EGYETEMI DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

Kv1.3 csatorna-gatld skorpiotoxinok farmakolégiai vzsgalata

Bartok Adam

Témavezeb: Dr. Varga Zoltan

DEBRECENI EGYETEM
M OLEKULARIS ORVOSTUDOMANY DOKTORI |SKOLA

Debrecen, 2014



Tartalomjegyzék
L BOVEZETES .ueiie ettt ettt ettt e bt e e b bt e e et et e e b bt e e e bt e be e e e b beeeaa bt e e e e bbeeebbaeeeearaeeeaareeas 3
2 IRODALMI ATTEKINTES ...cvvuieiiritieetsisetetntes et seeet sttt et ettt 6
2.1 A kalium csatornak szerkezete és 0SztalY0zASa..cccvvviiiiiiiiiiiiii i 6
21.1 Kir €SaTOINAK ...eeieie e e 6
2.1.2 Két pdrus-formald hurkot tartalmazd kaliumcsatornak (Kap) .eveeeeeeeeeveeeeeeiiciiieeee e, 7
2.1.3 Fesziltség-aktivalt kaliumcsatornak (KV).....occccoiviiiiiiiiiiieiieeee e 8
2.1.4 Alacsony konduktanciaju Ca**-aktivalt kdliumcsatornak (SK) .......coovevvveeeeveeeeeeeeeeeeenns 9
2.1.5 Magas konduktanciaju Ca®*-aktivalt kaliumcsatornak (BK) ........oveveeeeveveueeeeeeeeeeeeeseeeeeeeae 9
2.2 A T-limfocitak aktivacids mechanizmusaban résztvevd ioncsatornak szerepe .......cueeeeeeeeennn.... 10
2.3 A Kv1.3 csatorna, mint lehetséges célpont az autoimmun betegségek kezelésében................ 12
2.4 A kalium csatorna gatld skorpiotoxinok szerkezete..........cooooeeeiceciiiiiiiiiiiiieieee e, 14
2.5 Az ioncsatorna gatld skorpidtoxinok karakterizdldsanak moédjai.......ccccvvvvvviviiieiiiiiiiiininnnnnnnn, 16
2.6 A skorpidtoxinok terapias alkalmazasanak lehetGs€gei..........cccoecccuurnrriiiiiiiiiiiiieeee e, 17
3 CELKITUZESEK ...uvrivieiiiecietseieeiei it 19
O N NV T={o] T e To £y 2= =] OSSP 20
A1 TOXINOK ceiiteeiiitiee ettt s e s e s s e s ee e snns 20
4.2 Sejtek és ioncsatorna expresszios VEKEOIrOK ..........coee ettt e 21
421 HUMAN TIMFOCITAK .eeveiiiieieeee e e e 21
4.2.2 LY AW O =T 1Y o - | U 21
4.2.3 L929 SEJEVONAL ..t e e e e e e e e e e e e e e eeerr et ———————————_ 22
4.2.4 (010 [0 YT 4V o -1 RPNt 22
4.2.5 ] £ =T 18770 ] 1 - | P PPPPPURPPR 23
4.3 Tranziens transzfekCiO ..o e 23
4.4 =] o A Te] [o = (1= 23
4.4.1 Az elektrofizioldgiai mérésekhez haszndlt miszerek és oldatok ...........coeeevvirniiiiiiineenenn, 23
4.4.2 A kilonb6z6 ioncsatornakon atfolyd aramok mérésére hasznalt protokollok.................. 25
4.4.3 Az elektrofizioldgiai MErések KiErtekel€se ........uummmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceicceeeaees 26
4.5 LT 010 Lo KA1 o (<A 29
45.1 Anuroctoxin rekombinans el8allitasa E.coli-ban .........cocceiviiiiiiiiiiniiie e 29
45.2 Anuroctoxin el6allitdsa kémiai SZINtEZISSel........eeiviiieiiiiiiiiee e 35



5

7
8
9
10
11
12
13
14

ErAMEBNYEK: oeeiieiiiiii et r e e et e e e e e e e e e e e ee e et e e taabr———————————————————tarataataaaaaaaaaeaaaans 36
5.1 Ujonnan izolalt skorpiétoxinok farmakoldgiai karakterizaldsa............cveeeveeveeeeieceeeereeeanan, 36
5.1.1 (@ 101V 0 PSP UPPTPRPPRt 36
5.1.2 1610 (o) (] o R P U U PP PUTPPPTP PP RORORt 38
5.2 A margatoxin szelektivitasanak vizsgalata elektrofizioldgiai mddszerrel.........ovvvveeeeeeinnnnnnnnin. 47
5.2.1 A tsA sejtvonal endogén aramanak teSztelése ......uuuviiiviiiiiiiiiiiiiiiiccc 47
5.2.2 A margatoxin szelektivitasi profiljanak meghatarozasa ..............coeeovecciiiiviiiiiieieeeee e, 49
5.3 Az anuroctoxin rekombinNANS SZINTEZISE .......cvvcuveieiei i e e e e e eseaeee s 57
5.3.1 Rekombinans anuroctoxin (rAnTx) hatasa Kv1.2 és Kv1.3 csatorndkon..............ccccuunnens 60
5.4 Anuroctoxin és annak mutdans valtozatainak el&allitasa szilard fazisu kémiai szintézissel ........ 62
5.4.1 Az anuroctoxin szelektivitasat javitd mutacidk tervezése ........cccovvvvieiiiiiciiiieiiieeeeies 62
5.4.2 A szilard fazisu kémiai szintézissel elallitott anuroctoxin (sAnTx) és annak mutans
valtozatainak hatdsa a Kv1.2 s Kv1.3 cSatorndkon .........ceeeiiiiiiiieiiiiiiiiieeee et 63
5.4.3 A szilard fazisu kémiai szintézissel el&allitott anuroctoxin (sAnTx) és annak mutans
valtozatainak hatdsa a Kv1.1 és KCa3.1 cSatOrNAKON .......cceiiiiiiiiieieeiiciiiieee e ceirre e e et vree e e e es e 67
Eredmeények MEGDESZEIESE ...........uuuiiiiiiiiiiieeee et e e baer e et e e aaaaaaaaaaeaaaeas 69
6.1 Ujonnan izolalt skorpiétoxinok farmakoldgiai karakterizaldsa............cceeeevevveeeeieveeeereeeenan, 69
6.2 A margatoxin szelektivitasanak Vizsgalata..........oceeveiiiiiiiiiiii e 70

6.3 Az anuroctoxin vad tipusu és mutdns valtozatainak el6allitasa és farmakoldgiai karakterizalasa

74

OSSZEEZBS ...ttt ettt et ettt ettt ettt e ete et e eae et e eteeteeteertentetesteeneentetea 77
(O 2= (o ={ 1= 78
Y0101 4 T 1 VOSSP 79
HIVAKOZASOK ..ottt e sttt e st e e s bt e e s satee e e s be e e s sabbeesanbeeenans 80
Az értekezésben gyakran hasznalt roviditések jegyzéke.......uiiiiiiiiiiiiniiiiiic e 90

LI 104 2 1V | OSSP UPPPRPR 91
KOSZONEENYIIVANTTAS ..vvvviiiieiiiiiiic e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e ss s s s anaenranes 92
PUDIKACIOS TISTa. e itteieieie ettt ettt e st e e e s bt e s st be e e s beee s sabeeesanbeeenans 93

U T4 <] =] PP PUURRR PR 95



1 Bevezetés

A T-sejtek specifikus antigénekkel tortémalalkozasat klonalis proliferacio kéveti, mely
soran az osztodé sejtek effektor memoria, vagy Zibs8eti centralis memoria sejtekké
differencialonak, biztositva az immunrendszer agdgsat. Az antigén felismerését a TCR/CD3
receptor komplex biztositja, mely a specifikus tidgit megkdtve olyan intracellularis jelatviteli
kaszkadot indit el, melynek eredménye az intralZlbiszabad kalciumkoncentracio kétfazisu
megemelkedése. A folyamat soranbszlr intracellularis hirvié, inozitol trifoszfat (IR)
szabadul fel, melynek hatasara az intracellulaafcikmraktarak drilnek az endoplazmas
retikulum membrénjaban talalhatésIReceptorokon keresztill. Ezt kogen tovabbi C& ionok
aramlanak a sejtbe az extracellularis &€& plazmamembranban talalhat,”Calszabadulas-
aktivalt, agynevezett CRAC csatornakon (Calciumeldseé Activated Channels) keresztil. A
CRAC csatorna ikodéséhez elengedhetetlen a plazmamembranbaratalaiiégy darab Orail,
porusformalé alegység, illetve az endoplazmaés uktik membranjaban talalhat6, Caaktar
kitrulést érzékél STIM1 fehérjék asszociacidja. [1-3]

A megemelkedett intracellularis kalciumkoncentrébatdsara a sejtekben osztédashoz, illetve
differencidlodashoz szikséges gének aktivalédnakkakium bedramlasa a sejtmembrant
depolarizalja, mely nem kedvez a hosszan tarfd jebkialakulasanak. Ezt a depolarizalé hatast
kuszobolik ki a plazmamembran kaliumcsatornai, miedn keresztul kiaraml6 *Kionok az
osztodashoz szilkséges negativabb membranpotestzibltizaljak. A T-sejtekben kifejédo
kaliumcsatornék a feszlltség-aktivalt Kvl.3, iletea kalcium-aktivalt KCa3.1 csatornak. A
kaliumcsatornak blokkolasaval a sejtek depolariddédk, ennek kovetkeztében aktivaciojuk nem
megy végbe [4, 5].

A kilonbdd funkcidju T-sejteken a feszlltség- és kalciumaghiti kdliumcsatornak eltér
aranyban expresszalodnak. Szamos autoimmun megdétediineteinek kialakitasaban az
effektor memoria T-sejtek jatszanak ddrdzerepet. Az aktivalt effektor meméria T-sejtek a
feszultség-aktivalt Kv1.3 csatornakat nagy szambaig, az KCa3.1 csatornakat kis mértékben
fejezik ki, igy esetikben a Kv1.3 csatorna a megat eleme a membranpotencial
stabilizalasanak, ami szikséges feltétele az a@isaprogram teljesilésének. A naiv és a
centrélis memoéria T-sejtek plazmamembranjanak méghed kaliumcsatornaja a Eaaktivalt
KCa3.1, mely mellett csak kis mennyiségben forddl @ Kv1.3 csatorna. EBb kbvetkezik,



hogy a Kv1.3 csatornak géatlasaval awTsejtek aktivacidja szelektiven géatolhato, ezért a
hordozzak magukban [6, 7].

A fent emlitett ioncsatornakon kivil a T-sejtekejiznek a sejt térfogatanak szabdalyozasaban
szerepet jatsz6 membranfesziilés-aktivalt cShtornékat [8], fesziiltség-aktivalt Taés N&
csatornakat [9-12], TRPM7 csatornat [13], illetvitgorusu K csatornakat (TASK1, TASK3)
[14], utdbbiak szerepe jelenleg még nem teljesstdzott.

Az elmult években szamos peptid-toxint izolaltakokboz allatok mérgeibl, melyek a
kulénb6® ioncsatornak, koztik a fesziiltség-aktivaltdéatornak nagy affinitasi gatloszereinek
bizonyultak [6, 15-19]. A peptid-csatorna interakeai jellem®, hogy a toxinok a csatornak
extracellularis régi6jahoz kédve eltdmitik annak porusat, ennek kovetkeztében
megakadalyozzdk a csatornan keresztili ionaram|aét. Mivel a feszlltség-kapuzott
kaliumcsatornak nagyfokd szekvencia-homologidvahdedkeznek, az izolalt természetes
toxinok sokszor kis szelektivitadssal birnak, az#zot kilénboé ioncsatornat is blokkolhatnak,
elté affinitassal. Mivel a szervezet kulonliogzoveteiben, legképp az ingerelhétsejtekben
a feszilltség-aktivalt K csatornak szerepe kulcsfontossagu a sejtékodéséhez, a nem
szelektiv gatldészerek terapias alkalmazasa akgosahellékhatasokkal is jarhat.[21-24]

In vitro és in vivo kisérletek is kimutattdak a Kv1.3 gatlészerek hatsisagat és
potencidlis terapias alkalmazhatésagat [17, 25, RByel valoban szelektiv, nagy affinitasu
természetes gatloszerek ritkan izolalhatok, tolb@myitott mutéciok révén probaljak javitani a
toxinok farmakoldgiai tulajdonsagat. A megféleinutaciok tervezéséhez elengedhetetlen a
toxin-csatorna interakcid minél jobb megismeréselyhez az Gjonnan izolalt skorpiétoxinok
szerkezetének meghatarozésa és farmakolégiai kairdtéisa is nagyban hozzajarulhat.

A korabbi években munkacsoportunk szamos ujonnalélizskorpidtoxin farmakologiai
karakterizalasaban vett részt, pl.: Pil [27], BB [28], Css20 [29], TsT26 [22], anuroctoxin
[30], Vm24 [17]. E hagyomanyt folytatva, munkam &orkét Gjonnan izolalt peptid, az
OcyKTx2 és az urotoxin ioncsatorna gatlé hatas&tgaltam. Ezen felll részletesen vizsgaltuk a
kordbban izolalt, sokak altal a Kv1.3 csatorna eddél gatloszereként ismert és alkalmazott
margatoxin hatasat kulonb®zioncsatornakon. Annak ellenére, hogy a margato&in
kaliumcsatornak vizsgalataban széles kérben haskeatskedelmi forgalomban k&wolekula,

olyan tanulmany, mely azonos feltételek mellett pfesszios rendszer, affinitds



meghatarozasanak moddja, stb.) keletkezett adatmjéal adna felvilagositadst a margatoxin
receptorara még nem ismert. Egy ilyen atfogo taanyrhianyaban tobb munkacsoport, mely e
toxint alkalmazta eszkbzként, téves kovetkeztetdsenhatott le kiulonb@zsejttipusok altal
kifejezett ioncsatorndk meghatarozasa soran.
A munkacsoportunk altal korabban karakterizalt aotoxin nagy affinitast gatloszere a Kvl1.3
csatornanak, viszont a Kv1.2 csatornat is blokk[3@]. Ebbl kdvetkezik, hogy a természetes
anuroctoxin nem megfekelz autoimmun megbetegedések terapiaja soran dcatkalmazasra.
A kalium csatorna géatlo toxinokrol rendelkezésié élddigi ismereteink alapjan Iétrehoztuk az
anuroctoxin olyan mutans valtozatait, melyek a Bvdsatornat nagy affinitdssal és szelektiven
gatoljak.

Eredményeink hozzajarulhatnak a peptid toxinokd@ni terapias célu felhasznaldsanak
eléseqgitésehez, illetve az Gjabb nagy affinitasu édektiv Kv1.3 gatloszerek tervezésének

sikerességéhez.



2 |IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A kdlium csatornak szerkezete és osztalyozasa

A kalium csatornak a membranpotencial szabalyossen kulcsszerepet jatszanak a sejtciklus,
a hormon szekrécio és a sejtek ingerékbegének a szabalyozasaban tovabba az akciospoétencia
sejtre jellem# tulajdonsagainak meghatarozasaban. Jelenleg #htdi® K* csatorna gén
ismert embsokben. A kaliumcsatornak szerkezet és funkciéjataa kovetked csalddokra
oszthatok: Kir (inward rectifier), két porus-formdalhurkot tartalmazo, fesziltség-aktivalt,

alacsony konduktanciaju €aaktivalt és magas konduktanciaju’Gaktivalt kaliumcsatornak.

2.1.1 Kir csatornak

A Kir (inward rectifier) csatornakat hét alcsaladtmaoljak, jelenleg 15 Kir csatorna gén ismert.
A csatornak rikddéstiket tekintve négy csoportra oszthatok: kikssXKir, G-fehérje kapuzott,
APT-szenzitiv és Ktranszport csatornak [31].

A klasszikus Kir csatornak (Kir2.x) jellerben a kamrai szivizom sejteken fejdnek ki
Kir2.1/Kir2.2 heteromer forméban, funkciojuk a sé&jt nyugalmi membranpotencialjanak
fenntartdsa [32]. A klasszikus Kir csatornakattéirsimaizom- és endotélsejteken, ahol az
izomténust illetve a NO termelést szabalyozzak [33], tovabba kdzponti idegrendszeri
neuronokon, ahol a nyugalmi membranpotencialt dgabzak [35]. Ezen felll leirtak Schwann
sejtekben [36], illetve vese kortikélis sejtekbaid][

A G-fehérje kapuzott csatornak (GIRK, Kir3.x) a niedmhoz koététt trimer G-fehérjéy-
alegységei altal szabalyozottak. A G-fehérje akdisd@t leggyakrabban acetilkolin, adenozin,
GABA-B és dopamin receptorok valthatjak ki [38, 38]csatorndk szerepet jatszanak a pulzus
csokkentésével a szivizom szabalyozdsaban [46}veélla hasnyalmirigy-sejtjeinek inzulin
szekrécidjanak a szabalyzasaban [41]. A csatorni@teik neuronokban is, ahol a sejtek
ingerelhetségét szabalyozzak [42].

Az ATP-szenzitiv csatorndk (Kir6.x) spontan nyithsaz intracellularis ATP szint

megemelkedése gatolja a szulfonilurea receptor¢sdiR) keresztil [43]. A SUR és a Kir6.2
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szabalyzasdban [44]. A csatornak kifégzek a szivizomban is, ahol az ischemia hatasanak
kivédésében jatszanak szerepet [45], illetve malitaiok glikoz érzékeny neuronokban [46].

A K™ transzport csatornak (Kirl.1, Kird.x, Kir5.x ésrKil) szamos sejten kifejgdnek, pl a
vesében [37], glia sejtekben [47], a cochledbar]. [88erepiik az intra- és extracellulari$ K

koncentracio szabalyozasa.

2.1.2 Két pérus-formald hurkot tartalmazoé kaliumcsatornak (Kzp)

A Két porus-formald hurkot tartalmazé kaliumcsatkrkozil jelenleg 15 huméan gén ismert. A
csatornakat a kovetkézat alcsaladra oszthatjuk: mechanikusan kapuZ&EK), Iug-aktivalt
(TALK), Ca**-aktivalt (TRESK), gyenge Kir (TWIK), sav-gatolt ABK) és halotan-gatolt
csatornak (THIK) [49, 50]. A csatornak jelleben az ugynevezett héattérkonduktancia
kialakitasdban jatszanak szerepet, mely révén lig@jdk a sejtek nyugalmi
membranpotencialjat [51]. A legismertebb két pdiarsaalé hurkot tartalmazo csatornak a
TREK, TRAAK és TASK csatornak, melye&ként idegsejteken fejédnek ki [52].

A TREK csatornak dleg neuronokra jellendz ahol a morfogenezisben, 6-h és
fajdalomérzékelésben jatszanak szerepet. A cs&iatrkémutattdk szivizomsejtekben is, ahol az
akciospotencial szabélyozasaban jatszik szerep6f. [B TALK csatornak a veseében,
hasnyalmirigyben és a majban fdjdmek ki, ahol fontos szerepet jatszanak a bikartbona
visszavételében (vese), a szekrécié szabalyozaghbanyalmirigy) [50]. A TRESK csatornéak
foként idegsejtekre jellensk, Ca*-fiiggd szabalyzasaért a kalcineurin fehérje feel53]. A
TWIK csatornakat tobb szdvetben is leirtadk, pl.seetid, agy, |€gcé epitélium [50], illetve
szerepét kimutattak tumorsejtek &jesében [54]. A TASK csatornak szerepet jatszanak a
kemoszenzitiv sejtek ikodésében, az izérzékelésben, tovabba apoptotikuslaganatos
folyamatokban [50]. A THIK csatorndkat Purkinjets&pen irtak le, feladatuk még nem teljesen
tisztazott [50].



2.1.3 Feszilltség-aktivalt kaliumcsatornak (Kv)

A fesziiltség-aktivalt kaliumcsatornak (Kv) két nazgpoportra oszthatok, a vegképes, illetve a
nem vezei (silent) csatorndkra. VeZdtepes homotetramer csatornakat alkotnak a Kvl.x,
Kv2.x, Kv3.x, Kv4.x, Kv7.x, Kv10.x, Kv1l1l.x és KvlRalegységek, mig a Kv5.x, Kv6.x, Kv8.x
és Kv9.x fehérjék erre nem képesek [55]. A Kv csdik vagy A-tipusu ( gyorsan inaktivalédo),
vagy delayed rectifier (lassan, vagy nem inaktidéldaramokat hozhatnak létre. A feszlltség-
aktivalt kaliumcsatornaknak szamos fajtdja ismegy adott sejtben tobb féle Kv csatorna is
kifejezédhet, ahol homo-, vagy heteromultimereket alkothltnAdott csatorna biofizikai
paramétereit a multimer alegység 6sszetétele ésaleges jarulékos alegységek pl.Kvagy
KCHIP (K" channel interacting protein) fehérjék jelenlétéohgsolhatjak [56, 57].

A tipikusan A-tipust aramokat eredményesatornak a Kvl.4, Kv3.3, Kv3.4, Kv4.1, Kv4.2 és
Kv4.3.

A delayed rectifier csatornak depolarizacié esetdm inaktivalédnak a ms-osdidrtomanyban,
ezért a fesziltség-aktivalt Nasatornaknal lassabban, azokhoz képest késleltalikédnek.
Ebbsl kifolyolag f6 szerepik az akcios potencial kialakitdsa, anndfijdansagainak a
meghatarozasa [51, 58]. A tipikus delayed rectifigatornak a Kvl.1, Kv1.2, Kv1.3, Kv1.5,
Kv1.6, Kv1.7, Kv1.8, Kv2.x és a Kv7.x.

A Kv1.1 csatorna expressziojat leirtak agy, szitine, porc, vese és vazizom szovetekben [59-
62]. A Kvl.2 csatorna megtalalhatd az agyban, angeelbben, a Schwann sejtekben,
szivizomban, hasnyalmirigrsejtekben, retinaban és sima izomban [55, 63, 64].

A Kv1.3 csatornéak éfordulnak idegsejteken, tdten, nyirokszervekben, T és B limfocitakban,
makrofagokon, dendritikus sejtekben [5, 55, 65-6X]Kv1.3 csatorna tbbb sejten mas Kv
csatornakkal heteromultimereket alkotva forddl [€8, 69].

A Kv1.3 csatorndk kulcsszerepet jatszanak a linddiciaktivacios mechanizmusaban, igy
terapias célpontként szolgélnak az autoimmun megedések kezelése soran [6, 70]. A Kv1.3
csatorndk megtalalhatéak a mitokondriumokban i)l a@poptdzis kivaltasaban jatszhatnak
szerepet [71].

A Kv1.5 csatorndk a sziv pitvarban, makrofagokbamtédan, vastagbélben, gyomorban,
simaizom sejtekben, agysztvetben expresszalodrigk6fy 72-74]. A Kv1.6 csatornéat leirtak

gliasejtekben , simaizomsejtekben és idegsejtekbeir7]. A Kv1.7 csatorndk fontos szerepet
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szivizomsejtekben és artéridkban [79, 80].

A Kv2.x csatornakat tobb esetben is kimutattak zpkaiti idegrendszer neuronjaiban [81, 82],
tovabba szivizomban, vazizomban és @ligh [55].

A fesziiltség-aktivalt K csatornak csoportjaba tartozik az EAG (ether-aygpesalad, melybe a
Kv10 (EAG), Kv1ll (ERG) és Kv12 (ELK) alcsaladokttamak. A Kv11.1 csatorna a szivizom
akciospotencialjanak kialakitdsaban jatszik szer@&3.

A Kv csatornak expresszidjat tobb daganatos segekimutattak, ahol a csatorna funkcidja
korrelal a tumorok osztddasi vagy metasztatikuseképgével [84-89].

A Shakercsatorna @rosophyla melanogastdesziiltség-kapuzott Kcsatornaja, mely kozeli
rokonsagban all a Kvl.x csatornakkal. $haker csatorna, mint modell, gyakran hasznalt

ioncsatorna a fesziiltség-aktivalt Esatornak ritkodésének vizsgalatai soran [90, 91].

2.1.4 Alacsony konduktanciju Ca*-aktivalt kaliumcsatornak (SK)

Az SK csatornakat az intracellularis Taszint megemelkedése aktivalja. A csalad tagjai a
KCa2.1, KCa2.2, KCa2.3 és a KCa3.1 csatornék [51].

A KCa3.1 csatornat tobb féle szbvetben és sejtbenutkttdk, pl.: fibroblasztokban,
vorosveértestekben, osztédd simaizomsejtekben édodithkban [5, 92-94]. A csatorna
jellemzéen nem expresszalddik ingerelhetejtekben (szivizom, véazizom, neuron) [95]. A
KCa3.1 gatloszerek a terdpids alkalmazas ¢séget hordozzak anémia, asztma, keringési
betegségek esetén, illetve bizonyos T és B limdoaitsoportok aktivaciojat gatolhatjak [95].

2.1.5 Magas konduktanciaju C&*-aktivalt kaliumcsatornak (BK)

A BK (MaxiK, Slo) csatornak csaladjaba tartoznak@al, KCa2, KCa4 és KCa5 alcsaladok
[95].

A KCal.l csatorna fesziiltség- és*Gaktivalt K' csatorna, azaz az intracellularis®Cazint
megemelkedése ndveli a csatorndk nyitasi valdsgmét. A csatorna megtalalhatdé az agyban
[96], simaizomban [97], vesében [98], cochleat®8] gs a mitokondriumokban [100].



2.2 A T-limfociték aktivaciés mechanizmusaban résztvelr ioncsatornak szerepe

A T-limfocitdkon kifeje®d6 ioncsatornak kozil ed&ént a fesziltség-aktivalt Kv1.3 csatornat
irtak le, melynek mikodése kulcsszerepet jatszik a sejtek aktivalodasgh0l]. A Kv1.3
csatorna -60 mV-os membranpotencial érték feletivalbdhat, melynek kdvetkeztében a
csatornan at kiaramlo kélium ionok a membrant lmpkrizaljdk. Ennek kovetkeztében a
csatorna nyitasi valésZieége lecsokken, igy a depolarizacié negativ visszalisként hat a
Kv1.3 csatornakra. A T-limfocitdkon a fesziltsédgraMt Kv1.3 csatornak mellett kifejédik a
Cd*-aktivalt KCa3.1 K csatorna is, mely aktivalédasa akkor kovetkezik &mikor az
intracellularis C&" koncentracié 200 nM érték folé emelkedik [102].két emlitett csatorna
tipuson kivil tobb egyéb csatorna jelenlétét isutattak a T-limfocitak plazmamembranjaban.
Ezek a csatornék az intracellularis’Genktarak kitiriilése &ltal aktivalt €acsatornék, azaz
CRAC csatorndk (Calcium Release Activated Channeds)membranfeszilés-aktivalt "Cl
csatornak, tobb féle TRP csatorna, két porus-fasnhmdirkot tartalmazé Kcsatornak, illetve
fesziltség-aktivalt Na és C&" csatornak [103]. Ezek kozil a CRAC csatorndk T-sej
aktividcidban jatszott szerepe Ol ismert [104, 10B] CRAC csatornan atfolyé aram
aktivaladsahoz elengedhetetlen az Orail és STIMé&rjék asszociacioja. Az Orail fehérjék a
plazmamembranban, mig a STIM1 fehérjék az endomazmetikulum membranjaban
talalhatéak. Az endoplazmas retikulumbdl to&dDe’™ kitirtilést a STIM1 fehérje a retikulum
lumenje felé néz Gn. EF-hand CA szenzor alegységével képes érzékelni, majd azlOrai
fehérjék tetramerizalasaval a CRAC csatornak aktilasat inditja be [1, 2, 106]. A két félé K
csatorna, illetve a CRAC csatorna egyuttaskdnlésének a kdvetkezménye egy hosszan tarto
intracellularis C&' jel, mely sziikséges feltétele a T sejtek aktiviacidk. Ennek soran a CRAC
csatornakon keresztiil Eaaramlik be az intracellularis térbe, melyhez athagtt a K

csatornak aktivalédasa biztositja a membran hipargalasa réven (1. abra).

10



K-I-

AKTIVACIO

E

2+

K-I-

1. abra A T-sejtek aktivacids mechanizmusa intracellularis ikahszint figg. A TCR/CD3 receptor
komplex aktivalodasat intracelluléris ; felszabadulasa koveti, mely aktivalja az intradétis C&*
raktarak (endoplazmas retikulum); receptorait (IER). Ezeken keresztil €aaramlik a citoszolba. A
Cd&" raktar uriilése a STIM1 fehériéken keresztil akigval plazmamembranban talalhaté AC
csatornakat, melyen keresztl tovabbi?* ionok aramolnak be az intracelluléris térbA kalcium
bedramldsahoz a hajtédienntartasara a membran trpolarizalasat akCa3.1kalcium-aktivalt, illetve
a Kv1.3 fesziiltségktivalt kaliumcsatornak végz A hosszan tart6 intracelluléris #* szint emelkedés a
sejtek aktivaciéjahoz vezet.
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2.3 A Kvl.3 csatorna, mint lehetséges célpont az automun betegségek
kezelésében

Mivel a membranpotencial és a‘Cgel kialakulasa nagyban fiigg & Ksatornak ritkodésétl, a
kalium csatorna gatloszerek felhasznalhatoak ajt€ksaktivalodaséat gatlo terapias szerekként.
Egy idealis immunszuppresszor csak azon T sejtékodesét gatolja, melyek az autoimmun
betegség kialakitasdban jatszanak szerepet, migwamnrendszer tébbi sejtiere nem fejt ki
hatast. llyen terapiara ad lebséget a T sejtek kiilonb®alpopulacidira jellemy, sajatos K
csatorna expressziés mintazat [107]. A sejtfelsni@irkerek mintazata, a citokinszekrécio,
illetve élettani funkciok alapjan a sejteket haronagy csoportra kulonithetjuk el [108]. Az &ls
csoportot képezik a Naiv T sejtek, melyek még neldikoztak antigénnel, specifikus markereik
a CCR7 és CD45RA. A méasodik csoportot a centralis memoria T seffels) alkotjak, melyek

az effektor memoéria T sejt £f) iranyu termindlis differenciacié soran kerulteRaktiv
allapotba, majd a specifikus antigénnel Ujra talZlla effektor sejtté alakulnak, markerei CCR7
és CD45RA A harmadik csoportba tartoznak az effektor meandri sejtek (Em), melyek
markerei a CCR7és CD45RA". Ezek a sejtek jellenszkemokin receptorokat és adhéziés
molekulakat fejeznek ki, melyek segitségével a lggtlszdvetekbe vandorolnak, ahol effektor
funkcidkat latnak el. A v sejtek szerepét a szbveti karosodagbbb autoimmun betegségben
is kimutatték, pl.: szkler6zis multiplex (MS) [1Q#eumatoid artritisz és 1-es tipusu diabétesz
esetén [70].

Tobb tanulmanyban is kimutattdk, hogy stimulacidtd®en a fent emlitett T sejt csoportokban
adott csoportra jellendzmodon megvaltozik a Kcsatornak expresszidja [5, 107]. Aktivaciot
megebzéen a nyugvé Naiv, du és Ewm sejtek CDZ vagy CDS8 fenotipustdl fiiggetleniil
atlagosan sejtenként 200-300 darab Kv1.3 csatamigtemellett kb. 30 darab KCa3.1 csatornéat
fejeznek ki a plazmamembranjukban. Stimuléciét kése a Naiv és du sejtekben a Kv1.3
expresszios szintje kb. a méasfélszeresére emelkedga KCa3.1 csatorndk szintje tébb, mint
tizszeresére emelkedik, igy a sejtfelszinen taidlH&a3.1 csatorndk atlagos szama eléri a kb.
500 darabot. Ezzel szemben gy Tsejtekben az aktivaciot kovein a KCa3.1 csatorndk szama
valtozatlan marad, mig a Kv1.3 csatornak expresszintje megh, és eléri a kb. 1500 darabos
sejtenkénti mennyiséget (2. abra). BEbkbvetkeden a kv sejtek aktivacios mechanizmusa a

Kv1l.3 csatorna frikodésédl fligg, igy annak gatldsaval agd sejtek aktivalodasa
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megakadalyozhat®A Naiv és Tcm sejtek proliferacidja az aktivaciot koven szintén fligg
Kv1.3 csatornak iikddésail, mégis, a csatorna gatldsaval a KCa3.1 csatoaxfkesszio:
szintiének megemelkedésének kovetkeztében a sakekaciés mechanizmusa zavaanul
lezajlik [92]. Ebkbl kbvetkezik, hogy a gm sejtek proliferacioja a Kv1.3 csatornak specifil
gatlészereivel szelektiven gatctd, ezért a nagy szelektivitags affiniasu Kv1.3 inhibitorok
alkalmasak lehetnekizonyosautoimmun megbetegedések kezelésEm.a feltevést szama
autoimmun betegséget modedin vivo allatkisérletben bizonyitottdk [1207, 109, 110].

A magas Kv1.3 és alacsony KCa3.1 expressziés szietidelked Tgy sejtek szdveti jelenlétt
tbbb, autoimmun betegségben szewvdaiman betegben is kimutatt példaul Szklerozis
multiplex (MS) [111], les tipuu diabétesz (TLDMgs rheumatoid artritisz (R/70] esetében.
Ebbdl kbvetkezik, hogy a Kv1.3 szelektiv gatloszerelgfetels gydgyszerhatéanyagok lehetr

a human autoimmun megbetegedések terapidja

NAIV Tem Tem
>
Kv1.3 250
NYUGVO
KCa3.1 35
Kv1.3 300 300 1500
v
AKTIVALT
KCa3.1

500 500 50

2. 4bra A kilonbdzd funkciéju T-sejteken a fesziltség- és kalciaktivalt kaliumcsatornak elté
aranyban expresszalédnak. Az aktivalt effektor nmandT-sejtek, melyek az autoimmi
megbetegedésekben is szerepet jatszanak, nagyazdepbznek kKvl.3 csatornékat, igy esetiikben
a csatorna a meghatarozo eleme a sejtmembran bligezplasanak, ami a sejtek aktivaciéjahoz veixe
Kv1l.3 csatornadk ghtsaval a =y sejtek aktivalodasaszelektiven gatolhal (Chandy és mtsai.
kozleménye alapjan[5]).



2.4 A kalium csatorna gatlo skorpiétoxinok szerkezete

A skorpiok mérgében taldlhaté szamos komponenstktiib olyan peptid is talalhatd, melyek
képesek befolyasolni a kilénkbioncsatornak rikodését. Némelyikiik Na CI, vagy C&"
csatornakkal 1ép interakciéba, de a legnagyobb egmkabb tanulmanyozott csoport a K
csatorna gatlo toxinok (KTx) csoportja [19, 112-]115

A KTx csoport tagjai kozott megtalalhatéak rovi@-23 aminosavbol allg, illetve hosszabb, 42-
84 alegységes oligopeptidek, melyek szerkezetéa@y 4 diszulfid hid stabilizalja. Jelenleg a
KTx toxinokat szerkezet és funkcio alapjan 4 cdadégd, B, y ésx) soroljak [19, 116]. A-KTx
toxinokon kivlil a tébbi harom csalad 6sszes tagj@l@mz az Un. cisztein-stabilizak/p
motivum (CSep), melyben azi-hélix ap-redskhoz diszulfid hidakkal ka@idik.

A toxinokra jellem# egy un. funkcionalis, vagy esszencialis diad, melynolekulap-reds
részen talalhato un. kritikus lizin alegységles az attdl a C-terminus felé kb. 7 Angstrom (9
aminosav) tavolsagra talalhato, legtobb esetbem@swldallanct aminosavbol all [117]. A diad
lizin oldallanca pozitiv toltése miatt képes a ¢satornak szelektivitasi ®®jébe nyomulni, és
azt dugokent elzarni. Bar a legtdbb toxin rendekez esszencidlis diaddal, nem ez az egyetlen
modja az ioncsatorna gatlasnak, mivel bizonyosntwximas régidikkal is képesek kapcsolatot
kialakitani a csatornakkal (3. abra).

A KTx toxinok legnagyobb csaladja azKTx, mely tagjai nagyfoku szekvencia homoldgiat
mutatnak egymassal. Ebbe a csaladba tartoznakkar&gpan izolalt kalium csatorna gétlo
skorpiotoxinok. Jelenleg 133 ismert tagja van, nedgm gyorsan novekszik. A legrovidedb
KTx toxinok 23 aminosav, mig a leghosszabbak 43asdv alegyséd allnak. Legtobbjuk 3
diszulfid hid kétést tartalmaz, kiveve aKTx 6, 12, (kivétel a 12.5 és 12.7) és 24 alaiaka
ahol 4 diszulfid hid stabilizélja a szerkezetettafilban aza-KTx toxinok a Shakertipusu
fesziltség-aktivalt, és a Eaaktivalt K csatornékat gatoljak. Ebben a csoportban talédikatd
legnagyobb affinitdsu (pM koncentracioban hata&esysatorna gatlo skorpid toxinok.

A B-KTx csalad tagjai hosszabbak @&KTx tagjainal. Jellem&en 47-84 aminosavbodl allnak, 3
diszulfidhid kétéssel. A molekulak két funkcionadilegységgel rendelkeznek, az egyik egy N-
terminalis, szabadon mozgo, feltelleg a-helikalis alegység, mely citolitikus aktivitasdail,

mig a masik alegység egy Osszetettebb, ciszteiglagdag rész, melyre jellethza CSef
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struktdra. Ez utobbira jelleriza K™ csatorna gatlé képesség.pAKTx csaladot harom tovab
osztalyra osztottak fel, szekvencia homolégia dla

A y-KTx csaladba tartoznak «ther-a-go-go(ERG) tipusu csatornakgétld toxinol, jelenleg
29 peptid. Ay-KTx toxinokat a 2. és 2.2 kivételével 3 diszulfidd kotés stabilizaljaMéretiik
3647 aminosav alegység. Mivel :ERG csaladba tartozé ioncsatornak &tpoérus illetve
torony régidja eltér a tébbi Kv csatorndét3. abra), ezémem meglefh, hogy egy adott toxi
altaldbannem képes mindkéitcsatorna fajtat gatolni. Ennek ellenérea-KTx15.2 (BmTx3)
gatolta mind a Kv illetve ERG tipusu csatorné[118].

A legkésbb felfedezetttoxin csalad ex-KTx, melybe 2228 alegységes peptidek tartozn
Jelenleg 18 tagja van. Ezek a toxinok két parhuza-hélixbsl alinak, melyeket 2 diszulfid hi
kot 6ssze. Ax-KTx toxinokra jellem#, hogy gatoljdk a Kv csatornakat, bar alacsony
affinitassal (LM koncentracioba

3. abra A skorpidtoxinoklehetsége interakciéi kilonbdé kaliumcsatornakkal A az a-KTx toxinok
altalanos blokkolasi médja @hakel tipusi Kv csatornak pérusaban. A csatornaval térigterakcio
leginkabb a toxir-reds oldala febli alegységek és a csatorna vesztibuluménak atste i6z61 alakul
ki, tovabba a toxin kritikudizin oldallanca a csatorna szelektivitasiiigébe illeszkedik.B A KCa2.2
(SK) csatorna gatlasa azKTx5.3 éltal. A toxin a jellem& a-KTx kotédéssel ellentétesen, a-helikalis
torony régioja vesz részt [119] A y-KTx2.1 interakcidja a Kv11.1 (hERG) csatornavstént a toxin
a-helikalis régidja és a csatorna torony régioja kibgin létre. Mivel a toxin nerférkézik kézvetlenil a
porushoz, igy csak részben gatolja a csatornasiéidolyé aramo[120].
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2.5 Az ioncsatorna gatlo skorpidtoxinok karakterizalasaak maodjai

Jelenleg a toxinok receptorainak azonositasaraczambdszer lehetséges. Azdetkorpidtoxin
izoladlasanak idején (noxiustoxin, 1982 [121]) a nidaott ioncsatorndk még limitélt
mennyiségben alltak rendelkezésre. Az eétmncsatorna gént, a nikotinerg acetilkolin recepto
génjét 1982-ben kldnoztak, Borpedo californica(elektromos raja) szervezet#lf122]. Ezt
kovette azElectrophorus electricugelektromos angolna) fesziiltség-aktivalt "Nesatornaja
1984-ben [123]. EW#l kifolyblag a K csatorna gatld hatas tesztelésére a legelterfedteb
mobdszer a patkdny agyszowdtbizolalt ingerelhed sejteken természetesen kifejeé
ioncsatorndkon torténmeéreés volt. Ezeken a sejteken gyorsan inaktivaldipust aramokon
(melyet a Kv1.4, 3.4, 4.1, 4.2 és 4.3 csatornakaralkotjak [124-126]), illetve az an. delayed-
rectifier &ramokon (melyekebkéent a Kv1.1, 1.2, 1.5, 1.6, 2.1, 3.1 és 3.2 cealohoznak létre
[126]) lehet méréseket végezni, tovabba kifejezBek-aktivalt K (SK) csatornakat is [127,
128]. Ezen kivil tovabbi, primeex vivo sejtkultirakon is végeztek méréseket, mint példaul
szarvasmarha aorta erefleendotél sejteken [129], illetve nyudl [130], vagwiga [131]
idegsejteken.

Miutan tobb ioncsatorna génjét klonoztak, kulortbdeterolog expresszios rendszerek révén
lehetvé valt az egyedi ioncsatornak elkilonitett vizagdél Ezek soransként Xenopus laevis
oocitdkban, rovar, vagy efid (akar human) sejtekben fejezik ki az ioncsatgéraeket [16, 17,
132]. A toxinok receptorhoz valé lditése tobb  moddszerrel mérhietEzek kozul a
legelterjedtebbek a radiogréafias és az elektrdbgiai mérések.

A radiogréafias mérések torténhetnek direkt, vaglirekt modon. A direkt mérésekhez a toxin
molekulat radioaktiv izotdppal jeldlik. Ez a legkesetben'®1 izotép. A mérések soran a
radioaktivan jelolt toxin membranokhoz toréémsszociacidjat hatarozzdk meg. A mddszer
hatranya, hogy a jeldlés megvaltoztathatja a tegecificitasat [133].

Az indirekt modszer soran a vizsgalt toxint egy estnradioaktivan jeldlt toxin jelenlétében
alkalmazzak a membranokon. Ha a két toxirbkétye megegyezik, azaz egymas kompetitorai,
akkor a vizsgalt anyag koncentracio-fagg csOkkenti az ismert, radioaktiv izotéppal jelolt
toxin (pl.: **1 apamin vagy'*l noxiustoxin) kobdésének hatékonysagat [127, 134]. A két

radiografias moddszerrel a vizsgalt molekulak okidsének koncentracié-figgesét jellémz
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disszociacios allando (Kd) hatarozhato meg. A towiembranhoz tortén kotodése lehet
aspecifikus, igy nem jelenti szikségs$eer a membranban l&voncsatornak gatlasat.

Mésik elterjedt médszer a radioaktRPRb" sejtekldl tortérs kiaramlasanak mérése. A
mérésekhez a sejtekBiRb" ionokkal toltik, majd magas Ktartaimu extracellularis oldattal
depolarizaljdk. A depolarizacioval a sejtekbenltetd fesziltség-aktivalt ioncsatornak nyitnak,
igy a ®Rb" ionok a K csatorndk pérusan keresztill az extracellularibetéramlanak. A
kiaramlott ®Rb" mennyisége mérhit igy egy adott toxin K csatorna gatlé hatasanak
koncentracio fliggéese meghatarozhato [135, 136].

Az elektrofiziolégiai mérések leh@té teszik a toxinok direkt hatasdnak meérését shasif
ionaramokon. A mérésekhez tobb féle sejt, vagy miémlpreparatum is hasznalhato. Az
ionaramokat legtobbszér vagy primer sejteken (neutionfocita) természetesen kifefiadt
ioncsatorndkon [16, 17, 137], vagy pedig egy admitsatorna génjével transzfektalt sejten,
vagy az ioncsatornat kodold6 mRNS-sel injektd#nopusoocitan meérik [16, 30, 138]. Az
elektrofiziologiai mérések &hye, hogy meghatarozhaté a toxinok valos, konceldtréigg
ioncsatorna gatlo hatadsa (WL illetve a géatlas kinetikai paramétereinek eleséxel a

disszociacios allandé (Kd) is megadhato [20, 28].

2.6 A skorpiotoxinok terapias alkalmazasanak lehdiségei

Sok mérgeé¢ allat mérgében talalhatok ioncsatorna gatlo pegtidmelyekkel a préda
ioncsatorndit gatolva megakadalyozzak annak metgehigtve védeked képességét. Ismerve a
kilonbos sejtekben kifejeddd ioncsatornak tipusat és funkcioit, az egyes peagtik niikodése,
akar differenciacioja, az ioncsatornak specifikulagdval modosithatd, ezért a specifikus
ioncsatorna géatlo szerek felhasznalhatéak kiulohbdetegsegek terapiaja soran [6, 61]. A
legismertebb ioncsatorna géatlo szerek az un. kiekntak csaladjdba tartoznak, pl.: tetraetil-
ammoénium (TEA), 4-amino piridin (4AP), lidokain, fgek farmakolOgiai tulajdonséagai jol
ismertek, a peptid toxinok azonban még mindig rikedmek néhany éhyos tulajdonsaggal e
molekulakkal szemben. Ezek kdzil az egyik az, hmgyeptid toxinok nagyobb feluletiik révéen
tobb interakcios lehéséggel rendelkeznek, igy tobb kapcsolédasi porkithatnak ki az
ioncsatornakkal. Ezért a Kiités affinitAsa sok esetben nagyobb, a kis molekhldk képest,

azaz a peptid toxinok alacsonyabb koncentraciobdmatiékonyak lehetnek. A tobb kapcsolodasi
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pontbol eredlen a peptid toxinok szelektivitasa is nagyobb letmé¢el a kiilonbd& ioncsatornak
hasonlé szerkezetlk ellenére mégis kilonb6znek agiit) ezért egy adott peptid toxin is képes
a kozeli rokon ioncsatornakhoz is kulénbBkeppen kaidni, mely bizonyos toxinok esetén nagy
fokd ioncsatorna szelektivitast eredményez [6, A7hagy szelektivitasu gatlas kulcsfontossagu
a terdpias felhasznalas soran, mivel a célzottsmtocnatol eltér ioncsatornak géatlasa nem
kivant mellékhatasokhoz vezethet. A peptid toxisakrkezetét altalaban 3 vagy 4 diszulfid hid
stabilizélja, mely hozz4jarulhat a molekula hosétafidejéhez a szervezetben [139].

Szamosin vivo allatkisérleti modellen kimutattdk az®kcsatorna gatldé molekulak terapias
hatékonysagat, mely azt mutatja, hogy a skorpiokbahlt peptid toxinok értékes molekulak
lehetnek a gyogyszerhatoanyagok fejlesztése saiarip9, 140].

A lehetséges terapias alkalmazasok kozill a legmkaiatott felhasznalasi méd az autoimmun
megbetegedések kezelésére irdnyul a T-limfocitdk.Kesatornainak gatlasa révén. iAzvivo
allatkisérletek soran kimutattdk, hogy auTsejtek szelektiv gatlasa nincs hatassal a viédis
bakterialis ferdzések ellen tortén protektiv immunitasra, illetve a peptid toxinokrapias
koncentracioban nem valtanak ki toxicitast [70, ]10Bizonyos mellékhatasokat, mint
etvagycsokkenés, fokozott nyaltermelés és hipefighsi tapasztaltak a margatoxin vivo
alkalmazéasa soran [141].

Az autoimmun betegségekben toftélkalmazason tul, egerekben kivaltiottvivo metabolikus
szindroma modellben egy specifikus Kv1.3 gatlo pe(BHK-186) pozitiv hatasat mutattak ki,
ahol az allatokat magas zsir és fruktoz tartalma@iadiak tették ki. A Kv1.3 csatorna gatlasa
képes volt csokkenteni a vér koleszterin, cukor igaulin szintjet, ndvelte az inzulin
érzékenyseéget, illetve gatolta a testsuly noveldtdissa maj elzsirosodasat [142].
Természetesen szelektiv toxinokat csak ritkan izaka(pl: Vm24 [17]), viszont a természetes
toxinok iranyitott mutaciojaval a peptidek ioncga# specificitisa megvaltoztathatd pl.: Shk-
170, Mokatoxin-1, OSK-20 [143-145]. Minél tobb isratel rendelkeziink a toxinok és
ioncsatorndk kozotti interakciot befolyasold molékis elemeksl, annal kdnnyebben és
hatékonyabban lesziink képesek nagy affinitasu é&sfiqus ioncsatorna gatlé szereket tervezni

és |étrehozni.
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3 CELKIT UZESEK

1. Ujonnan izolalt skorpiétoxinok farmakolégiai karakt erizalasa
Skorpibmérgekdl izolalt, Uj, eddig nem vizsgalt peptidek kilonbdzaliumcsatornakra kifejtett

hatdsanak vizsgalata patch-clamp technikaval.

2. A margatoxin szelektivitasdnak vizsgéalata elektrofiiologiai modszerrel
A margatoxin a Kv1.3 csatorna szelektiv gatlosz&émekorgalmazott skorpidtoxin, melyet széles
korben alkalmaznak az ioncsatorna vizsgélatok sdtanek ellenére olyan referencia, amely a
margatoxin szelektivitdsat szisztematikusan vizagalem allt rendelkezésre, ami téves
kovetkeztetések levonasadhoz vezethet alkalmazasin 96zt a bizonytalansagot kivanjuk
megszuntetni a toxin szelektivitasi profiljanakéekepezéseével.
Patch-clamp technikaval fesziltség-zar Uzemmodielies sejt, illetve outside-out patch
konfiguracioban kivanjuk tesztelni a margatoxinldgiai aktivitasat a kovetkézoncsatornakon
mért iondramokon: Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3, Kv1.4, Kv1kv1.6, Kv1.7, Kv2.1 Shaker KCal.1,
KCa3.1, Kv1l.1 (hERG) és Nav1l.5.

3. Az anuroctoxin elsallitasa rekombinans technikaval
A toxin elballitasat biologiai rendszerben rekombindns moédsk&. coliban tervezzik. A
rekombinans peptid analitikai vizsgélatat HPLC émdgspektrometrias (MS) modszerekkel

végezzik el, bioldgiai hatasat a Kvl1.2 és Kvl.3arsékon patch-clamp technikaval meérjik.

4. Az anuroctoxin és annak mutans valtozatainak éhllitasa szilard fazisi kémiai
szintézissel
Irodalmi adatok felhasznélasaval a toxin olyan giggik azonositasa, melyek szerepet jatszanak
a szelektivitas és az affinitas meghatarozasabantelhasznalva mutacidkat terveziink a toxin
szelektivitasanak javitasa érdekében. A mutansiodait kémiai szintézissel kivanjulkééllitani
kollaboraciés partneriink segitségével. Az anurdctoxvaltozatainak farmakoldgiai
tulajdonséagait patch-clamp technikaval meérjik.
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4 Anyagok és modszerek

4.1 Toxinok

Az OcyKTx2 toxint azOpisthacanthus cayaporurskorpié mérgédl izolaltak kollaboraciés
partnereink. A faj tobb, Brazilidban 6élegyedét befogtak, majd megfélelaboratoriumi
koralmeények kozt tartva az allatok mérget tobbszékektromos stimulacidval kinyerték. Az
Osszegyjtott méregldl a vizoldékony komponenseket kioldottak, majd @hd toxint HPLC
technikaval, C18 forditott fazisu oszloppal tisaitihk.

Az urotoxint azUrodacus yaschenkdiusztraliaban & skorpié mérgédl izolaltak kollaboracios
partnereink az OcyKTx2 toxinnal leirtakkal megedyemdszerrel.

A rekombinans margatoxint (rMgTx) az Alomone Labk-flzrael, Jeruzsalem) véasaroltuk,
katalbgusszama: RTM-325, Lot: MA103. A margatoXdentruroides margaritatuskorpio

mérgélsl szarmazik.

A szintetikus margatoxint (sMgTx) Peptide Institutec.-t6l (Japan, Osaka) vasaroltuk,
katalbgusszama: 4290-s, Lot: 560914.

A vad tipusu anuroctoxin rekombinans valtozatan{f®) laboratériumunkban allitottuk eE.
coli-ban, affiniths kromatografias modszer segitségdiadd kégbb). Az anuroctoxin az

Anuroctonus phaiodactiluskorpio mérgédl szarmazik.
Az anuroctoxin szintetikus vad tipusu (sAnTx), tile mutans valtozatait a Szegedi

Tudoméanyegyetem Orvosi Vegytani Intézetben, ProthTGabor és munkatarsai szintetizaltak,

szilard fazisi kémiai szintézissel.
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4.2 Sejtek és ioncsatorna expresszios vektorok

4.2.1 Human limfocitak

A toxinok hatasat hKv1.3 csatornan, a csatornatesgzald, egészséges donorokbdl vett human
periférids T-limfocitakon is mértik, melyeket Fieblypaque ériség gradiens centrifugalassal
izolaltuk. A sejteket kétszer mostuk 25 mM HEPES-t is tartainad” és Md* mentes Hanks'’
oldattal (pH: 7,4), majd 0,5x2@ejt/ml koncentraciéban 2-7 napig tenyésztettilk@92 mellett
37°C-on 24 lyuka tenyésmdéenyekben, RPMI-1640 médiumot hasznalva, melyltagzott
10% FBS-t, 100 U/l penicillint, 100 pg/ml streptgamt és 2 mM L-glutamint. A sejteket 2,5, 5
illetve 10 mg/ml phytohemagglutininnal (PHA-P, SigwAldrich Kft, Hungary) aktivaltuk majd

a Kv1.3 dramokat az aktivaciot kogez-7. napban mértik.

4.2.2 tsA201 sejtvonal

A tsA201, azaz az SV40 large T antigénnel transzédr human embriondlis vese sejteket
(HEK) magas glikoz (4500 mg/ml), 10% FBS, 2 mMutgmin, 100 U/ml penicilin-G, és 100
ug/ml streptomycin tartalmd Dulbecco’s minimum essgnmedium (DMEM) tapoldatban
tenyésztettik, 37°C-on, 5% G@s 95%-0s paratartalom mellett. A sejteket hetbAtemszor
oltottuk at.

A tsA201 sejtekben az alabbi ioncsatorna koédoloegén expresszaltuk Lipofectamine 2000

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) reagenssel tdftéranszfekciot kovéen:

A hKv1.1, hKv1.2, hKv1.6 és hKv1.7 géneket pCMV65{ektorban expresszaltuk, melyeket
az Origene cégt rendeltik.

A hKv1.3 csatornéat a korabbiakban p-EGFP-C1 veladibnoztuk (Dr. Hajdu P.).

A hKv1.4 IR (inaktivaciés domainét megfosztott) gént kodold vektor t D. Fedida, (Lbrsity

of British Columbia, Vancouver, Canada) ajandékozta

A hKv1l.5 gént kdédolo plazmidot Dr. Heike Wulff (Wmrsity of California, Davis CA)
biztositotta szamunkra.

21



A rKv2.1 gént kédolo vektort Dr. S. Korn, (Univessiof Connecticut, Storrs, CT) biztositotta
szamunkra.

A hKCa3.1 (IKCal) gént a pEGFP-C1 vektorban exmd@tsk, melyet szintén Dr. Heike Wulff
ajandékozta.

A Shaker IR (inaktivacios domain éHtmegfosztott) csatorna expresszios vektorat Gleviel
(Harvard Medical School, Boston, MA) ajandékozta.

A hNaV1.5 csatorna expresszios vektorat R. Horro(iidis Jefferson University, Philadelphia,
PA) ajandékozta.

A hERG csatorna génjét SH. Heinemann (Max-Planke@ehaft, Jena, Germany) biztositotta.
A hKCal.l (BK) gént pCineo plazmidban T. Hoshi (isity of Pennsylvania, Philadelphia,
PA) ajandékozta.

Mivel a HEK sejteken tobb ioncsatorna természetadpgén expressziojat is leirtdk, a sejteken

minden esetben outside-out patch konfiguraciobgexztéik az elektrofiziologiai méréseket.

4.2.3 L1929 sejtvonal

Egér kobtszoveti eredét sejtvonal. Az egér Kvl.l (mKvl.1l) csatorna génjéstabilan
transzfektalt L929 sejtvonalat [146] H. Wulff (UC alsis, CA, USA) ajandékozta
munkacsoportunknak. A sejteket a tsA201 sejtekmditak szerint tenyésztettilk, ahol a
tapoldatot 300 pg/ml geneticinnel (G418) egéstrikelti a stabil transzfektans sejtek pozitiv
szelekcidja miatt.

4.2.4 CHO sejtvonal

A kinai horcstg petefészkéb izolalt sejtvonal sejtjeit a tsA201 sejtekkel regged
koralmények kozott tenyésztettik. A CHO sejtekbenhlévl.l és hKvl.2 csatornakat
expresszaltuk.
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4.2.5 Sf9 sejtvonal

Az Sf9, rovar eredétsejtvonalon végzett méréseket kollaboracios pesinie (Prof. Lourival
Domingos Possani munkacsoportja, Instituto de Brateogia, UNAM, Cuernavaca, Mexiko)

végeztek. A sejtekbe Shaker-IR ioncsatornat expédis& bakulovirusos transzfekciot koden.

4.3 Tranziens transzfekcio

A sejteket (mind a CHO-t és a tsA201-et) Lipofeataer2000 reagenst hasznalva transzfektaltuk
a gyartdo (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) utmutatasaerint, standard feltételek kozott
tenyésztve. A transzfektalast 35 mm awneszovettenyeésétPetri csészében végeztik a sejtek
kb. 80%-0s konfluenciaja mellett. A hKv1.1, hKv1.BKv1.3, hKvl.5, hKv1l.6 és IKCal
csatornakat kodolo vektorok C-termindlis GFP (zfilcbreszcens fehérje) tag-gel latjak el a
csatornakat, igy a transzfektalt, csatornat expédds sejtek fluoreszcens mikroszkép
segitségével kozel 100%-0s pontossaggal azonasithathKvl.4, rKv2.1, Shaker-IR, hERG,
NaV1.5 és BK csatornak esetében a csatornat exgiésgent 10:1 aranyban kotranszfektaltuk a
GFP génjét kédolo plazmiddal, igy a zold fluoreswié@ mutatd sejtek nagy valosisgéggel a
csatorna génjét kddold vektort is felvették, égjkifésre juttatjak. A GFP pozitiv, transzfektalt

sejteket Nikon TE2000U vagy TS100 invert fluoresecemikroszkoppal azonositottuk.

4.4 Elektrofizioldgia

4.4.1 Az elektrofiziolégiai mérésekhez hasznalt iszerek és oldatok

Az elektrofiziolbégiai méréseket patch-clamp tecliwid végeztik, teljes-sejt, vagy outside-out
patch konfiguracidban, feszultség-zar izemmaodbhn| a vizsgalt sejt membranpotencialjat
adott értéken tartva a sejtmembranon atfolyd araagysagat hataroztuk meg [147]. A
mérésekhez a sejteket 3,5 mm atjiePetri csészében tartottuk, majd Nikon TE2000U vagy
TS100 invert fluoreszcens mikroszkép alatt azoottsit, a méselektrodat a mikropipettaval
Burleigh PCS-PS60 mikromanipulator (Thorlabs, Newtdld, USA) segitségével juttattuk a
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sejtekhez. A méréseket személyi szamitogep vez@ralh Axopatch 200A, Axopatch 200B
vagy Multiclamp 700B ésitsvel és Axon Digidata 1200 vagy 1440 digitalizalovadjzitettiik
(Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA). Azatak grafikus megjelenitéséhez és
kiértékeléséhez a pCLAMP8-10 programcsomagot h#sknaMolecular Devices Inc.,
Sunnyvale, CA, USA).

A mikropipettakat GC 150 F-7.5 boroszilikat kapidkbol készitettiik (Harward Apparatus,
Kent, Egyesult Kiradlysag), melyek bétddattal feltdltve 3-5 MR ellenallast mutattak a kidls
méroldatba helyezve.

Az elektrofiziologiai mérésekhez hasznalt oldatgkzetételét az 1. tablazatban foglaltam dssze.

Elektrofiziol6giai mérésekhez hasznalt oldatok

Fajtdja | loncsatorna Osszetétele (mV

normal 145 NaCl, 5 KClI, 1 Mggl2,5 CaC}, 5,5 glukéz,10 HEPES (pH 7,35)
Kilsg

hKv11.1 140 Choline-Cl, 5 KCI, 2 Mg&l2 CaC}, 0.1 CdC}, 20 glikéz, 10 HEPES (pH 7,35)

normal 140 KF, 2 MgGl 1 CaC}, 10 HEPES és 11 EGTA (pH 7.22)

hKCal.1 140 KCI, 10 EGTA, 9,69 CaCh HEPES (pH 7,2, szabad fCa= 5 uM)

Belss 150 K-aszpartat, 5 HEPES, 10 EGTA, 8,7 GaZIMgCh (pH 7,2, szabad [C§ = 1

pM)

hKCa3.1

hKv11.1 140 KClI, 10 EGTA, 2 Mgg| 10 HEPES (pH 7,3)

1. Tablazat Az elektrofiziologiai mérések soran hasznalt kids bel§ oldatok 6sszetétele a kilonlsdz

ioncsatornak esetében

Az oldatok elkészitéséhez a vegyszereket a Sigrdeehl Kft.-t6l (Budapest, Magyarorszag)
vasaroltuk. A tesztelt toxinokat mindig a kéilsoldatban oldottuk fel a meérni kivant
koncentraciokban, ezért a kéloldatok minden esetben 0.1 mg/ml koncentraciob&A-B
(bovine serum albumin, Sigma-Aldrich) tartalmazthkgy elkertljuk peptid toxinok esetleges
kikotodését a riianyag fellletekhez. A kilsoldatok ozmolaritdsa 302 és 308 mOsm/kg kozott
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volt, mig a bel§ oldaté kb. 295 mOsm/kg. Az oldatok cseréjét eekdfirnyezetében gravitacio
altal hajtott perfuzioés rendszer segitségével valtisk meg, folyamatos elszivas mellett. A
perfuzids fej 6 bemenettel rendelkezett, azaz ejers akar 6 kulonbdzoldat hatasat tudtuk
mérni. A perfazids fej kimeneti oldalat egy PE10(@28 mm bels-, 0,61 mm kil§ atmeés)
csH adta, melynek tolcsérstien kiképzett kifolyd nyilasa laminaris aramlassdigtta a tesztelt

oldatot a sejtekre.

4.4.2 A kiulonb6zé ioncsatorndkon atfolyé aramok mérésére hasznalt ptokollok

A patch-clamp technikdval végzett elektrofizioldgiméréseket feszlltség-zar Uzemmodban
mértik teljes-sejt, vagy outside-out patch konfégibban. Az utobbi mddszer a teljes-sejt
konfiguraciohoz hasonld, illetve technikailag abli@litelezhet. Miutan a sejtmembran és a
mikropipetta kozoétt létrejott a megfedelkapcsolat (Un. giga-seal), melyet a 6Goddatba
helyezett mikropipettan mérltéet kezdetben 3-5 K2 ellendllas ®-o0s értekre tortéh
megemelkedése jelez, a sejtmembrant a mikropiettéddkalmazott nyomasvaltoztatassal
atszakitjuk. Igy a teljes-sejt konfiguracioban nediimk, vagyis a mikropipettaban téwbelss
oldat az intracellularis térrel kézlekedik, igy gftamembranpotencialja a mikropipettabandlév
elektrodaval tetsteges értékre allithatd. A teljes-sejt konfiguragidlakitdsa utan a pipetta
lassu eltavolitasaval a sejtbegy membrandarab izolalhato, mely felszinén axsatornak
orientacioja megegyezik a sejtmembranban mutato@n@ciojaval, azaz a membrandarab
vezikulaként helyezkedik el a mikropipetta végéhoplaa vezikula bels tere kozlekedik a
mikropipetta bel§ oldataval. A mddszer héatranya, hogy jéval kiselhplgiddju aramokat
mérhetiink, mint teljes-sejt konfiguracidban, 6rgle viszont az, hogy a teljes-sejt
konfiguracioban mérhét membran kapacitas, illetve a soros ellenallasdeteut patch
konfiguracidoban elhanyagolhaté mériekigy a membran depolarizacié pontosabban, és
gyorsabban kivitelezhét

A mérések soran kilonbézesziltség protokollokat alkalmaztunk. A tartofdsseget -100 mV,
vagy -120 mV értékre allitottuk, mely tapasztalatin fliggott a méréshez hasznalt sejt tipusatol,
illetve a mérés modjatol. A fesziiltség-aktivalt Maatornak esetében a csatornan atfolyé aramot
0 mV-ra torté depolarizacioval aktivaltuk [148]. A feszultségtialilt K*-csatornak esetében

+50 mV-ra tortéa gyors depolarizaciot, vagy feszlltség-rampat atleaitunk [17].
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A hKv1.1, hKv1.2, hKv1.3, hKv1.4, hKv1.5, hKv1.6Kial.7, rKv2.1 és Shaker-IR aramokat az
adott csatorna aktivacios kinetikajatol fisgg 15, 40, 50 vagy 200 ms hosszusagu, +50 mV
feszultségre torténdepolarizalé impulzussal aktivaltuk. Két egymasvedds impulzus kozott 15

s telt el, mely soran a sejteket -100 mV feszuksétartottuk. Ez az delegend az emlitett
csatornak inaktivaciobdl vald visszatéréséhez. A/lhK csatornan atfolyd aramot fesziltség-
rampa protokollal is mértik, mely sordn a membrépmalt 15 masodpercenként -120 mV
tartéfesziltégil +50 mV-ra depolarizaltuk 150 ms alatt, igy a osa& aktivacios
kiszdbfesziltsége konnyen megfigyethet

A hKv11l.1 (hERG) csatornak aramait egy +20 mV-reét@ 400 ms hosszU depolarizaciot
kovets, 200 ms-ig alkalmazott -40 mV-os fesziiltségen therkKéet impulzus kdzt a sejteket 30
s-ig -80 mV fesziltségen tartottuk.

A hKCa3.1, kalcium-aktivalt kalium csatorna esetébemikropipettaba tolt6tt bélldat 1 uM
szabad Cd-ot tartalmazott, lehévé téve a csatornak aktivalédasat. A csatornayatiramot
feszlltség-rampa protokollal mértiik, mely soranearmranpotencialt -120 mV tartéfeszultégr
+40 mV-ra, vagy +50 mV-ra depolarizaltuk 150 mdtaléét depolarizacio kdzott 10, vagy 15 s
telt el.

A hKCal.l (BK) C&'"-és fesziiltség-aktivalt kalium csatorna esetében\Otartéfesziiltséget
alkalmaztunk, majd az aramot 100 ms hosszl +50 an¥6rté depolarizalé impulzussal
mértik, melyet 10 ms hosszu, -120 mV-ra taftRiperpolarizacié ézott meg. Az impulzusokat
15 méasodpercenként adtuk.

A hNav1l1.5 csatornakon atfolyd aramot 15 ms-os, 1h20r6l 0 mV-ra tortéri depolarizaciéval

mértiik 15 masodpercenként.

4.4.3 Az elektrofiziologiai mérések kiértekelése

A toxinok adott koncentracioban mért hatasat megd@raramhanyad formaban tuntettik fel
(M.A.H. = l/l, ahol | a toxin jelenlétében mért aram amplitliddpedig a toxinmentes kontroll
oldatban mért aram amplitado).

A dozis-hatas gorbéken, illetve az oszlopdiagramolaitiintetett értékek 3-5 fliggetlen mérés

eredményeinek atlagai, ahol mintaétlag atlagogilsaE.M.-ben jeldltik.
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A dozis-hatads gorbén a kulonlBokoncentraciokban meért adatpontokra kétparamétdiks
egyenletet illesztettiink (M.A.H. = Ig"/(ICsq +[Tx]"), ahol 1Gya félhatasos doézis, H a Hill-
koefficiens, [Tx] pedig a toxin koncentracio).

Abban az esetben, amikor egy toxinbdl csak limitaénnyiség allt rendelkezésinkre, ennek
kovetkeztében csak 2-3 koncentracidéban tudtuk meemoxin hatasat egy adott ioncsatornan, a
disszociacios allandd6 meghatarozasat a Lineweauvek-Biodszerrel végeztik, mely soran a
megmarad6d aramhanyad reciprokat (1/M.A.H.) abrakol koncentracié fiiggvényében. A
pontokra illesztett (yO = 1) egyenes meredekségenedciproka megadja a félhatasos dozist,
feltételezve, hogy a Hill-koefficiens értéke H =Eizt a feltételezést azzal tamasztjuk alé, hogy a
porus-gatlo toxinok leggyakrabban a toxin:csatalria aranyd kdtdésével fejtik ki hatasukat
[6].

Abban a ritka esetben, amikor csak egyetlen kongeidban tudtuk meérni a toxin hatasat, a
disszociacios allandot a megmarado aramhanyadlmsiihék a Hill-egyenlet alapjan, szintén
feltételezve, hogy a Hill-koefficiens értéke H = 1.

A disszociaciés allando meghatarozdsahoz a blogkka@a kimosas i{figgd kinetikai
parameéterét is meghataroztuk. Ezek ismeretébersszatiacios allando az kdvetkemddon
szémithat6: Kd =kekon ahol ko = (Tore)™, kon = ((Ton)™ - (Tor))/[TX], [TX] a

az ibflggeseét alon erték jellemzi. Ennek a meghatarozasahoz a togmdsodasa kdzben, az
egyensulyi gatlas kialakulasaig mért csucsaramokatmaltuk, majd az il figgvényében
abréazoltuk. A pontokra a kovetkieexponencialis fuggvenyt illesztettii(t) = B x exp(+/Ton)

+ C, ahol A(t) at idépillanatban mért aram amplitid@, az egyensulyi géatlas kialakuldsa utan
mért aram amplitidd, €8 = A(t = 0) —C (4. dbra A) A kimosasi kinetikat hasonlé modon, az
egyensulyi gatlasbdl torténvisszatérést, azaz a toxin kimosasakor mért araamfglitudoit
normaltuk, majd abrazoltuk az ddfliggvényében. A kimosas dfliggését jellem& Torr
meghatarozasahoz az abrézolt pontokra a kouetgzonencialis egyenletet illesztettiit) =

B x (1 — exp(#Torr)) + C, aholB = A(t =) — C, A(t) at idopillanatban mért aram amplitado,

C az egyensulyi gatlas kialakulasa utan mért arapliaido (4. 4bra B).
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4. dbra hKvl.1 csatornan 1 uM urotoxin altal Iétrehozayensuilyi gatlas kialakulasanak)( illetve
megs#inésénekR) kinetikai paramétereinek meghatérozasa. A marm&amplitidokat normaltuk, majd
az id figgvényében abrazoltuk. A pontokra exponencféligivényeket illesztve meghataroztuk a gatlas
kinetikai paramétereit, melgbmegadtuk a disszociacids allandét (Kd).
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4.5 Peptidszintézis

4.5.1 Anuroctoxin rekombinans elallitasa E.coli-ban

4.5.1.1 Az anuroctoxin klbnozasa pPAL7 vektorba

A kil6énboz peptidek rekombinans d@llitasa soran szeéles korben alkalmazott az Unddguz
fehérje expresszalash. coli baktériumban. A fuziés fehérje egy olyan polipdptmely
tartalmazza az é&dllitani kivant fehérje szekvencigjat, illetve elgigonyos jeltd szekvenciat
(tovabbiakban tag-et), pl: GST (glutation-s-traesaf), MBP (maltdz-kétfehérje), poli His-tag

(6 egymast kovét hisztidin) mely alapjan a teljes fazidés fehérjey emegfeleb affinitas
kromatogréfids oszlopon a tébbi bakterialis fehérjélvalaszthato, tisztithatd. A fuzios fehérje
tovabba tartalmaz egy endopeptidaz hasitd helieg és a célfehérje szekvencigja kdzott, mely
lehetvé teszi a kisértag szekvencia levalasztasat a fehérjér

TT pramatar

Profinity
eXact tag

BamHI
v EcoRl
Y Xhol

------

pBRIZZ o T7 lerminator

lacl

5. abraA pPAL7 plazmid szerkezete

A pPAL7 expresszios rendszér. @bra) (Bio-Rad Hungary Kft. Budapest, Magyarorszagalalt
egy olyan expressziés vektor, mely |gwet teszi a fuzids fehérjék &llitasat. A plazmidban
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kodolt eXact fazidés partnert koven talalhato az an. MCS (multiple cloning site), lyne
lehetiséget biztosit a toxint kddol6 DNS szakasz kilogbgmwdokon tortéé beillesztésére,
mivel tobb restrikcids endonukledz hasitasi heigalmazza.

A beillesztést két kilonbézrestrikcios enzimmel végeztik, mellyel biztositkth DNS szakasz
megfeleb iranyl beépllését. Az anuroctoxin esetében a Hiedkzimet alkalmaztuk 5’ végnél

(a tag felé), mivel az ezzel az enzimmel tdftébeillesztés biztositotta a toxin plusz
aminosavaktél mentes, szekvencia azonédlléasat, ezzel szemben a 3’ végnél EcoRI enzimet

hasznaltunk.

Az anuroctoxin aminosav szekvencigja a kovetkéz
ZKECT GPQHCTNFCRKNKCTHGKCMNRKCKCFNCK (35 aminosav)

Az anuroctoxin DNS étirata E. coli kodon-optimalizacioval
CAGAAAGAAT GTACCGGT CCGCAACATTGTACGAACT TTTGT CGGAAAAATAAATGCACGCATG

GI'AAGT GCATGAACCGTAAATGCAAATGCTTTAATTGCAAG (105 bazis)

A restrikcios endonukleazok felismerési €s hasitaszekvenciai
Hindlll :

5-AMAGCTT-3

3-TTCGAMA-S

EcoRI:

5-G"MAATTC-3

3-CTTAAG-5

Anuroctoxin inzert DNS szekvencidja a klonozashoz zéikséges restrikcios enzim

hasitohelyekkel

pPAL7-AnTX-Sense:
CCGAAGCT T T CCAGAAAGAAT GTACCGGT CCGCAACATTGTACGAACTTTTGTCGGAAAAATAA
ATGCACGCATGGTAAGT GCATGAACCGTAAATGCAAATGCTTTAATTGCAAGT AAGAATTCCGG

(128 bazis)
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pPAL7-AnTX-Antisense (a pPAL7-AnTX-Sense szal komgmetere):

CCGGAATTCTTACTTGCAATTAAAGCATTTGCATTTACGGT TCATGCACTTACCATGCGT GCAT

TTATTTTTCCGACAAAAGT TCGTACAATGT TGCGGACCGGTACATTCTTTCTGCAAAGCTTCGG
(128 bazis)

nukleotidok beépitése az endopeptidaz medfdhallyen tortéé hasitatahoz, illetve az

olvasasi keret megtartdsahoz, tovabbi@a stop kodon a transzlacio terminalasahoz szikséges.

A sense és antisense oligonukleotidokat Integrad®t?\ Technologies (Bio-Science Kift.,
Budapest, Magyarorszag) szintetizalta meg.

A sense és antisense komplementer oligonukleotidmkavetke# protokollal allitottuk parba
PCR készulékkel (Bio-Rad Hungary Kft. Budapest, agrszag):

Az oligonukleotidokat 3 mg/ml koncentracioban vkttél DN-a4z mentes vizben.

A DNS szalak parba allithsahoz a kdvetkelatot készitettuk el:
48 ul pufferbe (100 mM NaCl, 50 mM Hepes, pH = 7,4) getiink 1ul sense (3 mg/ml) illetve
1 ul antisense (3 mg/ml) oligonukleotidot, melyet P&&szilékben a kdvetkéhémerseklet

protokollal kezeltik:

90°C, 4 perc
70°C, 10 perc
60°C, 5 perc
50°C, 5 perc
37°C, 15 perc
10°C, tarolas

A protokoll elvégzése utan a DNS szakaszt, illetv@PAL7 plazmidot Hindlll és EcoRI
enzimekkel emésztettiik. Emésztés utan az inze/3éb-bs agar6z gélben, illetve a plazmidot
1%-0s agaroz gélben gélelektroforézissel futtaltdle pufferben (40 mM Tris, 20 mM ecetsav,
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1 mM EDTA) 120V feszlltséggel. Az izolalt géldarabla DNS-t Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega Corp., Madison, Wi, US&)ek izolaltuk.

A megemésztett plazmidot és az inzertet T4 ligazinemel (Biocenter Ltd. Szeged,
Magyarorszag) ligaltuk, majé&. coli sejtekbe (ET12567) transzformalva szaporitottuk Ae
felszaporitott DNS-t a fehérjetermelésre optimdtliZA. coli DE3 tdrzsbe transzformaltuk,

melyben a fuzios fehérjét expresszaltuk.

Az E. colisejteket az alabbi protokoll szerint transzformgltin. lbsokk modszerrel:

A transzformaladshoz a plazmidot felvenni képes ketmps sejteket -80°C-on taroltuk. A
transzformaldshoz 100 pl kompetens sejthez jégel®,kBbl ug DNS-t adtunk, majd 20 percig
jégen tartottuk. Ez utdn a sejteket 50-60 s-ig 4@ACtartottuk, majd Ujra jégre helyeztik 2
percre. Ezt kdvéen, steril 15 ml-es csdvekben 60 percig inkubaBwRC-on, 800 ul SOC
médiumban (4 g tripton, 1 g éle§tivonat, 0,1 g NaCl, 0,2 ml 2,5 M KCI pH = 7,0,@nl
végtérfogatban vizben feloldva), 220 RPM rézatadlethe Az inkubacio utan a sejteket
lecentrifugéltuk 1600 RPM-en (kb. 400 g), majd 8(0 sejtmentes fellllszot pipettaval
leszivtunk és a maradék szuszpenziot 0,1 mg/ml @itnpitartalmd agar6zos LB taptalajra
(Sigma-Aldrich Kft, Hungary) szélesztettik. Az dnditikumot a transzformalt sejtek pozitiv
szelekcidja miatt adtuk a taptalajhoz. A &intelepek kozul izolalt telepeket 10 ml 0,1 mg/mi
ampicillin tartalmd LB tdpoldatban novesztettik @76n, 220 RPM razatads mellett 16 6ran
keresztil, majd a DNS-t Wizard Plus Miniprep (PrgaeCorp., Madison, Wi, USA) DNS
izolacios rendszerrel a gyartd utasitasai szemgeytik. A protokoll végén a DNS-t nukleaz
mentes vizben oldottuk fel, majd az oldat DNS taréa NanoDrop ND-1000
spektrofotométerrel (Thermo Scientific, Wilmingtddk, USA) mértik meg.

4.5.1.2 Az anuroctoxin expresszibja E. coli-ban

Az el6z6 fejezetben leirt modon @llitott, az anuroctoxin génjét tartalmazé pPALktoet E.
coli BL21 DE3 sejtekbe transzformaltuk a fentebb isstett losokk-modszerrel. A
transzformacio utan agar6zos LB taptalajorokitelepek kozul egyet izolaltunk, majd 10 ml 0,1

mg/ml ampicillin tartalma 2xYT tapoldatba oltottulA sejteket 37°C-on, 220 RPM razatas
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mellett 16 6ran keresztul inkubaltuk, majd a kutt liter 0,1 mg/ml ampicillin tartalmd 2xYT
tapoldatba oltottuk, majd 37°C-on, 220 RPM fordohatazattuk. A tenyészet séjtgségét 600
nm hullamhosszon mértik Hitachi U-2900 spektrofatterrel (Hitachi, Tokyo, Japan). Qda =
0,8 értéket elérve a fuziés fehérje termelést 10 Gl M IPTG (lzopropil p-D-1-
tiogalaktopiranozid) hozzaadasaval indukaltuk. EBnuovabbi 5 éran keresztil, szobah180
RPM fordulaton razattuk a kultdrat. Az inkubacids leteltével a sejteket lecentrifugaltuk (8000
RPM, 4°C, 20 perc) majd a feltluszét ledntottilsegteket pedig az affinitds kromatografidhoz
hasznélt mosé pufferben (2. tabldzat) vettik felséjtek feltarasat BransdBONIFIER 250
tipusu ultrahangos szonikatorral végeztik. Ezt tdare a szuszpenziot 4°C-on, 8000 RPM
fordulaton, 20 percig centrifugaltuk, majd a fek#dt 0,45 pum porusmétietWhatman
fecskendszirével sfirtik. (Flexhorizon Bt. Budapest, Magyarorszag). Airs sejtmentes
oldatot 5 ml térfogatu Profinity eXact (Bio-Rad Hyary Kft. Budapest, Magyarorszag) affinitas
kromatografids oszlopon tisztitottuk, a gyarté uésmi szerint. Az oszlop éalléfazisan egy
bakterialis protedz enzim, a szubtilizin talalhabdely megkéti az eXact fazidés partnert. A
kotédés utan a szubtilizin enzim katalitikus aktivitdlssrid tartalma pufferrel (elualo puffer 2.
tablazat) bekapcsolhatd. Ennek hatadsara az alisofaxotve marad az eXact tag, mig a toxin
lehasad. A toxin és faziés partner elvalasztasasalopon tértént szob&h, melynek inkubaciés
ideje 30 perc volt. Az oszlop mosasat kieset az oszlop allo fazisan kotott eXact fuzids parttn
a regeneralo oldattal (2. tablazat) levalasztotinéjd az oszlopot a tarolo oldattal feltdltve (2.
tablazat) a kovetkéz felhasznaldsig 4°C-on taroltuk. Az oldatok cserég oszlopon
Varioperpex Il (LKB, Broma, Svédorszag) perisztals pumpéaval végeztik. A termeéket
liofileztik, vizben oldottuk, majd az oldatba DTTithiothreitol) reagenst mérve 0,1 M
koncentracioban 20 percig 55°C-on redukaltuk. Azkigpott linearis peptidet HPLC mddszerrel
tovabb tisztitottuk.

33



Oldatok az anuroctoxin expressziojahoz és tisztitasoz

oldat neve Osszetétel
2xYT 16 g tryptone, 10 g élesikivonat, 5 g NaCl, vizben feloldva 1 liter
végtérfogatban. pH = 7,0
moso puffer 100 MM N®O, , pH=7,2
elualo puffer 100 mM Ng# Oy, 100 mM NaF, pH =7,2
regeneral6 oldat 100 mM foszforsav vizben oldva
tarolo oldat 0,02% Na-azid, 100 mM D, , pH =7,2

2. Tablazat Az az anuroctoxin expressziéjahoz és affinitas katmgrafas tisztitasahoz hasznalt oldatok
Osszetétele. Az oldatok elkészitéséhez a vegyssteaeRigma-Aldrich Kft.4l (Budapest, Magyarorszag)
vasaroltuk.

4.5.1.3 Az anuroctoxin tisztitasa HPLC technikaval

A toxin analitikai vizsgélatat és szemi-preparatlvalasztasat Vydac 218TP54 0,46 X 25 cm
C18 forditott fazisu oszlopon (Grace, Deerfield, USA) végeztik. Mozgo fazisként viz-
TFA/acetonitril gradienst alkalmaztunk, ahol A dtd@,12% trifluor ecetsav vizben oldva, B
oldat: 0,10% trifluor ecetsav acetonitrilben oldBaoldat koncentracidjat a mozgé fazisban 0-rol

30 %-ig linearisan noveltik 45 percen keresztll.

A HPLC-vel tisztitott toxin oxidaciojat redukalt 85) és oxidalt (GSSG) glutation 10:1 aranyu
jelenlétében guanidin hidroklorid pufferben végé&zf6°C-on, 72 6ran at. Ehhez az alabbi
torzsoldatokat készitettuk el:

10X GSH:GSSG 10:1 oldat00 mM redukalt glutation (GSH) 10 mM oxidalt gltide (GSSG);
3X Guanidin hidrolkorid puffer6 M guanidin hidroklorid, 0,3 M Tris

Az oldatok elkészitéséhez a vegyszereket a SigrddeAl Kft.-t6l (Budapest, Magyarorszag)
vasaroltuk.

Az oxidalt peptidet HPLC-vel tisztitottuk.
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4.5.2 Anuroctoxin eléallitasa kémiai szintézissel

A vad tipust anuroctoxint (SAnTx WT), illetve annadutans valtozatait (SAnTx N17A, sAnTx
F32T, sAnTx n17A/F32T) a Szegedi TudomanyegyeteroS)iVegytani Intézetben, Prof. Téth
Gabor és munkatarsai allitottalé eA modszert csak roviden kivanom bemutatni:

Az anuroctoxin és a pontmutécidkkal létrehozottl@gek mindegyike FmotBu stratégiaval
készilt TentaGel R PHB, illetve Wang hordozén CEMrohullama peptid szintetizatoron. A
peptidlanc felépitéséhez hasznalt aminosavak miikkeg TFA-ra érzékeny oldallanc
védscsoportot tartalmazott. Az N-terminalis piroglutamnvedicsoport nelkil kertlt beépitésre.
Az aminosavak kapcsolasa 4-4 ekv. Fmoc-aminosawszik, HOBt és HBTU alkalmazéaséaval
tortént. A Fmoc-védett aminosavszarmazékokrol a d-w@mbcsoport hasitasa 20%
piperidin/DMF eleggyel tortént. A szintézisekhez ndeén esetben egy optimalizalt
szintézisprotokollt hasznaltak. A peptideket a loadol TFA/Niz/DTT/TIS 83:10:5:2 aranyu
elegyével hasitottdk. Az oxidalasra az ,oxidatildifog” mddszerét hasznéltak: bazikus Gly-
NaOH (pH = 8,7), illetve NHDAc (pH = 8,0) pufferben oxidaltdk levéga nyers peptideket. A
ciklizalt termékeket szemipreparativ HPLC-n tis#ték, analitikai jellemzésiket retencios

idejuk és molekulatdmegik mérésével végezték.
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5 Eredmények:

5.1 Ujonnan izolalt skorpiétoxinok farmakologiai karakt erizalasa

Kollaboracios partnereink révén munkacsoportunkngza adott a lehé&teg, hogy kilénbde
skorpiok mérgédl izolalt peptidek farmakologiai karakterizaladsahaatetlink részt. A skorpiok
begyijtését, a méreg kinyerését és a peptidek tisztichdéllaboracidés partnereink végeztek,
mig az izolalt toxinok ioncsatornakra kifejtett &sét nagy részben munkacsoportunkkal
veégeztik, elektrofiziolégiai mérésekkel. Dolgozab@n két Gjonnan izolalt skorpiotoxin, az

OcyKTx2 és urotoxin karakterizalasat kivanom benmita

5.1.1 OcyKTx2

Az OcyKTx2 toxint azOpisthacanthus cayaporuskorpié mérgéll izolaltdk kollaboréacios
partnereink (Prof. Elisabeth F. Schwartz, Laboiatde Toxinologia, Universidade de Brasilia,
Braziliavaros, Brazilia), mely egy 34 aminosavbiid eptid, molekula tomege 3807 Da. A
Toxin harmadlagos szerkezetét négy diszulfid hadhibralja. A toxin aminosav szekvencidja a
kovetked:

IRCQGSNQCYGHCREKTGCMNGKCINRVCKCYGC

(hozzéférési szam: UniProtKB/Swiss-Prot: P86116.2)

Az OcyKTx2 toxin reverzibilisen gatolta 8hakerilletve Kv1.3 csatornakat (6. abra A, B). A
disszociacios allandét a Lineweaver-Burk modszd@elabra C), illetve a kétparaméteres Hill
egyenlettel (6. 4bra D) is meghataroztuk. A LineveeeBurk modszerrel kapott disszociaciés
allandé aShakerlR csatorna esetében 93,5 nM, a hKvl.3 csatoredlesn 18,0 nM. A
kétparaméteres Hill egyenlettel kapott disszocgdliandok pedig a Shaker-IR esetében 96,6
nM, mig a Kv1.3 estében 17,7 nM.

A toxin nem volt hatassal a hKv1.3 aktivacios kidegziiltségére (6. abra E).

Mivel a nativ toxinbdl csak limitalt mennyiség aténdelkezésiinkre, a peptid hataséat tovabbi
ioncsatorna tipusokon nem tudtuk vizsgalniSAakefIR csatornan a méréseket kollaboracios
partnereink (Prof. Lourival Domingos Possani muskgortja, Instituto de Biotecnologia,

UNAM, Cuernavaca, Mexikd) végezték.

36



A Shaker B Kvi.3

8 kontrol
~kontrol = <
6 kimosas kimosas
= = 1.0 H
g 4 = / 30 nM OcyKTx2
& 1 uM OcyKTx2 g
O @ 0.5
2 -
0~ 0.0 - b
| | I | T T T
0 10 20 30 40 0 5 10 15
id6é (ms) id6 (ms)
C D
6 - 1.0 4
K
5 2 08 -
P
4 -
I: g 0.6 <
‘< 3 s
= -
= S 0.4
27 ® Kvi3 g ® Kvi3
1 O Shaker ® 024 O Shaker
E
0 1 1 | 1 1 0'0 UL UL LU ) I T 1T
0 100 200 300 400 500 01 1 10 100 1000 10000
toxin koncentracio (nM) toxin koncentracié (nM)
E
600 -
kontrol
_ 4009 20 nM OcyKTx2
3
E 200 -
«©
a Kv1.3 csatornak aktivacios
N [ kiszobfesziltsége

120 100 -80 60 -40 20 0 20 40
membranpotencial (mV)

6. abra. Az OcyKTx2 hatasa a Shaker-IR és hKv1.3 csatornakoA toxin reverzibilisen blokkolja az
Sf9 sejteken expresszalt Shaker-IR csatornakath@ke&-IR aramokat teljes-sejt konfiguraciéban, -90
mV tartéfesziltségt 30 ms hosszusagu, +50 mV-ra tortétepolarizalé impulzusokkal mértik 30 s
intervallumokkal.B A toxin reverzibilisen blokkolja az aktivalt liméitdkon mért hKv1.3 csatornakat. A
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hKv1.3 aramot 15 ms hosszU +50 mV-ra toftétepolarizicidval aktivaltuk 15 s §hozonként. A
sejteket -100 mV fesziiltségen tartottGkA Lineweaver-Burk modszerrel kapott félhatasos ddz&®5

nM (Shaker-IR) és 18,0 nM (hKv1.3). A kétparaméteres Hill egyenlettel kapott félhatétmisok 96,6
nM, H = 1,0 (Shaker-IR) és 17,7 nM, H = 1.1 (Kv1lB)Feszlltség rampa protokollal (150 ms alatt, -120
mV-rél +50 mV-ra tortéfi depolarizacidval) mértik a toxin hatdsat a hKvtsatorna aktivacios
kiisz6bfesziltségére

5.1.2 Urotoxin

Az urotoxint az Urodacus yaschenkoi Ausztralidban &l skorpié mérgétl izolaltak
kollaboréaciés partnereink ((Prof. Lourival Domingd®ssani, Instituto de Biotecnologia,
UNAM, Cuernavaca, Mexikd). A peptid 37 aminosavkil, szerkezetét 4 diszulfid hid
stabilizalja, molekulatomege 4012,75 Da. Az uratciminosav szekvenciaja a kdvetikez
GDIKCSGTRQCWGPCKKQTTCTNSKCMNGKCKCYGCV

A toxin farmakoldgiai karakterizalasat hKv1.1, hK?lhKv1.3, hKv1l.5 és KCa3.1 csatornakon
végeztik. A hKv1.1 csatorndn a meéréseket kollalbdsgoartnereink (Prof. Lourival Domingos
Possani munkacsoportja, Instituto de BiotecnologidAM, Cuernavaca, Mexikd) végeztéek. A
toxin reverzibilisen blokkolta a CHO sejtekben esgmzalt hKvl.1 csatornat (7. abka C).
Ahogy az aramgoérbéken latszik (7. al&p a toxin jelenlétében mért aram kinetikaja eltér a
kontroll kbrilmények kozott mért aram kinetikajatBeltételezzilk, hogy ennek az oka az, hogy
a toxin nagyobb affinitassal Kiiik a nyitott allapotl csatorndhoz, mint a zarg@ditihoz. A
toxin jelenlétében lathaté aramcsokkenés ennekitatnallapotl csatornan kialakitott, nagyobb
affinitdst gatlasnak a megjelenése. Ezért a meglbadisamhanyadot a nyitott allapotd blokk
kialakuldsa utan, szamoltuk. A félhatdsos konceritaa kétparaméteres Hill egyenlettel
hataroztuk meg (7. ab&), mely eredményeként g= 253,5 nM értékeket kaptunk.
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7. abraAz urotoxin hatasa a hKv1.1 csatornan.

A 1 uM urotoxin gatolta a CHO sejteken expresszfltlhl csatornatB A kifejtett gatlas reverzibilis. 1
MM urotoxin jelenlétét az extracellularis rééidatban a szirke sav jel@. A gatlas félhatasos dézisat a
kétparaméteres Hill egyenlettel hataroztuk megyrseérint IGo = 253,5 nM, H=1,1.
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Mivel a hKvl.1 csatorna nagyfoku hasonlosagot mataKvl.2 és hKv1.3 csatornakkal [149,
150], teszteltik az urotoxin hatasat ezeken a uos@ton is. A toxin 10 nM koncentraciéban
erésen gatolta a hKv1.2 csatornat (8. dbra A). A gatéverzibilisnek bizonyult (8. abra B). A
kilonbodz koncentraciokban mért adatpontokbdl meghataroatulrotoxin félhatasos doéziséat a

hKv1.2 csatornara vonatkoztatva, mely 160,5 pMa(B8a C).
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8. dbra Az urotoxin nagy affinitasu gatlészere a hKvl.2togaéanak.

A 10 nM urotoxin majdnem teljesen gatolta a tsA26jteken kifejezett hKv1.2 csatorn&.A kifejtett
gétlas reverzibilis volt. 10 nM urotoxin jelenlégit extracellularis méoldatban a szirke sav jeld. A
gatlas félhatasos dozisat a kétparaméteres Hikrdgitel hataroztuk meg, mely eredményekéng €
160,5nM, H=1,1.
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Az urotoxin kisebb affinitdssal a hKv1.3 csatormtgatolta (9. abra A). A gatlas a hKvl1l.3
csatorna esetében is reverzibilisnek bizonyultdf®a B). Mivel a toxin affinitasa a hKv1.3

csatorndhoz alacsonyabb, illetve a nativ peptidicsak korlatozott mennyiség allt

rendelkezéslinkre, a gatlas félhatasos koncentéfdiéyesebb mérési pontbdl, a Lineweaver-
Burk modszerrel hataroztuk meg (9. abra C), madpjah 1Go= 90,9 nM.
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9. abraAz urotoxin hatasa a hKv1.3 csatornan.

A 10 nM urotoxin gatolta az aktivalt huméan perifésidimfocitdkon kifeje#dé hKv1.3 csatornatB A
kifejtett gatlas reverzibilis. 10 nM urotoxin jelétét az extracellularis mésldatban a szirke sav jeld.
A gétlas félhatasos ddézisat a Lineweaver-Burk médskzhataroztuk meg, mely szeringdG 90,9 nM.
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Mivel a Kv1.2 csatorna legismertebb gatlészerentrai maurotoxin €s charybdotoxin gatoljak a
KCa3.1 csatornat is [95, 146, 151], ezért tesAtaidiurotoxin hatasat a hKCa3.1 csatornan is. A
toxin 10 nM koncentraciéban géatolta a HKCa3.1 asetb(10. abra A), mely gatlas toxin mentes
kils oldattal kimoshaté volt (10. abra B). A hKCa3.ltcsnara vonatkoz6 félhatasos dozis
meghatarozasahoz tovabbi két koncentracioban (30éaM00 nM) mértik a peptid hatasat,
majd meghataroztuk a félhatdsos dozist (10. abrant@)y eredményeként g = 69,9 nM
értéket kaptunk. A KCa3.1 csatornak mérése soraitipdontrollként 5nM charybdotoxint
(ChTx) hasznéltunk [95].

Az urotoxin hatasat a hKv1.5 csatornan is vizsgaltie ezen csatorna esetben 10 nM toxin nem
fejtett ki gatlo hatast (M.A.H. = 1.0, S.E.M. = 08 N = 5) (10. &bra D).
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10. dbraAz urotoxin hatasa a hKCa3.1 és a hKv1.5 csatamak

A a hKCa3.1 aramokat transzfektalt tsA201 sejtekeniikgfesziiltség-rampa protokollal, mely soran a
membrant -120 mV tart6fesziltsélinearis gradiens mentén +40 mV fesziltségre BeEaltuk 150
ms alatt. 10 nM urotoxin reverzibilisen gatolta satornat. A mérések soran pozitiv kontrollként 5nM
charybdotoxint (ChTx) hasznélturik A mért hKCa3.1 aramok amplitadéjat +40 mV membrdapoial
értéknél leolvastuk, majd normaltuk és a# fdggvényében abrazoltuk. 10 nM urotoxin jelenléiét
extracellularis méioldatban a szirke sav jelZi A gatlas koncentracio figgését a Lineweaver-Burk
modellel hataroztuk meg, mely szerint az urotoéihdtasos koncentraciéja 69,9 nM.10 nM urotoxin
nem fejtett ki gatlé hatést a transzfektalt tsA28jteken kifeje¢ds hKv1.5 csatornakra.
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Az urotoxin csatorna gatlo hatasanak koncentraidgggéset a gatlas kinetikai paramétereinek
analizisével is meghataroztuk. A toxin csatornatio®rd kotbdésének és kimosdédasanak id
flggése exponencidlis fluggvények illesztésével ragghzhaté (11. &bra), meliib a
disszociécios éllando (Kd) szamolhat6. A Kvl1.2 gsaira kapott Kd = 190 pM (11. 4bra A, B),
a KCa3.1 csatornan Kd = 109 nM (11. abra C, D) Ksl1 csatornan 468 nM (11. abra E, F).
A Kv1.3 csatorna esetében a bemosddasi és kimaskidasika olyan gyors volt, hogy a 15
masodpercenként alkalmazott depolarizalé impulzksioknem tudtuk feloldani, nagyobb
mintavételezési frekvenciat pedig nem hasznalhlattan Kv1.3 csatorna kumulativ (use-
dependent) inaktivacidja miatt [146].
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11. abra Az urotoxin disszociaciés alland6janak (Kd) meghatasaa Kvl.2 @, B), KCa3.1 C, D) és
Kvl.1 (E,F) csatornakon.
A disszociacios allandé meghatarozasara az algfyeindetet hasznaltuk: Kd lkg/kon, @aholkys = (Tore) ™,

------

idofliggését doy érték jellemziA, C, E A toxin bemoso6dasa kbzben, az egyensilyi gatldakkigsaig
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mért csucsadramokat normaltuk, majd a# ifliggvényében A&brazoltuk. A pontokra exponenciélis
fluggvényt illesztettiikA(t) = B x exp(+4/Ton) + C, aholA(t) at idépillanatban mért aram amplitid@,az
egyensulyi gatlas kialakulasa utan mért aram adgaitésB = A(t = 0) —C. B, D, FA kimosasi kinetikat
hasonl6 mddon, az egyensulyi géatlasbol tdrtéisszatérést, azaz a toxin kimosésakor mért aram
amplitidokat normaltuk, majd &brazoltuk a® ifliggvényében. A kimosas dfliggését jellemz Torr
meghatarozasdhoz az abrazolt pontokra a kovetegaonencidlis egyenletet illesztetti?t) =B x (1 -
exp(t/Toer)) + C, aholB = A(t = ) — C, A(t) at id6pillanatban mért aram amplitidd, C az egyensulyi
gatlas kialakulasa utdn mért aram amplitado.
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5.2 A margatoxin szelektivitasanak vizsgalata elektrofiiologiai modszerrel

Mivel a szakirodalomban nem talalhaté olyan kozleyénely részletesen leirja a margatoxin
K*-csatornakra kifejtett hatasat, elvégeztilk a tokamakterizalasat a rendelkezésiinkre allo
ioncsatorndkon. Ennek soran a kulonbdancsatorndk génjeit tsA201 sejtekben fejeztikAki.

transzfektalt ioncsatornakon valé mérést mégfen teszteltik az altalunk valasztott
ioncsatorna-gén expresszios rendszer megbizhatosgsg&ivalasztottuk a legoptimalisabb

mérési modszert.

5.2.1 AtsA sejtvonal endogén aramanak tesztelése

A transzfektélatlan tsA201 sejteken teljes-sejtfiqumacioban a sejtek membranjat +50 mV-ra
depolarizélva kifelé folydé aramot mértiink, (12.@bmelynek sejtenkénti atlagos értéke 337,1 +
48,5 pA (N = 16) volt. Ha a teljes-sejt konfigurdaitan sikeresen outside-out konfiguraciora
valtottunk (12. abra D), a mért aram amplitadé gigkasan lecsokkent, melynek atlagos értéke
11,6 £ 0,8 pA (N = 9) volt (12. abra C). Mivel sA01 sejteken meért endogen aram outside-out
konfiguracidban nagyon alacsony mérési hibat erege® az ioncsatorna génekkel toéén

transzfekciot kovéen a meréseket outside-out konfiguracidban végeztik
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12. abraNem transzfektalt tsA201 sejteken mért aramok.

A tsA201 sejteken kifelé folyd aramot mértink +50/-ana tortéré depolarizacioval fesziltség-zar
Uzemmadban teljes-sejt, illetve outside-out patohfiguraciéban. A depolarizaciét vagy -120 mV-rél
150 ms alatt +50 mV-ra emelkédesziltség rAmpavahj, vagy 200 ms-ig tartd +50 mV-os feszlltség
impulzussal B) valtottuk ki.C Box plot abra a nem transzfektalt tsA201 sejteiedjps-sejt (337,1 £ 48,5
pA, N = 16), illetve outside-out patch (11,6 £ P&, N = 9) konfiguraciéban, +50 mV fesziltségen mér
csucsaramok értékélr D Teljes-sejt és outside-out patch konfiguracio sémat dbraja, mely a
sejtmembran és a né&@lektrédat tartalmazé pipetta kapcsolatat mutadjgJaakko Malmivuo & Robert
PlonseyBioelectromagnetisi@®xford University Press, 1995, 4.5.2 fejezet, 4&tta alapjan).
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5.2.2 A margatoxin szelektivitasi profiljanak meghatarozésa

A rekombinans margatoxint (rMgTx, Alomone Labs,akh; Jeruzsalem) mKvl1l.1, hKvl.1,
hKv1.2, hKv1l.3, hKvl.4, hKvl.5, hKv1l.6, hKv1l.7, rR\Md, Shaker-IR, hKCal.l, hKCa3.1,
hERG és hNav1.5 csatornakon mért aramokon tesztétiiioncsatornadkat az mKvl.1 csatorna
kivételével tsA201 sejtekben fejeztik ki tranzietranszfekcidt kovéen. Az mKvl.l

csatornakat stabilan transzfektélt L929 sejtekentiike A tsA201 sejtek esetében minden
esetben outside-out konfiguracibban meértink, miwehem transzfektalt sejteken teljes-sejt
konfiguracioban mérhét aram befolyasolhatja a transzfektalt csatornakamers meérések

eredmeényeit. Bar a transzfektalt tsA201 sejtekgastesejt konfiguracidban nem mértiink, mégis
teszteltik a margatoxin hatasat a sejteken terressae kifejeédo ioncsatorndk araman (13.
abra). A rMgTx nem gétolta a tsA201 sejtek teljeg-aramat (M.A.H. = 0,98 + 0,01), igy ha a
tovabbi, transzfektalt sejteken toréémeéréseink soran ionaram gatlast talalunk, az nesA201

sejteken kifeje&doé endogén ioncsatornak gatlasanak tulajdonithaté.

0.2

A7

kontroll és 1nM MgTx

aram (nA)
o

0.0 1

0 5 10 15

id6é (ms)

13. abraA margatoxin hatadsa a tsA201 sejtek endogén aemar

A nem transzfektalt tsA201 sejteken az ionaramokeljes-sejt konfiguracidban, -100 mV
tartéfesziiltsédil +50 mV-ra tortéd 15 ms hosszUsagu depolarizalé impulzusokkal wakoki, 15 s
idokozonként. A margatoxint a normal extracellulaifiatban oldottuk 1 nM koncentraciéban. M.A.H. =
0,98 (N =10, S.E.M. = 0,01), mely szerint a maogat nem gatolta a tsA201 sejteken mért aramot.
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A margatoxin hatdsa a tesztelt ioncsatornakon raenokon a 14-18. 4brakon lathatok. A
toxint 1 nM koncentracidban alkalmaztuk. 1nM rMgd#tlé hatast fejtett ki az mKv1.1 (M.A.H.
= 0,63), hKvl.1 (M.AH. = 0,81), hKvl1.2 (M.AH. =,@) és hKvl.3 (M.AH. = 0,05)

csatorndkon, mig a tovabbi vizsgalt csatornakon ldgiemk gatlast (3. tablazat).

A B
mKv1.1 hKv1.1
0.8 - : :
64 | __— kontroll és mosas
i kontroll és moss 03
ontroll és mosas -3 1
3 < i
£ 04 £ sa 1 nM MgTx
& £
g o
0.2 ‘® 0.1
0o . 0.0 W
0 5 10 15 0 5 10 15
ido6 (ms) idé (ms)
c D
hKv1.2 hKv1.3
1.5 1
0.15 1
] h kontroll , .
1.0 " kontroll és mosas
z Z 0.10
c &
E 0.5 E
5 /1 nM MgTx s 0-05
0.0 RERE 1 nM MgTx
o g
f' 0.00 - b
AL
-0.5 r ; J ' ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 0 5 10 15
id6 (ms) idd (ms)

14. abral nM margatoxin hatasa a mKv1l.1, hKvl.1, hKvl.2Kgl.3 csatornakon.

Az mKvl.1l aramot ) a csatorna génjével stabilan transzfektalt L92Reken mértik, teljes-sejt
konfiguraciéban, mig a hKvl.B], hKv1.2 C) és hKv1.3 D) aramokat tranziensen transzfektalt tsA201
sejteken mértik outside-out patch konfiguracidl#famoxin 1nM koncentraciéban mind a négy csatorna
esetén csokkentette a mért ionaramot.
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15. dbral nM margatoxin hatasa a hKvl.4, hKv1l.5, hKv1.8i€gl.7 csatornakon.

Az aramokat tranziensen transzfektalt tsA201 seftakértiik outside-out patch konfiguracidban. Aroxi
1nM koncentraciéban egyik csatorna esetén sentitfkjtgatlé hatast.
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16. abra 1 nM margatoxin hatasa az rkv2.1, hKviliKtCal.1 és hKCa3.1 csatornakon.
Az aramokat tranziensen transzfektalt tsA201 seftakértiik outside-out patch konfiguracidban. Aroxi
1nM koncentraciéban egyik csatorna esetén sentitfkjtgatlé hatast.
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17. abral nM margatoxin hatasa a Shaker-IR és hNaV1.®asgton.

Az aramokat tranziensen transzfektalt tsA201 seftakértiik outside-out patch konfiguracidban. Aroxi

1nM koncentraciéban egyik csatorna esetén sentitfkjtgatlé hatast.

MKvL.1 | hKv1.1 | hKv1.2 | hKv1l.3 | hKv1.4 | hKvL.5 hKV1.6

inM | 063 | 081 0.06 0.05 0.98 1.03 0.99 M.AH.

MgTx | 4 5 4 3 3 5 5 N
0.01 | 0.2 0.00 0.01 0.02 0.01 0.0 S.E.M.
hKv1.7 | rKv2.1 | hKCal.l | hiKCal | hKvil.1 | Shaker-IR | hNaV1.5

inM | 1.00 | 0.98 0.95 0.94 1.05 1.00 1.01 M.AH.

MgTx | 8 5 8 4 3 4 3 N
0.01 | 0.1 0.02 0.01 0.01 0.01 0.0 S.E.M.

3. tébldzat 1 nM rekombinans margatoxin (rMgTx) hatdsa a #dszbncsatornakon. A hatast a
megmaradd aramhanyaddal (M.A.H.) jellemeztik, nmegalabb 3 (N) fiiggetlen mérés eredményének
atlaga. A hibat S.E.M.-ben tlintettiik fel.
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18. abral nM rekombinans margatoxin (rMgTx) hatdsa a @dsikincsatornakon. A hatast a megmaradé
aramhanyaddal (M.A.H.) jellemeztiik.

Mivel a margatoxin (rMgTx) 1 nM koncentracioban @& az mKv1.1, hKvl.1, hKvl.2 és
hKv1l.3 csatornakat, tovabbi mérésekkel meghatdkozéu csatorndkra kifejtett gatlas
koncentracio fuggését. A vizsgalt Kvl.1 csatorna&tében a gatlds mértéke alacsonyabb volt,
mely az mKv1.1 csatornak esetében 1,7 nM, mig altiKesetében 4,2 nM volt (19. dbra A). A
hKv1.2 és hKv1.3 csatornak esetében 1 nM margatiih kifejtett gatlds nagyon nagymértiek
volt, a félhatasos koncentracio a hKvl.2 csatoarpM-nak, a hKv1.3 csatornan 11,7 pM-nak
adodott (19. abra B).
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19. abraA rekombinans margatoxin (rMgTx) hatasa a Kv1.¢1R és Kv1.3 csatornakon.

A A margatoxin alacsonyabb affinitassal gatolta azvinK és hKvl1.1 csatornakat. A gatlas koncentracio
fliggését a Lineweaver-Burk modszerrel hataroztuky.mde toxin félhatasos dozisa az L929 sejteken
kifejezett mKvl.1 csatornan 1,7 nM, mig a tsA20fteken expresszalt hKvl.1 csatornan 4,2 @VA
margatoxin (rMgTx) nagy affinitassal gatolta a t@AZejteken kifejezett hKvl.2 és hKv1.3 csatornakat
A félhatdsos koncentraciot a kétparaméteres Hilkelpttel szamoltuk. A toxin félhatasos dozisa a
hKv1.2 csatornan 6,4 pM (H = 1,0), a hKv1.3 csadaridl,7 pM (H = 0,8). A margatoxin reverzibilisen
gatolta a hKvl1.3 csatornat), mig a hKv1.2 csatorna esetében a toxin kimosodaak részleges volt
(D). A sziirke sav 100 pM rMgTx extracellularis alkalrasat jel6liC, D)
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Azt, hogy a margatoxin a Kv1.3 csatorna mellettynaffinitasu gatldoszere a Kv1.2 csatornanak
is, teszteltik egy masik forrasbol szarmazo, stikate margatoxin alkalmazasaval (sMgTx
Peptide Institute Inc. Osaka, Japan) is.

A szintetikus margatoxin (sMgTx) szintén nagy dtfiesal gatolta a Kvl.2 és a Kvl1.3
csatorndkat. A gétlas félhatasos koncentracidjaltiKesetében 14,3, a hKv1l.3 esetében pedig
12,0 pM (20. abra).
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20. abraA szintetikus margatoxin (sMgTx) hatasa a Kv1.XKg4.3 csatornakon.

A szintetikus margatoxin (sMgTx) nagy affinitdsgatolta a tsA201 sejteken kifejezett hKv1.2 és hRvl
csatorndkat. A félhatasos koncentraciét a kétpaeree Hill-egyenlettel szamoltuk. A toxin félhataso
dozisa a hKv1.2 csatornan 14,3 pM (H = 1,0), a hB«batornan 12,0 pM (H = 0,8).
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5.3 Az anuroctoxin rekombinans szintézise

Az anuroctoxin gén klénozasa az anyag és modszerigezetben kerllt ismertetésre. A DNS
szakaszok restrikciés enzimekkel toidmasitasat gél elektroforézissel eigmtik (21. &bra).
Az emésztett termékeket a géllvisszanyertik, majd T4 enzimmel torééligalast kovedenE.
coli sejtekbe transzformaltuk.

100 bp

21. abra A pPAL7 vektor és az AnTx inzert emésztédecoR| ésHindlll restrikcids endonukleazzal.

A, M: molekula suly marker (Fermentas GeneRuler 1ktAIddder), 1: pPAL7 vektor emésztéseoRl
ésHindlll enzimekkel, 2: pPAL7 vektor emésztd&smRIenzimmel, 3: pPAL7 vektor emésztésmdill
enzimmel, 4: cirkularis pPAL7 vektor.

B, M2: molekula suly marker (Fermentas GeneRuler 10DbiA Ladder), 5: AnTx inzert emésztése
EcoRIésHindIll enzimekkel.

A vad tipusu anuroctoxir. coli sejtekben expresszalva, fuzios fehérje formabatotllk eb.

A sejtek mechanikai feltarasat kogen a fuzios fehérjét affinitas kromatografiavaktiwottuk,
jutottunk. A toxin megfeldl térszerkezetét, azaz a diszulfid hidak megbepdirokba allitasat a
minta redukalasat kouetoxidalasaval végeztik (refolding). A megféledzerkezetet felvett
molekuldkat szemipreparativ HPLC technikaval tistlik. A 22. dbran lathaté a rekombinans

anuroctoxin HPLC spektruma a peptid affinitas krtogeafias szintézisét (22. absg, majd
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redukalaséat (22. abrB), végul oxidalasat22. abraC) koveben. Az affinitds kromatografia
modszerrel tisztitott peptid HPLC spektruméan lahdtogy a minta tébb komponerdskall,

melyek retencios ideje 16 és 24 perc ko (22. abraA). A csucsokhoz tartoz6 komponense
egybe gyjtottik, majd redukaltuk (0,1 M DTT). A redukalt mét Gjra futtatva egy jellensz
csucsot kaptun melynek a retencios ideje 28 perc volt (22. 4brA), molekulatdmege 4095
(23. abraA),. A csucshoz tarto. izolalt terméketoxidaltuk (GSH:GSSG 10:1), majd U]
futtattuk, mely eredményeként f6 komponens retencios ideje &8, voll (22. abraC),

molekulatomege pedig 408! (22. abraB). Ezt a & komponenst izolaltuk és lioizaltuk, majd a

tovabbiakban rekobinans anuroctoxinnak (rAnTx) nevez.

A c
1.0 1.0 ; 1.0
24,28 18,89
0.8 0.8 0.8 1
i © ©
£ 06 2 o6 8 o5
= ) ©
N N N
8 2 8
® ] ©
5 o4 5 04 T 04
£ E =
1] 1
=] =] =]
= = =
0.2 0.2 0.2
0‘.0 " T T 1 T ] 0.0 T ¥ 0.0 e T T T T 1_l_l
14 16 18 20 22 24 22 24 26 28 30 16 18 20 22 24 26 20
Id& (perc) 1do (perc) Ido (perc)

22. abra Az anuroctoxin kilénbdéz konformaciéinak analitikai vizsgalata, illetve élasztasa HPL!
modszerrel.

Az elvélasztast C18 forditott fazisu oszlopon véigjezviz-TFA/acetonitril gradienssel, ahol oldat:
0,12% trifluor ecetsav vizben oldva, B oldat: 0,1@ffluor ecetsav acetonitrilben oldva. B ol¢
koncentraci6jat a mozgd fazisbar-rol 30 %ig linearisan noveltik 45 percen keresztil. &
mintakomponenseket retencids idejikkel jelleme;

A, Affinitas kromatografias tisztitas utan kapott, kiboz oxidaltsagi allapoti AnTx formaB, Az ,A”
képenlathaté minta redukalt allapotbeC, A ,B” képenlathaté minta oxidalt allapotb:
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23. dbra A HPLC modszerrel elvalasztott redukéA) és oxidalt B) rekombinans anuroctoxin frakcit
tomegspektrometrias vizsgalata. A redukalt mintéelndatomege 4095,0, mig az oxidalt mintaé 40:
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5.3.1 Rekombinans anuroctoxin (rAnTx) hatasa Kv1.2 és KvB csatorndkon

A rekombinans anuroctoxin (rAnTx) hatasat a hKvtshtornat természetesen expresszalo,
egeészseges donoroktdl vett, human, periféridlifoliiakon, illetve a hKvl1.2 csatorna génjével
transzfektalt CHO sejteken meértik. A mérések sguatch-clamp technikat alkalmaztunk,
feszlltség-zar tzemmaodban, teljes-sejt konfigulzoio

Ahhoz, hogy a megfeléltérszerkezet biologiai aktivitAsban bet6ltott sepét vizsgaljuk, az
affinitds kromatografiat kovéen a toxin redukcidja és oxidaciéja nélkil is megraztuk a
minta aktivitasat (24. abra). A nem megfelélen oxidalt, tébb retencios idekomponensdl
allé minta IGo = 65,9 nM félhatdsos koncentracidval gatolta a.B\katornat.

A rekombinans anuroctoxin (Ujraoxidalt, rAnTx) hedia Kv1.3 és Kv1.2 csatorndkon mertik
(24. &braC, D). A félhatasos dozis a Kv1.3 esetében 0,2 nM-pakyl.2 esetében 1,4 nM-nak
(H = 0,8) adddott.
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24. dbraA rekombinans anuroctoxin (rAnTx) hatasa a Kvls¥X&1.2 csatornakon.

A, A rekombinans anuroctoxin toxin redukalasa és a@#ish nélkil 16, = 65,9 nM (H = 1,0) félhatasos
koncentraciéval gatolta a Kv1.3 csatoriitA rekombinans anuroctoxin redukciot és oxidacidteiden
(rAnTx) a hKvl1.3 csatornat g = 0,2 nM (H = 0,9), a hKv1.2 csatornats§G 1,4 nM (H = 0,8)
félhatasos koncentracidval gatolta. A gatlas kotréeid fliggését a hKvl.3 és hKvl.2 csatornakon a
kétparaméteres Hill-egyenlettel hataroztuk megR).

C A toxinok hatdsat hKvl.3 csatornan, a csatorn@iresszald, egészséges donorokbdl vett, aktivalt
human periférias T-limfocitakon mértik. A toxin egxibilisen gatolta a hKv1.3 csatornBt.A hKv1.2
csatornat transzfektalt CHO sejtekben expresszakuéxin reverzibilisen gatolta a hKv1.2 csatornat
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5.4 Anuroctoxin és annak mutans valtozatainak dallitasa szilard fazisu kémiai
szintézissel

5.4.1 Az anuroctoxin szelektivitasat javitdé mutaciok tenezése

A mutacidk megtervezéséhez tébb, ismert szele&tiuitkKvl.2 és Kv1.3 csatorna gatlészer
linearis aminosav szekvencidit hasonlitottuk 6ggzetablazat). Az 6sszehasonlitds alapjaként
olyan toxinokat valasztottunk, melyek 3 csoportlmaothatok: 1: Kv1.2 szelektiv toxinok
(Maurotoxin [152], Cobatoxin-1 [128], Pi4 [153]),: Kv1.2 és Kv1.3 csatornat hasonlo
affinitdssal gatlo toxinok (Pil [154], Css20 [2%loxiustoxin [146], Hongotoxin-1 [136],
Charybdotoxin [146], Anuroctoxin [30]), 3: Kv1.3 aektiv toxinok (OSK1 [145], OSK-
12,16,20 [145], OSK-16,20,36 [145], Kaliotoxin-15H]). szekvenciakban megfigyelt jellegzetes
mintadzatok alapjan. a kdvetkemutéciokat terveztik meg: N17A (a természetesamoxinban
17. pozicidban &y aszparagint alaninra cseréltik), F32T (a természanuroctoxinban 17.
poziciéban lé§ fenilalanint treoninra cseréltik), és a két mudtadgylttesen tartalmazo
N17A/F32T dupla mutanst.

A anuroctoxin vad tipusu és mutans valtozataitasilfazisu kémiai szintézissel allitotta el
kollaboréciés partneriink Prof. Téth Gabor és mus&portja a Szegedi Tudomanyegyetem

Orvosi Vegytani Intézetében.
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, , ! OSO/ I Cso I Gso
toxin szekvenci a K‘il'ozso Kvl. 2 Kvl.3
Kvl.3 (nM (nM
Maurotoxin 07T VSCTGSKDCYAPCRKQTGCPNA- KCI NKSCK - 0, 004 0, 8 180
Cobatoxin-1  ----- AVCVYRT- CDKDCKRR- GYRSG- KO NNACKCYPY- 0, 005 27 5300
Pi 4 - - | EAl ROGGSRDCYRPOQKRTGCPNA- KCI NKTCK! <8e-7 0,008  >10000
Pi 1 - - - - LVKCRGT SDCGRPCQQQTGCPNS- KCl NRMCK 0, 09 1 11
Css20 - | FI NVKCSSPQQCLKPC FA SAGGKCI NGKCK! 0,2 1,5 7,2
Noxi ust oxi n - TI 1 NVKCT SPKQCSKPCKEL YGSSAGAKCIMNGKCK 2 2 1
Hongot oxi n- 1 - TVI DVKCTSPKQCLPPCKAQFG RAGAKCIMNGKCK 1,9 0, 17 0, 09
Char ybdot oxi n - EFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRG- KCMNKK 54 14 2,6
Anur oct oxi n - - - - ZKECTGPQHCTNFCR KCTHG- KCMNRKCK 9 6 0,7
OSK1 GVI | NVKCKI SRQCLEPCKKA- GVRFG- KCIVNCGK! 386 54 0, 014
OSK1- 12,16, 20 GVI | NVKCKI SPQCLKPCKI GVRFG KCIMNCGK! 3322 196 0, 059
OSK1- 16, 20, 36 GVI | NVKCKI SRQCLKPCKI GVRFG KCIMNCGK! 1901 232 0, 122
HsTxi ----- ASCRTPKDCADPCRKETGCPYG- KCMNRKCK >45000 >500 0,011
Kal i ot oxi n-1 GVElI NVKCSGSPQCLKPCKDA- GVRFG- KCIVNRK( >1538 >1000 0, 65

4. tablazat Ismert szelektivitdsu toxinok aminosav szekvenaoididosszehasonlitasa, illetve az egyes
toxinok koncentracié figghatasa a Kvl.2 és Kv1.3 csatorndkon. A toxinokegreitasat a Kvl.2 és
Kv1.3 csatornan mért disszociacios allandok hansadellemzi. Adott csatorna iranti szelektivitas
kritériuma a legalabb 100-szoros affinitasbeli kiigég [156]. A mutaciok helyzetét a piros keretek
jelolik.

5.4.2 A szilard fazisu kémiai szintézissel éhllitott anuroctoxin (SAnTx) és annak mutans
valtozatainak hatasa a Kv1.2 és Kv1.3 csatornakon

A szintetikus toxinok farmakologiai tulajdonsagait Kvl.2 és Kv1.3 csatorndkon az 5.3.1
fejezetben alkalmazott elektrofiziolégiai mérésdkkegegyeden végeztiuk. A szintetikus vad

tipust anuroctoxin a Kvl1.2 csatornat 5,2 nM, a Rvtsatornat pedig 0,3 nM félhatasos
koncentracioban gatolta (25. dbra C). Ezek az éktékagysagrendileg azonosak a nativ
anuroctoxin gatlé hatadsaval, amely a Kv1.2 csato8ih nM, a Kv1.3 csatornat pedig 0,7 nM

féelhatdsos koncentracioval gatolta [30].
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25. &bra A szilard fazist kémiai szintézissebéllitott vad tipust anuroctoxin (SAnTx WT) hatdsa a

Kv1.2 és Kv1.3 csatornakon.

A A toxin hatasat hKvl1.3 csatornan, a csatornatesgaald, egészséges donorokbdl vett, aktivalt human
periférias T-limfocitdkon mértik. A toxin reverZisen gatolta a hKv1.3 csatorn&A hKv1.2 csatornét
transzfektalt CHO sejtekben expresszaltuk. A toriverzibilisen gatolta a hKv1.2 csatorn@tA géatlas
koncentracié figgését a hKvl.3 és hKvl.2 csatoméko kétparaméteres Hill-egyenlettel hataroztuk
meg. A szintetikus anuroctoxin (sAnTx WT) félhatfidmncentracioja a hKvl.3 csatorna esetében 0,3

0.1 1

T T T

10 100 1000

™

koncentracié (nM)

nM (H = 1,0), a hKv1.2 esetében 5,2 nM (H = 0,8).
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A 32. pozicidban talalhato fenilalanin treoninnaitéré helyettesitése (F32T) a toxin Kv1.3
csatornahoz torténaffinitdsat csokkentette, a mért félhatdsos kotméeid 6,2 nM (26. abra A).
Ezzel szemben a Kv1.2 csatornan 100nM koncentraniéem fejtett ki gatlo hatast (M.A.H =
0,99) (26. abra D).

A 17. pozicidban lév aszparagin alaninra tori@maddositasa (N17A) mind a Kv1.2 g&= 20,0
nM, H = 0,8) és Kvl.3 (I& = 1,2 nM, H = 0,9) csatorna esetén csokkent i
eredményezett, a szelektivitasra nem volt hat§&6albra A, B).

A dupla mutans anuroctoxin, mely mindkét mutacigyigtesen tartalmazza (N17A/F32T)sC
= 0,6 nM félhatdsos koncentracioval gatolta a Kvédsatornat (26. abra A), mely mind a
természetes és a szintetikus vad tipusu toxin deabmegegyezik. Az N17A/F32T mutans toxin
nem fejtett ki gatld hatast a Kv1.2 csatornara (MLA= 0,94) (26. abra E).

Az eredményeket 6sszesitvemaz ablazatbantintettem fel.
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26. abraA szintetikus anuroctoxin valtozatok hatasa a R\ds Kv1.3 csatornakon.
A Kv1.2 és Kv1.3 csatornan atfolyd aramokat az gnga modszerek c. fejezetben ismertetett médon
mértiik. A toxinok adott koncentraciéban mért hatasmegmaradé aramhanyad értékkel jellemeziik.
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A Kv1.3 csatornat az N17A mutansskG- 1,2 nM (H = 0,9), az F32T mutanss§G 6,2 nM (H = 1,0), az
N17A/F32T dupla mutans pedigdé= 0,6 nM (H = 0,9) félhatdsos koncentracioval gat® Az N17A
mutans 1G, = 20,0 nM (H = 0,8) félhatasos koncentraciévaiotfa a Kvl.2 csatornaC Az N17A
mutans reverzibilisen gatolta a Kv1.2 csatoriftE Az F32T D) és N17A/F32T E) mutansok nem
fejtettek ki gatlé hatast 100 nM koncentracibbanKal.2 csatornara.F A toxinok 100 nM
koncentraciéban kifejtett gatlé hatasat a megmaradémhanyaddal jellemeztik. Az értékek 3-5
fliggetlen mérés eredményének atlagai, ahol a BiliaM.-beniintettik fel.

anuroctoxin ICs50 Kv1.3 (nM) IC50 Kv1.2 (NM) IC50Kv1.2/ IC50KV1.3
természetes vad
] 0,7 6,1 8,7
tipus
szintetikus vad
0,3 5,2 17,3
tipus
F32T 6.2 hatastalan 10 nM
' koncentraciéban
N17A
1,2 20,0 16,7
N17A/F32T 0.6 hatastalan 10 nM
' koncentraciéban

5. tablazat A vad tipust és mutans szintetikus anuroctoximozatok félhatasos koncentraciéi {fCa
Kv1.3 és Kv1.2 csatornakon. A Kv1.3 csatorna ir&mélektivitas mértékét a Kvl.2 és Kv1.3 csatornako
mért félhatasos koncentraciok aranyaval jellemezzik

5.4.3 A szilard fazisu kémiai szintézissel éhllitott anuroctoxin (SAnTx) és annak mutans
valtozatainak hatdsa a Kvl.1 és KCa3.1 csatornakon

Miutdn a mutaciok megvaltoztattdk az anuroctoxinl®veés Kv1.3 csatorndkhoz torééen
affinitasat, a mutans toxinokat leteszteltik a Kvés KCa3.1 csatornakon is (27. abra). A
mutacidk révén akar Uj, eddig nem gatolt ioncsétkkal szemben is kialakulhat toxin-affinitas.
A toxinokat 100 nM koncentracioban alkalmazva nepatztaltunk géatldo hatést a Kvl.1 és
KCa3.1 csatornakon (27. abra C).
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27. abra. Az anuroctoxin valtozatainak szelektsiirofilja
Az mKvl.1 csatornak aramait egér Kvl.1 csatorn&tabilan transzfektalt L929 sejteken mértidg, (

mig az KCa3.1 csatorndkat CHO sejtekben expres&zéipofectamine reagenssel végzett tranziens

transzfekciét kbveéien B).

A mérések kdzben Naalapi kiil§ oldatot, és K alapt bel§ oldatot hasznaltunk. A Gaaktivalt
csatorna (KCa3.1) méréséhez hasznaltbhelldat magas szabad kalciumkoncentracioval rendetke

A toxinok 100 nM koncentracioban kifejtett gatlétdsat a megmaradd aramhanyaddal jellemeztik. Az

értékek 3-5 fliggetlen mérés eredményének atlalgal,aahibat S.E.M.-beriintettik fel.
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6 Eredmeények megbeszélése

6.1 Ujonnan izolalt skorpiétoxinok farmakologiai karakt erizalasa

Az OcyKTx2 izolaldsaval és karakterizalasaval egynieg eddig nem vizsgalt skorpidtoxint
irtunk le, melyo-KTx6.17 néven gyarapitotta a’kKcsatorna gatld skorpiotoxinok csoportjat.
Mivel

karakterizélasat csak részben tudtuk elvégezniO8yKTx2 gatolta a tesztefhakerés Kvl1.3

csak limitalt mennyiség peptid allt rendelkezéstinkre, a toxin farmakolbgia
csatornakat. A toxin aminosav szekvencigjanak d&ssomnlitdsa mas, ismert szelektivitasu
peptidekkel segitséget nydjthat azon ioncsatorrddna@sitasaban, melyeket a vizsgalt toxin

gatolhat. ismert

Mivel az OcyKTx2 csak alacsony szekvenezonossagot mutat az
szelektivitasu peptidekkel (6. tablazat), igy ezaemoddszerrel nem tudjuk megbecsilni az

OcyKTx2 éltal felteheten géatolt kalium csatornakat.

. toxin . i o _ |atfedégazonosséa
toxin neve ) szekvencia Ismert ioncsatorna gatl6é hatas
besorolasa (%) (%)

OcyKTx2 | 0-KTx 6.17 |- - - | RCQGSNQCYGHCREKTGOMNGKCI NRVCKCYGC- | Kv1.3 (18 nM), Shaker (52 nM) [16

OcKTx5 | a-KTx 6.10 | AEVI RCSGSKQCYGPCKQQT GCTNSKCMNKVCKCYGC- nem ismert 100 71

OcKTx1 0-KTx 6.6 | AEVI KCRTPKDCAGPCRKQT GCPHGKCMNRT CRCNRC- nem ismert 76 92

OcKTx4 0-KTx 6.9 | AEl | RCSGTRECYAPCQKL TGCLNAKCMNKACKCYGCV nem ismert 100 59

] Kv1.1 (45 nM), Kv1.2 (B nM), Kv1.3
Maurotoxin| o-KTx 6.2 |- - - VSCTGSKDCYAPCRKQTGCPNAKCI NKSCKCYGC- 100 62
(180 nM) [152] KCa3.1 (14 nM) [157]

Spinoxin | a-KTx 6.13 | - - - | RCSGSRDCYSPCVKQTGCPNAKCI NKSCKCYGC- nem ismert 100 65
Pi4 0-KTx 6.4 |1 EAl ROGGSRDCYRPCQKRTGCPNAKCI NKTCKCYGCS Shaker (8 nM) [158] 100 65
Pi7 0-KTx 6.5 | DEAI RCTGTKDCYI PCRYl TGCFNSRCI NKSCKCYGCT nem ismert 100 62

. Kv1.3 (11,7 nM) [27] Shaker (32 nM)
Pil 0-KTx 6.1 |- - LVKCRGT SDCGRPCQQQTGCPNSKCI NRMCKCYGC- [159] 100 56
L Kv1.1 (13 nM), Kv1.2 (16 nM), Kv1.3
Hemitoxin | 0-KTx 6.15 | - - - | KCTLSKDCYSPCKKETGCPRAKCI NRNCKCYGCS (2nM) [160] 100 59
n

6. tablazat Az OcyKTx2 toxin aminosav szekvencidjanak Osszetiftiisa mas peptidek aminosav
szekvenciajaval. Az 6sszehasonlitast az NCBI h¢dntamgyenesen hozzéafértigbrotein blast (blastp)
alkalmazéséval végeztik. A tabldzatban azokat @latekat tlntettik fel, melyek legaldbb 55%
szekvencia azonossagot mutatnak. A tablazatbaremalela toxin neve, szerkezeti besorolasa, az
aminosav szekvencigja, a toxin altal gatolt iommsgtk, illetve a zaréjelben () a toxin csatornamtmé
félhatasos koncentracidja, és az aminosav szelwvdlgsztése soran az illesztés alapjaul szolgédféh
OcyKTx2 szekvencia részlete.
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Az urotoxin aminosav szekvencia homologia alapjdtTx 6.21 névvel keriilt besorolasra a K
csatorna gatlé skorpidtoxinok osztalyozasa szew. urotoxin karakterizalasa soran tobb
ioncsatornan is el tudtuk végezni az elektrofizidd méréseket. A toxin a vizsgalt csatorna
tipusok kozul nem hatott a Kvl.4, Kvll.l (hERG1)y1R.2 (ELK2) (ezeket a méréseket
kollaboracids partnereink végezték), illetve a Kvisatornakra [161]. A peptid nagy affinitassal
gatolta a Kv1.2 csatornat @&€= 160 pM), tovabba joval kisebb affinitassal a Ky1Kv1.3 és
KCa3.1 csatornakat is. Elfogadott, hogy egy toxikoa tekinthet szelektivnek, ha egy adott
ioncsatornéat legalabb 100-szor nagyobb affinitdgasdl, mint a tébbi vizsgalt csatornat [156].
Az urotoxin megfelel ennek a kritériumnak, azaz @séink alapjan Kv1.2 szelektiv gatlészernek
tekinthet, mivel a kilonbd& csatornakon mért félhatdsos koncentracid ertékekva.2
csatorndn mért félhatasos koncentraciéhoz viszemytbbb mint 400-szoros kulonbséget
mutatnak (IGoKv1.3/ICs0Kv1.2 = 562, IGoKV1.1/IC50Kv1.2 = 1579 és I6KCa3.1/IGeKv1.2 =
435). A Kv1.2 csatorna legismertebb gatloszere arataxin, mely a Kv1.2 csatornat46¢= 0,8
nM félhatasos koncentracioban gatolja. Ezzel Ossmmilitva az urotoxin affinitasa sokkal
nagyobb, azaz az urotoxin hatékonyabb gatlosz&rel& csatornanak. A Maurotoxin tovabba a
Kv1.1 csatornét 165 = 45 nM, a Kv1.3 csatornat 4= 180 nM és a KCa3.1 csatornasdG 14
nM félhatasos koncentracidban géatolja [152, 153}, & maurotoxin esetében a Kv1.2 iranti
szelektivitas kritériuma sem teljesil g8v1.3/1C50Kv1.2 = 225, IGKV1.1/IC50Kv1.2 = 56 és
ICs0KCa3.1/IGKv1.2 = 18).

Mindezek alapjan az urotoxin megféleiszktz lehet a Kv1.2 csatorna farmakoldgiai viledga
soran, hasznalataval a Kv1.2 csatorna sejtfelszipresszioja elektrofiziolégiai mérésekkel
pontosabban igazolhat6. Mivel a Kv1.2 csatorna eg#gr kimutattdk a demielinizacios
betegségek tlneteinek kialakitdsaban [162, 163)ratoxin hasznos molekula lehet az ilyen

betegségek kezelése céljabdl folytatott kisérletetan.

6.2 A margatoxin szelektivitasanak vizsgalata

A margatoxint aCentruroudes margaritatuskorpio mérgédl izolaltdk [15]. A toxin 39
aminosavbal all és 3 diszulfid hid stabilizaljanfargatoxin kereskedelmi forgalomban kaphato,
a Kvl1.3 csatorna szelektiv gatlészereként alkalthanmlekula [164-167], mégis, olyan

tanulmany, mely a toxin szelektivitdsat pontosamimatja még nem készilt. Legtdbb esetben a
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Kv1l.3 csatorna iranti szelektivitasra torderhivatkozads a margatoxin izolalasarol szolo
kdzlemény [15], melyben a székza margatoxint a Kv1.5, Kv1.6, Kv1.3, Kv3.1, Kv{IBK) és
Shaker csatorndkon tesztelték. Ezen csatornak kozil agamaxin valoban csak a Kv1.3
csatornat gatolta, viszont a Kv1.3 csatornahozkszetileg legkdzelebb all6 Kvl.1, Kv1.2 és
Kv1.4 csatornak gatlasarol nem nydjt informacidz@ szemben néhany kézlemény megemliti,
hogy a margatoxin a Kvl.1 és Kv1.2 csatornakat asolgp [168-170], mégis ezekben a
kozleményekben nem talalhaté olyan hivatkozas, yarael allitast egyérteltien kisérletesen
igazolna. Tobb esetben a radioaktiv margatoxin manitoz tortéé kétddéseét, vagy ionaram
gatlé képességét, mint eszkdzt hasznaltak a vizsggleken expresszalt Kvl.3 csatornak
azonositasara, viszont a margatoxin ioncsatornaldzatasanak pontos ismeretének hianyaban
ezek az eredmények nem teljes mértékben alataniagAtbr1-173].

A margatoxin aminosav szekvenciaja olyan toxinokksencigjaval mutatja a legnagyobb
hasonlésagot (>75%), melyek a Kv1.3 csatorna nidiegonlo affinitassal a Kvl.2 csatornat is
gatoljak (7. tAblazat, A) Ezek a Hongotoxin-1 [1L38pxiustoxin [146] és Css20 [29] toxinok.
Erdekes médon, ezek a toxinok csakdgy, mint a ni@xga mind aCentruroidesnemzetségbe
tartozo skorpio fajokbdl lettek izolalva. Mindezedellett a margatoxin az ismert, Kv1.3 csatorna
irAnt nagy szelektivitassal rendelkemxinokkal, mint az OSK1 [145], Kaliotoxin [146]sé

Vm24 [17] csak jéval alacsonyabb (<61%) szekvehociaoldgiat mutat (7. tablazat, B).
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A

) . . .| ICso ICso
toxin neve be;cc’));IcTIéS' fajnév szekvencia at(f;?es azo(?/c;ssa Kvi.2 | Kvi.3 I%O k!
g 0 0 (nM) (nM) 50 Kv1.3
. Centruroide
margatoxin| a-KTx 2.2 margaritatus TI I NVKCT SPKQCL PPCKAQFGQSAGAKCIVNGKCKCYPH| 100 100 0,0064| 0,0117| 0,55
Honglotox'” a-KTx 2.5 C‘Timg?u'ge TVI DVKCTSPKQCLPPCKAQEGH RAGAKCIVNGKCKCYPH| 100 90 0,07 | 0,09 | 078
. ) Centruroide
Noxiustoxin| a-KTx 2.4 noxiUs TI I NVKCT SPKQCSKPCKEL YGSSAGAKCIVNGKCKCYNN| 100 79 2 1 2,00
a-KTx Centruroide
Css20 213 suffusus |1 FI NVKCSSPQQCLKPCKAAFG SAGEKCI NGKCKCYP- 97 76 1,26 7,21 0,17
) suffusus
) . . .| ICs | ICso
toxin neve be;cc))):g}éy fajnév szekvencia at(f;d)es azcz;o)ssag Kv1.2 | Kv1.3 IICC5° w2/
d Y 0 (nM) (nM) 50 Kv1.3
) Centruroideg
margatoxin a-KTx 2.2 margaritatus - Tl I NVKCT SPKQCL PPCKAQFGSAGAKCMNGKCKCYPH | 100 100 0,0064| 0,0117] 0.55
Orthochirus
OSK1 |o-KTx 3.7 scrobiculosu GVI | NVKCKI SRQCLEPCK- KAGVRFG- KCWMNGKCHCTPK 79 61 54 0,014 385
. . Androctonus
Kaliotoxin | a-KTx 3.6 mauritanicus GVEI NVKCSGSPQCLKPCK- DAGVRFG- KCMNRKCHCT P- 92 58 >1000| 0,65 >1538
@-KTx Vaejovis
Vm24 231 mexicanus | - - AAAl SCVGSPECPPKCR- AQGCKNG- KCWNRKCKCYYC | 84 45 5-10 [ 0,0029| >1724
' smithi

7. tAblazat A margatoxin aminosav szekvenciajanak dsszehadsalalacsony szelektivitasfl)( illetve

a Kv1.3 irant szelektivB) toxiok szekvenciival.

A tablazatban szerepabxinok neve, szerkezeti

besorolasa, aminosav szekvenciaja, az aminosaveszgh illesztése soran az illesztés alapjaul sid)g
atfeds margatoxin szekvencia részlete (%), a szekvermigassag mértéke (%), a toxinok Kv1l.2 és
Kv1.3 ioncsatornakon mért félhatdsos koncentradiétve azok aranya, mely a szelektivitas mértékét

fejezi ki.

A margatoxin szelektivitasi profiljanak meghatare@doz ioncsatorna génekkel tranziensen

transzfektalt tsA201 (humén embrionalis vese, HE€)teken végeztink elektrofizioldgiai

méréseket. A tsA sejteket konnhkezelhebségik miatt valasztottuk, tovabba mert gyakran

hasznaljdk ioncsatorna expresszids tanulmanyok nsoMivel a HEK sejteken leirtak

természetesen expresszalodo, endogén ioncsatorfidatl 78], eléként a transzfektalatlan

tsA201 sejteken végeztink aram méréseket

patchpcla@chnikaval,

feszlltség-zar

Uzemmodban. Célunk nem az endogén ioncsatorndketesszazonositasa volt, hanem a
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méréseink soran esetlegesen jelerd leattér aram azonositasa. A meéréseket teljesiéegte
outside-out patch konfiguracidkban végeztik, melgekan azt tapasztaltuk, hogy a teljes-sejt
konfiguracioban mérhét fesziltség-aktivalt aram outside-out patch konfgioban
elhanyagolhat6 mérték Eblol kifolyolag agy dontottink, hogy a méréseink héréak
csokkentése, és a toxin hatdsanak pontos méréskébah a transzfektalt tsSA201 sejteken
minden mérést outside-out patch konfiguraciobanUmér Transzfektalt sejtek esetében az
ioncsatorndk fokozott expresszidja miatt teljes-danfiguracibban tébb nA amplitadéju
aramokat mertunk, illetve az izolalt patch-ekentdbb szadz pA, vagy akar néhany nA
amplitidoju aramokat regisztraltunk) (14-17. Abra).vizsgalt ioncsatornak kozil (mKvi.1,
hKv1.1, hKv1.2, hKv1.3, hKv1l.4-IR, hKv1l.5, hKv1l.6Kv1.7, rKv2.1, Shaker-IR, hKv11.1,
hKCal.1l, hKCa3.1 és hNavl.5) a rekombinans margatoMgTx, Alomone Labs, Jeruzsalem,
Izrael) a Kv1.1 csatornat nM koncentracioban gagathig a Kv1.2 és Kv1.3 csatorndkra pM
koncentracioban fejtett ki gatlé hatadst. A Kvl.2 Kgl.3 csatornakon megismételtik a
méréseket egy masik forrdsbol szarmazo, szintetikasgatoxin felhasznalasaval (sMgTx,
Peptides Inc. Osaka, Japan) (20. abra), mely mémssiménye megegyezik a rekombinans
margatoxinnal végzett mérések eredményeével.

Korabban leirtak a margatoxin patkany eréd€v1.6 csatorna gatlo hatdsat 5 nM félhatasos
koncentracioval [15], ezzel szemben mi nem taplertagéatlo hatast 1 nM koncentraciéban a
human Kv1.6 csatornan.

A Kvl.1 csatorna esetében az egér (mKv1.1l) és huiiénl.1l) ioncsatornakon kissé elsér
féelhatdsos koncentracid értékeket meértink (19.)almanek oka lehet az elééexpresszios
rendszer (L979 és tsA201 sejtek), az esetlegeskiéigek a Kcsatorna interakcios partnerek
jelenlétében, illetve az egér és human Kvl1l.1l ceatorelédleges szerkezetének minimalis
eltérése [24]. A Kv1.2 és Kv1.3 csatornakon kdzanms félhatasos koncentraciét mértink, bar
az ioncsatorna blokkolasanak kinetikaja élt€r9. abra). A Kv1.3 csatorna egyensulyi gatlasa
hamar kialakul és reverzibilis. A Kv1.2 csatornatében az egyensulyi blokk kialakulasa joval
lassabban zajlik le, illetve a toxin kimosédasaldassabban, és nem teljesen reverzibilisen
torténik meg. A Css20 toxin, mely a margatoxinnagy fokl szekvencia azonossagot mutat
(78%) hasonlé modon gatolta a Kvl.2 és Kv1.3 csafat [29]. A Css2n silico dokkolasi
modellezésével kimutattak, hogy a toxin Kv1.3 ce#boz tortéd kotsdésben kulcsszerepet

jatszik az esszencidlis diad lizin oldallanca, malycsatorna szelektivitasi (séjével létesit
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kapcsolatot, mig a Kv1.2 csatorna gatlasa sorédoxa tinkabb a csatorna torony régidjaval
létesit hidrogénhid-kétéseket. Hasonl6 interakdidkliételeziink a margatoxin és a Kv1.2 és
Kv1.3 csatornak kozott is.

Az eredményeink azt mutatjak, hogy a margatoxirdlvah nagy affinitast gatldoszere a Kv1.3
csatornanak, viszont azonos nagysagieaftinitassal gatolja a Kv1.2 csatornat is. EzeKlete
bar joval kisebb félhatdsos koncentracioval a Kvitshtornat is gatolta. Ezek alapjan a
margatoxin nem felel meg a Kv1.3 csatorna iraneledzivitds kritériumanak, ugyanis a
félhatdsos koncentraciok egyméashoz viszonyitottyardGsoKv1.2/1C50Kv1.3 = 0,54, mely jéval
elmarad a 100-szoros affinitasbeli kilonb$€dii56]. Mivel a Kvl.1 és Kvl1.2 csatorndk
jellemzen idegsejteken fejédnek ki, a margatoxin alacsony szelektivitAsa meiplaatja ain
vivo Aallatkisérletek soran tapasztalt mellékhatasolakidasat (étvagycsokkenés, fokozott

nyaltermelés és hiperaktivitas) [141].

6.3 Az anuroctoxin vad tipusu és mutans valtozatainakléallitasa és farmakoldgiai
karakterizalasa

Az anuroctoxin rekombinans szintézise soranEazcoli sejtekben éallitott, majd affinitas
kromatografidval tisztitott peptid analitikai vizdgta kimutatta, hogy a prokariota sejtekben a
toxin oxidaldsa nem az altalunk vart modon zajl#2.(abra). A HPLC spektrumon tobb
komponens lathatd, melyek redukélasat késetegy komponefismintat kaptunk, melynek
molekulatdmege pedig 4095. A redukélt minta oxigal&oveden egy jol elkilénithét csucs
izoladlhat6, melynek molekulatomege 4085 (23. &bra). természetes anuroctoxin
molekulatomege 4082,8 [30]. A 4 diszulfid hid kotédukcidja a tomegszamot 8-cal noveli. A
méréseket kollaboracids partnereink végezték. At né&tékek varttdl vald eltérését a
tomegspektrométer nem megféldlalibraldsa adhatja, igy a mért értékek eltérhetmeralos
értékekdl.

Az oxidalt rekombindns toxin hatdsat a Kv1.3 és Rvksatornakon elektrofiziologiai
mérésekkel végeztik (24. abra). A minta Ujraoxistldrefolding) szikséges a megfélel
biol6giai aktivitashoz, mivel a redukalas és oxdédakbtti minta Kv1.3 csatornan mért hatasa
messze elmarad a természetes anuroctoxin Kvl1.3orodat mért hatdsatél. A minta

Ujraoxidalaséat kovéen a Kv1.3 csatornan meért hatds nagyban étegigy a rekombinans
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anuroctoxin (rAnTx) hatasanak koncentracio fliggéskiv1.2 csatornan is meghataroztuk, ahol
ICs0 = 1,4 nM félhatdsos koncentraciot kaptunk, melgrenészetes anuroctoxin esetébeg
6,1 nM [30]. A toxinok szelektivitasanak Osszehdisasara a két csatornan mért félhatasos
koncentraciok hanyadosét vettik, mely a termésastasctoxin esetén bgkv1.2/IC50Kv1.3 =
8,7, a rekombindns anuroctoxin eseténok®1.2/ICs50Kv1.3 = 7,0, melyek kdzel azonosnak
tekinthetk.

Osszehasonlitva a rekombinans anuroctoxin hatés@ingszetes toxin hatasaval elmondhatjuk,
hogy a mindkét toxin nagysagrendileg azonos gatédt fejt ki a Kv1.3 és Kv1.2 csatornakon.
A rekombinans minta valamelyest nagyobb affinitéakaoka a rekombinans minta nagyobb
tisztasdga lehet, mivel a természetes toxin métegirters izolalasa soran (HPLC) kisebb
anyagmennyiség és tobb komponens kozil térténikheaasztas, mig a rekombinans minta
tisztasdga eleve magasabb az affinitas kromategndifitt. Eredményeink alapjan elmondhatjuk,
hogy az alkalmazott rekombinans technika alkalnmasrauroctoxin, illetve feltehéteg mas,

hasonl6 szerkezietoxinok eballitasara.

Az anuroctoxin szilard fazisu kémiai szintézisérnietékonysagat patch clamp technikaval
ellendriztiik. A vad tipusu, szintetikus anuroctoxin (sANWT) farmakolégiai tulajdonsagaiban
megegyezik a természetes anuroctoxinnal, igy aézignhatékonysaga igazolhato.

A 32. poziciéban l&v fenilalanin a tirozinhoz nagyon hasonl6 szerkigzatomas aminosav. A
legtobb alacsony szelektivitdst Kv1.3 géatlo toximiealens pozicidjdban tirozin talalhato, mig a
Kv1.3 szelektiv toxinokban treonin, vagy aszpara@n tablazat). Az OSK toxinon végzett
mutacidk alapjan ebben a poziciéban a treonin lgllerkedveé a Kv1.3 irdnti szelektivitas
novelésére. Az anuroctoxin esetében a 32. amindsEninra cserélése a varakozasnak
megfeleben drasztikusan megndévelte a Kv1.3 csatorna irszgiektivitast, viszont a toxin
Kv1.3 iranti affinitdsa lecsokkent a vad tipusuitoaffinitasahoz képest (a félhatasos doézis kb. a
20-szoroséara emelkedett).

Az anuroctoxin 17. aminosava aszparagin, mely pelatdallanccal rendelkezik. A Kv1.2 gatlé
toxinokban a 17. pozicioval ekvivalens helyen |eggzor vagy a szintén poléaros glutamin, vagy
a pozitiv toltés arginin talalhatd, mig A Kv1.3 szelektiv peptidekeginkabb a hidroféb alanin
jellemzs. Bar a 17. pozicidban lévaszparagin alaninra tori@&modositasatol a Kv1.3 csatorna

irAnti szelektivitas javulasat vartuk, az N17A nwidd nem javitotta az anuroctoxin
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szelektivitasat, hanem kis mértékben csokkentetted m Kv1.2 és Kv1.3 csatornék iranti
affinitast (a félhatasos ddzis mindkét csatornaéksm kb. a 4-szeresére emelkedett). Ez az
affinitasbeli kilénbség nem volt olyan nagymétitéknint az F32T mutacié esetén tapasztalt
csokkenés.

A két mutécio egyuittes alkalmazaséatdl azt vartubgyhaz F32T mutacio révén a Kv1.3
csatornara szelektiv toxint kapunk, és az N17A niaténiatt a Kv1.3 csatorna iranti affinitas a
vad tipust toxin affinitAsdhoz hasonl6 marad. Az7NE32T dupla mutdns toxin a
varakozasnak megfetedn nagy szelektivitadssal és a vad tipusu toxinkimegt nagysagrendileg
megegyeé affinitassal gatolta a Kv1.3 csatornat. Az N17AIF3dupla mutans anuroctoxin
affinitdsa és szelektivitasa alapjan alkalmas leheKv1.3 csatorna gatloszereként vivo
kisérletekben torténfelhasznalasra. Tovabbi célunk a vad tipust éANAZ2T mutans toxinok
pontos NMR szerkezetének dsszehasonlitasa, melinesris aminosav szekvencianal sokkal

pontosabb informaciot adhat a toxinok szelektiatdsefolyasolé molekularis elemékr
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Osszgzés

A munk@m soran vizsgalt toxinok farmakoldgiai tdiapsagainak és édleges szerkezetének
vizsgalata alatamasztja azt a feltételezést, hogioxinokban talalhatdo esszencidlis diad
kulcsszerepet jatszik a toxin ioncsatornakhoz mdriétodésében [117]. Az OcyKTx2, urotoxin,
margatoxin és anuroctoxin peptidek mindegyike a@r@inosavat tartalmaz diadjaban a lizin
mellett (8. Tablazat, piros kerettel jeldlve). Aggétoxin kozil az OcyKTx2 kivételével
mindegyik igazoltan hasonlo affinitdssal gatoljd\d.2 és Kv1.3 csatornakat. Eilarra tudunk
kovetkeztetni, hogy az OcyKTx2 peptid feltebley a Kv1.2 csatornat is gatolja. Az esszencialis
diad aromas aminosavanak treoninra tdrtémodositasa az anuroctoxin esetében azt
eredményezte, hogy a peptid elvesztette a Kvl@rsdoz torteh kotodés képességét, viszont
a Kv1.3 csatornat tovabbra is képes volt gatoliibdE kbvetkedleg eredmeényeink alapjan
elmondhatjuk, hogy az esszencialis diad szerepe osapan az altalanos toxin-csatorna

interakcio kialakitdsaban rejlik, hanem a toxinasatorna felismérképessegeét is befolyasolja.

: ; I Gso ka2 |1 GCso kw3 |l GCoo ka2 /
toxin szekvenci a
(nM (nM I Cso kvi.3
OcyKTx2 - - - - | RCQGSNQCYGHCREKTG CMNGKCI NRVCKCYGC- | nem ismert 18,0 nem ismert
urotoxin - - GDI KCSGTRQCWEPCKKQTT- CTNSKCMNGKCKCYGLV 0,16 90,9 0,002
margatoxin | Tl | NVKCT SPKQCL PPCKAQFGQSAGAKCMNGKCKCYPH- 0,0064 0,0117 0,55
AnTx - - - ZKECTGPQHCTNFCRKNK- - CTHGKCMNRKCKCFNCK 5,2 0,3 17,3
AnTx
N17A/F32T | ZKECTGPQHCTNFCRKAK:- - CTHGKCMNRKCKCTNCK |  >>100 0,6 >>170

8. tdblazat Munkank soran vizsgalt toxinok aminosaekvenciainak és farmakolégiai tulajdonsagainak
dsszehasonlitasa
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7 Osszefoglalas

A Kv1.3 csatorna kulcsszerepet jatszik az autoimnm@gbetegedéseket kivaltdo effektor
memodria T-sejtek (dv) aktivacios mechanizmusaban. A csatornan atfolyétam gatlasaval a
Tem sejtek aktivacioja gatolhatd. Szamiosvitro ésin vivo tanulmanyban kimutattdk, hogy a
specifikus Kv1.3 csatorna géatlo szerek alkalmasakethek az autoimmun betegségek
kezelésére.

Munkank soran skorpié mérgakhizolalt, 30-40 aminosavbal allo, diszulfid hidatkstabilizalt
toxinokat vizsgaltunk, melyek nagy affinitdst gé#érei a killonbdzK* csatornaknak.

Célul tiztik ki Ujonnan izolalt peptidek farmakoldgiai kierizalasat, a korabban izolalt
margatoxin ioncsatorna gatlé hatasanak eddigireletesebb tanulmanyozasat, az anuroctoxin
laboratoriumi  edallitdsat illetve annak mutacioi réven omyosebb farmakoldgiai
tulajdonsagokkal rendelkézpeptidek szintézisét. A toxinok ioncsatornakraejkdtt hataséat
elektrofiziologia mérésekkel, patch-clamp technédawértik.

Kollaborécios partnereink segitségével két (] sikogint irtunk le. Az OcyKTx2 ¢-KTx 6.17)

a Kv1.3 ésShakerioncsatornak alacsony szelektivitasu gatlészefg,an urotoxin ¢-KTx 6.21)

a Kvl.2 csatorna nagy affinitasu és szelektiv gadée. A margatoxin a szakirodalomban a
Kv1.3 csatorna nagy affinitasu és szelektiv gadteizent van szamon tartva. Ezzel szemben
méréseink azt mutatjdk, hogy a margatoxin a Kvsd&arna mellet hasonléan nagy affinitassal,
pM koncentraciéban gatolja a Kv1.2 csatornat,uliekisebb affinitassal, nM koncentracioban a
Kv1.1 csatornat is. A munkacsoportunk altal kor&bkarakterizalt anuroctoxint rekombinans
technikaval és kémiai szintézissel is sikereséili@ottuk. Az anuroctoxin Kv1.3 mellett a
Kv1l.2 csatornat is gatolja, mely farmakolOgiailagmm kedveé az autoimmun betegségek
terdpids felhasznalasa soran. Iranyitott mutaciékém sikerllt az anuroctoxinnak olyan
valtozatat létrehozni, mely ké#n nagy affinitassal és szelektiven gatolja a Kesa8ornat.

Kv1.3 csatorna peptid toxin gatlészereinek vizsigdéia olyan aminosav poziciokat tudtunk
azonositani, melyek befolyasoljak a toxinok Kvlsatorna iranti szelektivitasat és affinitasat.
Eredményeink kodzelebb visznek a toxinok, és azalep®wr molekuldi kozott végbemien
bonyolult interakciok megértéséhez, mely elengestiest feltétele az Ujabb, leldétg még

nagyobb affinitdsl, szelektiv Kv1.3 gatlészerekvegesének és d@llitasanak, és a toxin

VA
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8 Summary

The Kv1.3 channel plays a key role in the activatwocess of effector memory T-cellss(il,
which are the main causatives of various autoimmaiseases. Inhibition of the *Kcurrent
through the channel can block the activation gj €ells. The potential of Kv1.3 inhibitors in the
treatment of autoimmune diseases has been shosavanain vitro andin vivo experiments.

We investigated toxins of 30-40 amino acids stabdiby disulfide bonds isolated from scorpion
venoms, which are high affinity inhibitors of diféat K channels.

The aims of our research were to isolate and ctearae new scorpion toxins, to perform a
detailed screening of the selectivity of the preegiy isolated and characterized margatoxin, to
synthesize the scorpion toxin, anuroctoxin andntprove its pharmacological properties with
directed mutations. The effect of toxins on the ia@hannels was measured with
electrophysiological measurements using the pdtaimztechnique.

With the help of our collaboration partners we coigblate two novel scorpion toxins, OcyKTx2
(a-KTx 6.17), which is a non-selective inhibitor 8hakerand Kv1.3 channels and urotoxim (
KTx 6.21), which is a high affinity and selectivghibitor of Kv1.2. Margatoxin is considered a
high affinity and selective inhibitor of Kv1.3. Owesults show that margatoxin blocks the Kv1.3
and Kv1.2 channel with similarly high affinity (plbncentration) and the Kv1.1 channel with
lower affinity (nM concentration). With recombinaméchnique and solid phase chemical
synthesis we could successfully synthesize theiquely characterized anuroctoxin. This
peptide naturally inhibits both Kv1.2 and Kv1.3 ohals which is not advantageous for the
therapeutic application in autoimmune diseasesh \Wiite directed mutations we could design
and synthesize a variant of anuroctoxin, which tagh affinity and selective inhibitor of the
Kv1.3 channel.

As the result of our work with scorpion toxins, whiinhibit Kv1.3 we could identify amino acid
residues that influence the affinity and selegfivaf toxins for Kv1.3. Our results provide us
valuable data to understand the interactions betweens and ion channels, which is crucial for
the design and synthesis of future peptides higtdlective for Kv1.3 in the therapy of

autoimmune diseases.
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10 Az értekezésben gyakran hasznalt roviditések jegyke

CRAC Calcium Release Activated Channels
IP3 inozitol trifoszfat

Kv feszultség-aktivalt kaliumcsatorna
KCa kalcium-aktivalt kdliumcsatorna
Tewm centralis memoria T sejt

Tewm effektor memoria T sejt

KTx K* csatorna gatl6 toxin

MgTx margatoxin

ANTX anuroctoxin

M.AH. megmaradé aramhanyad

ICs0 félhatasos koncentracio
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