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Altalanos bevezetés

Az adaptiv immunrendszer sejtjeinek zomét a T- és B-limfocitdk alkotjdk. Ezen sejtek
legfébb jellemzdje, hogy antigéneket fajlagosan felismerni képes receptorokat hordoznak a
felsziniikon. Az antigénnel kozvetve (T-sejt) vagy kozvetleniil (B-sejt) kolcsonhatdsba keriild
sejtek aktivalédnak. Ez a folyamat az antigénre nézve fajlagos (specifikus) és klondlis, azaz
csak az adott antigén felismerésére alkalmas receptort hordozo6 sejtek vesznek részt benne. Az
aktivdlodas eredményeképpen a sejtek osztddnak, majd effektor sejtekké és hosszu életli
emlékezosejtekké differencidlédnak. A T-sejt receptor (TCR/CD3 komplex) stimuldciéjat
kovetden (2-3 6ra) a limfocitdk akkor is osztddnak, ha a kezdeti stimulust megsziintetjiik. Egy
jelatviteli kaszkad kezdddik ekkor, melynek része az intracelluldris Ca®™ koncentrici6
([Ca®™ ) megemelkedése, majd aktivicidval Osszefiiggd gének (pl.: IL-2 génje) irédnak éat, s
végiil a T-sejtek proliferaciéjaval végzdodik.

A limfocitdk Kv1.3 (fesziiltségfiiggd K*) csatorndjanak felfedezésével egy iddben deriilt
ki, hogy ezek a csatorndk kozponti szerepet jatszanak a T-sejtek aktivicidjdnak és
proliferdcigjanak szabdlyozasaban. Az IKCal (Kc,3.1 a szisztematikus ndmenklaturdban,
Ca” aktivalt K*) csatorndkkal egyiitt a Kv1.3 csatorndk dont6en meghatdrozzak a T-sejtek
membranpotencidljit, s ezen keresztiil a sejtek aktivdciéjdban kulcsszerepet jatszé Ca’*
jelatvitelt. A Kv1.3 csatorndk szerkezetének €s funkcidjdnak feltdrasdban nagy szerepe volt a
Kv1.3 csatorndkat gétld peptid toxinoknak €s a kémiai uton eldallitott un. kis-molekula Kv1.3
inhibitoroknak. A Kv1.3 csatorndk specifikus, nagy affinitdsi gétldészerei kiilonos
jelentdséggel birnak abbdl a szempontbdl is, hogy alapjaul szolgdlhatnak bizonyos
autoimmun-betegségek (pl. szklerdzis multiplex, 1-es tipust diabétesz) jovObeli gyogyszeres
kezelésének, szelektiv immunszupresszié megvaldsitdsan keresztiil.

A gatlészerek fentiekben vazolt terdpids alkalmazasdnak elengedhetetlen feltételei a nagy
affinitasi kotdédés a csatorndkhoz, ugyanakkor nagy szelektivitds is sziikséges a nemkivant
mellékhatdsok elkeriilése végett. A nagy szelektivitds gyakorlati értéke legalabb 1000-szeres
affinitasbeli kiilonbséget jelent, azaz egy szelektiv gatlészer egy adott csatorna tipust legaldbb
1000-szer kisebb koncentracidoban blokkoljon, mint az Osszes tobbi, bioldgiailag fontos
funkciot ellaté csatorndt. Az ioncsatorndk nagy affinitdst gatlészerei azonban nem feltétleniil
hordozzdk magukban a nagy szelektivitast is. Emiatt elengedhetetlen azon molekuldris
kolcsonhatdsok megismerése, melyek a gatlészer-csatorna kodlcsonhatdsokat meghatarozzdk.

Kisérletes munkdmban részletesen ez utobbival foglalkoztam.



Irodalmi attekintés

Jelatvitel a T-limfocitak aktivacioja soran, az ioncsatornak (Kv1.3,
IKCa1, CRAC) specifikus élettani szerepe a folyamatban

A T-limfocitdk az antigénnel az antigénprezentald sejtek (APC) utjan kozvetve keriilnek
kolcsonhatdsba. A T-sejtek antigénreceptora (TCR) az antigén feldolgozdsa soran feltarul6 T-
sejt-epitopot csak akkor tudja felismerni, ha az az tn. f6 hisztonkompatibilitdsi génkomplex
(MHC) éltal kédolt membranfehérjéhez kapcsolddva jelenik meg az APC felszinén. Az APC-
k a feldolgozott antigént a T-sejteknek prezentdljdk, és a két sejttipus a TCR/CD3-MHC-
komplex ttjan szoros kapcsolatba keriil egymdssal, amit a mindkét sejtféleségen egyardnt
jelen 1évé adhéziés molekuldk kolcsonhatdsa tovabb erdsit. Ezt kovetden szdmos
intracellularis protein kinaz transzlokacidja €s aktivitdsdnak fokozdddsa torténik (pl. az Src
kinazok csoportjdba tartoz6 Lck és Fyn; ZAP-70; Tec).

A jeltviteli dtvonalak koziil kiemelkedd fontossdgti a K'-csatornakkal kapcsolatban a
Ca® jel kialakuldsa. Ez a foszfolipiz Cy enzim (PLCy) aktivdldsdval kezdédik. A PLCy
enzim a foszfatidilinozitol-biszfoszfait membranlipidet inozitol-trifoszfatra (IP3;) és
diacilglicerolra (DAG) hasitja. Az IP; az endoplazmatikus reticulum (ER) IPz-receptordahoz
kotddve Ca’* felszabaduldst idéz el6. Az ER Kkiiiriilése utdn a sejtmembrinban 1évo ,,store-
operated Ca®*” (SOC) csatorndk, azon beliil is a ,,Ca’* Release-Activated Ca>* (CRAC)
csatorndk aktivalédnak, melyen keresztiil Ca** dramlik be a sejtbe az extracelluldris térbdl,
megemelkedvén igy az [Ca™]. A tartSs, legtdbb esetben oszcilldl intracelluldris Ca**-
koncentraci6 emelkedés a kalmodulinon (CaM) keresztiil aktivdlja a kalcineurint. Ez el6segiti
az NF-AT transzkripcids faktor magba torténd transzlokaciéjat, aminek kovetkeztében az 112
gén aktivalodik, és a tobbi jelatviteli mechanizmussal (MAP kindz, Ras, Fos) szorosan
egylittmiikodve beinditja a sejtek proliferdcidjat. Az IL2 expresszid sziikséges a tovébbi,
immadr antigén fliggetlen T-sejt aktivaciohoz.

Ezen jelatviteli folyamat Ca2+—jel részében a Ca®*- és K'-csatorndknak fontos szerepiik
van. A kétfazisi Ca’*-jel els§ szakaszdban a T-sejt Ca**-raktarabél (ER) az IPs-receptoron
keresztiil felszabadulé Ca”* kis mértékben megnoveli az [Ca®];. Majd a raktdriiriilés miatt
kinyit a CRAC-csatorna, amin keresztiil bearaml6 Ca’" tovébb noveli az [Ca2+]i—t, ami a
masodik fazist jelenti. A raktdriiriilés és a CRAC-csatorna nyitdsa kozotti kapcsolatban két

fehérje, a STIM és az ORAI jatszanak f6 szerepet. A STIM az ER membranjiban



elhelyezkedd transzmembran fehérje, amely a raktar iiriilését képes érzékelni a raktar bels
részére esd (a Kalmodulinéhoz hasonlé szerkezetii) Ca’*-ot kotd ,EF-hand”-jével. Amikor az
ER-ben lecsokken a Ca2+—k0ncentrécié, a STIM fehérjék csoportosulni kezdenek, tun.
,punktdkat” alkotnak az ER membrinjadnak azon részén, amelyik a sejtmembrannal mintegy
Osszesimul. Ezzel egyidoben a sejtmembrianban 1évé ORAI (a CRAC-csatorna porusat
formdld) transzmembrdn fehérjék arra a helyre csoportosulnak, amelyhez az ER membrin
simul (10-25nm tavolsag).

A STIM feltehetéen egyéb proteinek kozbeiktatdsdval aktivdlja az ORAI-t, 1étrehozva
ezzel az aktiv CRAC-csatornit. A nyitott CRAC-csatorndkon keresztiil foly6 Ca**-dram
hajtéerejének mértéke szemponthjabdl fontos a sejtek membrdnpotencidlja. A T-sejtek
membranpotencidlja =50 és —60 mV kozott van, melyet dontéen a két K'-csatorna, a
fesziiltségfiiggd depolarizacié-aktivalt Kv1.3 és a Ca**-aktivalt IKCal csatorna hatdroz meg.
E két ioncsatorna 4ltal létrehozott kation kidramlds a depolarizalé hatdst jelenté Ca®*
bedramlds mellett is biztositja a Ca®* bedramldshoz sziikséges hajtéerét, és igy a megfeleld

Ca**-medialt jeltvitelt.

A Kv1.2 és Kv1.3 kalium csatornak felépitése és eloszlasuk a

szervezetben

Az ioncsatornak legnagyobb és legszertedgazobb csoportjat a K'-ra szelektiv csatornak
adjak. Ezen beliil a fesziiltség-kapuzott Kv csatorndk szdmldljak a legtobb tagot (12 alosztaly:
Kvl...Kv12, melyen beliil genetikai homoldgia alapjan tovédbbi alcsoportok vannak, mint pl.
Kv1.2 vagy Kvl.3 a Kvl csalddon beliil). A Kv csatorndk négy alegységbdl épiilnek fel
(tetramer), melyek elrendezddése megkozelitleg szimmetrikus az egyiittesen létrehozott
porus koriil. A sejtek egy részében a Kv csatorndk azonos alegységeibdl all6 homotetramer
csatorndt taldlunk (pl. humén T sejteken Kv1.3-at), mig a legtdbb sejtben az azonos csalddba
tartoz6 ioncsatorna alegységek funkciondlis heterotetramereket képeznek (pl. makrofagok
esetén Kv1.3/Kvl1.5 vagy neuronok esetén Kv1.1/Kv1.2/Kv1.3 heterotetramerek. Mindegyik
alegység kb. 500 aminosavbdl dll, melyeket 6 transzmembran o-helikdlis szegmens €s az dket
0sszekotd intra- és extracellularis hurkok épitik fel. Az 5. és 6. transzmembran szegmensek
(S5 és S6) kozotti extracelluldris hurkok valamint az S6 szegmensek egyes részei egyiittesen
alkotjak a K*-csatorna pérusat, melyen keresztiil a K* 4tjut a plazmamembrénon. A csatorna

ugyanezen régidja felelds a Kv1.3 csatorndk szdmos peptid és kis-molekula gatloszerének
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kotéséért (1d. késébb). A porusrégid tartalmazza a K' szelektivitdst biztosité kiilondsen
konzervativ szelektivitdsi filter (GYGD) szekvencidt is. A membranpotencial véltozdsait a
csatorna fesziiltségszenzora érzékeli, melyet a tobbszorosen pozitivan toltott S4 hélixek ill. a
nett6 negativ toltést hordozé S3 hélixek kozosen alkotnak. A fesziiltségszenzor
membréanpotencidl-fiiggd elmozduldsa a csatorna aktivacids kapujdnak megnyildsdhoz vezet.
Az aktiviciés kaput magat a csatorna citoszolikus bejdratandl az S6 hélixek keresztezodése
hozza l1étre.

Fesziiltségfiiggd jellegébdl addédéan a Kvl1.3 csatorna fizioldgids funkcidja a
membrénpotencidl és a Ca**-jelatvitel szabélyozdsa. Ez az ioncsatorna az immunrendszer és a
kozponti idegrendszer jellemzd fesziiltségfiiggd ioncsatorndja, de fellelheté az agyban, a
tiidében, hasnydlmirigy Langerhans szigetekben, a timuszban, a 1épben, a nyirokcsoméban, a
fibroblasztokban, B- és T-limfocitdkban, az eld(progenitor)-B-sejtekben, a manduldban,
makrofiagokban, mikroglidkban, oligodendrocitidkban, oszteoklasztokban, vérlemezkékben,
€s a herében is. A Kvl.3 csatorna alegységei a Kvl.x csalddba tartoz6 mds csatorna
alegységekkel is képesek csatorndt formdlni (heteromultimerek), de a tobbi Kv csalddba
tartozokkal nem.

A Kvl.2 csatorna a membranpotencidl fenntartdsidban és az elektromos ingerelhet0ség
modositasdban jatszik fiziologidsan szerepet a neuronokban és az izomsejtekben.
Megtaldlhaté ezen kiviil az agyban, a gerincveloben, Schwann sejtekben, a szivizomban
(kamra, pitvar), hasnydlmirigy Langerhans sziget sejtekben, a retindban, a simaizomban, és a
PC12 sejtekben. A Kvl.2 alegységek is képesek heteromultimereket alkotni mas Kvl.x

csalddba tartozokkal, 4m a tobbi Kv csalddtagokkal szintén nem.

Toxinok szelektivitasi profilja

A skorpiok mérganyaga peptidek sokasdgat tartalmazza, melyek koziil sok nagy
affinitassal képes kotddni az ioncsatorndkhoz. A jelenleg ismert skorpiok mérge foként

kétfajta toxint tartalmaz:

* hosszi ldnct, kb. 60-70 aminosavrészt tartalmazé specifikusan Na*-csatorndkat blokkold

peptidet.

e rovid lancd, kb. 37-39 aminosavrészt tartalmazé specifikusan K*-csatorndkat blokkold

polipeptidet.



Egy harmadik polipeptid toxin csaladrol pedig az deriilt ki, hogy a szarkoplazmatikus

retikulum Ca”*-felszabadit6 csatorndjat aktivdlja.

A legalaposabban tanulmanyozott skorpié toxinok a Na'-csatorna mddositd vegyiiletek,
amelyeket tovdbbi o és P kategéridkba osztilyoztak a Na'-csatorndn taldlhaté eltérd
kotShelyeik alapjan. Az o—skorpié toxinok f6ként a Na*-csatornak inaktivéaciéjat médositjak,
mig a B-skorpié toxinok a csatorndk aktivaci6janak mechanizmusara hatnak. A peptidek
koziil tobb mint 120-r6l tudjuk, hogy gitoljak a K-csatorndkat, tobbé-kevésbé szelektiven a
kiilonbozd K*-csatorndk kozott. Ezek a toxinok hasonlésdgot mutatnak: jellenzéen 30-40
aminosavbol dllnak, mindegyikiik rendelkezik egy a-hélixszel és két B-reddvel, melyek harom
vagy négy diszulfid hiddal vannak 6sszekapcsolva. Altalanos szerkezeti tulajdonsiguk még a
nagy affinitassal k6tddo toxinoknak az un. ,.eszencidlis didd”, amely egy lizinbdl és egy tdle
kilenc pozicioval C-termindlis irdnyban elhelyezkedé aromds aminosavbol all. A toxinok
hasonlé 3 dimenziés szerkezete miatt a centrélis lizin és az aromds aminosav o szénatomja
egymastél néhany angstrom tavolsdgra van a molekula azon felszinén, mely az ioncsatornak
extracellularis porusa felé tekint. Az aromds aminosav azonban nem tiinik sziikségesnek a
hatékony gatldshoz, de anndl inkdbb a kiilonb6zd csatornatipusok kozotti szelektivitdshoz,
mint pl. a Kv1.2 és Kv1.3 kozott. Ezzel szemben a didd lizin aminosavjanak pozitiv toltési
oldallanca, amely a blokkolds sordn a K'-csatorna szelektivitasi filterébe nyilik bele, nagyon
fontos a nagy affinitasu gatlashoz. Mindemellett a toxin és a csatorna kozotti hosszantartd
0sszekapcsolddds tobb ponton torténd, kiilonbozd mechanizmusokon keresztiili kolcsonhatést
igényel. A toxinok és a csatorna fehérjék komplementer mutagenezise, valamint a
termodinamikai mutdns ciklus analizis vizsgdlatok azt mutattdk, hogy hdrom alapvetd
mechanizmus jarulhat hozz4 a toxin-csatorna kdlcsonhatdshoz. Az egyik ezek koziil az tn.
hosszitavi elektrosztatikus kolcsonhatds, ami a tobbszorosen pozitiv toltésti toxin és a
csatorna extracelluldris bejaratdnak negativ toltései kozott ébrednek. A masik, a pozitiv
toltéstt  didd lizin szempontjdbol 1ényeges kolcsonhatds a rovid-tavd, specifikus
elektrosztatikus kolcsonhatds, és végiil az oldallancok kozotti sztérikus kolcsonhatds. Ez
utébbi szempontbdl kiemelendd a charybdotoxin (ChTx) Shaker tipusi Kv csatorndk irdnti
affinitdsdnak vizsgdlatakor izolélt kolcsonhatds: egytelen aminosav oldalldnc ,térfogatdnak™
jelentds csokkentése a csatorna fehérje turret részében (Shaker F425G) a ChTx affinitds kb.
1000-szeres emelkedését okozta. Nagyon valdszinli az is, hogy egy toxinnak a kiilénbdzd
csatornak kozotti szelektivitdsat az hatdrozza meg, hogy mennyire kiilonboznek a toxin-

csatorna kontaktust 1étrehozé pontok €s a kovetkezményes fizikokémiai kolcsonhatdsok. A



nagy szelektivitds igen fontos abban az esetben, ha a toxint, vagy annak szarmazékat a
jovoben terdpids célokra szeretnék haszndlni, egy adott sejttipus specidlis funkcidjanak
moédositasan keresztiil. Ugyankkor a majdani terdpia mellékhatdsdnak minimalizdldsa miatt is

fontos a nagy szelektivitds, hogy mds ioncsatorna tipusra a toxin ne fejtsen ki hatast.

Laboratériumunk molekularis farmakoldgiai irdnyu kutatdsdnak kézéppontjdban a human
T-sejtek és azok Kv1.3 ioncsatornéi allnak. A T-sejtek egyes altipusai kiillonb6zd mértékben
fejezik ki a Kv1.3 és az IKCal csatorndkat, igy valik lehetévé a Kv1.3 csatornat gatlé toxinok
terapids célu felhasznédldsa. A nyugvé T-sejtek atlagosan ~200-400 Kv1.3 csatornét és 8-10
IKCal csatornat fejeznek ki. A sejtaktivacid utdn a sejtfelszini antigénexpressziotol, €s az
ezzel parosuld élettani funkciotdl fiiggden kiilonbozé mértékben valtozik a sejtek altal
expresszalt Kv1.3 és IKCal csatorndk szdma. Az érett, de antigénnel még nem stimulélt naive
T-sejtek  antigén  stimuldcigja a  Kvl.3  csatorndk  expresszi6jdnak  enyhe
(~250/sejt  ~400/sejt), ugyanakkor az IKCal csatorndk expresszidjanak jelentOs
fokozéddsaval (8-10/sejt  500/sejt) jar egyiitt, amely Kv1.3'"“"IKCal™" csatorna-fenotipust
eredményez. Az antigén stimuldciét kovetden a T-sejtek nagy része rovid élettartamd un.
armed effektor sejtté, kis része pedig kiillonbozé tipusi memoria T-sejtté differencidlodik. A
centrdlis memoriasejtek (Tcm) a nyirokcsomodkba vandorolnak, ahol a megfeleld antigént
prezentdlé sejtekkel torténd stimuldcidjukat kovetden viszonylag hosszi id6 alatt
differencidlodnak effektor sejtekké és keriilnek ki a gyulladds helyére. Az aktivalt Tem
sejteket a naive T-sejtekhez hasonléan a Kv1.3'“IKCal™®" csatorna-fenotipus jellemzi. Ezzel
szemben az effektor memoria sejtek (Tgm), melyek kozvetleniil eljutnak a gyulladés
helyszinére €s azonnali effektorfunkcidval rendelkeznek, aktivaci6jukat kovetden igen nagy
szamban fejeznek ki Kv1.3 csatorndkat (kb. 1500/sejt), mig IKCal csatorna expresszidjuk
nem jelentés (Kv1.3"®IKCal" csatorna-fenotipus). Igy az IKCal csatorndk szdmanak
megnovekedését kovetden a naive €s Tey sejtek proliferaciéja Kv1.3 inhibitoroktol
fiiggetlenné valik, szemben a Tgwm sejtek proliferacidjaval, ami kizdrélag Kvl1.3-fiiggd. A
csatornaexpresszid kiilonbozosége tehdt lehetdvé teszi, hogy a kiilonbozd funkcidval
rendelkezd T-sejt altipusok proliferacidjat a Kv1.3 (Tgy sejtek) vagy az IKCal (naive és Tem

sejtek) specifikus blokkoldsdval meggatoljuk.

Chandy és munkatédrsai azt taldltdk, hogy sclerosis multiplexben, az 1-es tipusi
diabetes mellitusban ill. a rheumatoid arthritisben szenvedd betegekben a betegség

kialakulasaért felelds autoreaktiv T-sejtek foleg effektor memoria (Tgm) sejtek, amelyek nagy

szamban expresszdlnak Kv1.3 csatorndkat. Ezzel szemben a betegekbdl szdrmazd, més



antigén specificitdssal bir6 T- sejtek, ill. az egészséges kontroll személyekbdl szdrmazo
autoreaktiv T-sejtek foleg naive ill. centrdlis memoria (Tcym) sejtek, amelyek kisebb szdmban
expresszaljdk a Kv1.3 csatorndkat. A Tgy sejtekben az antigén prezentacidt kovetéen a Kv1.3
csatorndk az immunoldgiai szinapszisba vandorolnak. Specifikus Kv1.3 csatorna-blokkoldk
nem akadédlyozzdk meg az immunoldgiai szinapszis létrejottét, azonban gitoljdk a Ca®
jelétvitelt, a citokin termelést és végsd soron a Tgy sejtek proliferdcidjat. Ez a hatas specifikus
volt a Tgy sejtekre, mivel a nyugvé (naive) és Tem sejtek az IKCal csatorndk fokozott
expresszidjaval mentesiilnek a Kv1.3 blokkolas proliferaciét gatl hatdsa aldl. Patkanyokban
a Kvl.3 csatorna gatlészerei hatékonyan csokkentették a kisérletes autoimmun
encephalomyelitis tiineteit, megakadalyoztak a pristin indukalt arthritis kialakuldsit és
csokkentették az experimentdlis autoimmun diabetes incidencidjat arra hajlamos (DP-BB/W)
torzsekben. A Kvl1.3 csatornablokkolék ugyanakkor az eddigi vizsgdlatok szerint nem
rendelkeznek szisztémads toxicitdssal, nem mutagének. Mindezek alapjdn varhaté a Kvl.3

csatornablokkoldk terdpids célu felhasznaldsa autoimmun betegségek esetében.

A specifikus blokkoldk fontos informdciot szolgéltatnak a Kv csatorndk poérus régidjanak
szerkezetérdl is. A toxint kot régiok, receptorok és a toxinok komplementer mutagenezisével
pl. kovetkeztetni lehet a porus szerkezetére és a molekuldris kdlcsonhatdsokra. A porus és a
szelektivitdsi filter szerkezetére ezen adatok alapjdn levont indirekt kovetkeztetéseket
Roderick MacKinnon rontgen-krisztallografids kisérletekkel igazolta, melyért 2003-ban
kémiai Nobel dijat kapott. A fesziiltségfiiggd K'-csatorndk kristdlyszerkezete alapjan a
csatorndk extracelluldris pérusa négy szekvencidlis K* kotShelyet tartalmaz, ezen kiviil egy
extracellularis rehidracids/dehidraciés kotohelyet is feltételeznek. A toxinok receptordnak
jelentds részét az S5-S6 hélix kozotti hurok S5-hoz kozeli tn. ,turret” régidja, valamint a
porus szelektivitasi filterében elhelyezkedd aminosavak oldallancai adjdk. A kationok
csatornaszdjadékbol torténd kiszoritdsaban kitiintetett szerepet jatszik a csatornaszdjadékba

mélyen behatold, pozitiv toltésii lizin.

In vitro kisérletekben strukturdlisan nagyon kiilonb6zd peptid és nem peptid tipusu
Kv1.3 csatornablokkol6 molekuldk képesek gatolni a mitogén indukdlt [T3H] timidin
beépiilést, a citokin termelést, a gén expressziot, a T-sejt proliferaciét €s az in vivo
immunvdlaszt a csatorna  blokkoldsdhoz  sziikséges koncentrdcioban. Ezek a
csatornablokkol6k (pl. 4-aminopiridin, tetraetil-ammoénium, progeszteron, correolide)
mikromoldris illetve millimol4ris koncentrdcidban gétoltdk a fesziiltségfiiggd K*-csatorndkat.

Az els6 nanomoldris koncentriciéban is hatékony peptid toxin: a Charybdotoxin (ChTx)



(Kv1.3 csatorndra K4 = 2.2 nM), amit skorpié méregbdl izoldltak. KésObb tobb nano- és
pikomoldris affinitdsi skorpioméreg eredetli csatornablokkold peptidet is felfedeztek. Ezek a
toxinok azonban nem csak a Kv1.3 csatornat, de mas, hasonld szerkezeti ioncsatornakat is
gatolnak hasonl6 nagysdgrendii koncentriciéban. Foleg az egyazon csalddba tartozo
ioncsatorndkat, igy a Kvl.x tobbi tagjait elsdsorban, mint a Kvl1.2-t, mely szerkezetileg

nagyon hasonl6 a Kv1.3-hoz.

Toxinok specificitasanak névelése rekombinans technikakkal

Sok laboratérium foglalkozik vildgszerte a jelenleginél hatékonyabb, specifikusabb
peptid és nem-peptid tipusti K*-csatorna-blokkold vegyiiletek eldallitasdval. Az ilyen irdnyud
kutatdsokat er6sen motivdlja a gydgyszergydrak részérdl fenndllé érdeklodés olyan
csatornablokkolé vegyiiletek irdnt, melyek immunszuppressziv terdpidban minimalis
mellékhatassal alkalmazhatéak. Laborunk egyik f6 kutatdsi vonala is ij Kv1.3 ioncsatornat
gatlo skorpidtoxinok keresése, illetve az altalunk felfedezett toxinok csatorna-specificitdsdnak

vizsgalata.

Néhany kis szelektivitdsu, tobbféle ioncsatornat is gatlo peptidet molekularis biolégiai
mddszerekkel specifikusabbd lehetett tenni. A tengeri rdzsa (sea anemone) ShK polipeptidje
példaul a Kv1.3 mellett gitolja a Kv1.1, Kv1.4, Kv1.6 neurondlis csatornédkat is pikomolaris
koncentracioban. A toxin-csatorna kolcsonhatdsban kritikus szerepet jatszé lizint (K22) egy
szintén pozitiv toltésli, de nem természetes eredetli aminosavra, diamino-propionsavra torténd
cserélésével (K22Dap) elérhetd volt, hogy a peptid Kvl.3-ra vonatkozd nagy affinitdsa
megmaradjon, mig a tobbi fesziiltség-kapuzott csatorndra vonatkozéan az affinitds tobb
nagysdgrenddel csokkenjen (Kalman 1998). Az igy kapott ShK-Dap22 szubnanomoldris
koncentracioban gétolta az anti-CD3-indukalt radioaktiv timidin beépiilését human T-
sejtekbe.

Az OSK1 38 aminosavbdl 4ll6, az Orthochirus scrobiculosus skorpié venomjibol
szarmazd peptid, ami gatolja a Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3 ill. az IKCal csatorndkat rendre 0,6-, 5,4-
, 0,014- és 225 nM-os félhatasos koncentraciokban. Az ismert Kv1l csaladhoz tartozo
csatorndk blokkoldinak aminosav szekvencidjdval Osszevetve az OSKI1 toxin szekvencidjat,
felismerhetové valtak azok a kiilonbségek, melyek megvaltoztatdsaval az OSKI toxin
szelektivitasi és affinitasi tulajdonsdgainak megvaltozasa is remélhetd volt. Mindezek alapjan
a 16-os poziciéban 1€vé glutamatot lizinre cserélve (E16K), valamint 20-as pozicidban 1évo

lizint aszpartitra (K20D), a 12-es arginint prolinra (R12P) 1j tulajdonsdgu toxinokat kaptak:
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[Ki6]-OSK1, [D3]-OSK1, [Kie,D2]-OSK, [P12,Ki6,D20]-OSK1 jelzésiieket, a kiillonbozd
pontmuticidknak — egy, vagy egyszerre tobb — megfelelden. A [K;¢]-OSK1 affinitdsa Kv1.3-
ra 0.067 nM-ra romlott, mig a tobbi, kordbban gatolt csatorndkra vonatkozéan ugyanaz
maradt. A [K;6,D2]-OSK esetében nétt az affinitds a Kv1.3-ra: 0.003 nM, mig a tobbi
csatorndra alig véltozott. A [Dy]-OSK1 és a [P}2,K;6,D20]-OSK1-nél bér csokkent az affinités
a Kv1.3-ra vonatkozdan, de nem nagysdgrenddel (kb. 2- ill. 4-szer nagyobb Ky4-k), azonban a
tobbi csatorndra vonatkozdan 1- vagy 2 nagysagrenddel csokkent.

A Buthus Martensi venomjabdl tisztitott BmKTX toxin harom aminosavjat: Glyl1, 1le28
€s Asp33 kicserélve rendre Arg, Thr és His aminosavakra egy uj peptidet eredményezett,
amelyet ADWX-1-nek neveznek. Ez az 1j toxin a Kvl.3 ioncsatornit mar pikomolos
nagysagrendben blokkolja (Kgq = 1.89 pM), ami kb. 100-szor kisebb koncentricié a nativ
BmKTX-hez képest. Mindemellett az ADWX-1 j6 szelektivitassal is rendelkezik a Kv1.3-ra

nézve a Kvl.1 és a Kv1.2 ioncsatornak mellett.
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Ceélkitltizések

e Kisérleteink soran célul tiztiik ki Gj, a Kv1.3 csatornakat nagy affinitassal gatlé
skorpio toxinok felfedezését és jellemzését.
A Centruroides suffusus suffusus valamint a Tityus stigmurus skorpié venomjabol
izolalt peptideket vizsgaltunk.

¢ Vizsgalni kivantuk az uj, Kv1.3-gatlé toxinok (Css20 és Tst26) szelektivitasat.
A peptidek kiilonbozo fesziiltség-kapuzott (mKvl.1, hKvl.2, hKvl.4, hKvl.5,
hBKCa, hERG, rKv2.1) és kdlcium-aktivalt (hIKCal) kdlium csatornéra, tovdbb4 egy
szivizombeli néatrium csatornara (hNavl.5) kifejtet hatdsukat hasonlitottuk a Kv1.3
gatlo képességiikhoz.

e Jellemezni kivantuk e két toxin farmakologiai tulajdonsagait a két, nagy
affinitassal gatolt csatornatipusra vonatkozoan (Kv1.2 és Kv1.3).
Doézishatds-gorbe elkészitése, a félhatdsos koncentraci6 és a Hill koefficiens
meghatarozasa mindkét toxin esetében mindkét csatorndra vonatkozdan.

e Terveztiik annak vizsgalatat, hogy a toxin/csatora komplex kialakuldsa
megvaltoztatja-e a Kvl.2 és a Kv1.3 ioncsatornak biofizikai tulajdonsagait.
Az egyensulyi aktivacid €s -inaktivacié fesziiltségfiiggésének vizsgdlata; a Vip
értékek meghatdrozasa mindkét toxinndl, mindkét csatornéra.

¢ Elemezni kivantuk a Kv1.2 és a Kv1.3 szelektivitast meghatarozo tényeziket.
Aminosav szekvencidk vizsgdlata: Osszehasonlitva mds, hatékony toxinok
szekvencidjaval, toxinok mutagenezis kisérleteinek eredményeivel, dokkolasi
szimuldciok eredményeivel.
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Anyagok és modszerek

Toxinok

A Centruroides suffusus suffusus és a Tityus stigmurus nevil skorpidkbdl elektromos
stimuldcidval nyert teljes mérgek vizben oldhaté frakcioit el0szor magas nyomdsu folyadék-
kromatogréfias eljarassal (HPLC) valasztottdk szét: a kihigitott venomokat analitikai C18
reverz-fazisua oszlopon (250 x 10 mm) frakciondltuk mindkét esetben. Az egyes aktiv (Kv1.3
csatornat gatld) frakcidkat tovabbi alfrakcidkra bontottuk hasonlé HPLC technikdval. A
Css20 név arra utal, hogy a linedris trifluorecetsav-gradiens elicié hanyadik percében szedett
frakcidban jelent meg a peptid az eludtumban - ez esetben a 20. percben - ami Tst26 esetén a
26. percet jelenti. Mindkét toxin szekvencidjat Beckamm LF 3000 analizitor segitségével,
molekulatdmegiiket pedig tomegspektrométerrel (Finnigan LCQPY°, San Jose, CA, USA)
hataroztuk meg. A toxinok izolalasat és a szekvencia analizist kollaboracids partneriink (Dr.

Possani, Cuernavaca, Mexikd) laboratériuméban végezték.

Sejtek és ioncsatorna gének

Limfocita-szeparalas (Kv1.3 ioncsatorna)

A Kvl1.3 dramokat human periférids T-limfocitdkon mértiik. A mononukledris sejteket
Ficoll gradiens centrifugdldssal nyertiik egészséges donoroktdl szarmazé heparinizalt human
vérbdl. A sejteket kétszer mostuk Ca®* és Mg2+ mentes Hanks’ oldattal, mely 25 mM
HEPES-t is tartalmazott (pH: 7,4). A sejteket 0,5x10%ml koncentriciéban 3-4 napig
tenyésztettiik 5% CO, mellett 37°C-on 24 lyuku tenyésztéedényekben, RPMI-1640 médiumot
haszndlva, mely tartalmazott 10% fetdlis borju savét (Hyclone, Logan, Utah), 100 IU/1
penicillint, 100 pg/ml streptomycint és 2 mM L-glutamint. A tenyészt6 médiumhoz
kiilonboz6é koncentraciéja (2,5, 5, 7,5 és 10 pg/ml) phytohemagglutinint (PHA-P, Sigma-

Aldrich Kft, Hungary) adtunk a K'-csatorna expresszié novelése érdekében.

Kilénbdz6 ioncsatornak heteroldg expresszidja

A Cos-7 tenyésztése és benniik tranziensen kifejezett csatornak:
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A Cos-7 sejteket standard sejttenyésztési feltételek mellett tartottuk fent. A hIKCal
ioncsatorna vizsgdlatakor a sejtekbe tranziensen olyan dupla-gén plazmidot transzfektaltunk,
mely kédolta a GFP fehérjét és az IKCal csatornat is (ajandék H. Wulff-t61, UC Davis, CA,
USA). A tobbi, itt felsorolt ioncsatorna esetén két plazmid ko-transzfekcidjat végeztiik: a
GFP-t k6dol6 plazmidot a vizsgélni kivédnt ioncsatornat kédol6 plazmiddal egyiitt juttatuk be
a sejtekbe. Ezek a csatornak a kovetkezdk voltak: hKv1l.2 (pcDNA3/Hygro vektor, amely a
teljes Kv1.2-t k6dol6 szekvenciat tartalmazza, ajandék S. Grissmer-tdl, U. of Ulm); hKv1.4
(hKv1.4AN: az N-terminilis inaktivacios egységet nem tartalmazé Kv1.4 mutans, ajandék D.
Fedida-t6l, University of British Columbia, Vancouver, Canada); rKv2.1 (ajandék S. Korn-
tél, U. of Connecticut); hNavl.S (ajandék R. Horn-t6l, Thomas Jefferson University,
Philadelphia, PA, USA).

A tsA-201 sejtek tenyésztése €s a benniik tranziensen kifejezett csatorndk:

Az SVA40 large T antigénnel transzformdlt huméan embriondlis vese sejteket (tsA-201)
magas gliikéz tartalmd Dulbecco’s minimum essential medium tépoldatban tenyésztettiik,
37°C-on, 5% CO, és 95%-os pdratartalom mellett. A tdpoldat tartalmazta még a
kovetkezoket: 10% FBS, 2 mM I-glutamin, 100 U/ml penicilin-G, és 100 pg/ml streptomycin
(Invitrogen). A sejteket hetente kétszer oltottuk at, a kitapadva novo sejtekket 7 perces 0.2 g/L
EDTA-t tartalmaz6 PBS oldattal torténd inkubdcidval valasztottuk le a tenyésztéedény aljarol.
A tsA-201 sejtekben a hBKCa- (hSlol gén (U11058), pCl-neo plazmidban, ajandék T.
Hoshi-t6l, University of Pennsylvania, Philadelphia, PA) és a hKv1.5- (ajandék D. Fedida-tdl,
University of British Columbia, Vancouver, Canada) ioncsatorndkat és a GFP-t kodold

plazmidot tranziensen kotranszfekcidval fejeztiik ki.

Ioncsatorna génekkel stabilan transzfektalt sejtvonalak:

A hERG (Kv11.1) csatorndk dramait a csatorna génnel stabilan transzfektdlt HEK-293
sejtekben, mig a mKvl.l csatorndk dramait az egér Kvl.l csatorna génjével stabilan
transzfektalt L.929 sejtvonalban mértiik. (részletesebben: Grissmer, 1994; ajandék H. Wulff-
t6l (UC Davis, CA, USA)).

Tranziens transzfekcio:
A sejteket (mind a COS-7-et, mind a tsA-201-et) Lipofectamine 2000 reagenst hasznélva
transzfektaltuk a gyarté (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) tutmutatdsai szerint, standard

feltételek kozott tenyésztve. Roviden: A transzfektdldst 35 mm atmérdji petriedényben
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végeztik a sejtek kb. 80%-os konfluencidja mellett. A transzfekciét a zold fluoreszcens
fehérjét (GFP) és a csatornat kédold plazmidok 1:5 ardnyd keverékével végeztiik: 1 png GFP
€s 5 pg csatornat kodol6 plazmid 10 pl Lipofectamine-nal. A plazmidok keverési ardnya azt
biztositotta, hogy a zold fluoreszcencidt mutaté sejtek tobb mint 70%-a a kotranszfektalt
ioncsatorndkat is expresszélta. Az dramokat egy nappal a transzfektdlds utdn mértiikk. A GFP
pozitiv, transzfektalt sejteket Nikon TE2000U invert fluoreszcens mikroszképpal

azonositottuk.

Elektrofiziologia

Méréseinket a patch-clamp technika teljes-sejt (whole-cell) konfigurdcigjaban
végeztiik, minden esetben szobahdmérsékleten (22-25 °C), Axopatch 200A és Multiclamp
700B patch-clamp erdsitoket hasznélva, fesziiltség-zar iizemmodban. Ez azt jelenti, hogy a
vizsgalt sejt membranpotencidljat konstans értéken tartjuk, mikozben a sejtmembranon
atfoly6 dram nagysagat meghatdrozzuk. Az ingerld fesziiltség-impulzusokat €s az adatgyiijtést
IBM kompatibilis személyi szamitogép vezérelte Axon Digidata 1200 és 1322A
illesztéegységen keresztiil a pPCLAMPS8/10 programcsomag segitségével (Molecular Devices
Inc., Sunnyvale, CA). M¢éréseink sordn, sziikség esetén soros ellendllds kompenzaciot
alkalmaztunk egészen 70%-ig, a soros ellendlldson es6 fesziiltségbdl adédd hiba
korrekcijanak érdekében. Igy a fesziiltséghibat minden esetben 5 mV ald csokkentettiik.

A pipettdkat GC 150 F-15 boroszilikat (Clark) tivegkapillarisokbdl hiztuk 6t fazisban,
majd hovel poliroztuk a hegyiiket. A pipettdk ellendlldsa normal kiils6- (extracellularis) és
belso- (intracellularis) oldat esetén 3-5 MQ volt.

A kiils6 oldatok minden esetben 0.1 mg/ml koncentracioban BSA-t (bovine serum albumin,
Sigma-Aldrich) tartalmaztak, elkeriilenddé a peptid toxinok kikotédését a miianyag
feliiletekhez. A kiilsé oldatok ozmolaritdsa 302 és 308 mOsm/kg kozott volt, mig a belsd
oldaté kb. 295 mOsm/kg. Az oldatok cseréjét a mért sejtek kornyezetében gravitacié dltal
hajtott perfuzids rendszer segitségével valositottuk meg, folyamatos elszivds mellett.

A perfuzids fej 6-8 bemenettel rendelkezett, azaz 6-8 kiilonb6zd oldat célbajuttatdsara volt
alkalmas. A perfizios fej kimeneti oldaldt egy PE10-es (0,28 mm bels6-, 0,61 mm kiils
atmérd) csé adta, melynek tolcsérszeriien kiképzett kifolyé nyildsa kis turbulencia mellett

juttatta az extracelluléris oldatot kozvetleniil a sejtekre.
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Adatkiértékelés

Az adatok gylijtésére €s kiértékelésére a pClamp8/10 szoftver-csomagot (Molecular
Devices Inc., Sunnyvale, CA) haszndltuk. A mért aramgorbéket a kiértékelés elején
korrigdltuk az ohmikus szivargdsi aramra, és digitdlisan megsziirtiilk azokat (harom pontos
boxcar médszerrel).

A doézishatas-gorbén minden pont 3-7 fiiggetlen kisérlet mérési eredményének az
atlaga, azok SEM hibdjaval dbrdzolva. A kapott pontokra két-paraméteres Hill-egyenletet

illesztettiink:

n

RCF = ahol RCF (Remaining Current Fraction) a megmaradé 4ramhanyad

d
K, +[Tx]"’
(RCF = IL’ ahol I és Iy az aramamplitudék a toxin adott koncentraciéja mellett, ill. a toxin
0

hidnydban (kontroll oldatban)), K, a disszocidcids allandd, n a Hill-koefficiens és [Tx] a
toxin-koncentracio.

Az egyensulyi aktivaci6 €s inaktivacio fesziiltségfiiggését az adatpontokhoz illesztett
Boltzmann-fiiggvény paramétereivel jellemztiik:

1 ) 1 1
norm _ V-V ’ I V-V

l+e * g b

ahol Gy, €s I/I_;pp a mérési adatokbdl szdmitott mennyiség (ld. ott), V az aktudlis
tesztpotencidl, V;, és V,,rendre a félaktivacios fesziiltség és félinaktivacios fesziiltség, k és
k; pedig az aktiviacié és az inaktivacié fesziiltségfiiggésének meredekségei. Az adott
tesztpotencidlhoz tartozd, de kiillonbozd sejteken felvett Gporm €s /1150 értékeket dtlagoltuk, és
az igy kapott Gporm —V €s 1/1_129 —V 0sszefiiggésekhez illesztettiik a Boltzmann fliggvényt.

A teljes sejt daram inaktivacids kinetikdjat az inaktivaciés iddallandéval (1)
jellemeztiik, mely az &dramgorbe leszalld szdrdhoz illesztett, egy exponencidlis tagot
tartalmazo fiiggvény jellemz6 paramétere: I(t) =Axe ""+C, ahol I az aktudlis dramerdsség, C
az egyensuilyi (steady-state) dram nagysdga, A az inaktivdl6dé komponens amplitiddja, ¢

pedig az illesztés kezdetétdl szamitott ido.
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Eredmények

A Css20 és a Tst26 szelektivitasa

A Css20 és a Tst26 toxinokat kiilonb6zd kalium-csatorndkon és egy fesziiltség-kapuzott
natrium-csatorndn teszteltiik teljes-sejt iondramokat mérve patch-clamp technika segitségével.
A kélium-csatorndk koziil 6t a fesziiltség-kapuzott Shaker-csalad tagja: Kvl.1, Kv1.2, Kv1.3,
Kvl.4 és Kvl.5. A Ca**-aktivélt K* csatorndk kozil a kozepes konduktancidju, fesziiltség-
fiiggetlen IKCal (Kc,3.1) és a nagy konduktancidji, fesziiltség- és Ca**-aktivalt kélium-
csatorndk dramait mértilk a két toxin jelenlétében. A potencidlis kardioldgiai hatdsok
megismeréséhez a Css20 és a Tst26 hatasat mértiikk Navl.5 és hERG (Kv11.1) csatorndkon,
melyek rendre a szivizom ndtrium- és egyik fajta kdlium-csatorndi. A Css20 hatdsit a
kozponti idegrendszerben kifejez0d6 Kv2.1 csatorndn is tanulmanyoztuk. Ezeket az
ioncsatorndkat kiilonboz0 sejtvonalakban expresszaltattuk, a megfeleld fesziiltség-protokollok
alkalmazdsdval kivéltottuk az iondramokat (részletesebben aldbb, valamint az Anyagok és
modszerekben), és mértiik, hogy a 10 nM koncentrici6ju toxin (Css20 vagy Tst26) mekkora
gatld hatdst fejt ki a kiilonboz6 csatorndkra. A 10 nM-os toxin koncentriciét egyrészt az
alapjan vélasztottuk meg, hogy az irodalmi adatok alapjan a Kv csatorndk jo gétlészerei az
alacson nM-pM koncnetrdcié tartomdnyban mdér hatdsosak, mdsrészt a vizsgdlatra
rendelkezésre all6 peptid mennyiség igen komoly gatjit jelentette volna a magasabb peptid
koncentraciok mellett végzett kisérleteknek.

Mivel érdeklddésiink kozéppontjdban a Kv1.3 ioncsatorna 4ll, ezért szelektivitasi
vizsgdlatainkhoz eldszor a Kv csatorndk koziil vélasztottunk. Ezen beliil is a Kv1.x csalddba
tartozd csatorndk mutatjdk a legnagyobb genetikai hasonlésdgot a Kvl.3 csatorndhoz.
Eredményeink azt mutatja, hogy a Kv1.4 és Kv1.5 csatorndkra nincs hatdsa a Css20 peptidnek
10 nM koncentraciéban. Teljesen hasonlé a helyzet Tst26 estetében is, a toxin nem gétolta az
iondramokat (nincs bemutatva, 1d. eredeti kozélemény). Ezen megallapitdsaink j6 egyezésben
vannak korabbi eredményekkel, ti. a Kv1.4 és a Kv1.5 toxin-rezisztens csatorna, azaz jelenleg
nem ismert olyan peptid, amelyik gitolnd ezeket a csatorndkat. Ezzel szemben a Kvl.1
csatorndkat mds skorpié-toxinok hatékonyan gdtoljdk (mint pl. a Kaliotoxin, Margatoxin,
Hongotoxin), ugyanakkor sem a Css20, sem pedig a Tst26 nem gatolta Kv1.1 dramokat. Bar
a rendelkezésiinkre 4ll6 toxinmennyiség meglehetdsen korldtozott volt, egyetlen csatorna
vizsgélatdt azonban el tudtuk végezni 100 nM toxin koncentricié mellett is. Ez a Kvl.1

csatorna volt, melynél a megmaradé dramhdnyadnak 0.957+0.005 (n=3) addédott 100 nM
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Tst26 esetében (eredmény nincs bemutatva), amely tisztdn jelzi azt, hogy a peptidnek nincsen
Kv1.1 gatl6 hatdsa még ebben a koncentrdcidéban sem.

A fentiekkel szemben a Kv1.2 és Kv1.3 csatorndkat mind a Css20, mind pedig a Tst26
jelentdsen gatolta 10 nM koncentraciéban.
A Shaker csalddba tartozé fesziiltség-kapuzott K*-csatorndkon feliil megvizsgaltuk a Css20
két tovédbbi, szintén fesziiltség kapuzott kdlium csatorndra gyakorolt hatdsat: a hERG és a
Kv2.1 csatorndkat gatlé képességét kivantuk meghatdrozni. A hERG csatorna vizsgélata
ebbdl a szempontbodl igen kritikus, ugyanis amennyiben a peptid a hERG csatorndkat gatolja,
(erre van példa az irodalomban (REF ERG toxin)), tgy ez megakadalyozhatja a peptid
bioldgiai aktivitisdnak mérését dallatkisérletes modellekben. A hERG csatorndk ugyanis
szivizomesejtekben fejezddenek ki, a csatorndk drama jelentdsen hozzdjarul a szivizom akcios
potencidl repolarizdcios fazisdhoz. Ennek megfeleléen a hERG csatorndk gatldsa a
repolarizicié zavardhoz, szerzett hosszi QT szindromdhoz és az arra jellemz06 ritmuszavarhoz
vezethet. Eredményeink azt mutatja, hogy a Css20 sem a hERG sem pedig a Kv2.1 dramokat
nem gitolja. A hERG &dram gatldsdnak hidnya csokkenti annek lehetdségét, hogy
allatkisérletekben ritmuszavar alakulhasson ki. A Css20-ra kapott eredményekhez teljesen
hasonl6 eredményeket kaptunk Tst26 esetében is: 10 nM peptid nem gétolta a hERG dramot.
Meg kell itt emliteniink a hERG dram kivéltdsdnak modjat: A fesziiltség protokoll elsd
részében 0,5 s-ig -80 mV-on tartjuk a membranpotencidlt, majd +20 mV-ra depolarizalunk,
ami 2,5 s-ig tart, aztdn -40 mV-ra 4llitjuk be a membrénpotencidlt 1 s-ig, s majd végiil
visszatériink a tart6fesziiltségre (-80 mV). Ezzel a protokollal ki tudjuk kiiszobolni a HEK-
293 sejtek endogén kalium dramait. Ezek a gyorsan aktivdld6 és lassan inaktivdldé K-
dramok megjelennek a +20 mV-ra torténd depolarizacidndl, és minimadlisra csokkennek a -40
mV-ra torténd depolarizacids 1épésnél. Ez koszonhetd egyrészt az igy lecsokkent hajtéeronek,
valamint az inaktivici6 magas fokdnak. A hERG dram a +20 mV-ra torténd depolarizcids
1épés alatt egy konstans értékre novekszik, amikoris egyenstlyba keriilnek a nyitott és az
inaktivalt 4llapotok. Igy az dram alakja a +20 mV-ra torténé depolarizaciés 1épés alatt minden
egyes sejten az endogén és a hERG csatorndkon dtfolyé dramokbodl adodik ssze. A -40 mV-
ra torténd depolarizdcios 1€pés alatt a hERG csatorndk gyorsan visszatérnek az inaktivalt
allapotbdl, aminek eredményeként egy nagy amplitudé ndvekedés adddik, mig az endogén
csatorndk hozzdjaruldsa ehhez az dramhoz elhanyagolhaté. Ezért ennél a 1épésnél mért teljes-
sejt csucsaramot haszndljuk arra, hogy a toxinok hatdsit megnézziik a hERG csatorndkon.

A Ca’*-aktivalt kalium-csatorndk koziil az IKCal (Kca3.1) és a BKCa (Kcal.1)

csatornakon vizsgéltuk a toxinok hatdsat: blokkoldst ezeknél sem tapasztaltunk 10 nM toxin-
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koncentraciondl. Az IKCal csatorna vizsgalata kiilonosen fontos, mert a Kv1.3 mellett ez a T-
limfocitdk masik kalium-csatorndja. Gatldsa esetén a T-sejtes immunvdlasznak nem az
altalunk kivant médosuldsa kovetkezne be.

Mivel az IKCal nem fesziiltségfiiggd ioncsatorna, ezért a rajta atfolyé dram meghatarozasara
mads protokollt hasznaltunk: egy un. fesziiltségrampat. E protokoll sordn a membranpotencial
értékét folyamatosan emeljiik a tartofesziiltségrol, -120 mV-r6l +50 mV-ig, egy linedris
fliggvénynek megfeleloen. Az IKCal dramgorbe és az x-tengely metszéspontjdhoz tartozéd
fesziiltségérték az un. megforduldsi potencidl, vagyis e fesziiltségérték alatt befelé-, mig e
felett kifelé folyik az aram. Az aspecifikus, szivargdsi dramra vonatkozdan ez az érték 0 mV,
mig tisztdn kdlium dram esetén kb. —85 mV-nak adddik az alkalmazott mérési feltételek
mellett. Az IKCal csatorndkon keresztiil folyé K*-aram hajtéereje a protokoll lefolydsa alatt
egyenld a protokoll dltal bedllitott membranpotencidl é€s a megforduldsi potencidl
kiilonbségével. A hajtéerd megléte mellett az dram madsik feltételét, a nyitott allapotd
ioncsatorndt, a belsd oldat magas (1 pM) Ca2+—koncentréciéjéval érhetjiik el. A K'-4ram
specifikus gatldsa esetén egyrészt a megforduldsi potencidl 0 mV felé tolédna el, méasrészt
csokkenne az dram nagysdga. Az dram nagysdgédnak valtozdsat a rdimpa végénél, +50 mV-nal
hatdroztuk meg. Ez csak akkor tehetd meg, ha mds kdlium-csatorna nincs, vagy
elhanyagolhaté mértékben van jelen a mérés sordn. Ez a feltétel a mi esetiinkben teljesiilt az
IKCal magas expresszids szintje miatt, és mert a Cos-7 sejtekben endogén kalium-aram nem
mérheto.

Végiil ellendriztiik még a toxinok hatdsdt a szivizombeli Navl.5 csatorndn is. E
csatorna jelentdsége a hERG csatorndhoz hasonldan abbdl adédik, hogy szerepet jatszik a sziv
akcids potencidljdnak kialakuldsdban. Mivel blokkoldst nem tapasztaltunk, igy a
szivizomsejtek mitkodését befolydsolé mellékhatds bekovetkezése még kisebbnek mondhato.

A fentebb felsorolt kisérleti eredményeket Osszegezve: a Css20 és Tst26 toxinok csak
a Kv1.2 és a Kv1.3 csatorndkat gétoltdk jelentds mértékben 10 nM koncnetracidban.

10 nM Tst26 84%-kal csokkentette a Kv1.2 dramot, a Kv1.3 dramot pedig 47%-kal, mikézben
a tobbi csatorndn keresztiili &ram kevesebb, mint 6%-kal csokkent csupdn. 10 nM Css20
pedig 93%-kal csokkentette a Kv1.2 dramot, mig a Kv1.3 dramot 58%-kal; a tobbi csatornan
atfoly6 dramot azonban csak kevesebb, mint 7%-kal. Ez azt jelenti, hogy a becsiilt Ky érték
nagyobb, mint 150 nM a tobbi csatorndra vonatkozéan (mar a 7% blokkolas esetében is, 1:1
toxin-csatorna sztdichiometrdt feltételezve, a Hill egyenlet alapjdan, 10 nM toxin
koncentracival szamolva). Igy mind a Tst26, mind a Css20 szelektiv blokkolGja a Kv1.2 és a

Kv1.3 csatorndknak, a tobbi, ebben a tanulmanyban leirt csatorndval szemben.
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A Css20 és a Tst26 farmakoldgiai tulajdonsagai Kv1.2 és Kv1.3
ioncsatornakon

Miutan kideriilt, hogy a Css20 és a Tst26 szelektiv a Kv1.2 és a Kv1.3 csatornédkra,
megvizsgaltuk részletesebben mindkét toxin hatdsat ezekre az ioncsatorndkra. A Kvl.2-
csatornan keresztiili kalium-aramokat, 3 nM Css20 ill. 1 nM Tst26 az extracellularis oldathoz
torténd hozzdadésa elott (kontroll), az egyenstlyi gatlds kialakuldsakor, és a mér6kad toxin-
mentes oldattal torténd perfizidjat kovetden (kimosds) mértiik Cos-7 sejteken. Ezen
koriilmények kozott a Css20 és a Tst26 rendre a Kvl.2-csatorndk kb. 75%-at ill. 40%-at
gatolta. A gatlds nem volt teljesen reverzibilis a Css20-ndl, dm a Tst26-ndl igen, amikor
toxinmentes kiils6 oldattal perfunddltunk. Mindkét toxin asszocidcids és disszocidcids
kinetikdja lassu volt: tobb perc volt sziikséges ahhoz, hogy bedlljon a blokkolds egyensulyi
allapota, és ahhoz is, hogy a gétlasbdl visszatérjen az &ram a mosds sordn.

Mindkét toxin kisebb affinitassal kotodik a Kv1.3 ioncsatornahoz, mint a Kv1.2-hoz.
A Kv1.3 dramok humén periférids vér T-sejtjein mért teljes-sejt dramok, amelyet az altalunk
alkalmazott kisérleti koriilmények kozott kizardlag a T-sejtek altal expresszalt endogén
Kv1.3 csatorndkon atfoly6 dram adja. A toxinokat extracelluldrisan alkalmazva a teljes-sejt
K*-dramok nagysdga rendre kb. a kontroll 40%- ill. 50%-4ra csokkent 10 nM Css20 ill. 10
nM Tst26 jelenlétében. A Kv1.3 csatorna gatldsa mindkét toxin esetében teljesen reverzibilis
volt, és a kinetika sokkal gyorsabb volt, mint a Kv1.2-nél. Mind a blokkolasi egyensily
bedllta, mint a gatlasbol torténd visszatérés 30 mdsodpercen beliil , azaz két depolarizdld
impulzus kozott megtortént.

Mindkét toxin ioncsatorna géatlé potencidljanak pontosabb karakterizdldsa érdekében
megvizsgaltuk gatld hatdsukat kiillonbozé koncentracidkban is a Kvl1.2 ill. a Kvl.3
csatorndkra vonatkozdéan. Meghatdroztuk a megmaradé &4ramhdnyadot (RCF), ami az

I/1, hanyadossal egyenld, ahol I, és I a mért K* csticsaram értéke kontroll oldat mellett és a

toxin adott koncentraciéjanak jelenlétében, a gatldsi egyensuly bedllta utdn. Az RCF értékeket
a toxin koncentracidjanak fiiggvényében (logaritmikusan) dbrdzolva megkapjuk a dozis-hatds
Osszefiiggést, amit az un. kétparaméteres Hill-egyenlettel illesztettiink meg. E két paraméter a
disszocidcids alland6 (K,) és a Hill-koefficiens (n), amelyek a kovetkezOknek adddtak: Css20
esetében K; = 1.3 nM, n = 1.17 Kv1.2-re vonatkozdan és K; = 7.2 nM, n = 0.90 Kv1.3-ra;
Tst26 esetében pedig K; = 1.9 nM, n = 0.86 Kvl.2-re és K; = 10.7 nM, n = 0.72 Kv1.3-ra

vonatkozdan. A Css20 estében az 1-hez kozeli Hill-koefficiens értékek az altalanos toxin-
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csatorna viszonyra utalnak a blokkolds sordn, azaz egy toxin egy csatorndhoz kotddik. A
Tst26 esetében azonban a Hill-koefficiens értéknek az 1-t61 valo eltérése jelentOsnek tlinik (n

=0.72).

A Tst26 hatasa a Kvi1.2 és a Kv1.3 ioncsatornak biofizikai
tulajdonsagaira

A legtobb toxin a csatorndval torténd kolcsonhatds sordn egyszertien csak eltomiti az
ioncsatorna pérusat megakadalyozva igy a K™ ionok atjutds4t. Vannak azonban olyan toxinok
is, amelyek az ioncsatorna fesziiltség-érzékel0 részéhez, vagy annak kozelébe kotddnek, és
igy moédositjdk a csatorna kapuzdsi mechanizmusét. Ezek a toxinok képesek az egyenstlyi
(steady-state) aktivaci6 fesziiltség fiiggését eltolni a pozitivabb membranpotencidl érték felé
és igy csokkenteni a csatorndk nyitdsi valdszinliségét egy adott membréanpotencidlon. Ez a
teljes-sejt dram csokkenéséhez vezet a nélkiil is, hogy a peptidek a K* dthalad4sit a csatorndn
fizikailag megakadalyoznak.

Annak eldontésére, hogy a Tst26 lehet-e kapuzdst médosité peptid, meghatdroztuk az
egyensulyi aktivicié és inaktivicid fesziiltségfiiggését jellemzd paramétereket Kv1.2 és
Kvl1.3 ioncsatorndkra vonatkozéan a toxin jelenlétében és annak hidnydban. Eldszor a
csatorndk dram-fesziiltség karakterisztikdjat készittettiik el (I-V gorbe): depolarizdcios
impulzusok sordt alkalmaztuk, —70 mV-t6l +40 mV-ig 10 mV-os 1épéskozokkel, és kozben
mértilk a teljes-sejt daramok csucsértékeit minden depolarizalé impulzusndl. Ezutan
kiszamoltuk a teljes-sejtre vonatkozd vezetOképesség fesziiltségfiiggését az 1-V fiiggvény
értékeibdl a G=I/(E,,—E,.,) Osszefiiggés felhaszndldsdval, ahol I a teljes-sejt &ram amplitido,
E, a membrinpotencidl a depolarizdlé impulzus alatt, E,, pedig a Nernst-egyenletbol
szamitott K egyensilyi potencdl (—88 mV). A kapott G értékeket norméltuk a legnagyobb
vezetOképesség értékre, €s dbrazoltuk a depolarizalé impulzus amplitiddjanak fiiggvényében.
Az 1igy kapott adatpontokra Boltzmann-fiiggvényt illesztettink (ld. még Anyagok és
Moddszerek). Az illesztett fiiggvény paraméterei pedig nem utaltak arra, hogy a Tst26 toxin
befolydsolnd barmely (Kv1.2 vagy Kv1.3) csatorna egyensulyi aktivicidjadnak fesziiltség-
fliggését: Kvl.2-re: kontroll: Vi, = —=26.9 mV, és k = 5.2 mV; és 2 nM Tst26 jelenlétében:
Vip=-237mV, é k =5.1 mV; Kvl.3-ra: kontroll: Vi, = -41.2 mV, és k=7.9 mV; és 10
nM Tst26 estében: Vi, = —40.1 mV, és k = 8.1 mV). Hasonléan nem befolyésolta a Tst26

jelenléte az egyensulyi inaktivécié fesziiltség-fiiggését sem: Kv1.2-re: kontroll: Vy,; = —=37.3
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mV, és ki = -5.0 mV; és 2 nM Tst26 esetében: Vi =-44.5 mV, és k; = —6.7 mV; Kvl.3-ra:
kontroll: Vi, =-50.8 mV, és k,; = —6.7 mV; és 10 nM Tst26 esetében: Vi, = -53.7 mV, és
k,i=-5.6 mV).

A csatorndk kapuzdsdnak biofizikai jellemzéséhez az egyensulyi paramétereken feliil az &ram
egy adott membréanpotencidlon mért idébeli valtozasat jellemzd kinetikai paramétereket
hasznéljuk. Ismert, hogy a Kv1.3 csatorna szignifikdnsan inaktivdlodik egy hosszan tartd
depolarizaciés impulzus alatt, ami abban nyilvanul meg, hogy a teljes sejt dram a
csucsértékrol egy exponencidlis 0sszefiiggéssel illeszthetd kinetikdval egy egyensulyi értékre
csokken. Az dramgorbe leszallo szdardnak jellemzésére az inaktivacids idodlland6t hasznéltuk
(1d. még Anyagok és Mddszerek), melynek értéke Kv1.3-ra ~200 ms.

Kisérleteinkben megvizsgaltuk azt, hogy a Kv1.3 csatorndk lassti inaktiviciéjanak
kinetikdjat befolydsolja-e a Tst26 toxin csatorndkhoz torténd kotddése. Ehhez
Osszehasonlitottuk az inaktivacids id6allanddkat Tst26 jelenlétében és annak hidnydban. A
kontroll koriilményekre vonatkoz6 idddllandét a toxin alkalmazdsa eldtti és a toxin kimosasa
utdni iddallandok atlagértékeként szamitottuk, s igy korrigdltunk a Kvl1.3 csatorndk
természetébOl adodo, a kisérlet idObeli elOrehaladdsdval gyorsuld inaktivacidjara. A toxin
jelenlétében a Kv1.3 csatorna inaktivacidja lassabb, mint kontroll koriilmények kozott: 10 nM
Tst26 megnovelte az idddllandot 205 + 33 ms-rél 342 + 37 ms-ra (n = 6, p<0.001). Az
inaktivacids kinetika lassuldsa egyiitt jart az depolarizdcios impulzus végénél mért egyensulyi
dram novekedésével, amit az egyensilyi dram és a csucsdram hdnyadosdval jellemeztiink

(kontroll: 0.021 £ 0.006, 10 nM Tst26: 0.042 £ 0.016, n=4, p=0.04).
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Megbeszélés

A szelektivitas fontossaga

Egy potencidlis terdpids anyaggal szemben alapelvards a mellékhatdsok minimaélis
volta is, ami a mi esetiinkben a toxinok egyéb ioncsatorndkkal torténd keresztreakcidinak
hidnyat jelenti. Mivel minden ismert ioncsatorndra nem tesztelhettiilk toxinjainkat, ezért
kivalasztottuk az 4dltalunk legjelentdsebbnek tartott ioncsatorndkat, amelyek mindemellett
szdmunkra hozzéférhetdek is. A keresztreakci6 legvaldsziniibb a Kv1.3-mal egy csalddba, a
Shaker (Kvl.x) csalddba tartoz6 ioncsatorndkndl, mert szerkezetileg ezek dllnak a
legkdzelebb hozza. Ezért védlasztottuk ki a Kv1.1, Kv1.2, Kvl.4 és a Kv1.5 csatornédkat.

Az IKCal (KCa3.1) csatorna jelentdsége abbol adddik, hogy a Kv1.3 mellett a T-limfocitdk
masik kédlium-csatorndja, és emellett a T-sejtek kiilonb6zd alpopulacidi kiillonb6zé mértékben
is expressziljak e két csatorndt. fgy az IKCal esetleges gitlasaval a T-sejtes immunvélasz
olyan befolydsoldsa is megtorténne, amely nemkivanatos mellékhatést jelentene.

A BKCa fesziiltség- és Ca”*-aktivélt ioncsatorna az idegsejtek Ca”*-héztartdsaban jatszik
szerepet. Esetleges gatldsa felboritand az idegsejtek kalcium-homeosztazisit. (megj.: a BKCa
csatorna fontos farmakoldgiai célpont agyvérzés kezelésekor)

A hERG és az Navl.5 a szivizom ioncsatorndi. Barmelyikiik gétldsa esetén a szivizom
elektromos aktivitisa modosulna. A hERG csatorna nem megfelel6 miikddése esetében
tipikusan el6fordulé betegség az Un. hosszi QT szindréma, ami a szivizombeli akcids
potencial QT intervallumédnak a meghosszabbodasét jelenti.

A Kv2.1 a fesziiltség-kapuzott kéliumcsatorndk funkciondlisan egyik legdsszetettebb
osztalyaba tartozik. Részt vesz a szivritmus-, a neurotranszmitterek, az inzulin elvdlasztasdnak
irdnyitdsdban, a sejttérfogat, az idegsejtek gerjeszthetdségének, a simaizom 0sszehizéddsanak
szabdlyozdsaban. Ezen felsorolds utdn lathat6, hogy ennek a csatorndnak esetleges gétlasbol
adodo keresztreakcid kovetkezményei mennyire szertedgazdak lennének.

Meg kell itt emliteniink a heterolég expresszié fontossdgit: Ezeket a szelektivitasi
vizsgalatainkban részt vett ioncsatorndkat olyan sejtvonalakban expresszaltattuk, amelyek
egyébként nem fejezték ki az adott, vizsgdlni kivant csatornit. S6t, semmilyen endogén
iondram nem volt mérhetd rajtuk — az 4ltalunk alkalmazott fesziitség-protokollokkal — kivéve
a HEK-293 és a tsA-201 sejteket. Ez utébbiban natrium-dram volt mérhetd (eredmény nincs
bemutatva), &m mivel ebben a sejtvonalban csupdn a BKCa és a Kv1.5 kdlium-ioncsatorndkat

transzfektaltuk, igy ez nem befolydsolta a méréseinket. Mig az eldbbi sejttipusban a hERG
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csatorndt fejeztettiik ki és a benne mérheté endogén dramt6l a hERG csatornan 4tfolyé dramot

a hERG protokoll segitségével kiilonitettiik el.

Analizis és konkluzio

Az utébbi években a kiilonbozo fajok venomjaibdl izolédlt, a Kv1.3 kélium
ioncsatorndt nagy affinitdssal és szelektivitdssal blokkol6é toxinokra nagy figyelem irdnyult,
mert ismerté lett, hogy a Kv1.3 ioncsatorndkat blokkolva a limfocitdk bizonyos
alpopulécidinak proliferaciéja meggatolhato és ezéltal szelektiv immunszupresszié érhet6 el.

A Kvl.2-csatorndra vonatkozéan ugyanakkor mind a mai napig nincsen jO, nagy
affinitasi és nagy szelektivitdsu gétloszer; rdaddsul ez a tipusi ioncsatorna széles korben
fordul eld a kozponti idegrendszerben és heterotetramereket alkot a Shaker-csalad tobbi
tagjaval, amelyek valdszinlileg mds farmakoldgiai tulajdonsidgokkal rendelkeznek, mint a
homotetramer csatornik. Igy egy olyan toxin, amely hasonlé affinitdssal rendelkezik erre a
két csatorndra vonatkozéan — mint a Css20 és a Tst26 — nem idedlis jelolt terdpids
gyogyszernek.

Azonban lényeges kiilonbség van a Css20- és a Tst26-nak a Kv1.2 és a Kvl.3
csatorndkon kifejtett gatlé hatdsaban a Kvl.1 és a Kv1.4 csatorndkhoz viszonyitva: tobb, mint
100-szoros. SOt, a blokkoldsi kinetikdjuk is szignifikdnsan kiilonbozd: a Kv1.2 esetében lassu,
mig a Kvl.3 esetében gyors. Ezért az ilyen toxinokkal végzett struktira tanulmanyok
megmutathatjdk, hogy a csatorna feliiletén és a toxinban melyek azok az aminosavak,
amelyek meghatarozzak a kotodés affinitdsat €s a toxin szelektivitdsdt a Kvl.2 és a Kv1.3
csatorndkra vonatkozéan. Ezek az informdacidk aztin késObb segithetnek olyan toxinok
tervezésében, amelyek szelektivebbek egy bizonyos csatornatipusra. Igy a lentebb targyalt
analizis eredménye lehetdvé teszi kisérletileg olyan specifikus muticidk megvaldsitdsat,
amelyek szelektivebbé teszik a toxint.

Osszehasonlitva az a-KTx2 toxincsaldd tagjainak aminosav szekvencidjdt, szdmos
erdsen konzervativ aminosavat taldlunk, mint pl. 13, K6, Q12, P16, K18, G22, N31, G32,
K33, K28, K35, és Y37. Ezek koziil kettd, a kritikus poziciéban 1€vd lizin (K28 Css20-ndl;
K27 Tst26-nal) és egy aromds aminosav 9 pozicidval lejjebb (az N-terminustol (a-hélixtdl)
indulva a sorrend; Y37 a Css20-ban és Y36 a Tst26-ban) alkotjdk az tn. ,,eszencidlis didd”-ot,
mert ez a par megtaldlhat6 a legtobb olyan skorpié toxinban (nem csak az a-KTx2 tagjaiban),

amelyek nagy affinitdssal blokkoljdk a K*-csatorndkat.
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A ,eszencidlis didd” kritikusnak latszik a Kv1.2 nagy affinitdsi gatldsidhoz is. A diad
aminosavakat alaninra cserélve a Pil (0-KTx6.1) toxin affinitdsa tobb nagysdgrenddel
csokkent a Kv1.2 esetében. Maurotoxinndl is (MTX (a-KTx6.2)) két, a diddnak megfeleld
aminosav (K23 és Y32) bizonyitottan fontos Kv1.2-hoz torténd a nagy affinitasu kotodésért a.
Azonban a didd sziikségessége nem egyértelmii a Kv1.3 gatldsandl. Annak ellenére, hogy a
didd jelen van az MTX-ben, mégis gyengén blokkolja a hKv1.3-at, de a H399T mutici6 a
csatorna kiilsé szdjadékanak alsé részénél olyan érzékennyé tette a csatorndt az MTX
blokkolasara, mint a Kv1.2-nél.

A MTX toxin Y32 diad-aminosava kolcsonhat a mutans hKv1.3 T399 aminosavaval; tehat
ugy tlinik, hogy a vadtipusd Kv1.3 H399-es aminosava és a toxinban 1év6 didd-tirozin kozotti
kolcsonhatds megakadadlyozza a toxin kotodését. Ez lehet a helyzet a Css20 esetében is;
dokkolasi szimuldcidink is azt jelzik, hogy kolcsonhatds van a toxin Y37 aminosava és a
hKv1.3 két alegységén 1évo H399 kozott. Habar szdmos olyan toxin van, amelyek tirozinnal
rendelkeznek az aromds didd-pozicidndl, és amelyek a Kv1.3-at nanomoldris koncentrdciéban
blokkoljadk — mint pl. a noxiustoxin, hongotoxin-1 és a Css20 — a Kvl.3-ra vonatkoz6
szelektivitds szempontjdbol elOnyosnek latszik, ha a tirozint egy mdsik aminosavra
cserélnénk. A Kvl.3 leghatékonyabb skorpié-toxin gatldszerei a tirozintdl kiilonbdzo
aminosavat tartalmaznak az ,aromds didd-poziciéban”, mint pl. fenil-alanint (Pi2, Pi3,
anuroctoxin; o-KTx 7.1, 7.2 és 6.12), treonint (kaliotoxin, OSK1; a-KTx 3.1 és 3.7) vagy
aszparagint (HsTx1 a-KTx 6.3). Azok a toxinok pedig, amelyek jobban gitoljdk a Kv1.2-t,
mint a Kvl.3-at, mind tirozinnal rendelkeznek ezen a helyen [MTX, Pil, CoTX1 (a-KTx
10.1), Pi4 (a-KTx 6.4)]. Igy, amig a csatorna pérusdba belenyilé lizin nélkiilozhetetlennek
latszik mindkét csatorna blokkoldsdnal, addig a didd masik felét megtestesitd tirozin a Kv1.2-
felé tolja el a szelektivitdst. Ezzel 0Osszhangban, dokkoldsi eredményeink szdmos
kolcsonhatdsi pontot jeleznek a toxin Y37- és P38-as aminosavai és mindkét csatorna
kiilonbozé aminosavai kozott. EbbOl arra kovetkeztethetiink, hogy az ,,aromds didd-
aminosavak™ pozicidjdndl a térbeli megszoritds nagyon fontos meghatirozdja a nagy
affinitdsu kotddésnek.

A toxinok kiilonb6z0 részeinek fontossdgat a csatorna-felismerésben hiien tiikkrdzi az a
kisérlet, amikor elddllitottak egy olyan hibrid (kiméra) toxint, amely a MTX Kvl.2-re
specifikus o-helikdlis N-termindlis részébdl és a HsTx1 Kvl.3-ra specifikus C-termindlis
részébdl 4all. E kisérlet azt mutatta, hogy a MTX C-termindlis felét kicserélve a HsTx1
ugyanezen részére, teljesen megszint a Kvl.2.re vonatkoz6 nagy affinitdsi blokkolds, ami

ezen rész fontossdgit jelzi a Kvl.2 és a Kvl.3 kozotti szelektivitisban. Ezen régid
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részletesebb vizsgalata ramutatott a Kv1.2 és a Kv1.3 specifikus toxinok pozitiv és negativ
toltésti oldallancokkal rendelkez6 aminosavainak szdmbeli kiilonbségeire. Azoknak a
toxinoknak, amelyek a Kv1.3-ra vonatkoz6 nagyobb affinitdssal rendelkeznek, nagyobb nettd
pozitiv toltésiik van 4ltaldban. De ami még fontosabb, hogy a toxin C-terminélis felének
nagyobb nettd pozitiv toltése korreldl a nagyobb Kv1.3 szelektivitdssal a Kv1.2-vel szemben.
A Css20 beleillik ebbe a képbe: csak hiarom pozitiv toltésli aminosava van (a didd- és két
masik lizin) a C-termindlis részen és nagyobb is az affinitdsa a Kv1.2-re. Tovabbad a Css20
dokkolési szimuldcidja a hKv1.2- és a hKv1.3 esetében azt josolja, hogy ezek a nem-diad
lizinek (K33 és K35) egy hidrogén-kotéssel és szamos hidrofob kontaktussal kapcsolddnak a
hKv1.2-h6z, a hKv1.3-hoz viszont nem.

S6t, a kritikus lizintél — amely lizin nagyon kozel helyezkedhet el a csatorna
felszinéhez, és ugy gondoljék réla, hogy az oldalldnca belenyulik a szelektivitési filterbe — két
pozicioval a C-termindlis irdnydban elhelyezkedd aminosav egy izoleucin a nagy affinitdsd
Kv1.2 blokkolékban, mig egy metionin a Kv1.3 specifikus toxinokban. Ezt az izoleucint
kulcsfontossdgunak taldltdk a CoTx és a Pi4 toxinok valamint a Kvl.2 kozott
kolcsonhatasndl. A Css20-ban ennél a poziciondl egy izoleucin (I30) van, ami beleillik a
Kv1.2 szelektiv toxinok mintdzatdba, és a dokkoldsi eredményeink is megerdsitették azt, hogy
ez az aminosav valéban kozelebb van a hKv1.2 szdjadékdnak aljdhoz (kb. ZA), mint a
hKv1.3-ndl (kb. SA), ami jobb kontaktust eredményez.

A toxinok N-termindlis szegmense — amely az a-hélix régidt tartalmazza — nem mutat
olyan nyilvdnvalé kiillonbséget, mint amire az alapjdn szdmitandnk, hogy jelentOs
kiilonbségek vannak e toxinok a Kv1.2 és Kv1.3 csatorndk irdnti affinitdsdban. Az MTX-
HsTx1 hibrid (kiméra) kisérletek azonban egyértelmiien azt igazoljdk, hogy ennek a régidnak
kritikus szerepe van a csatorndkhoz val6 kotddésben is. A HsTx1 N-terminélis felét kicserélve
a MTX ugyanazon részére, a toxin Kvl.3-ra vonatkoz6 affinitdsa majdnem 400-ad részére
csokkent. Az OSK1 ezen régidjanak harom aminosavat kicserélve a kaliotoxinban taldlhat6
aminosavakra egy egyébként is Kvl.3-ra nagy szelektivitdssal biré toxin szelektivitasat
majdnem 10-szer nagyobbra novelte. Az OSKI1-ben egyetlen aminosav mutécidja, a K20D
majdnem 7-szer nagyobb Kvl.3-szelektivitast eredményezett. A CoTx-ben az R16-o0s, az
eldbbivel ekvivalens aminosavrdl azt mutattdk ki, hogy kolcsonhat a Kv1.2-vel, amibdl arra
kovetkeztethetiink, hogy ebben a poziciéban egy pozitiv tolté€sli aminosav jobb kotddést
eredményez a Kv1.2-héz, mint a Kv1.3-hoz. A Pi4 R19-es aminosava szintén befolydsolja a
kotddést a Kv1.2-hoz és azok a toxinok, amelyek specifikusak erre a csatorndra, egy

argininnal vagy egy glutaminnal rendelkeznek ebben a poziciéban. Mig azoknak a
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toxinoknak, amelyek alacsony affinitdsiak a Kv1.2-re, egy toltetlen vagy egy negativ toltésii
aminosavuk van, rovid oldalldnccal. Ebben a tekintetben a Css20 kiillonbozik a nagy affinitdsi
Kvl1.2-t blokkol6 toxinokt6l, mert két alaninja van ennél a poziciéndl (19-es és 20-as
aminosavak). A Css20 mds aminosavairdl az N-termindlis részen az gondoljuk, hogy
specifikus kolcsonhatédst 1étesitenek nem-konzervativ aminosavakkal a turret-nél, melyek a
kovetkezOk: S9, amely szdmos kontaktust létesit a csatorndk aminosavaival a Q357A
poziciéndl hKv1.2-nél és G375A-ndl hKvl.3 esetében (a poziciokndl az utols6 A betll a
csatorndk alegységét jeloli); mig a toxin Kl18-as aminosava a hKvl.2 csatorna D-
alegységének E335-0s pozicidjdban 1évd aminosavidhoz kotddik és a hKv1.3 D-alegységének
T373-as aminosavdhoz. A fentebb emlitett kritériumok teljesiilése esetén — vagyis a C-
termindlis rész alacsony nettd toltése, a didd tirozin (Y37) megléte és a 30-as pozicidban az
izoleucin jelenléte — a Css20 nagyobb affinitdsa jésolhaté Kvl1.2-re. Viszont a 19- és 20-as
poziciéban 1évd alaninok valdszinlileg ez ellen dolgoznak, ami egy mérsékelten nagyobb
szelektivitist eredményez a Kv1.2-re, a Kv1.3-mal szemben.

A Tst26 C-termindlis része plusz egy lizint tartalmaz a Css20-hoz és a maurotoxinhoz képest,
€s egy methionint izoleucin helyett a 29-es pozicioban, amelyek inkdabb a Kvl.3-felé
iranyitjak a Tst26 szelektivitasit, mig a Q19 inkdbb a Kv1.2-hoz val6 kotddésnek kedvez.
Osszességében mind a Css20, mind a Tst26 kb. 5-szor jobban kotddik a Kv1.2-hoz. Rdad4sul
mindkettOnek (Css20 és Tst26) hasonl6 a dokkolési stratégidja mindkét csatorndhoz (Kv1.2 és
Kv1.3), mivel az asszocidcidjuk €s a disszocidcidéjuk hasonlo.

A Css20 altali egyenstlyi blokkolds kialakuldsa, valamint a blokkoldsbdl torténd
visszatérés 30 s alatt megtortént Kv1.3 esetében; ezzel szemben a gétlds kialakuldsa kb. 10-
szer lassubb volt és a visszatérés legalabb 30-szor lassabb Kv1.2 esetében. A kiilonbség a
toxin asszocidcios €s disszocidcids sebességeiben a Kv1.2 és a Kvl.3 csatorndkra
vonatkozdan azt jelzi, hogy kiilonb6z6 modon hat kdlcson a Css20 a csatorndkkal hasonld
affinitdsa ellenére. A gyors asszocidcié a Kvl.3-hoz magaban foglalja azt, hogy a toxin
gyorsan orientdlodik a dokkolds korai fazisdban, valdszinlileg tdvolhaté elektrosztatikus
kolcsonhatassal, de szamos nem kedvezo, kozeli érintkezésbol adodd kolcsonhatas lehet az
oka a gyors disszocidcionak. A dokkoldsi eredmények teljes egyezésben vannak ezzel az
elképzeléssel; a hKv1.3 csatorna legtobb kolcsonhaté aminosava a szelektivitési filter azon
részei, amelyek kontaktust alakitanak ki elsGsorban a toxin eldugaszold részével, a K28-as
aminosavval. Mds részrdl, a toxin orientacidjat a Kv1.2-hoz torténd dokkolds sordn ugy tiinik,
hogy nem a tavolhat6 elektrosztatikus kolcsonhatds irdnyitja, hanem hogy a Css20 érintkezd

feliilete jobban illeszkedik a Kv1.2-hoz, egy erdteljes hidrogén-kotéses hdlézaton keresztiil —
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amit a dokkolds is megjdésolt — a csatorna furret aminosavai és a toxin tengelye mentén
elhelyezkedd aminosavai kozott, ami egy lassabb disszocidci6hoz és egy nagyobb affinitdshoz
vezet.
A Kvl1.2 Tst26 éaltali blokkoldsdnak kialakuldsa valamelyest gyorsabb volt, mint a Css20
esetében, az extra pozitiv aminosav megléte miatt, ami er0sebb tdvolba-hat6 elektrosztatikus
kolcsonhatdst okoz. A disszocidcié szintén gyorsabb volt — kb. 6 perc sziikséges a teljes
visszatéréshez a kimosds alatt — ami néhdny kevésbe kedvezd, ,kozeli-kontaktus”
kolcsonhatdasbdl adodhat a Tst26 Q19 és M29 aminosavai €s a nekik megfelelo partner
aminosavak kozott a csatorna feliiletén; ezek megfelelnek a Css20 A19 és 130 aminosavainak.
A Tst26 egy szokatlan tulajdonsdga, hogy lassitja a Kv1.3 csatorna inaktivaciéjat. Ez a
jelenség taldn azzal magyardzhatd, amit a ,,foot-in-the-door” modellnek neveznek, amelyet
kordbban a tetraethylammonium kapcsdn irtak le, amely azt mondja, hogy a blokkol6 anyag
jelenléte megakaddlyozza azt a konformdcid valtozést, amely sziikséges a csatorna lassu
inaktivaciéjahoz. A szelektivitdsi filter konforméciéja és a K' jelenléte a szelektivitdsi
filterben irdnyitja a lassu inaktivaciot. Mindkettd befolydsolhaté a toxin bekotddésével. A
bekotddott toxin csapdéba ejti a szelektivitasi filterben 1évé K*-ot, ami igy megakaddlyozza a
csatorna lassu inaktivalodasdhoz sziikséges konformdcid-valtozast. A legtobb toxin esetében a
toxin a csatorndhoz hozzdkotddve sokkal hosszabb id6t tolt el, mint az inaktivacids folyamat
id6allandGja. Igy csupdn elenyész6 szdmu csatorna van nem blokkolt &llapotban a
depolarizaciés impulzus alatt és jarul hozza a teljes-sejt dramhoz. A Kv1.3 csatorna Tst26
altali blokkoldsa és az abbdl torténd teljes visszatérés 15 s alatt megtorténik, ami azt jelenti,
hogy az asszocidcids és disszocidcids idddlland6 a néhdny s-os tartomanyban van. Sajnos a
Tst26 blokkoldsi kinetikdja nem hatdrozhaté meg jobb idéfelbontdsban a Kv1.3 csatorna egy
belsd (inherent) tulajdonsdga miatt, amit kummulativ inaktivicionak hivnak, ami mint vdlasz
alakul ki egy sorozat rovid depolarizdlé impulzusra és igy limitdlja a csdcsdram
meghatdrozasdnak gyakorisdgdt. Mindamellett a toxin asszocidciés és disszocidcids
iddallanddja Osszemérhetd az inaktivacids folyamat idOtartamdval (1-1.5 s), tehat tobb
asszocidcios €s disszocidcids esemény is megtorténhet a depolarizdcios impulzus alatt. Ezért
azok a csatorndk, amelyek nem inaktivdlodnak a Tst26-tal valé kolcsOnhatds miatt,
hozzdjarulhatnak a teljes-sejt dramhoz, s ezzel egy lassabb makroszkopikus inaktivéacids
kinetikat eredményeznek. Ennek a jelenségnek a kovetkezménye az egyensilyi- és a
csucsdram hdnyadosdnak novekedésében is, mivel az egyensulyi dram nagysdgat az inaktiv

allapotba val6 keriilésnek €s az abbdl valo kikeriilésnek a relativ ardnydbdl hatdrozzuk meg.
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Ennek az ardnynak a lassuldsa a nem-inaktivdlédott csatorndk nagyobb ardnydt fogja

eredményezni, és igy nagyobb egyenstlyi dramot, ami egybevag azzal, amit taldltunk.
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Osszefoglalas

Uj peptid toxinokat azonositottunk és karakterizaltunk: a Css20-at a Centruroides
suffusus suffusus nevil skorpié mérgébdl, valamint a Tst26-ot a Tityus stigmurus skorpié
venomjabol, amelyek nagy affinitdssal blokkoljak a fesziiltség-kapuzott Kv1.2 és Kvl.3
csatorndkat (Css20: K4 = 1.3 nM és 7.2 nM, Tst26: K4 = 1.9 nM és 10.7 nM). Mig
hatéstalannak bizonyultak szdmos mds fesziiltség-kapuzott K*-csatorndnal: mKv1.1, hKv1.4,
hKvl1l.5, hBK, hERG valamint hKv2.1 Css20-nal; kalcium-aktivalt kalium csatornara:
hIKCal; tovdbbd egy szivizombeli ndtrium csatorndra vonatkoz6an: hNavl.5.

Erdekes moédon annak ellenére, hogy mindkét csatornihoz hasonlé affinitdssal
kotddnek ezek a toxinok, az asszocidcids és a disszocidcids sebességiik sokkal lassabb a
Kv1.2-h6z, ami magdban foglalja azt, hogy kiilonb6zd kolcsonhatdssal kapcsolédnak a két
kiilonboz6 csatorna tipushoz.

A Tst26 esetében a vizsgilt fesziiltségfiiggd egyensilyi paramétereket a toxin nem
véaltoztatta meg egyik csatorndndl sem, de gyors asszociacids €s disszocidcids kinetikdja miatt
lassitotta a Kv1.3 csatorna inaktivacigjat.

A Css20 38 aminosavbol, a Tst26 pedig 37 aminosavbdl all, melyeket 3 diszulfid hid
stabilizal; hasonléak a tobbi, skorpié mérgekbdl kinyert K*-csatornat blokkol6 peptidekhez.
Mindkettd tartalmazza az tn. ,.eszencidlis didd”’-ot — amely a K*-csatorna felismerésénél
fontos jelentdségli —, ami a Css20 esetében a 28-as pozicidju lizin (K28) és egy aromds
aminosav (itt tirozin) 9 pozicidval lejjebb (Y37), mig a Tst26-ndl a K27 és a Y36. Az
elsddleges struktirdjuk alapjan, a szisztematikus némenklatirdban a Css20-at az a-KTx2.13-
nak, mig a Tst26-ot az a-KTx4.6-nak nevezhetjiik.

A kiilonbozd toxinok szekvencidinak vizsgélataira, mutdnsaik analizisére és toxinok
dokkoldsi modelljeire alapozva a toxinok szelektivitdsa nodvelhetdé mutdcidkkal valamely
csatorndra vonatkozéan. Példdul, megsziintetve a Css20-nak a Kvl.2-specifikus
kolesonhatésait (Q11 és K33 aminosavak és az E355 a kiilonb6z0 csatorna-alegységeken), az
novelheti a Kv1.3 szelektivitast. Ezzel a megkozelitéssel és modszerrel olyan ioncsatorna-
blokkoldkat kaphatunk, amelyekkel a megfeleld sejtek és fiziologids/patofizioldgids funkciok
befolydsolhatéak, modosithatdak. Azonban tovdbbi kutatds sziikséges ennek igazoldsara,

melynek irdnyvonalait a dolgozatban vazoltuk.
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