigi jonu kratuves iztukSo$anas stimuli
(SERCA blok&taji, Ca?* helatori, lipofili Ca?* jonofori, TPEN) (Gross et al. 2009 cit. péc
Lewis 2011). Kalcija iepliisanu ET aktivé sarko(endo)plazmatiska tikla Ca?*-ATPaze
(SERCA), kas atrodas uz ST vai ET membranas un nodrosina Ca®* transportu no citosola un

lumenu (Kliida! Nav atrasts atsauces avots.).

1.3.  Uzkrajuma reguléti kanali (SOC)

SOC kanali tiek aktivéti stimulu dgl, kas rodas lumenala Ca?" koncentracijas
samazinasanas rezultata endoplazmatiskaja tikla ([Ca®"]er) par aptuveni 25% (Lewis 2011).
Stimuli var bt dazadi (Kluda! Nav atrasts atsauces avots.). SOC kanali var tikt aktiveti ar
receptoriem, kas atrodas uz kanala virsmas. Receptoram piesaistas signalmolekula, kas caur G
proteinu vai tirozinkinazes kaskadi aktivé fosfolipazi C, kas Skel fatidilinositol 4,5-bifosfatu
(PIP2) un producé inositol-1,4,5-trifosfatu (IP3). Uz ET virsmas atrodas 1Pz receptori, kas tiek
aktivéti. IPs izraisa Ca?* izplasanu no ET caur IPs; receptoriem, kas aktivé kalcija jonu
selektivu SOC, ko sauc par Ca?" izpliides aktivétu Ca?* kanalu (CRAC — Calcium Release-
Activated Channel), ka rezultata samazinas [Ca®*]er (Kliida! Nav atrasts atsauces avots.)
(Feske et al. 2006). Jonu kratuves iztuk§o$anos var izraisit ar pasi Ca* joni, kas ierosina Ca?*
izpltsanu no ET/ST caur rianodina receptoriem (Lewis 2011; Parekh and Putney 2005 cit. p&c
Prakriya and Lewis 2015). Ca?" iepliide iina var ilgt vairakas stundas, nodrosinot biologisku
procesu norisi. SOC kanalu darbibu neietekmé& membranas potencials. (Berridge et al. 2000
cit. péc Prakriya and Lewis 2015). Ca?* kratuvju kontroléta iepliides (SOCE) cela (Putney
1986 cit. péc Prakriya and Lewis 2015) sastava ietilpst STIM un ORAII proteini, kuru
atklasana ir devusi progresu SOC molekulara mehanisma un funkciju labakai izprasanai
stnas un audos (Lewis 2007 cit. péc Prakriya and Lewis 2015). SOCE molekularas
sastavdalas pilniba joprojam nav atklatas (Prakriya and Lewis 2004, Parekh and Putney 2005
cit. p&c Prakriya and Lewis 2015).

Nomacot STIM1 ekspresijas aktivitati, tiek bloké&ta CRAC kanalu aktivitate un lidz ar to
Ca?* iepliisana $ina (Liou et al. 2005; Roos et al. 2005 cit. pgc Barr et al. 2009).

SERCA siiknis regulé kalcija uznemsanu ET (Lytton et al. 1991 cit. péc Barr et al.
2009). SERCA siikna inhibitors - tapsigargins (TG) - ir plasi lietots Ca?* daudzuma un SOCE
saiknes pétisanas eksperimentos. Tas ir no augiem izdalits laktons, kam, iek§ ET un ST,

piemit sp&ja inhib&t sarko/endoplazmatiska tikla kalcija ATPazes. TG tiesi izsauc Ca®*
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izplisanu no ET, bez receptoru un biokimisku signalu iesaistiSanas. Inhibé Ca?* uznemsanu

vienlaikus neizsaucot IP3 sintézi (Ong et al. 2007 cit. péc Prakriya and Lewis 2015).

14. STIM

STIM (stromal interaction molecule) transmembranas (TM) proteins ka Ca®" sensors
ETa tika identificéts 2005. gada (Liou et al. 2005; Roos et al. 2005 cit. péc Prakriya and
Lewis 2015), savukart STIMI1 citosola fragmentu kristalstruktira 2012. gada (Yang et al.
2012 cit. péc Fahrner et al. 2013). Ziditajiem raksturigi divi homologi — STIM1 (77 kDa) un
STIM2 (84 kDa). Abiem raksturigs lumena NH> gals un citoplazmas COOH gals. ET lumena
gala doméns ir sp&jigs reagét uz fiziologisku brivo Ca?* jonu koncentracijas izmainu ET
lumena (Liou et al. 2005; Manji et al. 2000 cit. péc Barr et al. 2009; Hogan 2015). 54-61%
STIM1 un STIM2 sekvences ir identiskas (Cahalan 2009 cit. péc Fahrner et al. 2013),
savukart Iidziba raksturiga vairak ka 74% sekvences (Collins and Meyer 2011, Soboloff et al.
2012, Stathopulos and Ikura 2013 cit. péc Prakriya and Lewis 2015). Ziditajos STIM proteini
ekspres€jas tados audos un organos ka aizkunga dziedzeri, smadzengs, skeleta muskulos un
sirdi, ka ari nedaudz plausas un aknas (Williams et al.2001 cit. péc Prakriya and Lewis 2015).

STIM1 miera stavokli atrodas viscaur ET (Mignen et al.2007 cit. péc Prakriya and
Lewis 2015), savukart ierosinats STIM1 parkartojas klasteros (Liou et al.2005; Zhang et
al.2005).

Lumena pusé atrodas EF hand (spirale-cilpa-spirale), pie kura saistas Ca?*, un sterila
alfa motiva (SAM) doméni (3. attéls . Starp abiem doméniem pastav hidrofobs kontakts.
Kalcija piesaistiSanas gadijuma fragments ir labi salocits, savukart kalcija trikuma gadijuma
dazi hidrofobie atlikumi ir versti pret Skidinataju, rezult€joties oligoméru veidoSana
(Stathopulos et al. 2008 cit. péc Barr et al. 2009). Citoplazmas pusé atrodas coiled — coil
(CC), FERM, serina-prolina bagati un lizina bagati doméni (Liou et al. 2005; Williams et al.
2002 cit. péc Barr et al.2009). COOH gals piesaistas plazmatiskajai membranai (PM) un
aktive ORAIL (Roos et al. 2005, Brandman et al. 2007 cit. pec Fahrner et al. 2013). ORAI
aktivéSanu kontrolé neliels coiled-coil doména fragments, kas atrodas FERM domeéna.
Fragmenta trilkums neizraisa ORAIL atbildes reakciju Ca?" trikuma gadfjuma (Park et al.
2009). Pargjie COOH gala doméni ir atbildigi par STIM1 lokalizésanu ET-PM savienojuma
izveidei (Huang et al. 2006, Liou et al. 2007 cit. péc Barr et al. 2009).

Ziditaju STIM1 ir atrodams gan ET, gan PM (2%) (Xu et al. 2006), savukart STIM2
tikai ET (Soboloff et al. 2006). STIM2 proteins ir iesaistits pamata kalcija ieplides

mehanisma, bet STIM1 funkcioné ka ET kalcija jonu sensors, kas iesaistits CRAC kanalu
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aktivésana (Brandman et al. 2007, Parvez et al. 2008, Stathopulos et al. 2009 cit. péc Barr et
al. 2009).

Jonu kratuves iztukSosanas laika lumendlais EF hand zaude Ca®*, kas izsauc
homomerizaciju (STIM1 oligoméri veido klasterus) un STIM1 lokacijas mainu PM virziena,
mijiedarbojoties un aktivéjot ORAIL, veidojot ET-PM savienojumu (Xu et al. 2006; Li et al.
2007, Luik et al. 2008 cit. pec Fahrner et al. 2013). FRET eksperimentu rezultata secinats, ka
kratuvju iztukSoSanas noved pie stabilas STIM1 oligoméra/diméra veidoSanas luminalaja
pusé, kas ir pirmais STIM1 aktivésanas solis (Luik et al. 2006; Roos et al. 2005, , Malli et al.
2008 cit. pec Fahrner et al. 2013).

STIM1 ET lumena puses doméni. ET pus€ atrodas STIM1 N-terminalais gals, kam
seko transmembranu Skérsojosais doméns (TM spaning domain) un C-gals citosola pus€. ET
dala atrodas EF-hand doméns (Stathopulos and Ikura 2010 cit. péc Fahrner et al. 2013). EF-
hand sastav no spirales-cilpas-spirales motiva, kur negativi 1adétas aminoskabes — aspartats un
glutamats — saista Ca?* pietickama kratuves jonu koncentracijas gadfjuma. Ca?* kratuves
iztukSosanas ir ierosinosais signals STIM1 oligomerizacijai, un Ca®" aizpliisanai no EF hand,
tadgjadi destabilizéjot EF-SAM kompleksu. EF-SAM komplekss pietieckama Ca®*
koncentracijas gadijuma ir kompaktaks (monomérs) nekd Ca?* trikuma gadijuma, kad

veidojas dimérs vai oligomérs (Stathopulos et al. 2008 cit. péc Fahrner et al. 2013).
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3. attels STIM1 struktura. ET — endoplazmatiskais tikls, SAM - sterilais alfa motivs, TM -
transmembranas domeéns, CC1-3 — coiled-coil doméni, CAD- CRAC aktivésanas doméns, SOAR —
STIM1- ORALII aktivésanas regions. (Pielagots no Fahrner et al. 2013)

Figure 3 Structure of STIM1. ET- endoplasmatic reticulum, SAM - sterile alpha motif, TM-

transmembrane domain, CC1-3 — coiled-coil domains, CAD — CRAC activation domain, SOAR -
STIM1-ORAI1 activation region.
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Ar1 STIM2 raksturigs EF-SAM doméns ET lumena dala, tomér STIM2 aktiveé CRAC
plismu pie nelielas [Ca?*] samazinasanas ET. STIM2 nodrosina stabilu Ca?* koncentraciju,
maza variacijas diapazona (Brandman et al. 2007 cit. péc Fahrner et al. 2013). EF-SAM
atSkirigo mehanismu STIM1 un STIM2 izskaidro atskiribas abu proteinu lumenalas dalas
strukturalaja stabilitaté (Zheng et al. 2011 cit. péc Fahrner et al. 2013). Ir veikts p&tijums, kas
apskata STIM2 atbildes mehanismu uz aktivaciju un liecina par STIM2 nozimigumu tiesi
zema limena fiziologiska stimulacija (Thiel et al. 2013 cit. p&c hogan 2015).

Starp lumena un citosola puses doméniem atrodas TM segments ET membrana, kura
funkcija un ietekme uz STIM1 oligomerizaciju ir neskaidra (Fahrner et al. 2013).

STIM1 domeéni citosola dala. STIM1 proteina citosola dala ir garaka un ietver tris
coiled-coil regionus (CC1, CC2, CC3), CRAC modularo doménu (CMD), aminoskabju
Ser/Pro un Lys bagatus regionus (3. attéls). Tiesi §is gals ir atbildigs par CRAC kanalu
aktivéSanu. ORAI aktivé$ana piedalas OASF, CAD, SOAR un Ccb9 doméni (Muik et al.
2009 cit. pec Fahrner et al. 2013).

SOAR veidots no 2 garam antiparalélam alfa spiralem (CC2, CC3), kuras savieno divas
1sas alfa spirales. SOAR nodrosina ORAI1 aktivéSanu. CC1 doméns transducé lumena dalas
di-/oligomeriz&sanos (Yang et al. 2012, Fahrner et al. 2009, Muik et al. 2011, Yu et al. 2013
cit. péc Fahrner et al. 2013). CC1 nodrosina oligomerizaciju neatkarigi no koncentracijas jonu
kratuvé, CC3+SHD nodrogina oligomerizaciju balstoties uz [Ca?*]er (Muik et al. 2011 cit. péc
Fahrner et al. 2013).

STIM1 nodroSina arT ET struktiiru, saistoties ar mikrocaurulittm EB1 un EB3 proteinu
pluss gala (Grigoriev et al. 2008 péc Barr et al. 2009). Kalcija koncentracijai ET kritoties,
STIM1 saikne ar EB1 proteinu samazinas, tadel tiek uzskatits, ka STIM1 nevar vienlaicigi

iedarboties ar EB1 un ORAI1 (Barr V.A., unpublished data cit. péc Barr et al. 2009).

1.5. ORAI

ORAI1, saukts arT par CRAC-membranu (CRACM) proteinu ir 33 kDa $iinas virsmas
proteins, kam raksturigi 4 transmembranas (TM) doméni, iekssiinu NH2> un COOH gali, viena
iek$Stinu un divas arpusstinu cilpas (4. att€ls) (Lis et al. 2007, Zhang et al. 2008 cit. p&c
Fahrner et al. 2013). Cilveéka genoma ir trfis ORAI izoformas (ORAIL, ORAI2, ORAI3)
(Feske et al. 2006). Kopgjais proteinu identiskums ir 62% , savukart 92% tie$i TM doménos
(Prakriya and Lewis 2015). ORAI1 ir vislabak izpétitais proteins no visiem trim ORAI
analogiem, ka ar1 tam ir liela lidziba ar ORAI proteinu, kas atrasts Drosophila un,

Caenorhabditis elegans, tam piemit funkcionala saikne ar endogéniem CRAC kanaliem , ka
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ar1 efektora funkcija cilvéka T S§tnas (reagé uz stimuliem) (Mignen et al. 2008 cit. péc
Prakriya and Lewis 2015). ORAI kristalstrukttira atklata 2012. gada (Hou et al. 2012 cit. p&c
Fahrner et al. 2013).

ORAI3 konstatéts tikai ziditajiem. Tas radies ORAI 1 génu dublikacijas rezultata
(Shuttleworth 2012 cit. péc Prakriya and Lewis 2015) un tam raksturiga garaka III-I1V cilpa,
1saks COOH gals, kam piemtt lielaka varbitiba izveidot coiled-coil strukturalo motivu neka
ORAIL (Frischauf et al. 2009 cit. péc Prakriya and Lewis 2015). Stimulgjot ORAI3 kanala
aktivitati ar 2-aminodifenilboratu (2-APB), ir konstatéta palielinata ekspresija véza Stinas un
karcinogenézes veicina$ana (Motiani et al. 2013 cit. péc Prakriya and Lewis 2015). Palielinot
ORAI3 un STIM1 ekspresiju, tiek panakta vaja kalcija iepluide (Mercer et al. 2006; DeHaven
et al. 2007 péc Barr et al. 2009). ORAI isoformu funkcionalas atskiribas tiek pétitas
véljoprojam (Barr et al. 2009).
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4. atteéls ORAII funkcionalais izkartojums §tina. TM 1-4 Transmembranu doméni, N (amino-) gals
un C (karboksil-) gals, tris TM savienojosas cilpas. Atzimétas 4 nozimigas aminoskabes TM1 dala ,
kas veido tidens caurlaidigu poru. E106 ir jonu selektivitates filtrs. Tiek inhibéta kanala funkcija, ja
R91 tiek aizstats ar hidrofobu aminoskabi. Aminoskabes pozicija 68-91veido CAM saistiSanas
doménu, regions atbildigs par saistiS8anos ar CAD un nodro$ina kanala atvér$anos. Fragments 151-157
nozimigi priek§ CDI . 268 — 291 satur coiled-coil doménu, kur§ nepiecieSams lai saistitos ar STIM .
(Pielagots no Lewis 2011)

Figure 4 ORAI1 functional organization in cell. TM1-4 transmembrane domains, N (amino-) termini
and C (carboxyl-) termini, three TM connecting loops. 4 significant aa are shown in TM1, that lines
the agueous pore. E106 forms the ion selectivity filter. The channel function ar inhibited, if R91 is
substituted by hydrophobic residue. Residues in position 68-91 form CAM binding domain. Fragment
is essential for CAD binding and channel opening. Fragment 151-157 is required for CDI. 268-291
contains coiled-coil damain, which is critical for binding STIML.

18



ORAI1 ekspres€jas imiinajas $tnas (makrofagos un limfocitos), smadzengs, aizkunga
dziedzerd, nierés un ada. Dazadi pétijumi pierada ORAII nozimigo lomu gan imiinas sist€émas
Stinas, pieméram, T §tnas, tuklajas (mast) Stnas, B $inas, NK $iinas, gan ari citas $iinas,
pieméram, fibroblastos, skeleta muskulos, trombocitos, mikroglijas un endotélija Stnas,
gludajos muskulos un neironu cilmes stnas (Baba et al. 2008; Oh-Hora et al. 2008, Stiber et
al. 2008, Braun et al.2009, McCarl et al. 2010, Somasundaram et al. 2014 cit. péc Prakriya
and Lewis 2015). Gan ORAIl, gan STIMI1 piedalas sviedru dziedzeru un zobu normalas
attistibas un funkciju nodrosinasana (McCarl et al. 2009).

Citosola puse atrodas tris dalas — N-terminalais gals, cilpa, kas savieno TM2 un TM3 un
C-teminalais gals (5. attéls) (Prakriya et al. 2006, Vig et al. 2006, Yeromin et al. 2006,
Schindl et al. 2008 cit. peéc Fahrner et al. 2013). ORAI citoplazmatiskais N- terminalais gals
atbildigs par slégta kanala izveidi, savukart citoplazmatiskais C- terminalais gals par ET un
PM savienojuma izveidi ar STIM1 (Gudlur et al. 2013). C — terminalo galu veido coiled-coil
domeéns, savukart N-galu ar argininu bagats un divi prolina bagati doméni (Cahalan et al.
2007, Takahashi et al. 2007 cit. péc Barr et al.2009). Batiska loma STIM1 - ORAI1
savienojuma izveid€ ir negativi ladétiem atlikumiem ORAIL C gala coiled-coil doména

(Calloway et al. 2009).
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matrikss matrikss

5. attels.Pirma arpusSiinu matriksa cilpa optimizé Ca2+ caurlaidibu. Negativie atlikumi piesaista
Ca2+ jonus, kontrolgjot jonu koncentraciju. Glu 106, Asp 110, 112 un 114 pozicija regul€ jonu kanala
selektivitati. Mutacija arginina 91 pozicija izraisa SCID. (pielagots no Farhner et al. 2013)

Figure 5 First loop optimizes permeation of Ca2+. negative residues attracts Ca2+ ions, thereby
controling ion concentration. ETON — the extended TM1 ORAI1 N-terminal region. Arginine 91
SCID disease

Aktuals bija uzskats, ka ORAI1 miera stavokli veido dimera struktiiru, savukart STIM 1
C-gala aktivacijas rezultata veidojas par tetram&ru (Gwack et al. 2007, Zhou et al. 2010,
Maruyama et al. 2009 cit. peéc Fahrner et al. 2013). Kristalografijas analize Drosophila
melanogaster atklaj, ka iespgjama ari heksamera struktara. Cetras transmembranu spirales
ierosinata stavokli veido 3 gredzenus — TM1 iek$gjo gredzenu, kas veido jonu poru, TM2 un
TM3 veido otru gredzena kartu un TM4 treso (Hou et al. 2012 cit. p&c Fahrner et al. 2013)
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(5.attels). Petfjumi ar metilétiem amonija atvasinajumiem liecina, ka Saurakais regions ORAI1
poras diametra ir 3.8 A (Yamashita et al. 2007, Schindl et al. 2008 cit. péc Fahrner et al.
2013), savukart kristalstruktiiras pétijumi liecina, ka tas ir 6 A (Hou et al. 2012 cit. péc
Fahrner et al. 2013).

Kanala selektivitati regule TM1 regiona negativi ladéta glutaminskabe (E106) un 3
negativi ladétas asparginskabes D110/112/114 pirmaja arpus$inu matriksa cilpa. Viena
punkta (single point) mutacijas gadijuma E106D (Vig et al. 2006, Lee et al. 2009 cit. p&c
Fahrner et al. 2013) poras minimalais diametrs palielinas lidz 5.4 A un Ca?" selektivitate
samazinas (Yamashita et al. 2007 cit. péc Fahrner et al. 2013). Joni piesaistas negativajiem
atlikumiem cilpa, tad virzas cauri ORAI, saistoties pie glutaminskabes (E106). Citoplazmas
pusé kanala poras diametrs kliist lielaks. Talak Ca" joni virzas caur hidrofobo poras dalu lidz
sasniedz ETON regionu, pie kura piesaistijies STIM1. Ca?* iepliist citosola. TM3 doméns
regulé selektivitati un ORAI kanala blivumu (Fahrner et al. 2013).

Mutacijas ORAI proteina ietekmé CRAC kanala funkcijas, pieradot, ka tas ir CRAC
kanala sastavdala (subvieniba) (Vig et al. 2006, Yeromin et al. 2006 cit. p&c Barr et al. 2009).

1.6. ORAI mutacijas

Mutacijas ORAI proteina noved pie imiindeficita slimibam, ekrino sviedru dziedzeru
funkciju probléemam un zobu emaljas nepilnveértigas veidoSanas. Cilvéka T Siinas, kuras ir
nefunciongjosi CRAC kanali, izraisa smagu kombin&tu imindeficta sindromu (Severe
combined immunodeficiency syndrome (SCID)) (Partiseti et al. 1994, Fanger et al.1995,
Feske et al. 2005 cit. péc Barr et al. 2009; Partiseti et al. 1994 cit. péc Prakriya and Lewis
2015). Pacientiem raksturiga viegla muskulu miopatija, samazinats spéks un izturiba (McCarl
et al. 2009). Vieniga funkcionala tearpija ir asinsrades cilmes $tinu transplantacija (Lewis
2011). Ekrino dziedzeru darbibas traucgjumu gadijuma ada kliist sausa un tiek traucéta
organisma termoregulacija, kas rezultjas periodiska drudzi (McCarl et al. 2009). Pacientiem
ar imtndeficita sindromu atklaj viena nukleotida (single missence) mutaciju ORAI1 (RO1W),
kas aptur CRAC kanala aktivitati (Feske et al. 2006). Kanala plusmas samazinasanas
intensitate ir atkariga nevis no ORAIl R91W pozicijas, bet gan mutanto subvienibu skaita
tetraméra (Thompson et al. 2009 cit. péc Fahrner et al. 2013).

Ja coiled-coil doména notikusi mutacija vai tas trikst, ORAI netiek aktivéts un
saistiSanas ar STIM1 nenotiek. Punktveida mutacija hidrofoba leicina nomaina 273. pozicija
uz hidrofilo serinu (L273S) un L276D mutacija destabiliz€ coiled-coil strukttru (Muik et al.
2008; Frischauf et al. 2009 cit. péc Lewis 2011).
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Mutacija Arg ORAII pirmas TM spirales tuvuma izslédz kalcija ieplidi cilvéka §tina
(Calloway et al.2009), lai gan mijiedarbiba ar STIM1 notiek (Muik et al. 2008; Navarro et al.
2008 pec Barr et al. 2009). Art ORAII ar izdz&éstu N-galu veido kontaktu ar STIM1, tomer
kalcija ieplide nenotiek (Muik et al. 2008; Li et al.2007 p&c Barr et al. 2009). Mutacija
hidrofobas dalas V102 aminoskabé vai polara glicina G98 TMI1 dala, rezultgjas kanala
blokésana atvérta konformacija (McNally et al. 2012, Zhang et al. 2011 cit. péc Fahrner et al.
2013). Single point mutacija TM3 doména E190 bitiski palielina poras diametru lidz aptuveni
7.4 A (Prakriya et al. 2006, Vig et al. 2006, Yamashita et al. 2007, Schindl et al. 2008 cit. p&c
Fahrner et al. 2013).

Delécija ORAIL C-gala dala (A283-301) netraucé STIMI1 piesaistei, noradot, ka $is
regions nav bitisks mijiedarbibai ar STIM1 proteinu (Lee et al. 2009 cit. péc Fahrner et al.
2013).

Mutants ORAI1 vai STIM1 vai to trikums izraisa defektu citokina ekspresija peles T
stinas (Gwack et al. 2008 péc Lewis 2011), savukart tuklajas $inas nepareizu sintézes procesu

vai iekaisuma mediatoru izdaliSanos (Baba et al. 2008).

1.7. STIM1-ORAI1

STIM1 ir regulatorais proteins, kas tie$i mijiedarbojoties kontroleé Ca?* kanala ORAI1
caurlaidibu. SOC kanalu darbibas mehanisms formuléts balstoties uz dazadu Sinu
eksperimentu rezultatiem (Hoth and Penner 1993, Zweifach and Lewis 1993, Roos et al. 2005
cit. péc Hogan 2015). CRAC plasma nodrosina ilgsto$u citoplazmatiska Ca signalu nodosanu
$ana. STIM1-ORAI1 mijiedarbibu iesp&jams novérot Ca?* kratuvju iztuk$osanas gadijuma ar
FRET, iezimgjot proteinus ar atbilstosu donoru un akceptoru fluoroforiem (Muik et al. 2008;
Gudlur et al. 2013).

Neaktiveta stavoklt STIM un ORAI ir mobili un izplatiti viscaur ET un PM. Jonu
iepliiSana no endoplazmatiska tikla citosola aktivé SOCE ( 6.attgls).

STIM1 un ORAII parvietojas attiecigaja membrana, akumul&jas, veidojot klasterus,
kuras iesp&jams redz&t proteiniem pievienojot fluorescento iezimi (Mercer et al. 2006; Wu et
al. 2006; Hogan 2015). Proteina parvietoSanas tika konstatéta imiinajas $tnas (Jurkat T Siinas
un zurku bazofilas leikémijas tuklas $tinas), ka ari HeLa un HEK293 $iinu Iinijam (Liou et al.
2005; Zhang et al. 2005).

ORAI kanalu skaits ir atkarigs no Stnu tipa, pieméram T S$unas, mast Stnas un

Drosophila S2 stinas CRAC pliusma ir augstaks neka HEK293 §tinas. Vairaki pétijumi liecina,
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ka tikai dazi ORAI kanali ir aktivi savienojuma vietas ziditaju Sunas, neatkarigi no

stimulacijas lieluma. (Hogan 2015).
Kalcija izklasana no ET. Jonu izplusanu no ET eksperimentali panak ar tapsigarginu
(Park et al. 2009; Liou et al. 2007, Covington et al. 2010, Fukushima et al. 2012 cit. péc
Prakryia and Lewis 2015), jonomicinu (Muik

oralt Extracellular o 51, 2008) un augstu iekdsinu IPs, vai helatu

PM =4 55 . >
e Cytosol  koncentraciju  (Lewis  2011).  STIMI
g ﬁ. see,efbiese ') Klasteroganos un kanala veidoganu ar ORAII
S R NS O iesp&jams panakt ari paklaujot $Gnu stresam,

STIM1 Ca?*

pieméram, oksidacijai ar H2O, vai butionina
Store depletion

sulfoksiminu (Hawkins et al. 2010 cit. péc

s s r— Lewis 2011). Jonu izkl@Sana no kratuves var
— i, 7 Snlintiian i

N /7 X notikt ari ar receptoru piesaisti, Kur
= fosfolipaze Cy (PLCy) Skel fosfotidilinositol-

3,4-bifosfatu, ka rezultata rodas inositol-
l 1,4 5-trifosfats (IP3), kas izraisa kalcija
izkliSanu no ET (Feske 2007, Samelson 2002

-#W’%Pv- _-.%:. © cit. péc Barr et al. 2009). [Ca®'] palielinasana
citosola inducé Tslaicigu kustiguma un

ER izplatiSanas samazinasanos. Kalcija izpliiSana

no ET aktivé SOC jonu kanalu atvér§anos

plazmas membrana (Oh-hora and Rao 2008
6. attels STIM1 un ORAII savienojuma izveides ., _
diagramma. STIM1 un ORAI1 izkartojusSies viscaur cit. péc Barr et. al. 2009).
ET un PM §ﬁngs miera -ste'quli.cit. p§ckr€1tuves CRAC kanila aktivésanu, neatkarigi
iztukSoSanas, abi protetni maina lokalizaciju un
veido klasterus . ORAII kanals atveras un CA2+ no kalcija limena ET, izraisa arm mutacijas
joni ieplust stna. (Pielagots no Prakriya and Lewis

2015) glutamata vai aspartata atlikumos, kas ir EF

_ o ~ hand doména  sastavdala. = Mutaciju
Figure 6 STIM1 and ORAIL junction formation

diagram. STIM1 and ORAI1 are distributed gadijuma, kalcija saistiSanas mingtajas
throughout the ER and PM in resting cell. After
store depletion, both proteins colocallize and forms
puncta. ORAIL channels are opening and Ca2+ are liek STIM proteTnam mainit lokalizaciju,
entering the cell.

vietas nenotiek, tacu tiek radits signals, kas

veidojot Kklasterus. (Zhang et al. 2005;

Mercer et al. 2006; Soboloff et al. 2006).
STIM aktiveSana un saistiSanas ar ORAIL. STIM 1 tiek aktivéts oligomeriz&Sanas
rezultata gan lumena, gan citosola coiled-coil doménu dalas, [Ca?*]er samazinaSanas

rezultata. Ir iesp€amas 2 STIMI konformacijas (1. pielikums). CAD fragments veido
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tetraméru, savukart atlikusi citosoliska dala veido diméru (Ji et al.2008 p&c Lewis 2011).
STIM1 maina lokalizaciju veidojot klasterus. CC1 domeéns regulé aktivéSanas statusu,
savukart CC2 saistas ar ORAIL C-galu. N-gala saistiSanas ar STIM1 véljoprojam ir neskaidra
(Fahrner et al. 2013; Ercan et al. 2009, Zhou et al. 2013, Bhardwaj et al. 2013 cit. péc Hogan
2015)). Savienojuma izveidé un ORAI aktivéSana piedalas SOAR regions, kas konformacijai
mainoties kliist pieejams (Liou et al. 2005; Luik et al. 2006; Xu et al. 2006; Roos et al. 2005,
Zhang et al.2006 cit. peéc Fahrner et al. 2013). STIM spgj saistit ORAI, atrodoties CCl
regiona coiled-coil vai alfa-spirales izstiepta konformacija, ko pierada FRET iek$stnu
mérijumi (Muik et al. 2011, Zhou et al. 2013 cit. péc Hogan 2015).

STIM1 tieSi mijiedarbojas ar ORAIl C-galu, tomér pétjjumi liecina, ka ET-PM
savienojuma kompleksa veidosana iesaistiti arT citi proteini (Muik et al. 2008; Calloway et al.
2009 ). FRET eksperimenti parada energijas parnesi starp abam molekulam, kas nozimé, ka
abu molekulu savstarpg&jais attalums ir mazaks par 10nm. Ja tas ir lielaks, saskatami atseviski
STIM Kklasteri. (Liou et al. 2007 péc Barr et al. 2009). ORAI1 parkartojas klasteros tikai péc
STIM1 lokalizacijas mainas. (Luik et al. 2006; Muik et al. 2008).

STIM1 afinitate pret ORAI palielinas, paaugstinoties coiled-coil doména varbiitibai C-
terminalaja gala. (Zhang et al. 2013 cit. péc Fahrner et al. 2013).

ET-PM savienojums. Pé&tjjumi, izmantojot elektronmikroskopu, uzrada, ka ET-PM
sprauga ir 10 lidz 20 nm liela (Wu et al. 2006; Hogan 2015; Lur et al. 2009, Orci et al. 2009
cit. péc Prakriya and Lewis 2015). Viens pétijums liecina, ka ET jonu kratuves uzpildiSanas
var nebut pietickami efektivs panémiens SOCE procesa partraukSanai, un ka papildus ir
nepieciesams Ca®* iepliist caur ORAI1 citosola, lai lumena Ca®* piesaistitos STIM1 EF hand
dalai. (Malli et al. 2008, Shen et al. 2011 cit. péc Prakriya and Lewis 2015). TieSais Ca®*
sensors (STIM1 dala), kas nodroSina So procesu, ka ari STIM1 un ORAII lokalizacijas
mainas pamata mehanisms nav zinams vai ir nepietiekami saprasts. Tiek veikti pétijumi, lai
noskaidrotu kadi proteini ir iesaistiti ET-PM savienojuma izveido$ana un stabilizé$ana (Prinz
2014 cit. péc Prakriya and Lewis 2015). Lidz §im arf par Ca?" saistiSands vietam, to
lokalizaciju un 1pas§ibam STIM-ORAI mikrodoména informacija ir nepilniga (Hogan 2015).

P&c jonu kanala atkartotas uzpildes, STIM1 un ORAII atgriezas ieprieksgja difuizaja
izkartojuma. (Muik et al. 2008; Sampieri et al. 2009; Malli et al. 2008, Smyth et al. 2008 cit.
péc Prakriya and Lewis 2015).
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2. MATERIALI UN METODES

Bakalaura darbs izstradats Rigas Stradina universitates Augusta KirhenSteina
Mikrobiologijas un virusologijas institita Ph. D. Martina Kala vadiba no 2015. gada
septembra lidz 2016. gada junijam.

2.1. Materiali

2.1.1. Reagenti

0,05% Tripsins/EDTA (etilendiamintetraetikskabe) 1X (Invitrogen, ASV)

0,4% Tripanzilais krasas $kidums (Amresco, ASV)

1x fosfata buferis (PBS — phosphate Buffered Saline) pH 7,4 (Thermo Fisher Scientific,
ASV)

1x TAE buferis (Thermo Scientific, ASV)

6x uzneSanas buferis ar fluorescento nukleinskabju krasu GelRed (6x Loading Buffer
with GelRed) (GenScript, ASV)

96% etanols

Agaroze (Agarose D1 low EEO) (Conda biolab, Spanija)

Bakto Agars (Bacto Agar “Typ USA” )(Ferak Laborat GmbH Berlin, Vacija)

Bakto Triptons (Bacto ™ Tryptone) (Becton, Dickson and Company, ASV)

Destiléts tidens

Dimetilsulfoksids DMSO (Sigma Aldrich, ASV)

DMEM Dulbeko modificéta Igla barotne (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 1X
papildinata ar L-glutaminu, 100X Penicilinu un Streptomicinu (PenStrep) (Gibco, ASV),
fetala tela serumu (FBS) (HyClone, Lielbritanija)

DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium) ar augstu glikozes koncentraciju
(Invitrogen, ASV)

DNS markieris 1kb (GeneRuler 1kb DNA ladder) (Thermo Fisher Scientific, ASV)

Kanamicins (Sigma Aldrich, ASV)

Lipofectamine® LTX (Invitrogen, ASV)

NaCl (MuxaitnoBckuii 3aBos xumpeakTuBoB, Krievija)

NaOH (Sigma Aldrich, ASV)

Nukleazu nesatuross tidens (nuclease free water (Thermo Fisher Scientific, ASV)

Plazmidu DNS izdalisanas komplekts E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit | (OMEGA
bio-tek, ASV)
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Plus™ Reagent (Invitrogen, ASV)
Polilizins Poly-I-lysine (Boster Biological Technology, ASV)
Rauga ekstrakts (BBL ™ Yeast Extract) (Becton, Dickson and Company, ASV)

Thapsigargin (Alomone Labs, Izragla)
2.1.2.Siinu linijas / DNS

Kompetentas E. coli baktériju $tiinas (Chemically Competent Cells) (Invitrogen, ASV)

Darba tika izmantotas 3 veidu ekspresijas plazmidas, kuras ekspres€jamie proteini ir
konjugéti ar fluorescento proteinu. Plazmidu konstrukti iegiiti no Muik M. et al. 2008 un
izmantoti ar autoru atlauju.

1. ORAII ar konjugéto dzelteno fluorescento proteinu (YFP) 5° gala (pEYFP-C1-
ORAIL)

2. STIMI ar zilo fluorescento proteinu 5° gala (pCFP-C1-STIM1) izmanto kontrolei,
jo CFP, kas piesaistits STIM1 N gala lokaliz&jas ET lumena, tapéc neveido FRET ar
YFP-ORAI1

3. STIMI1 ar zilo fluorescento proteinu 3" gala (pCFP-N1-STIM1)

Izmantota HEK 293 18.- 50. pasazas Sunu linijas, kas tika parséta attieciba viens pret
desmit.

2.1.3.Laboratorijas iekartas

Analitiskie svari (Sartorius lab, Vacija)

Autoklavs (CertoClav. Austrija)

COg; inkubators (SANYO Electric Co. MCO 175, Japana)

Hemocitometrs (T"'opsies)

Inkubators — kratitajs New Brunswick™ Innova® 43 (Eppendorf, ASV)

Invertétais gaismas mikroskops (Leitz Labovert FS, Vacija)

Invertetas gaismas widefield mikroskops (Nikon Eclipse Ti-U, Japana)

Laminaras gaisa plismas skapis (AC2-4E8) Airstream®, II klases A2 tips (Esco, ASV)

Mikrocentrifuga/vortekss Micro-Spin FV-2400 (Biosan, Latvija)

Mikroskops $tinu skaitiSanai (PZO, Polija) ar gaismas padevi ZM5 max 6V

Sildisanas bloks CH-100 (Biosan, Latvija)

Spektrofotometrs NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, ASV)

Ultrazemas temperatiiras saldétava SANYO MDF-U53V (-80°C) (SANYO Electric
Co., Japana)
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Udens vanna-termostats WB-4MS (Biosan, Latvija)
2.1.4.Laboratorijas materiali

Audu un stnu kultivésanas flakoni (T25) (Sarstedt, ASV)

Audu un stinu kultivésanas plates (6 bedrisu) (Sarstedt, ASV)

Automatiska pipete 0,2-10, 10-100, 20-200, 100-1000 ul Finnpipette (Thermo
Scientific, ASV)

Automatisko pipesu vienreizlietojamie uzgali (Thermo Scientific, ASV)

CentrifugéSanas stobrini (15 un 50 ml) (Sarstedt, ASV)

Kolba (100 ml, 200 ml)

Ledus vannina

MikrocentrifuggSanas stobrini (1,5 un 2 ml) (Sarstedt, ASV)

PipeteSanas paligiekarta Integra Pipetboy acu 2 (Integra Biosciences, ASV)

Pincete

Segstiklini (18x18 mm) (Gost, PSRS)

Spirta lampina

Stikla Spatele

Vienreizlietojamas serologiskas pipetes (5, 10, 25 ml) (Sarstedt, ASV)

Varglaze (100 ml)

2.2. Metodes

2.2.1.LB barotnes un LB agara barotnes pagatavo$ana

Kolba pagatavo 100 ml LB barotnes. Vienu 10g/1 bakto triptona, 5g/l rauga ekstrakta un
10g/l NaCl izskidina 95 ml destiléta @idens. Pievieno 5 pul 1M NaOH. Skidumu sterilizg,
autoklavéjot 20 min 15 psi. P&c autoklavéSanas atdzesé Skidumu Iidz 55°C un pievieno
antibiotiku — Kanamicinu (50 pg/ml).

Lai pagatavotu 100 ml agarizetu LB barotni, LB barotné pirms autoklavésanas iz8kidina
15 g/l agara. Péc autoklavéSanas atdzes€ Iidz aptuveni 55°C, pievieno antibiotiku un lej petri
platés. Katra aptuveni 30 ml skiduma. Kad barotne saciet&jusi, petri plates ievieto tumsa telpa

+4°C.
2.2.2. Baktériju transformacija plazmidu pavairo$anai
Transformacija ir veids ka bakteriju Siinai iesp&jams uznemt sveSu DNS. Baktériju

Stinas, kuras var integrét sava genoma sveSu DNS, tiek sauktas par kompetentam. Bitiski, lai

kompetentas bakteriju Stinas atrodas log augSanas fazé (Stnas aug un dalas) (Hanahax 1983
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cit. pec Inoue et al. 1990). Plazmidu DNS ir stabils un spg autonomi replicéties
saimnieks$iina, izmantojot saimnieksiinas replikacijas mehanismu. Transform&amas bakteriju
Stnas atlasa, audzg&jot barotng, kur pievienota selektiva antibiotika. Rekombinanta plazmida
satur antibiotiku rezistences génu, kas lauj Stinai augt attiecigo antibiotiku saturosa vide.

Pirma diena

Pirms darba saks$anas ieslédz un noregul€ sildisanas bloku 42°C un tidens vannu 37°C.

2 pl plazmidu DNS parnes eppendorf mikrocentrifugéSanas stobrina.

Kompetentas S$iinas, kas tiek glabatas -80°C, ievieto ledus vannina. Kad Siinas
atkusuSas, 100 pl kompetento Siinu pievieno stobrina ar plazmidu DNS. Transformacijas
stobrinu 15 min inkubg ledd.

Stobrinu ievieto sildiSanas bloka (42°C) uz 90 sekundém, parnes uz ledus vannu un
inkubgé 2 min.

Transformacijas stobriniem pievieno 300 pl sterilas LB barotnes. Kolbas aug§dalu turét
tuvu spirta lampinas liesmai, lai nepielautu baktériju iekliSanu barotn€ no gaisa un
nodrosinatu sterilitati.

Transficg€jamos stobrinus inkub€ tidens vanna 37°C 1h.

Aptuveni 30 pl Stinu uznes uz antibiotiku saturoSas LB barotnes un vienmeérigi izlidzina
pa barotnes virsmu ar sterilu Spateli.

Petri plates ievieto inkubatora 37°C uz 18-20 stundam.

Otra diena

CentrifugéSanas stobrina (15 ml) iepilda 6 ml LB barotnes un 100 pl/I Km.

Uz agarizétas LB barotnes izvélas izoletu koloniju, kurai pieskaras ar vienreizlietojamu
pipetes uzgali. Uzgali ieliek centrifugéSanas stobrina ar sagatavoto LB barotni un inkubé
kratitaja 37°C 200 rpm uz nakti. Lai nodroSinatu bakteriju augSanu un aeraciju, korkiti atstaj
nedaudz valigu un nostiprina ar limlenti.

Tresa diena

Izolé plazmidu DNS, izmantojot plazmidu minipreparatu komplekta (plasmid miniprep
kit) instrukciju (Omega Biotek, ASV).

Spektrofotometra nosaka plazmidu koncentraciju izolétaja Skiduma.
2.2.3.Siinu Kultivé$ana un parsésana

Eksperimentos izmantoto adherentas HEK 293 $iuinas. Stinas parsgj, kad sasniegta
aptuveni 70-90 % virsmas laukuma konfluence.
Mikroskopa noveérté sinu konfluenci un tiribu. No T25 $iinu kultivéSanas flakona atsiic

barotni un $iinas divas reizes mazga ar 2 ml 1x PBS, lai aizvaditu serumu saturoSus tripsina
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inhibitorus. Flakona iepilda 1 ml 0,05% tripsinu/EDTA skidumu. Flakonu ievieto CO>
inkubatora uz 5 minttém. Mikroskopa vai pret gaismu novéro Stnu atdaliSanos no flakona
virsmas. Pievieno 4 ml DMEM. Siinu suspensiju parnes uz stobrinu.

Veic Stnu skaitiSanu.

Dalu suspensijas (attieciba 1:10) uzs€j jauna T25 flakona S$iinu audzeSanai, pievieno
DMEM barotni ta, lai kopgjais tilpums ir 6 ml. Siinas eksperimentam uzséj 6 bedrisu platés.
Katra plates bedrite ievieto ar polilizinu apstradatu segstiklinu. Katra plates bedrit€ pievieno 2
ml §@nu suspensijas ar koncentraciju 60 x 10* $inu/bedrite. Flakonu un $inu plati liek
inkubatora 37°C, 5% COs..

Stinas no audu kultiras flakona virsmas atdala ar proteolitisku enzimu — tripsinu.
Tripsins kataliz€ peptidsaisu hidrolizi, parrauj ekstracellularo matriksu, noarda $tinu adh&zijas
proteinus. Lai samazinatu adhézijas molekulu mijiedarbibu, tripsinam tiek pievienota

etiléndiamintetraetikskabe (EDTA) (Albert et al. 2002).
2.2.4.Siinu skaiti§ana

Sagatavo skaitiSanas kameru un segstiklinu. Iesakuma materialus notira ar spirtu,
nosusina un ar nelielu @idens pilienu piestiprina segstiklinu pie hemocitometra. Nutona
gredzenu atspidums norada uz atbilstoSu virsmu saskari.

Nosaka Stinu skaitu kvadrata un izmantojot formulu aprékina §tinu skaitu viena mililitra.

Pipetgjot, sajauc Siinu suspensiju. Pirms Siinas nogulsn&jas, 20 ul suspensijas sajauc ar
0,04% 20 pl tripanzilo krasu. Tripanzilais iekraso mirusas Stnas zilas. Uznes 20 pl krasoto
Stinu suspensijas Gorjajeva skaitiSanas kamera. PriekSmetstiklu ievieto Leitz mikroskopa.
Izskaita dzivas Stinas hemocitometra riitotaja dala (9 lielajos kvadratos), izmantojot objektivu
ar 10X palielindjumu. Precizakam rezultatam, Stinu skaitu nosaka vismaz 3 dazadas vietas.
Apréekina Stinu skaitu viena mililitra, izmantojot formulu:

vid. Stunu skaits X atSkaidijums x 250000
kvadratu skaits

= Stnu skaits/ml

2.2.5.Segstiklinu parklasana ar polilizinu

Pagatavo polilizina $kidumu, sajaucot poli-L-lizinu ar destilétu Gideni (1:9).

Eksperimentam Stinu audzéSanai uz virsmas izmanto 18x18 mm segstiklinus, kurus
vispirms attira silta Gideni, tad destiléta fideni un ievieto varglazeé 96% etanola. Varglazi ar
segstikliniem parnes uz laminaras gaisa plismas skapi, kur, izmantojot sterilu pinceti,
segstiklinus nozave spirta lampinas liesma un izkarto petri platés. Uz stikliniem lej polilizina

Skidumu.
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P&éc stundas Skidumu atsiic, stiklinus mazga ar sterilu tideni un nozaveé. Kad stiklini

nozuvusi, tos ievieto 6 bedriSu plate.
2.2.6. Transfekcija ar lipofektaminu

Transfekciju veic $adiem plazmidu paraugiem:

1. YFP-ORAIL

2. STIM1-CFP

3. CFP-STIM1

4. YFP-ORAIL + STIM1-CFP

5. YFP-ORAI1 + CFP-STIM1

6. Pedgja eksperimenta tika izmantota ari vienkarSu CFP un YFP fluorescento
proteinu kod€joso plazmidu maisijums (negativa FRET kontrole), ka arT plazmida,
kas eksprese CFP un YFP, kas izvietoti viena proteina (pozitiva FRET kontrole).
Visi darba izmantotie plazmidu konstrukti iegiiti no Dr. Rainera Sindla (Lincas
Keplera universitate, Austrija) speciali konkrétas FRET sist€mas aprobacijai un
izmantoti ar Dr. Sindla laipnu atlauju.

Transfekcija tiek veikta, kad Siinas ir sasnieguSas aptuveni 70% konfluenci. Izmanto
seSu bedriSu plates, kur katra bedrit€ ievietots sterils ar polilizinu apstradats segstiklins. Katra
plates bedrité pievieno 2 ml $iinu suspensijas ar koncentraciju 60 x 10* §inu/bedrite. Plati
ievieto inkubatora 37°C, 5% CO2 un kultivé 2 dienas.

Lipofektamina transfekcija

Katra bedrité pievieno 2,5 ug DNS, 2.5 ul Plus Reagent, 5 pl Lipofectamine LTX un
0,5 ml DMEM bez seruma.

Katram DNS paraugam sajauc 250 pl serumu nesaturosas DMEM ar 2,5 ul Plus
Reagent un pievieno 2,5 pg DNS (aprékina péc plazmidu koncentracijas tidens skiduma).

5 pl Lipofektamina sajauc ar 250 pl serumu nesaturoSas DMEM, inkubé 5 min istabas
temperatura.

Sagatavoto Lipofektamina un DMEM Skidumu pievieno DNS skidumam. Inkube 30
min.

No stnu kultivésanas plates atstic barotni, Stinas mazga ar 2ml PBS un tad ar 2 ml
serumu nesaturoSas DMEM.

Stinu kultiirai pievieno 0,5 ml DMEM un 0,5ml lipofektamina-DNS kompleksa
izveidoto skidumu. Inkubg 3 stundas 37°C, 5% COs..

Péc 3 stundam nomaina Skidumu katra bedrit€ ar 2ml serumu saturoSas DMEM un

inkubé 24 stundas 37°C, 5% COa,
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2.2.71.FRET

Atteli tika uznemti ar plasa lauka (wide-field) fluorescentas mikroskopijas sistému, kam
pievienotas divas Andor iXon Ultra EMCCD kameras. Sistéma pievienota Ti-U mikroskopam
(Nikon) Eclipse Ti. Fluorescences avots Lambda DG-4 ar konkréti FRET metodei
atbilstosiem filtriem CFP un YFP fluoroforu ierosinaSanai, bet pirms detekcijas kameram
novietots dalgji caurlaidigs spogulis, kas cauri filtré YFP izstaro$anas spektru, novadot to uz
vienu Andor kameru, bet CFP izstaroSanas spektra gaismu atstaro uz otru Andor kameru.
Atbilstosais filtrs batiski samazina nevélamu signalu parnesi starp kanaliem (crosstalk).
Attélu ieguSanai un konfokalas sistémas kontroléSanai tikai izmantota NIS Elements
programma (NIKON). Attélu uznemsanai ekspozicijas laiks dazados eksperimentos 100-200
ms, ka arT korigéta abu Andor kameru detekcijas jutiba atbilstosi CFP un YFP fluorescences
intensitatei. Lai novérstu crosstalk starp kanaliem, tika izveidots izlabots FRET attéls,
aprekinot fona troksni.

Piloteksperimentos plastikata Stnu kultiiru platés tika izmantots sakotng&ji 40x objektivs,
savukart, metodi uzlabojot un audzgjot Stinas uz 0,17 mm bieziem segstikliniem -, 100X ellas
imersijas objektivs, kas biitiski uzlabo izskirtsp&ju un novers gaismas kroplojumus.

Transficétas HEK-293 Stnas audzé uz segstikliniem 1-2 dienas. PriekSmetstiklam
uzpilina 15 pl PBS. No 6 bedrisu plates ar pinceti iznem segstiklinu, nomazga PBS skiduma
un uzliek uz PBS piliena ar $iinam uz leju. Sagatavoto paraugu ieliek mikroskopa, uz ta
uzpilina ellu un izvélas ellas imersijas objektivu (100x). Stinu fokusésanai izmanto redzamas
gaismas funkciju. Izmantojot epifluorescenci, redzes lauka atrod interesgjosas $tinas. Tas tiek
darits tumsa telpa un procesa laika vienlaikus izmanto ND4 un ND8 (neutral density) filtrus,
lai minimaliz&tu fluoroforu fotoizbalosanu.

Datorprogramma iestata parametrus — skanéSanas atrumu 200ms. Paraugi tiek
fotografeti, izmantojot multikanalu attélu fotografésanas funkciju. Donora, akceptora attélu un
FRET attelu, kur abi proteini mijiedarbojas. Atteli tiek saglabati .nd formata. Prieks sensitized
emmision FRET tika iegati 3 attéli, kur 1) ierosina ar donora CFP spektru / méra akceptora
YFP spektru; 2) ierosina ar CFP / méra CFP izstaroSanu; 3) ierosina ar YFP spektru / méra
YFP spektra izstaroSanu. Vispirms S0 procesu veic kontroles $iinds, kuras ekspreséts tikai
viens no fluoroforiem, lai $§os mérijumus izmantotu kalibracijai (crosstalk novértésanai).

No multikanalu CFP un YFP proteinu faila izvelk atseviskus donora-donora, donora-
akceptora un akceptora-akceptora kanalus un saglaba ka atseviskus failus, kas talak
izmantojami FRET attéla aprékinaSana. Paraugiem ar atsevisSki pievienoto CFP un YFP

proteinu izveido FRET attelu (NIS Elements funkcija “Create FRET image”), atzim&jot FRET
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in donor un FRET in acceptor konfiguracijas laucina “1”. Atzim& ROI (intereses regionu), ka
arl fona intereses regionu un abus izveidotos FRET att€lus saglaba. Programma izvélas
komandu “FRET calibration”, pievieno tikko izveidotos donora un akceptora FRET attélus.
Tiek iegiti eksperimentam atbilstosi konfiguracijas FRET crosstalk raksturojosie koeficienti,
kas programma saglabajas ka noklusgjums.

Lai veiktu interes€joSos FRET mérfjumus, katram multikanalu STIM1-ORAIL
mijiedarbibas att€lam izvelk atseviSskus kanalus, tos saglaba. Sadala “Applications” izvélas
“Create FRET image from files” un izveido FRET attélu, kam nosaka fona regionu un $tinas
intereses regionu (ROI). Eksporté vidéjo FRET vértibu (%) un analizé FRET vértibas pikselu

sadalfjumu §iina un to atbilstibu normalsadalijumam.

2.2.8. Statistiska analize.

Dati tika analizeti Graphpad Prism 7.0 datorprogramma. legiitos datus vispirms noverte
ar vienfaktora dispersijas analizi (ANOVA), kam seko Barleta un Brauna Forseta testi, lai
noskaidrotu, vai datu sadalfjums dazadas grupas ir butiski atSkirigs, no ka atkarigs, vai
jaizmanto parametrisku vai neparametrisku datu analize. Neparametrisku datu grafiskai
att€losanai janem véra nevis vidgja vertiba, bet mediana, ko atzimé Options—>Additional
results > Descriptive statistics for each data set. Datorprogramma attiecigi veic Kruskal-
Wallis  testu, kas izmantojams nesaistitiem un neparametriskiem datiem un salidzina
medianas. Divu grupu salidzinaSanai izmanto Mann-Whitney testu. Statistiski butisku
atskiribu pienem ja P < 0,05.

Veidojot grafiku, izvélas medianas funkciju (median with interquartile range).

Ta ka eksperimenta dati satur daudz mazas vértibas, dati tiek grafiski attéloti izmantojot
logaritmisko skalu, §adi iegiistot lielaku soli starp vértibam. Sadi ir uzskatamak redzama datu
izkliede un iesp&€jams novertet izlecosas vertibas.

Pirmaja eksperimenta dati analiz&ti arT ar hi kvadrata metodi, lai noteiktu atskiribas

starp vertibu grupam.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

FRET sistémas aprobacijai tikai veikti tris eksperimenti, kas ietvéra CRAC jonu kanalu
petijumus. Lai novértétu fizisku CRAC jonu konala komponentu STIM1 un ORAI1 proteinu
mijiedarbibu dzivas HEK 293 §tnas, izmanto ar fluorescentu proteinu saistitu STIM1 un
ORAIL. Tika izmantoti divi STIM1 proteini attiecigi ar fluorescento CFP (donora) iezimi C
vai N gala un ORAIL ar YFP (akceptora) iezimi N gala.

STIM1 proteins ar fluorescento iezimi C gala veido klasterus un mijiedarbojas ar
ORAI1L. Siinai atrodoties miera stavokli FRET vértibas M. Muik (2008) eksperimenta ir
zemas. Pievienojot tapsigarginu (TG), tiek izsaukta ET kalcija kratuves iztuk$osanas, kas
savukart inducé STIM1 un ORAII klasterizéSanos, saistiSanos un kanala veidosanu. STIM1-
ORAIL klasteri izveidojas 4 min laika. 8 min pec TG pievienosanas, FRET vértiba ir
visaugstaka. Saja laika STIM1-ORAII aktivésana ietver vairakus etapus: Ca®* izpligana no
ET, STIM1 oligomerizésanas, STIM1-ORAIl mijiedarbiba un ORAI kompleksa veidoSanas
(Muik et al. 2008).

Visi STIMI proteini ir reakcija ar YFP-ORAII proteinu, tacu lai vienkarSotu rezultatu
attainoSanu, datu att€los min&ts tikai konktretais STIM1 proteins ar sajiigto fluorescento

protetnu un TG klatbtitni maisijuma, nepieminot YFP-ORAIL.

3.1. Piloteksperimenti

Pirms trim pamateksperimentiem (aprakstiti 3.2., 3.3., un 3.4. nodala) tika veikti vairaki
piloteksperimenti ar §tinam, kas audzetas 6 bedriSu platés. Plates biezums ir 1,2 mm, kas lauj
izmantot maksimali 40x palielinagjuma objektivu bez ellas imersijas. Piloteksperimenti veikti,
lai noveértétu plazmidu konstruktu ekspresiju un fluorescences intensitati, optimiz&jot FRET
sist€tmas un programmas iestatijumus fluorescences detekt€Sanai. Par visoptimalako atzits
ekspozicijas laiks 200ms un detekcijas jutibas iestatiSana attieciba 10 pret 100 (attiecigi
YFP/CFP detektejosajam kameram), lai spilgtako YFP intensitati pielidzinatu CFP vajakajai
fluorescences intensitatei, tadgjadi izvairoties no ta, ka viens no fluoroforiem attéla ir parak

spilgts.

3.2. Pirmais eksperiments

Pirmais pétijums tiek veikts izmantojot ellas imersijas objektivu un transficétas HEK

293 Stnas, kas audzgetas uz ar polilizinu apstradatiem segstikliniem.

32



legttie atteli ir ar zemu fluoroscences intensitati, tadél FRET veértibas ir parsvara
zemakas neka bija gaidits. Kruskala Vallisa tests uzrada bitisku atSkiribu starp Cetram
galvenajam datu grupam (p<0.0001). Lai analiz&tu rezultatus, dati tiek sadaliti grupas ar
FRET vértibas desmitkarsu atskiribu (2.tabula). No 0,0001 Iidz 0,1 ietvertie dati uzskatami
par loti zemu vértibu grupu, savukart 0,1 -100 grupa Siinas, kuras FRET efekts ir relativi
augsts §1 eksperimenta iegiito vertibu konteksta. Vislielakais augsto vertibu Ipatsvars ir
STIM1-CFP+YFP-ORAIL ar TG (82%), liecinot, ka STIMI un ORAIl proteini ir
mijiedarbojusies kalcija deficita rezultata, izveidojot kalcija jonu kanalu. Ta ka pargjim
paraugiem vértibas parsvara ir mazas (0.0001-0.1), ka papildanalize to salidzinaSanai tiek
izmantots hi kvadrats. Ta ir kvalitativas analizes metode, kas tiek lietota, lai noteiktu vai starp
datu grupam ir atSkiribas datu izklied€. Skaitliskas vertibas starp grupam var biit lidzigas,
tomér bitiski, ja izkliede ir atSkiriga. Metode lauj manit atSkiribu ar1 starp datiem, kur ir
zemas FRET vértibas. H1 kvadrats norada, ka starp STIM-CFP ar un bez TG pastav biitiska
atSkiriba (p<0.0001).

2..tabula.
Fluorescento proteinu vidéjo FRET vertibu skaits (%) grupas
Table 2
Distribution of mean FRET efficiency (%) by different fluorescent protein coupling
0.01- Kopa
<0.01 01-09 | 10-90 >10
0.09
STIM1-CFP+YFP-ORAI1 22
2 (9%) 3(14%) | 11(50%) | 4(18%) 2(9%)
bez TG
STIM1-CFP+YFP-ORAI1 53
1(2%) 4(8%) 16(30%) | 26(49%) | 6(11%)
arTG
CFP-STIM1 +YFP-ORAI1 29
2(7%) 13(45%) | 11(38%) | 3(10%) 0(0%)
arTG
CFP-STIM1 +YFP-ORAI1 18
bez TG 4(21%) 6(32%) 5(26%) 4(21%) 0(0%)
ez

Divu grupu salidzinaSanai izmantots neparametriskiem datiem atbilstoSs Mana Vitneja
tests, kas parada, ka starp STIM1-CFP+YFP-ORAI1 bez TG un STIM1-CFP+YFP-ORAIL ar
TG pastav butiska atskiriba (p=0.0285) (7. att€ls A). Art starp kontroles (CFP-STIM1+YFP-
ORAIL) ar TG un STIM1-CFP+YFP-ORAII ar TG paraugiem novérojama biitiska atskiriba
(p<0.0001) (7. attels, B). Ta ka STIM1 N gals atrodas ET lumena un tiesi nesaistas ar ORAII1
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measurement value, %

proteinu, FRET efekts CFP-STIM1+YFP-ORAII netiek neovérots un tiek uzskatits par
kontroli FRET eksperimentos (Muik et al. 2008). M. Muik (2008) veiktajos kontroles
eksperimentos FRET netiek noverots, ko izskaidro fluorescento iezimju lokalizacija (YFP-

ORAI1 atrodas citosola, savukart CFP-ORAI1 ET lumena).
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7. att€ls A STIM1-CFP+ YFP-ORAIL ar un bez TG B CFP-STIM1+YFP-ORAIL (kontrole) ar TG un
STIM1-CFP+YFP-ORAIl ar TG. Sarkanaja laukuma zemas FRET efektivitates vértibas (0.0001-0.1 %),
zalaja relativi augstas FRET efektivitates vértibas (0.1 — 100%)

Figure 7 A STIM1-CFP+YFP=0ORAI1 with and without thapsigargin (TG) B CFP-STIM1+YFP-ORAI1
(control) with TG and STIM1-CFP+YFP-ORAIL with TG. Low FRET values in the red area (0.0001-0.1

%),

relatively high FRET values in the green area (0.1 — 100 %)

Salidzinot abus STIM1 variantus bez TG ietekmes, Manna Vitneja tests uzrada
statistiski buitisku atskiribu (p=0.0468), tomer balstoties uz literatiiras datiem (Muik et al.
2008) un tuvo robezu butiskuma limenim (p<0.05), atskiriba tiek apSaubita un izskatita
turpmakos eksperimentos.

Ar konkréto metodologijas pieeju ir iesp&jams konstatét atskiribas paraugos, tomeér
FRET signals ir vaj§, FRET vertibas parsvara loti zemas. NepiecieSams uzlabot fluorescences
intensitati. Personiska komunikacija ar FRET ekspertu no Lincas Johannesa Keplera
universitates Austrija Dr. Raineru Sindlu, tiek konstatéts, ka zema FRET vértiba rodas ilgas
Stnu apstaroSanas del, ka rezultata fluorofori izbal€ pirms mérijjumu veikSanas. Tiek pienemts
léemums, ka ir nepiecieSams rast risinajumu ka minimizét §tnu apstaroSas ilgumu un
fluorescentas gaismas intensitati Stinu fokus€Sanas laika, lai izvairitos no fluoroforu

izbaléSanas.

34



3.3. Otrais eksperiments

Otraja eksperimenta Stnu fokuséSanas laika tika izmantoti neitrala blivuma (pelékie)
ND4 un ND8 optiskie filtri, kas, izmantojot vienlaikus, caurejosas gaismas intensitati
samazina 32 reizes, $adi samazinot fluoroforu izbaléSanu. Ar1 fokusesSanas laiks bija mazaks,
vidgji 3 — 5 s katrai Stnai. Tadgjadi FRET mérfjumos tika iegltas stipri augstakas FRET
vertibas, kas atbilst publikacijas sastopamajam parasti iegiitajam FRET veértibu intervalam.

Iegiitajos rezultatos konstatéts, ka starp STIM-CFP+YFP-ORAIL ar un bez TG nav
butiskas atskiribas (p=0.6173) (8.attéls). Péc rezultatiem var spriest, ka TG klatbiitne STIM1 -
CFP+YFP-ORAIl kompleksa veidoSanos neietekm&, tomér tas ir pretruna ar ieprieks
literattra apskatito (Muik et al. 2008; Park et al. 2009; Liou et al. 2007, Ong et al. 2007,
Covington et al. 2010, Fukushima et al. 2012 cit. péc Prakriya and Lewis 2015), ka ari
pirmaja eksperimenta iegiitajiem datiem. Veicot otra eksperimenta paraugu fotografésanu,

konstatets sliktas kvalitates, vajs YFP signals un liels fona troksnis CFP spektra kanala,

kas redzams arl ap Sinam FRET efektivitates pikselu att€éla. Ap $Gnam fona troksnis, kas
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8. attels Otra FRET eksperimenta sakotngjie rezultati. STIM1 protetnu ar un bez tapsigargina (TG)
vidgjo FRET vertibu (%) izkliede. Atskiribu salidzinajums starp grupam, par statistiski biitisku atskiribu
pienemot p<0.05. A Dati pirms parbaudes normalsadalijumam. B Dati, kas satur Siinas, kuru FRET
pikselu sastopamibas biezuma atbilst normalsadalijumam

Figure 8. The initial results of experiment number two. Mean FRET efficiency (%) distribution of
STIM1 proteins with and withous thapsigargin (TG). Comparison of differences between groups,
considering statistically significant difference p<0.05. A Data before testing for normal distribution B
Data containing only cells which have FRET pixel frequency according to normal distribution
iesp&jams radies no tuvuma esos$ajam Stinam, kas nav fokusa, bet izstaro fluorescenci, radot

viltus CFP pikselus p&tamajai Siinai. [zveértgjot fluoroforu attiecibu §iina, intensitates atSkiriba
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netiek atzita par problémas limit€joSo faktoru, jo pielaujama attieciba atbilst literatlira
min&tajai (Berney and Danuser 2003).

P&c Dr. Rainera Sindla ieteikumiem katras $iinas iegitas FRET vértibas tiek vélreiz
parskatitas un atlasitas tikai tas Siinas, kuras dazadas intensitates FRET pikselu sastopamibas
biezums atbilst Gausa sadalfjumam (9. attéls) (Muik et al. 2008). Par nekvalitativiem tiek
uzskatiti dati, kas neatbilst Sai histogrammai, un konkrétie dati tiek iznemti no turpmakas

analizes. Atbilstoss pikselu sadalfjums konstatets Siinam, kuras ir labs kontrasts starp fonu un

Sunas fluorescenci.
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9. attéls Att€la kvalitate un SGnu atlasiSana, balstoties uz FRET pikselu vértibu sadalijumu $iina.
Violetie pikseli norada, ka FRET ir tuvu nullei, savukart zilie, ka FRET efekts attiecigaja vieta ir
noticis. A $iina, kuras FRET pikseli atbilst Gausa sadalfjumam. B $tna, kurai redzami fona troksni
FRET attgla, ka art FRET pikselu sadalijums neatbilst Gausa sadalijumam.
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Figure 9 Quality of the picture and selection of cells based on FRET pixel distribution in cell. Purple
pixels shows no FRET signal, while blue pixels shows FRET in exact place in the cell A Cell, of

which FRET pixels fits Gaussian distribution. B Cell, which has background noise in FRET picture,
and also FRET pixels don’t fit Gaussian distribution.

Rezultata starp STIM1-CFP+YFP-ORAIL ar un bez TG ir redzama biitiska atskiriba
(p=0.012). STIM-CFP+YFP-ORAII1 bez TG FRET vértiba v&l joprojam ir salidzinosi augsta
(FRET vidgjas vértibas mediana ir 4,79). So paradibu izskaidro STIM1 molekulas Tpatniba, ka

biezi vien sastopama STIM1 proteinu klasterizésanas bez TG klatbiitnes vai ari kalcija jonu
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koncentracijas samazinasanos endoplazmatiskaja tikla izraisijis kads cits faktors. Sada
klasterizeésanas palielina iesp&ju veidot kontaktu ar ORAII, radot FRET efektu (Berney and
Danuser 2003).

3.4. Tresais eksperiments

Pirmajos divos eksperimentos pieradits, ka ND filtru izmantoSana Stinu apstaroSanas
laika, ka arT1 FRET pikselu izvertéSana normalsadalijumam uzlabo datu kvalitati un ticamibu.
Saja eksperimenta papildus iepriek§ izmantotajiem plazmidu DNS Kkonstruktiem, tika
izmantota negativas un pozitivas kontroles plazmidas, kas tika iegiitas no Dr. Rainera Sindla
pétniecibas grupas.

Negativa kontrole ir divas plazmidas, kas attiecigi ekspres€ brivi peldoSus CFP un YFP
proteinus, kam nav cieSas mijiedarbibas, tie atrodas vairak ka 10 nm liela attaluma, tap&c starp
tiem nav janotiek FRET. Pozitiva kontrole ir no plazmidas ekspreséts rekombinants proteins,

kam N gala ir YFP fluorescenta
proteina dala, bet C gala CFP, bet

1000 W rex p<0.0001 **6% p<0.0001
T T 1 . . . RV
v peo, “pz0.0022 __**** p<0.0001 starp abiem galiem savienojosais
R 1001 p<0.0001 I P 1 I - -
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,; A v, . .
£ o 1 .
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* - . - . v
1 oot veido FRET signalu. Ieprieks
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(CFP:YFP) optimali jabut 1:10,
10.att€ls Tresa FRET eksperimenta rezultati. Pozitivas, .
negativas kontroles un STIM1 proteinu ar un bez tapsigargina bet FRET vertibas ticamibas
(TG) vidgjo FRET vertibu (%) izkliede. Atskiribu
salidzinajums starp grupam, par statistiski butisku atSkiribu
pienemot p<0.05. (Barney and Danuser 2003).

intervals ir no 1:1 Iidz pat 1:100

Figure 10 Results of third experiment. Distribution of mean Abas kontroles norada
FRET value (%) for positive, negative controls and STIM1
protein with and without thapsigargin (TG). Comparison of
differences between groups, considering statistically significant iegiistamo FRET vertibu.
difference p<0.05.

maksimalo un minimalo

Eksperimenta maksimalais FRET

vertibas lielums (ka pozitivajai
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kontrolei — vid&ji FRET vertiba 34,85 %) nav sasniedzams, jo jonu kanala kompleksa STIM
un ORAI fluorescentie proteini atrodas talak viens no otra, neka fluorofori kontroles proteina.

CFP-STIM1+YFP-ORAIL ar TG vértiba ir tuvu 0 (FRET vidgja vértiba 0,0027%), ko
varétu izskaidrot ar nepiecieSamibu veikt izmainas CFP spektra uztveros$as kameras jutibai
eksperimenta laika, tad€jadi mazinot fona troksni CFP kanala.

STIM1-CFP + YFP-ORAIIl bez TG uzrada butisku atskiribu ar CFP-STIM1+YFP-
ORAI1 (p=0.0022) (10. attels), ko izskaidro STIM klasterizé$anas ari bez TG vai kalcija
deficita $tna (Muik et al. 2008). STIMI1 Kklasteri nejausi saistoties ar ORAIL, tomér to
iespejams detektet STIM1-CFP gadijuma, kad fluorescentie proteini atrodas mazak neka 10
nm attaluma. STIMI1 nejausa klasterizéSanas palielina viltus FRET varbutibu. Tomér nemot
vera maistjumu bez TG ar ta pasa veida maisijuma FRET veértibu TG klatbuitng, var secinat,
ka TG butiski palielina STIM saistiSanas varbiitibu ar ORAII, veidojot kalcija jonu kanalu.

Eksperimenta grupu aprakstoSie dati pieejami 2. pielikuma.
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SECINAJUMI

Pirms eksperimentu veikSanas, javeic optimizacijas eksperimenti, lai noteiktu
mikroskopa un detekcijas kameru optimalos iestatjjumus

Pirms FRET mérijjumu veikSanas $iinu apstarosanas laika jaizmanto ND (natural
density) filtri, lai mazinatu fluoroforu izbaléSanu un eksperimenta kvalitates
kriSanos

Uzticamai rezultatu iegtiSanai, jaizvelas Siinu attéli, kuros FRET pikselu veértiba
atbilst normalsadalijumam

Eksperimenta velams ieklaut pozitivo un negativo fluoroforu kontroli, lai
novertétu FRET vértibu minimalo un maksimalo slieksni

Iegttie dati lauj secinat, ka Sobrid FRET sist€mas aprobacija ir pabeigta un
Latvija ir iesp€ja veikt sensitivas emisijas FRET pétijumus dzivas $iinas ar
ORAIl un STIM1 specifiskam mutacijam, konformacijas izmainam vai citu

protetnu mijiedarbibu
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PIELIKUMI
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1. pielikums
STIM1-ORAIl savienojumu modeli (A un B), kas balstiti uz STIM1 konformaciju

Sunai atrodoties miera stavokli.

Samazinoties koncentracijai jonu kratuvé, STIM1 oligomerizgjas. Procesu kontrole CCl
doméns. CC2 un CC3 doméni ir iesaistiti savienojuma ar ORAIl C un N galiem.

(Pielagots no Fahrner et al. 2013)
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2. Pielikums

Tresa FRET eksperimenta grupu aprakstoSie dati

Neeativa | Poszifiva CFP- STIM1- CFP- STIM1-
koﬁtrole kontrole STIM1 CFP bez | STIM1 ar CFP ar
bez TG TG TG TG
Stinu skaits 27 14 20 17 8 17
Minimala
0,02 27,4 0,24 0,47 0,002 4.65
vertiba
25% vértibu
0,26 32,26 0,5125 0,805 0,002 6,825
robeza
Mediana 0,34 35,76 0,925 25 0,002 8,93
75% vertibu
0,51 37,34 1,23 4 545 0,0035 12,2
robeza
Maksimala
1,13 39,29 2,13 6,86 0,006 15,27
vertiba
Vidgja vertiba 0,4019 34,85 0,9425 2,855 0,00275 9,483
Standartnovirze 0,2644 3,217 0,4799 2,082 0,001488 3,305
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Bakalaura darbs ,, FRET sistémas aprobacija CRAC jonu kanalu pétijumiem” izstradats

LU Biologijas fakultate.

Ar savu parakstu apliecinu, ka pétijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie
informacijas avoti un iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai.
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