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Altalanos bevezetés

Az adaptiv immunrendszer sejtjeinek zomét a T- és B-limfocitdk alkotjdk. Ezen sejtek
legfébb jellemzdje, hogy antigéneket fajlagosan felismerni képes receptorokat hordoznak a
felsziniikon. Az antigénnel kozvetve (T-sejt) vagy kozvetleniil (B-sejt) kolcsonhatasba keriild
sejtek aktivdlodnak. Ez a folyamat az antigénre nézve fajlagos (specifikus) és klonalis, azaz
csak az adott antigén felismerésére alkalmas receptort hordozé sejtek vesznek részt benne. Az
aktivalédas eredményeképpen a sejtek osztddnak, majd effektor sejtekké és hosszu életli
emlékezosejtekké differencidlodnak. A T-sejt receptor (TCR/CD3 komplex) stimuldciéjat
kovetden (2-3 ora) a limfocitdk akkor is osztddnak, ha a kezdeti stimulust megsziintetjiik
(Mccrady és mtsai, 1988). Egy jelatviteli kaszkdd kezdddik ekkor, melynek része az
intracelluldris Ca®* koncentricié ([Ca®*]}) megemelkedése, majd aktivdcidval Ssszefiiggd
gének (pl.: IL-2 génje) irédnak at (Shaw és mtsai, 1988), s végiil a T-sejtek proliferacidjaval
végzddik.

A limfocitdk Kv1.3 (fesziiltségfiiggd K*) csatorndjanak felfedezésével egy id6ben deriilt
ki, hogy ezek a csatorndk kozponti szerepet jatszanak a T-sejtek aktivacidjanak és
proliferacidjanak szabdlyozdsdban (Matteson és Deutsch 1984). Az IKCal (Kc,3.1 a
szisztematikus némenklatirdban, Ca** aktivalt K*) csatorndkkal egyiitt a Kv1.3 csatorndk
dontden meghatdrozzdk a T-sejtek membranpotencidljat, s ezen keresztil a sejtek
aktiviciGjaban kulcsszerepet jatszé Ca”* jelétvitelt (Cahalan és mtsai, 2001, Leonard és mtsai,
1992). A Kv1.3 csatorndk szerkezetének és funkcidjanak feltdrdsdban nagy szerepe volt a
Kv1.3 csatornédkat gatl6 peptid toxinoknak €s a kémiai uton eldallitott un. kis-molekula Kv1.3
inhibitoroknak (Panyi és mtsai, 2004b). A Kvl.3 csatorndk specifikus, nagy affinitasu
gatloszerei kiillonos jelentdséggel birnak abbdl a szempontbdl is, hogy alapjaul szolgalhatnak
bizonyos autoimmun-betegségek (pl. szklerézis multiplex, 1-es tipusu diabétesz) jovobeli
gyogyszeres kezelésének, szelektiv immunszupresszié megvaldsitdsdn keresztiil (Wulff és
mtsai, 2003b).

A gatloszerek fentiekben vazolt terdpids alkalmazdsanak elengedhetetlen feltételei a nagy
affinitdsi kotddés a csatorndkhoz, ugyanakkor nagy szelektivitds is sziikséges a nemkivant
mellékhatasok elkeriilése végett. A nagy szelektivitds gyakorlati értéke legalabb 1000-szeres
affinitdsbeli kiilonbséget jelent, azaz egy szelektiv gatldszer egy adott csatorna tipust legaldbb
1000-szer kisebb koncentrdciéban blokkoljon, mint az Osszes tobbi, bioldgiailag fontos
funkciot ellato csatorndt. Az ioncsatorndk nagy affinitdsu gatlészerei azonban nem feltétlentil

hordozzdk magukban a nagy szelektivitdst is. Emiatt elengedhetetlen azon molekuldris



kolcsonhatdsok megismerése, melyek a gatldszer-csatorna kdlcsonhatdsokat meghatarozzak.

Kisérletes munkdmban részletesen ez utébbival foglalkoztam.

Irodalmi attekintés

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

A T-limfocitdk az antigénnel az antigénprezental6 sejtek (APC) utjan kozvetve keriilnek
kolcsonhatasba. A T-sejtek antigénreceptora (TCR) az antigén feldolgozdsa soran feltarul6 T-
sejt-epitopot csak akkor tudja felismerni, ha az az un. f6 hisztonkompatibilitdsi génkomplex
(MHC) éltal kédolt membranfehérjéhez kapcsolodva jelenik meg az APC felszinén. Az APC-
k a feldolgozott antigént a T-sejteknek prezentdljak, és a két sejttipus a TCR/CD3-MHC-
komplex tutjadn szoros kapcsolatba keriil egymdssal, amit a mindkét sejtféleségen egyarant
jelen 1évé adhéziés molekuldk kolcsonhatdsa tovdbb erdsit. Ezt kovetéen szdmos
intracellularis protein kindz transzlokacidja és aktivitdsdnak fokozodasa torténik (pl. az Src
kinazok csoportjdba tartoz6 Lck és Fyn; ZAP-70; Tec) (Janeway 2001).

A jelatviteli dtvonalak koziil kiemelkedd fontossdgii a K'-csatorndkkal kapcsolatban a
Ca”™ jel kialakuldsa (1. dbra). Ez a foszfolipdz Cy enzim (PLCy) aktivdldsdval kezd6dik. A
PLCy enzim a foszfatidilinozitol-biszfoszfdt membranlipidet inozitol-trifoszfatra (IP3) és
diacilglicerolra (DAG) hasitja. Az IP; az endoplazmatikus reticulum (ER) IPs-receptorahoz
kotédve Ca’* felszabadulast idéz elé. Az ER Kkiiiriilése utén a sejtmembranban 1évo ,,store-
operated Ca®*” (SOC) csatorndk, azon beliil is a ,,Ca’* Release-Activated Ca**” (CRAC)
csatorndk aktivdlédnak (Prakriya és Lewis 2003, Zweifach és Lewis 1993), melyen keresztiil
Ca® dramlik be a sejtbe az extracellularis térbdl, megemelkedvén igy az [Ca®™]i. A tart6s,
legtobb esetben oszcillald intracellularis Ca®*-koncentrécié emelkedés a kalmodulinon (CaM)
keresztiil aktivalja a kalcineurint. Ez el0segiti az NF-AT transzkripcids faktor magba torténd
transzlokdciojat, aminek kovetkeztében az IL2 gén aktivalodik, és a tobbi jelatviteli
mechanizmussal (MAP kindz, Ras, Fos) szorosan egyiittmiikddve beinditja a sejtek
proliferdcidjat (Crabtree 1999, Rao és mtsai, 1997). Az IL2 expresszi6 sziikséges a tovabbi,
immar antigén fiiggetlen T-sejt aktivacidhoz.

Ezen jelatviteli folyamat Ca**-jel részében a Ca’*- és K*-csatorndknak fontos szerepiik
van (Cahalan és mtsai, 2001, Panyi €s mtsai, 2004a, Panyi és mtsai, 2004b). A kétfazisu
Ca**-jel elsé szakaszdban a T-sejt Ca’’-raktarab6l (ER) az IPs-receptoron keresztiil

felszabadulé Ca®* kis mértékben megnéveli az [Ca**];. Majd a raktdriiriilés miatt kinyit a



CRAC-csatorna, amin keresztiil bedramlé Ca’>* tovabb ndveli az [Ca2+]i—t, ami a masodik
fazist jelenti. A raktariiriilés és a CRAC-csatorna nyitdsa kozotti kapcsolatban két fehérje, a
STIM és az ORAI jatszanak f6 szerepet. A STIM az ER membranjdban elhelyezkedd
transzmembrén fehérje, amely a raktar iiriilését képes érzékelni a raktar belso részére esd (a
Kalmodulinéhoz hasonlé szerkezetii) Ca’"-ot kot ,EF-hand”-jével. Amikor az ER-ben
lecsokken a Ca**-koncentracié, a STIM fehérjék csoportosulni kezdenek, tun. ,,punktakat”
alkotnak az ER membranjanak azon részén, amelyik a sejtmembrannal mintegy 6sszesimul.
Ezzel egyidoben a sejtmembranban 1évO ORAI (a CRAC-csatorna poérusat formalo)
transzmembrén fehérjék arra a helyre csoportosulnak, amelyhez az ER membran simul (10-

25nm tavolsag).
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1. abra Ioncsatornak a T-sejtek jelatviteli kaszkadjaban.
Az abran taldlhat6 roviditések: TCR: T-sejt receptor; PLC: Foszfolipaz C; IP;: Inozitol-trifoszfat;
IP;R: Inozitol-trifoszfat Receptor; ER: Endoplazmatikus Retikulum; CaM: Kalmodulin; NF-AT:
,Nuclear factor of activated T-cells” (aktivélt T-sejtek transzkripcids faktora); IL-2: Interleukin-
2.

A STIM feltehetéen egyéb proteinek kozbeiktatdsdval aktivdlja az ORAI-t, 1étrehozva
ezzel az aktiv CRAC-csatornét (Luik és Lewis 2007, Wu és mtsai, 2007). A nyitott CRAC-
csatorndkon keresztiil folyé Ca®*-aram hajtéerejének mértéke szemponthjdbdl fontos a sejtek
membranpotencidlja (Lewis 2001, Lewis és Cahalan 1995). A T-sejtek membranpotencidlja
-50 és —60 mV kozott van, melyet dontben a két K'-csatorna, a fesziiltségfiiggd
depolarizécié-aktivalt Kv1.3 és a Ca**-aktivélt IKCal csatorna hatdroz meg (Fanger és mtsai,
2000, Matteson és Deutsch 1984). E két ioncsatorna altal létrehozott kation kidramlas a
depolarizal6 hatast jelentd Ca®* bedramlés mellett is biztositja a Ca®* bedramldshoz sziikséges

hajtéerét, és igy a megfeleld Ca**-medialt jelatvitelt.



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

Sszervezetben

Az ioncsatorndk legnagyobb és legszertedgazobb csoportjat a K'-ra szelektiv csatorndk
adjak. Ezen beliil a fesziiltség-kapuzott Kv csatorndk szamléljdk a legtobb tagot (12 alosztaly:
Kvl...Kv12, melyen beliil genetikai homoldgia alapjan tovabbi alcsoportok vannak, mint pl.
Kv1.2 vagy Kv1.3 a Kvl csalddon beliil). A Kv csatorndk négy alegységbdl épiilnek fel
(tetramer), melyek elrendezddése megkozelitdleg szimmetrikus az egyiittesen létrehozott
porus koriil. A sejtek egy részében a Kv csatorndk azonos alegységeibdl all6 homotetramer
csatornat taldlunk (pl. human T sejteken Kv1.3-at), mig a legtobb sejtben az azonos csalddba
tartozé ioncsatorna alegységek funkciondlis heterotetramereket képeznek (pl. makrofdgok
(Villalonga és mtsai, 2007) esetén Kv1.3/Kv1.5 vagy neuronok esetén Kv1.1/Kv1.2/Kv1.3
heterotetramerek (Koch és mtsai, 1997). Mindegyik alegység kb. 500 aminosavbdl all,
melyeket 6 transzmembrdn o-helikalis szegmens és az Oket 0sszekotd intra- és extracellularis
hurkok épitik fel (2. dbra). Az 5. és 6. transzmembran szegmensek (S5 és S6) kozotti
extracelluldris hurkok valamint az S6 szegmensek egyes részei egyiittesen alkotjdk a K-
csatorna porusat, melyen keresztiil a K™ 4tjut a plazmamembrdnon. A csatorna ugyanezen
régidja felelds a Kv1.3 csatorndk szdmos peptid €s kis-molekula gatlészerének kotéséért (1d.
késébb). A poérusrégié tartalmazza a K' szelektivitdst biztositd kiilonosen konzervativ
szelektivitasi filter (GYGD) szekvencidt is. A membranpotencidl valtozdsait a csatorna
fesziiltségszenzora €rzékeli, melyet a tObbszordsen pozitivan toltott S4 hélixek ill. a nettd
negativ toltést hordozé S3 hélixek kozosen alkotnak (Jiang és mtsai, 2003b). A
fesziiltségszenzor membranpotencidl-fiiggd elmozduldsa a csatorna aktivaciés kapujanak
megnyildsdhoz vezet. Az aktivaciés kaput magat a csatorna citoszolikus bejaratdnal az S6

hélixek keresztezOdése hozza létre.

extracellularis tér

a-alegység
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2. abra A tetramer Kv csatornak sszeszerel6dése alegységekbdl.



Fesziiltségfiiggd jellegébol adédéan a Kvl.3 csatorna fiziolégids funkcidja a
membranpotenciél és a Ca**-jeldtvitel szabdlyozasa. Ez az ioncsatorna az immunrendszer és a
kozponti idegrendszer jellemzd fesziiltségfiiggd ioncsatorndja, de fellelhetd az agyban, a
tildében, hasnyadlmirigy Langerhans szigetekben, a timuszban, a 1épben, a nyirokcsomdban, a
fibroblasztokban, B- és T-limfocitdkban, az eld(progenitor)-B-sejtekben, a manduldban,
makrofagokban, mikroglidkban, oligodendrocitidkban, oszteoklasztokban, vérlemezkékben,
és a herében is. A Kvl.3 csatorna alegységei a Kvl.x csalddba tartoz6 mads csatorna
alegységekkel is képesek csatorndt formdlni (heteromultimerek), de a tobbi Kv csalddba
tartozokkal nem (Gutman és mtsai, 2005).

A Kvl.2 csatorna a membrinpotencidl fenntartdsdban és az elektromos ingerelhetdség
modositdsdban jatszik fizioldgidsan szerepet a neuronokban és az izomsejtekben.
Megtaldlhat6 ezen kiviil az agyban, a gerincvelében, Schwann sejtekben, a szivizomban
(kamra, pitvar), hasnydlmirigy Langerhans sziget sejtekben, a retindban, a simaizomban, és a
PC12 sejtekben. A Kv1.2 alegységek is képesek heteromultimereket alkotni mds Kvl.x

csaladba tartozokkal, 4m a tobbi Kv csalddtagokkal szintén nem (Gutman és mtsai, 2005).

Toxinok szelektivitasi profilja

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

kétfajta toxint tartalmaz:

» hosszt l4ncy, kb. 60-70 aminosavrészt tartalmazé specifikusan Na*-csatorndkat blokkold

peptidet (Couraud és mtsai, 1982).

e rovid lancd, kb. 37-39 aminosavrészt tartalmazé specifikusan K*-csatorndkat blokkold
polipeptidet (Carbone és mtsai, 1982, Gimenez-Gallego és mtsai, 1988, Miller és
mtsai, 1985, Possani €s mtsai, 1985, Strong és mtsai, 1989).

Egy harmadik polipeptid toxin csaladr6l pedig az deriilt ki, hogy a szarkoplazmatikus

retikulum Ca?*-felszabadité csatorndjat aktivilja (Valdivia és mtsai, 1991).

A legalaposabban tanulményozott skorpié toxinok a Na*-csatorna mddosité vegyiiletek,
amelyeket tovabbi o és B kategéridkba osztilyoztak a Na-csatorndn taldlhat eltérd
kotohelyeik alapjan (Couraud és mtsai, 1982, Jover és mtsai, 1980, Wheeler és mtsai, 1983).

Az o—skorpi6 toxinok féként a Na'-csatorndk inaktivéciéjat médositjdk (Nonner 1979), mig a



B—skorpi6 toxinok a csatorndk aktivacidjanak mechanizmusara hatnak (Meves és mtsai, 1986,
Strichartz €s mtsai, 1987, Thomsen és Catterall 1989). A peptidek koziil tobb mint 120-r61
tudjuk, hogy gétoljdk a K'-csatorndkat (de la Vega és mitsai, 2003), tobbé-kevésbé
szelektiven a kiilonbozé K'-csatorndk kozott. Ezek a toxinok hasonlésdgot mutatnak:
jellenzéen 30-40 aminosavbdl dllnak, mindegyikiik rendelkezik egy o-hélixszel és két f3-
redovel, melyek harom vagy négy diszulfid hiddal vannak Osszekapcsolva (3. 4bra).
Altaldnos szerkezeti tulajdonsdguk még a nagy affinitdssal kotddé toxinoknak az dn.
»eszencidlis didd”, amely egy lizinbdl és egy tdle kilenc pozicidval C-termindlis irdnyban
elhelyezked0 aromds aminosavbdl all (Dauplais és mtsai, 1997). A toxinok hasonlé 3
dimenzids szerkezete miatt a centrdlis lizin és az aromds aminosav o szénatomja egymastol
néhdany angstrom tdvolsagra van a molekula azon felszinén, mely az ioncsatorndk
extracellularis poérusa felé tekint (3. dbra). Az aromds aminosav azonban nem t{inik
sziikségesnek a hatékony gatlashoz, de anndl inkabb a kiilonb6zd csatornatipusok kozotti
szelektivitdshoz, mint pl. a Kv1.2 és Kv1.3 kozott. Ezzel szemben a diad lizin aminosavjanak
pozitiv toltésli oldalldnca, amely a blokkolds sordn a K'-csatorna szelektivitdsi filterébe
nyulik bele, nagyon fontos a nagy affinitdsu gatldshoz. Mindemellett a toxin és a csatorna
kozotti hosszantartd 0sszekapcsolddds tobb ponton torténd, kiilonb6zé mechanizmusokon
keresztiili kolcsonhatédst igényel (Aiyar és mtsai, 1996). A toxinok €s a csatorna fehérjék
komplementer mutagenezise, valamint a termodinamikai mutédns ciklus analizis vizsgédlatok
azt mutattdk, hogy hdarom alapvetd6 mechanizmus jarulhat hozz4 a toxin-csatorna
kolcsonhatashoz. Az egyik ezek koziil az un. hosszitavu elektrosztatikus kolcsonhatds, ami a
tobbszorosen pozitiv toltésli toxin és a csatorna extracelluldris bejaratdnak negativ toltései
kozott ébrednek. A masik, a pozitiv toltésti didd lizin szempontjabdl 1ényeges kolcsonhatés a
rovid-tavu, specifikus elektrosztatikus kdlcsonhatds, és végiil az oldallancok kozotti sztérikus
kolcsonhatés. Ez utébbi szempontbdl kiemelendd a charybdotoxin (ChTx) Shaker tipusi Kv
csatorndk iranti affinitdsdnak vizsgdlatakor izoldlt kolcsonhatés: egytelen aminosav oldallanc
Htérfogatanak™ jelent0s csokkentése a csatorna fehérje turret részében (Shaker F425G) a
ChTx affinitds kb. 1000-szeres emelkedését okozta. Nagyon valészinli az is, hogy egy
toxinnak a kiilonb6zd csatorndk kozotti szelektivitdsat az hatdrozza meg, hogy mennyire
kiilonboznek a toxin-csatorna kontaktust 1étrehozé pontok €s a kdvetkezményes fizikokémiai
kolcsonhatdsok. A nagy szelektivitds igen fontos abban az esetben, ha a toxint, vagy annak
szarmaz€kit a jovOben terdpids célokra szeretnék haszndlni, egy adott sejttipus specidlis
funkciéjanak modositdsan keresztiil. Ugyankkor a majdani terdpia mellékhatdsdnak
minimalizdldsa miatt is fontos a nagy szelektivitds, hogy mds ioncsatorna tipusra a toxin ne

fejtsen ki hatast.
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3. abra: Skorpié toxin és a kalium csatorna poérusa. (bal panel) A Kkélium csatorna
keresztmetszetét bemutatd rajz krisztallogrdfids adatok és csatornagitld szerek strukturdlis adatai
alapjan késziilt. Az rajzon lathatjuk, hogy az ionok vezetését megvaldsitd csdszerti rész kiszélesedik
az intracelluldris oldalndl. Kb. a membran atmérdjének felétdl kezd6dden egy vizzel teli iireg
taldlhat6, amely Osszesziikiil a szelektivitdsi filternél, s végiil kitdrul az intracelluldris térrész felé egy
egészen nagy felszint formalva. A sejtbdl kifelé dramlé kéalium ionok a szelektivitdsi filternél
megvalnak hidratburkuktdl és a filteren keresztiil egymds utdn, sorban haladnak keresztiil. A legtobb
toxin a csatorna kiils6 szdjdhoz kotddik, tobb ponton kontaktust kialakitva a csatorna aminosavaival.
Sok toxin rendelkezik egy olyan lizin aminosavval, amely pozitiv t6ltésii oldalldnca belenyilik a
csatorna szelektivitasi filterébe. Ezzel szemben sok kismolekula gitlészer a membranon keresztiil
hatolva a csatornat az intracelluldris oldal feldl blokkolja. (jobb panel) Fels6 panel: A ChTx NMR-
technikdval meghatarozott szerkezete (RasMol 2.7.2.1 és Protein Data Bank entry 2crd). Azok az
aminosav oldalldncok, amelyek a funkciondlis didd-ot alkotjdk, pélcikdkkal vannak megjelenitve.
Alsé panel: Az S1-S2 altal 1étrehozott pérusrégié a KesA csatorndban, rontgenkrisztallografids adatok
alapjdn (RasMol 2.7.2.1 és Protein Data Bank entry 1bl8). A bemutatott dbra megfeleltetheté a K-
csatorndk S5-S6 éltal alkotott pérusrégionak.

Laboratériumunk molekularis farmakoldgiai irdnyt kutatdsdnak kozéppontjaban a humén
T-sejtek és azok Kv1.3 ioncsatorndi dllnak. A T-sejtek egyes altipusai kiilonb6z6 mértékben
fejezik ki a Kv1.3 és az IKCal csatorndkat, igy vélik lehetové a Kv1.3 csatornat gatlé toxinok
terapids célu felhasznaldsa (Wulff és mtsai, 2003a). A nyugvé T-sejtek dtlagosan ~200-400
Kv1.3 csatornat és 8-10 IKCal csatornat fejeznek ki. A sejtaktivdcid utdn a sejtfelszini
antigénexpressziotdl, €s az ezzel parosuld élettani funkciotol fiiggden (Sallusto és

Lanzavecchia 2000) kiilonbozé mértékben valtozik a sejtek altal expresszalt Kv1.3 és IKCal



csatorndk szdma (4. dbra). Az érett, de antigénnel még nem stimulalt naive T-sejtek antigén
stimulécidja a Kv1.3 csatorndk expresszidjdnak enyhe (~250/sejt  ~400/sejt), ugyanakkor az
IKCal csatorndk expresszidjanak jelentds fokozodasaval (8-10/sejt 500/sejt) jar egyiitt,
amely Kv1.3"“IKCal™" csatorna-fenotipust eredményez. Az antigén stimuldciét kovetden a
T-sejtek nagy része rovid élettartamu un. armed effektor sejtté, kis része pedig kiilonbozo
tipusi memoria T-sejtté differencidlédik. A centrélis memoriasejtek (Tcym) a nyirokcsomokba
vandorolnak, ahol a megfelel6 antigént prezentdlo sejtekkel torténd stimuldciéjukat kovetden
viszonylag hosszu id6 alatt differencidlédnak effektor sejtekké és keriilnek ki a gyulladés
helyére. Az aktivdlt Tcy sejteket a naive T-sejtekhez hasonléan a Kv1.3°“IKCal™e"
csatorna-fenotipus jellemzi. Ezzel szemben az effektor memoria sejtek (Tgm), melyek
kozvetleniil eljutnak a gyulladds helyszinére és azonnali effektorfunkciéval rendelkeznek,
aktivacidjukat kovetden igen nagy szdmban fejeznek ki Kv1.3 csatorndkat (kb. 1500/sejt),
mig IKCal csatorna expressziGjuk nem jelentds (Kv1.3"€"[KCal'" csatorna-fenotipus) (4.
dbra). Igy az IKCal csatornik szdmanak megnovekedését kovetéen a naive és Tey sejtek
proliferdcidja Kv1.3 inhibitoroktdl fiiggetlenné valik, szemben a Tgm sejtek proliferdcigjaval,
ami kizarélag Kv1.3-fliggd (Wulff és mtsai, 2003b). A csatornaexpresszio kiilonbozdsége
tehat lehetdvé teszi, hogy a kiilonb6z06 funkcidval rendelkez6 T-sejt altipusok proliferaciéjat a
Kv1.3 (Tgm sejtek) vagy az IKCal (naive és Tcm sejtek)  specifikus blokkolasdval
meggatoljuk (Chandy és mtsai, 2004).

Naive Teum Tem
‘ antigén stimulus ismételt
antigén stimulus
IKCal: 5-35/sejt ~50/ sejt
Kv1.3: ~200/ sejt ~500/ sejt ~1500/ sejt
Kv1.3high

l

-sclerosis multiplex
-L. tipusu diabetes mellitus
-rheumatoid arthritis

4. abra: A nyugvo és aktivalt T-limfocitdk Kv1.3 és IKCal csatorna-expresszidja. A kisméreti sejt a
nyugvo, a nagyobb méretli sejtek az aktivalt T-limfocitdkat szimbolizdljdk. A nyilak a
differencidl6dast €s a sejtaktivaciot mutatjak.
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Chandy és munkatdrsai azt taldltdk, hogy sclerosis multiplexben, az 1-es tipusu
diabetes mellitusban ill. a rheumatoid arthritisben szenvedd betegekben a betegség
kialakuldsaért felelOs autoreaktiv T-sejtek foleg effektor memoria (Tgy) sejtek, amelyek nagy
szamban expresszdlnak Kv1.3 csatorndkat. Ezzel szemben a betegekbdl szarmazd, més
antigén specificitdssal bir6 T- sejtek, ill. az egészséges kontroll személyekbdl szdrmazé
autoreaktiv T-sejtek fleg naive ill. centralis memoria (Tcm) sejtek, amelyek kisebb szdmban
expresszéljdk a Kv1.3 csatorndkat. A Tgy sejtekben az antigén prezentaciot kovetden a Kv1.3
csatorndk az immunoldgiai szinapszisba vandorolnak. Specifikus Kv1.3 csatorna-blokkoldk
nem akadélyozzdk meg az immunolégiai szinapszis létrejottét, azonban gétoljak a Ca®*
jelatvitelt, a citokin termelést és végsd soron a Tgy sejtek proliferdcigjat. Ez a hatés
specifikus volt a Tgy sejtekre, mivel a nyugvé (naive) és Ty sejtek az IKCal csatorndk
fokozott expresszidjaval mentesiilnek a Kv1.3 blokkolds proliferaciot gatlé hatdsa aldl.
Patkdnyokban a Kv1.3 csatorna gatlészerei hatékonyan csokkentették a kisérletes autoimmun
encephalomyelitis tlineteit, megakadalyoztdk a pristin indukalt arthritis kialakuldsat és
csokkentették az experimentdlis autoimmun diabetes incidencidjat arra hajlamos (DP-BB/W)
torzsekben. A Kvl1.3 csatornablokkolék ugyanakkor az eddigi vizsgdlatok szerint nem
rendelkeznek szisztémads toxicitdssal, nem mutagének. Mindezek alapjan véarhat6 a Kvl.3
csatornablokkoldk terdpids céli felhaszndldsa autoimmun betegségek esetében (Beeton és
mtsai, 2006, Chandy és mtsai, 2004, Panyi és mtsai, 2004a, Panyi és mtsai, 2004b, Wulff és
mtsai, 2003a).

A specifikus blokkoldk fontos informaciét szolgaltatnak a Kv csatorndk pérus régidéjanak
szerkezetérol 1is. A toxint kotd régidk, receptorok €s a toxinok komplementer
mutagenezisével pl. kovetkeztetni lehet a porus szerkezetére és a molekuldris
kolcsonhatasokra (Gross és MacKinnon 1996). A porus és a szelektivitési filter szerkezetére
ezen adatok alapjan levont indirekt kovetkeztetéseket Roderick MacKinnon rontgen-
krisztallografias kisérletekkel igazolta, melyért 2003-ban kémiai Nobel dijat kapott. A
fesziiltségfiiggd K'-csatorndk kristdlyszerkezete alapjan a csatornak extracelluldris pérusa
négy szekvencidlis K' kotShelyet tartalmaz, ezen kiviil egy extracelluldris
rehidraciés/dehidraciés kotohelyet is feltételeznek (Doyle és mtsai, 1998, Jiang és mtsai,
2003a, Zhou €és mtsai, 2001). A toxinok receptordnak jelentds részét az S5-S6 hélix kozotti
hurok S5-h6z kozeli dn. ,turret” régidja, valamint a porus szelektivitasi filterében
elhelyezkedd0 aminosavak oldallancai adjdk. A kationok csatornaszdjadékbol torténd
kiszoritdsaban kitiintetett szerepet jatszik a csatornaszdjadékba mélyen behatold, pozitiv

toltésti lizin (Dauplais és mtsai, 1995, Tytgat s mtsai, 1999).
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In vitro kisérletekben strukturdlisan nagyon kiilonb6zd peptid és nem peptid tipusd
Kv1.3 csatornablokkolé molekuldk képesek gatolni a mitogén indukalt ["3H] timidin
beépiilést, a citokin termelést, a gén expressziot, a T-sejt proliferaciét és az in vivo
immunvalaszt a csatorna blokkoldsdhoz sziikséges koncentriciéban (Koo €s mtsai, 1997).
Ezek a csatornablokkoldk (pl. 4-aminopiridin, tetraetil-ammonium, progeszteron, correolide)
mikromoldris illetve millimoldris koncentraciéban gatoltak a fesziiltségfiiggd K'-csatornakat
(DeCoursey €és mtsai, 1984, Ehring és mtsai, 1998, Hanner és mtsai, 1999). Az elsd
nanomoldris koncentraciéban is hatékony peptid toxin: a Charybdotoxin (ChTx) (Kvl.3
csatorndra Kq = 2.2 nM), amit skorpié6 méregbdl izoléltak (Price és mtsai, 1989, Sands és
mtsai, 1989). Késobb tobb nano- és pikomoldris affinitdsi skorpioméreg eredetii
csatornablokkol6 peptidet is felfedeztek. Ezek a toxinok azonban nem csak a Kv1.3 csatornat,
de mdas, hasonlé szerkezetli ioncsatorndkat is gatolnak hasonlé nagysigrendi
koncentraciéban. Foleg az egyazon csalddba tartozé ioncsatorndkat, igy a Kv1.x tobbi tagjait

elsdsorban, mint a Kv1.2-t, mely szerkezetileg nagyon hasonl6 a Kv1.3-hoz.

Ka (M) .
Toxin Referencia
Kvl.3 | Kvl.2

Anuroctoxin (AnTx) 0.73 6 (Bagdany €s mtsai, 2005)
Charybdotoxin (ChTx) 2.6 14 (Grissmer és mtsai, 1993)
Centruroides suffusus suffusus toxin (Css20) 7.2 1.3 (Corzo és mtsai, 2008)
Hongotoxin-1 0.09 0.17 (Koschak és mtsai, 1998)
HsTX1 0.011 >500 | (Regaya és mtsai, 2004)
KTX 0.65 >1000 | (Grissmer és mtsai, 1994)
Noxiustoxin (NxTx) 1 2 (Leonard és mtsai, 1992)
Margatoxin (MgTx) 0.05 2 (Leonard és mtsai, 1992)
Maurotoxin 3300 0.7 (Visan és mtsai, 2004)
OSK1 0.014 5.4 (Mouhat és mtsai, 2005)
OSK1-20 0.037 78 (Mouhat €s mtsai, 2005)
OSK1-12,16,20 0.059 196 (Mouhat és mtsai, 2005)
Pandinus Imperator toxin 1 (Pil) 11 1 (M'Barek és mtsai, 2003)
Pandinus Imperator toxin 2 (Pi4) >10 0.008 | (M'Barek és mtsai, 2003)
Tityus stigmurus toxin (Tst26) 1.9 10.7 | (Papp és mtsai, 2009)

1. Tablazat Néhany peptid toxin Kv1.3 és Kv1.2 csatorndkra vonatkozé egyensulyi disszoci-

acios allanddja (Ky).
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Toxinok specificitasanak névelése rekombinans technikakkal

Sok laboratérium foglalkozik vildgszerte a jelenleginél hatékonyabb, specifikusabb
peptid és nem-peptid tipusi K'-csatorna-blokkol6 vegyiiletek eldallitdsdval. Az ilyen irdnyu
kutatdsokat erésen motivdlja a gydgyszergydrak részérdl fenndllé érdeklodés olyan
csatornablokkolé vegyiiletek irdnt, melyek immunszuppressziv terdpidban minimaélis
mellékhatdssal alkalmazhatdak. Laborunk egyik f6 kutatdsi vonala is 4j Kv1.3 ioncsatornat
gatld skorpidtoxinok keresése, illetve az daltalunk felfedezett toxinok csatorna-

specificitdsanak vizsgalata.

Néhany kis szelektivitdsu, tobbféle ioncsatornat is gatlé peptidet molekuldris bioldgiai
modszerekkel specifikusabba lehetett tenni. A tengeri rézsa (sea anemone) ShK polipeptidje
példaul a Kv1.3 mellett gatolja a Kvl1.1, Kv1l.4, Kv1.6 neurondlis csatorndkat is pikomolaris
koncentraciéban. A toxin-csatorna kolcsonhatasban kritikus szerepet jatszo lizint (K22) egy
szintén pozitiv toltésii, de nem természetes eredetli aminosavra, diamino-propionsavra torténd
cserélésével (K22Dap) elérhetdé volt, hogy a peptid Kvl.3-ra vonatkoz6é nagy affinitdsa
megmaradjon, mig a tobbi fesziiltség-kapuzott csatorndra vonatkozdan az affinitds tobb
nagysagrenddel csokkenjen (Kalman 1998). Az igy kapott ShK-Dap22 szubnanomolaris
koncentracidban gatolta az anti-CD3-indukdlt radioaktiv timidin beépiilését human T-
sejtekbe.

Az OSKI1 38 aminosavbol 4ll6, az Orthochirus scrobiculosus skorpié venomjibol
szarmazé peptid, ami gatolja a Kvl1.1, Kv1.2, Kv1.3 ill. az IKCal csatorndkat rendre 0,6-,
5,4-, 0,014- és 225 nM-os félhatasos koncentraciokban. Az ismert Kvl csaladhoz tartozé
csatorndk blokkoldinak aminosav szekvencidjaval osszevetve az OSKI toxin szekvencigjat,
felismerhetdvé valtak azok a kiillonbségek, melyek megvaltoztatisaval az OSKI1 toxin
szelektivitdsi €s affinitdsi tulajdonsdgainak megvéltozdsa is remélhetd volt. Mindezek alapjan
a 16-os poziciéban 1évo glutamatot lizinre cserélve (E16K), valamint 20-as poziciéban 1évo
lizint aszpartatra (K20D), a 12-es arginint prolinra (R12P) 1j tulajdonsiagu toxinokat kaptak:
[Ki6]-OSK1, [Dy]-OSK1, [Kj6,D20]-OSK, [P12,K;6,D20]-OSK1 jelzésiieket, a kiilonbozo
pontmuticioknak — egy, vagy egyszerre tobb — megfeleléen (Mouhat és mtsai, 2005). A
[Ki6]-OSK1 affinitdsa Kvl.3-ra 0.067 nM-ra romlott, mig a tobbi, kordbban gatolt
csatorndkra vonatkozéan ugyanaz maradt. A [K;6,D20]-OSK esetében nétt az affinitds a
Kv1.3-ra: 0.003 nM, mig a tobbi csatorndra alig valtozott. A [D;o]-OSK1 és a [P2,K;6,Daol-
OSK1-nal bar csokkent az affinitds a Kv1.3-ra vonatkozdan, de nem nagysagrenddel (kb. 2-
ill. 4-szer nagyobb Ky4-k), azonban a tobbi csatorndra vonatkozdan 1- vagy 2 nagysagrenddel

csokkent.
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A Buthus Martensi venomjabdl tisztitott BmKTX toxin hdrom aminosavjat: Gly11, I1e28
és Asp33 kicserélve rendre Arg, Thr és His aminosavakra egy Uj peptidet eredményezett,
amelyet ADWX-1-nek neveznek. Ez az 1j toxin a Kvl.3 ioncsatornit mar pikomolos
nagysagrendben blokkolja (Kq = 1.89 pM), ami kb. 100-szor kisebb koncentracié a nativ
BmKTX-hez képest. Mindemellett az ADWX-1 jo szelektivitdssal is rendelkezik a Kv1.3-ra

nézve a Kvl1.1 és a Kv1.2 ioncsatornak mellett.
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Célkitltizések

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

e Vizsgalni kivantuk az 4j, Kv1.3-gatl6 toxinok (Css20 és Tst26) szelektivitasat.
A peptidek kiilonbozo fesziiltség-kapuzott (mKvl.1, hKvl.2, hKvl.4, hKvl.5,
hBKCa, hERG, rKv2.1) és kdlcium-aktivalt (hIKCal) kédlium csatorndra, tovdbb4 egy
szivizombeli natrium csatorndra (hNavl.5) kifejtet hatasukat hasonlitottuk a Kv1.3
gatlo képességiikhoz.

e Jellemezni kivantuk e két toxin farmakoldgiai tulajdonsagait a két, nagy
affinitassal gatolt csatornatipusra vonatkozéan (Kv1.2 és Kv1.3).
Dézishatds-gorbe elkészitése, a félhatdsos koncentraci6 és a Hill koefficiens
meghatirozasa mindkét toxin esetében mindkét csatornara vonatkozdan.

e Terveztiik annak vizsgalatat, hogy a toxin/csatora komplex kialakuldsa
megvaltoztatja-e a Kv1l.2 és a Kv1.3 ioncsatornak biofizikai tulajdonsagait.
Az egyensulyi aktivicié €s -inaktivacid fesziiltségfiiggésének vizsgélata; a Vip
értékek meghatarozasa mindkét toxinndl, mindkét csatornara.

¢ Elemezni kivantuk a Kv1.2 és a Kv1.3 szelektivitast meghatarozo tényezoket.
Aminosav szekvencidk vizsgédlata: Osszehasonlitva mds, hatékony toxinok
szekvencidjaval, toxinok mutagenezis kisérleteinek eredményeivel, dokkolasi
szimuladciok eredményeivel.
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Anyagok és médszerek

Toxinok

A Centruroides suffusus suffusus és a Tityus stigmurus nevi skorpiokbodl elektromos
stimuldcidval nyert teljes mérgek vizben oldhat6 frakcidit el6szor magas nyomdsu folyadék-
kromatogréfids eljarassal (HPLC) vélasztottdk szét: a kihigitott venomokat analitikai C18
reverz-fazisu oszlopon (250 x 10 mm) frakciondltuk mindkét esetben. Az egyes aktiv (Kv1.3
csatornat gatl) frakcidkat tovabbi alfrakcidkra bontottuk hasonlé HPLC technikdval. A
Css20 név arra utal, hogy a linedris trifluorecetsav-gradiens elicié hdnyadik percében szedett
frakciéban jelent meg a peptid az eludtumban - ez esetben a 20. percben - ami Tst26 esetén a
26. percet jelenti. Mindkét toxin szekvencidjat Beckamm LF 3000 analizitor segitségével,
molekulatdmegiiket pedig tdmegspektrométerrel (Finnigan LCQPYC, San Jose, CA, USA)
hatdroztuk meg. A toxinok izolalasat és a szekvencia analizist kollaboracios partneriink (Dr.

Possani, Cuernavaca, Mexiko) laboratériumaban végezték.

Sejtek eés ioncsatorna gének

Limfocita-szeparalas (Kv1.3 ioncsatorna)

A Kvl1.3 dramokat humén periférids T-limfocitdkon mértiik. A mononukledris sejteket
Ficoll gradiens centrifugdldssal nyertiik egészséges donoroktdl szarmazé heparinizalt humén
vérbdl. A sejteket kétszer mostuk Ca®* és Mg2+ mentes Hanks’ oldattal, mely 25 mM
HEPES-t is tartalmazott (pH: 7,4). A sejteket 0,5x10%ml koncentrdciéban 3-4 napig
tenyésztettik 5% CO, mellett 37°C-on 24 lyukd tenyésztéedényekben, RPMI-1640
médiumot hasznélva, mely tartalmazott 10% fetalis borju savét (Hyclone, Logan, Utah), 100
IU/ penicillint, 100 pg/ml streptomycint és 2 mM L-glutamint. A tenyésztd médiumhoz
kiilonbozd koncentracidja (2,5, 5, 7,5 és 10 pg/ml) phytohemagglutinint (PHA-P, Sigma-
Aldrich Kft, Hungary) adtunk a K'-csatorna expresszié novelése érdekében (Deutsch és

mtsai, 1986).

Kilénb6z6 ioncsatornak heteroldg expresszidja

A Cos-7 tenyésztése és benniik tranziensen kifejezett csatornak:

16



A Cos-7 sejteket standard sejttenyésztési feltételek mellett tartottuk fent (Bagdany és
mtsai, 2005). A hIKCal ioncsatorna vizsgdlatakor a sejtekbe tranziensen olyan dupla-gén
plazmidot transzfektaltunk, mely kédolta a GFP fehérjét és az IKCal csatornét is (ajandék H.
Wulff-tél, UC Davis, CA, USA). A tobbi, itt felsorolt ioncsatorna esetén két plazmid ko-
transzfekcidjat végeztiik: a GFP-t kodold plazmidot a vizsgalni kivant ioncsatornit kédold
plazmiddal egyiitt juttatuk be a sejtekbe. Ezek a csatorndk a kovetkezok voltak: hKvl.2
(pcDNA3/Hygro vektor, amely a teljes Kv1.2-t kddol6 szekvencidt tartalmazza, ajandék S.
Grissmer-t6l, U. of Ulm); hKvl.4 (hKv1.4AN: az N-terminilis inaktivacids egységet nem
tartalmaz6 Kv1.4 mutans, ajaindék D. Fedida-t6l, University of British Columbia, Vancouver,
Canada); rKv2.1 (ajandék S. Korn-t6l, U. of Connecticut); hNav1l.5 (ajindék R. Horn-t4l,
Thomas Jefferson University, Philadelphia, PA, USA).

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

Az SV40 large T antigénnel transzformdlt human embriondlis vese sejteket (tsA-201)
magas gliikkéz tartalmd Dulbecco’s minimum essential medium tépoldatban tenyésztettiik,
37°C-on, 5% CO, és 95%-os paratartalom mellett. A tdpoldat tartalmazta még a
kovetkezdket: 10% FBS, 2 mM I-glutamin, 100 U/ml penicilin-G, és 100 ug/ml streptomycin
(Invitrogen). A sejteket hetente kétszer oltottuk at, a kitapadva novo sejtekket 7 perces 0.2
g/l EDTA-t tartalmazé PBS oldattal torténd inkubdacidval valasztottuk le a tenyésztdedény
aljarol. A tsA-201 sejtekben a hBKCa- (hSlol gén (U11058), pCl-neo plazmidban, ajandék
T. Hoshi-t6l, University of Pennsylvania, Philadelphia, PA) és a hKv1.5- (ajandék D. Fedida-
tdl, University of British Columbia, Vancouver, Canada) ioncsatorndkat és a GFP-t k6dol6

plazmidot tranziensen kotranszfekcidval fejeztiik ki.

Ioncsatorna génekkel stabilan transzfektélt sejtvonalak:

A hERG (Kvll.1) csatorndk dramait a csatorna génnel stabilan transzfektalt HEK-293
sejtekben, mig a mKvl.1 csatorndk dramait az egér Kvl.l csatorna génjével stabilan
transzfektalt 1.929 sejtvonalban mértiik. (részletesebben: Grissmer, 1994; ajandék H. Wulff-
t6] (UC Davis, CA, USA)).

Tranziens transzfekcio:

A sejteket (mind a COS-7-et, mind a tsA-201-et) Lipofectamine 2000 reagenst haszndlva
transzfektaltuk a gyart6 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) utmutatdsai szerint, standard
feltételek kozott tenyésztve. Roviden: A transzfektdldst 35 mm atmérdji petriedényben

végeztilk a sejtek kb. 80%-os konfluencidja mellett. A transzfekciét a zold fluoreszcens

17



fehérjét (GFP) és a csatorndt kddold plazmidok 1:5 ardnyud keverékével végeztiik: 1 ng GFP
és 5 ng csatorndt kddold plazmid 10 pl Lipofectamine-nal. A plazmidok keverési ardnya azt
biztositotta, hogy a zold fluoreszcenciat mutaté sejtek tobb mint 70%-a a kotranszfektalt
ioncsatorndkat is expresszalta. Az dramokat egy nappal a transzfektdlds utdn mértiikk. A GFP
pozitiv, transzfektalt sejteket Nikon TE2000U invert fluoreszcens mikroszkoppal

azonositottuk.

Elektrofiziologia

Méréseinket a patch-clamp technika (Hamill és mtsai, 1981) teljes-sejt (whole-cell)
konfigurdcigjdban végeztilk, minden esetben szobahdmérsékleten (22-25 °C), Axopatch
200A és Multiclamp 700B patch-clamp erdsitoket haszndlva, fesziiltség-zar lizemmoddban. Ez
azt jelenti, hogy a vizsgdlt sejt membrinpotencidljat konstans értéken tartjuk, mikozben a
sejtmembranon atfolyé aram nagysdgat meghatdrozzuk. Az ingerld fesziiltség-impulzusokat
és az adatgyljtést IBM kompatibilis személyi szamitégép vezérelte Axon Digidata 1200 és
1322A illesztéegységen keresztiil a pPCLAMP8/10 programcsomag segitségével (Molecular
Devices Inc., Sunnyvale, CA). Méréseink sordn, sziikkség esetén soros ellendllds
kompenzaciét alkalmaztunk egészen 70%-ig, a soros ellendlldson esd fesziiltségbdl ad6do
hiba korrekci6jdnak érdekében. Igy a fesziiltséghibat minden esetben 5 mV ald csokkentettiik.

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

A kiils6 oldatok minden esetben 0.1 mg/ml koncentraciéban BSA-t (bovine serum albumin,
Sigma-Aldrich) tartalmaztak, elkerilendd6 a peptid toxinok kikotédését a millanyag
feliiletekhez. A kiilsé oldatok ozmolaritdsa 302 és 308 mOsm/kg kozott volt, mig a belsd
oldaté kb. 295 mOsm/kg. Az oldatok cseréjét a mért sejtek kornyezetében gravitacié altal

hajtott perfizids rendszer segitségével valositottuk meg, folyamatos elszivas mellett.
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Oldatok

Fajtaja | Ioncsatorna Osszetétele (mM)
Altaldban 145 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl,, 2.5 CaCl,, 5.5 gliik6z,10 HEPES (pH 7.35)
Kiilsé
hERG 140 Choline-Cl, 5 KCl, 2 MgCl,, 2 CaCl,, 0.1 CdCl,, 20 gliikkéz, 10 HEPES (pH 7.35)
Altaldban 140 KF, 2 MgCl,, 1 CaCl,, 10 HEPES és 11 EGTA (pH 7.22)
hBKCa 140 KC1, 10 EGTA, 9.69 CaCl,, 5 HEPES (pH 7.2, [Ca®*];n = 5 pM)
Belsd
hIKCal 150 K-aszpartét, 5 HEPES, 10 EGTA, 8.7 CaCl,, 2 MgCl, (pH 7.2, [Ca®* [ = 1 M)
hERG 140 KCl, 10 EGTA, 2 MgCl,, 10 HEPES (pH 7.3)

2. Tablazat A mérések soran hasznalt kiilsé és belsd oldatok Osszetétele a kiillonbozd ioncsatorndk
aramainak mérése eseté€ben.

A perftziés fej 6-8 bemenettel rendelkezett, azaz 6-8 kiilonb6z6 oldat célbajuttatdsara volt
alkalmas. A perftiziés fej kimeneti oldalat egy PE10-es (0,28 mm bels6-, 0,61 mm kiilsé
atmérd) csO adta, melynek tolcsérszertien kiképzett kifolyd nyildsa kis turbulencia mellett

juttatta az extracelluléris oldatot kozvetleniil a sejtekre.

Adatkiertéekeles

Az adatok gytijtésére és kiértékelésére a pClamp8/10 szoftver-csomagot (Molecular
Devices Inc., Sunnyvale, CA) hasznaltuk. A mért aramgorbéket a kiértékelés elején
korrigaltuk az ohmikus szivargdsi dramra, és digitdlisan megsziirtiik azokat (hdrom pontos
boxcar médszerrel).

A dézishatas-gorbén minden pont 3-7 fliggetlen kisérlet mérési eredményének az

atlaga, azok SEM hibgjdval dbrazolva. A kapott pontokra két-paraméteres Hill-egyenletet

illesztettiink:
K, . . P .
RCF :K"—[T]"’ ahol RCF (Remaining Current Fraction) a megmaradé aramhényad
4 THX

1 ) ) .. . .
(RCF = I—, ahol 7 és Iy az aramamplituddk a toxin adott koncentracidja mellett, ill. a toxin
0

hidnydban (kontroll oldatban)), K; a disszociacids élland6, n a Hill-koefficiens és [Tx] a
toxin-koncentracio.
Az egyensilyi aktivacid €s inaktivaci6 fesziiltségfiiggését az adatpontokhoz illesztett

Boltzmann-fiiggvény paramétereivel jellemztiik:
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1 I 1

norm V-Vi/» : I V=V p.i

l+e & e K

ahol Gom és I/I_j30 a mérési adatokbdl szadmitott mennyiség (Id. ott), V az aktudlis
tesztpotencidl, V., €s Vprendre a félaktivacios fesziiltség €s félinaktivacios fesziiltség, k és
k; pedig az aktivacié és az inaktivacié fesziiltségfiiggésének meredekségei. Az adott
tesztpotencidlhoz tartozd, de kiillonbozo sejteken felvett Gpom €s 1/112 értékeket atlagoltuk,
és az igy kapott Gporm —V és /1120 —V 0sszefiiggésekhez illesztettiik a Boltzmann fiiggvényt.
A teljes sejt dram inaktivacios kinetikdjat az inaktivacios idddllandoval (7)
jellemeztiik, mely az daramgorbe leszalld szardhoz illesztett, egy exponencidlis tagot
tartalmazo fliggvény jellemzd paramétere: () =Axe "+C, ahol [ az aktudlis aramerdsség, C
az egyensulyi (steady-state) aram nagysdga, A az inaktivdlé6dé komponens amplitiddja, ¢

pedig az illesztés kezdetétdl szdmitott idO.
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Eredmények

A kiséerletekben hasznalt ioncsatornak ismertetéje

Kisérleteink sorédn tiz kiilonb6z6 ioncsatorndval dolgoztunk, melyek a kovetkezdek:
Kvl.1, Kvl.2, Kvl.3, Kvl.4, Kvl.5, IKCal (K¢,3.1), BKCa (K¢,1.1), Navl.5, hERG
(Kv11.1), Kv2.1. Ezek mindegyike, az IKCal-et kivéve, fesziiltség-kapuzott csatorna, azaz a
sejtek membranpotencidljanak megvaltozdsara aktivdlédnak, vdlnak nyitott &llapotiva.
Meéréseink sordn a membranpotencidlt a patch-clamp technika alkalmazdsaval két elektréda
segitségével allitottuk be a kivant értékekre és aktivaltuk ezzel a vizsgdlni kivant csatornét.
Az IKCal esetében pedig ezzel a technikdval hoztuk létre az dram folyasdhoz sziikséges
hajtéerdt. Az aldbbiakban bemutatott dramgorbék afelett mindig feltiintettiik az alkalmazott
fesziiltség-protokoll alakjat is. Tekintsiik at eloszor, hogy kontroll koriilmények kozott
milyen iondramokat mértiink a kiilonb6z6 csatorndkon. Az ezt kovetd alfejezetben pedig
majd azt targyaljuk, hogy a toxinok alkalmazdsa hogyan befolydsolta az ioncsatorndkon
atfolyé aramot. Emellett minden ioncsatorndndl attekintjiik, hogy hol taldlhat6ak meg és
milyen funkcidval rendelkeznek.

Kvl.1: az idegsejtek és a vdzizom fesziiltségfiiggd kalium csatorndja. Ezen kiviil
megtaldlhat6 még a szivben, a retindban, a hasnyalmirigy Langerhans sziget sejtekben.
Feladata a sejtek membranpotencidl értékének fenntartdsa, az idegsejtek és az izomsejtek

elektromos ingerelhetdségének befolydsoldsa (Gutman €s mtsai, 2005).

+50 mV

0O 10 20 30 40 50 60

id6 (ms)
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Kv1l.2: a membréanpotencidl fenntartisdban ¢és az elektromos ingerelhetOség
modositdsdban jatszik fizioldgidsan szerepet a neuronokban és az izomsejtekben.
Megtaldlhat6 ezen kiviill az agyban, a gerincveloben, Schwann sejtekben, a szivizomban
(kamra, pitvar), a hasnydlmirigy Langerhans sziget sejtekben, a retindban, a simaizomban, és

a PC12 sejtekben (Gutman és mtsai, 2005).

+50 mV

120 mV| |
R NS

r—

0 50 100 150 200
id6 (ms)

Kv1.3: fiziol6gias funkcidja a membréanpotencidl és a Ca2+—jelétvitel szabdlyozésa. Ez
az ioncsatorna az immunrendszer és a kozponti idegrendszer jellemzd fesziiltségfiiggd
ioncsatorndja, de fellelhetd az agyban, a tiidoben, hasnydlmirigy Langerhans szigetekben, a
timuszban, a lépben, a nyirokcsomdban, a fibroblasztokban, B- és T-limfocitdkban, az
elé(progenitor)-B-sejtekben, a manduldban, makrofigokban, mikroglidkban, oligodendro-

citdkban, oszteoklasztokban, vérlemezkékben, és a herében is (Gutman és mtsai, 2005).
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Kv1l.4: gyorsan inaktivdlodé fesziiltségfiiggd kalium csatorna. Megtaldlhaté az
agyban, a tiidokarcindbméban, a vdzizomban, a szivben, a hasnydlmirigy Langerhans sziget

sejtekben (Gutman és mtsai, 2005).
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Kv1.5: ultragyorsan aktivdlodé fesziiltségfiiggd kalium csatorna. Fiziologids
funkci6ja a membranpotencidl fenntartdsa, az elektromos gerjeszthetdség moduléldsa
neuronokban. Megtaldlhat6 még az aortdban, a vesében, a hasban, a simaizomban, az

embridban, a hippokampuszban és a kortexben (Gutman és mtsai, 2005).
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Kv2.1: Fiziologias funkcidja a membranpotencial fenntartdsa, az elektromos
gerjeszthet0ség moduldlasa neuronokban és az izomsejtekben. Megtalalhaté az agyban, a
szivizomban (pitvarban, kamrdban), a vdzizomban, a retindban, a szemben, a tiidoben, a P12

sejtekben (Gutman és mtsai, 2005).

+50 mV

-120 mVJ
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hERG (Kv11.1): befelé egyeniranyit6 fesziiltségfiiggd kédlium csatorna. Fizioldgids
funkciét a szivizomsejtek repolarizdcidjandl jatszik. Megtaldlhatd ezen kiviil még
hippokampuszban, az agyban, a vesében, a mdjban, a tiidoben, a herékben, a mandulédban, a

méhben, a microglidban (Gutman és mtsai, 2005).
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Navl.5: Fizioldgias funkcidja a sziv akcids potencidljanak a kialakitdsaban van.

Megtalélhat6 ezen kiviil még az agyban €s a vazizomban is (http://www.iuphar-db.org).
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BKCa (Kc,1.1): nagy vezetoképességl, kdlcium és fesziiltség kapuzott kélium
csatorna. Alapvetd fontossdgi a simaizom és a neuronok ingerelhetdségének

szabdalyozésaban.
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IKCal (Kc,3.1): kozepes konduktancidji Ca’*-aktivalt K* csatorna. A Kv1.3 mellett
a T-limfocitdk masik kélium-csatorndja. Fizioldgids funkcidja a T-sejtek jelatviteli
folyamatdban a Ca®’-jel kialakuldsdndl van. Megtaldlhaté még a B-limfocitdkban, a
simaizomsejtekben, a fibroblasztokban, a tiidében, a hasban, a 1épben, a nyirokcsomdban,

csecsemOmirigyben (http://www.iuphar-db.org).
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A Css20 és a Tst26 szelektivitasa

A Css20 és a Tst26 toxinokat kiillonbozé kédlium-csatorndkon és egy fesziiltség-kapuzott
natrium-csatorndn  teszteltiik teljes-sejt iondramokat mérve patch-clamp technika
segitségével. A kélium-csatorndk koziil 6t a fesziiltség-kapuzott Shaker-csalad tagja: Kvl.1,
Kv1.2, Kv1.3, Kvl.4 és Kvl.5. A Ca**-aktivalt K csatornak koziil a kozepes konduktancidju,
fesziiltség-fiiggetlen IKCal (Kc¢,3.1) és a nagy konduktancidju, fesziiltség- és Ca**-aktivalt
kalium-csatorndk dramait mértiik a két toxin jelenlétében. A potencidlis kardiolégiai hatdsok
megismeréséhez a Css20 és a Tst26 hatdasat mértiik Nav1.5 és hERG (Kv11.1) csatorndkon,
melyek rendre a szivizom natrium- és egyik fajta kdlium-csatorndi. A Css20 hatdsat a
kozponti idegrendszerben kifejez6d0 Kv2.1 csatorndn is tanulmanyoztuk. Ezeket az
ioncsatorndkat kiillonbozd sejtvonalakban expresszéltattuk, a megfeleld fesziiltség-
protokollok alkalmazdsdval kivéltottuk az iondramokat (részletesebben aldbb, valamint az
Anyagok és modszerekben és az dbraszovegekben), és mértiik, hogy a 10 nM koncentraciéji

toxin (Css20 vagy Tst26) mekkora gétld hatdst fejt ki a kiilonb6z6 csatorndkra. A 10 nM-os
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toxin koncentraciét egyrészt az alapjan valasztottuk meg, hogy az irodalmi adatok alapjin a
Kv csatorndk j6 gatloszerei az alacson nM-pM koncnetracié tartomdnyban mar hatdsosak,
masrészt a vizsgdlatra rendelkezésre all6 peptid mennyiség igen komoly gétjat jelentette
volna a magasabb peptid koncentraciok mellett végzett kisérleteknek.

Mivel érdeklddésiink kozéppontjdban a Kv1.3 ioncsatorna all, ezért szelektivitdsi
vizsgdlatainkhoz el0szor a Kv csatornak koziil valasztottunk. Ezen beliil is a Kv1.x csalddba
tartoz6 csatorndk mutatjdk a legnagyobb genetikai hasonldsdgot a Kv1.3 csatorndhoz. Az 5.
abra azt mutatja, hogy a Kv1.4 és Kv1.5 csatorndkra nincs hatdsa a Css20 peptidnek 10 nM
koncentracioban. Teljesen hasonlé a helyzet Tst26 estetében is, a toxin nem gatolta az
iondramokat (nincs bemutatva, 1d. eredeti kozélemény). Ezen megallapitdsaink j6 egyezésben
vannak kordbbi eredményekkel, ti. a Kv1.4 és a Kv1.5 toxin-rezisztens csatorna (Gutman €és
mtsai, 2005), azaz jelenleg nem ismert olyan peptid, amelyik gatolnd ezeket a csatornédkat.
Ezzel szemben a Kvl.1 csatorndkat mas skorpié-toxinok hatékonyan gatoljak (mint pl. a
Kaliotoxin, Margatoxin, Hongotoxin (Gutman és mtsai, 2005)), ugyanakkor sem a Css20 (5.
abra) sem pedig a Tst26 (nincs bemutatva, 1d. eredeti kozélemény) nem gatolta Kvl.1
dramokat. Bar a rendelkezésiinkre all6 toxinmennyiség meglehetdésen korldtozott volt,
egyetlen csatorna vizsgalatit azonban el tudtuk végezni 100 nM toxin koncentracié mellett is.
Ez a Kvl.1 csatorna volt, melynél a megmarad6 dramhédnyadnak 0.957+0.005 (n=3) adddott
100 nM Tst26 esetében (eredmény nincs bemutatva), amely tisztan jelzi azt, hogy a peptidnek
nincsen Kv1.1 gitlé hatdsa még ebben a koncentraciéban sem.

A fentiekkel szemben a Kv1.2 és Kv1.3 csatorndkat mind a Css20, mind pedig a
Tst26 jelentdsen gatolta 10 nM koncentracidban. E két csatorndra vonatkoz6 eredményeinket

késObb mutatom be (1d. 10-11. abra).
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5. abra A Css20 hatdsa Kvl.1, Kvl.4 és Kvl.5 csatorndkra. Az (A-C) paneleken reprezentativ
aramgorbék lathatok 10 nM Css20 jelenlétében (pirossal) és hidnydban (feketével) a kiilonb6zd
vizsgélt Kvl.x ioncsatorndkra vonatkozdan, kivéve a Kvl.2-t és a Kv1.3-t, amelyek a 10. dbrdn
lathatdak. A fesziiltség-protokollokat a gorbék felett tiintettem fel. Az iondramokat minden esetben
—120 mV tart6fesziiltségrol +50 mV-ra torténd 1épéssel valtottuk ki, 15 masodperces id6kdzonként. A
mintavételezési frekvencia: 10 kHz; alulateresztd szird: 5 kHz; digitélis, 3 pontos un. boxcar sziir6vel
sziirézve. A Kv1.4 és a Kv1.5 dramokndl 200 ms hosszisdgu depolarizalé impulzusokat hasznaltunk.
Ezen utébbi dramgorbék esetében a teljes gorbének csak egy rovidebb részét mutatom be a
csicsaramok konnyebb dsszehasonlithatésaga érdekében.

A Shaker csalddba tartozé fesziiltség-kapuzott K*-csatorndkon feliil megvizsgaltuk a Css20
két tovébbi, szintén fesziiltség kapuzott kalium csatornara gyakorolt hatdsat: a hERG és a
Kv2.1 csatorndkat gitld képességét kivantuk meghatdrozni. A hERG csatorna vizsgélata
ebbdl a szempontbdl igen kritikus, ugyanis amennyiben a peptid a hERG csatorndkat gatolja,
(erre van példa az irodalomban (REF ERG toxin)), gy ez megakaddlyozhatja a peptid
bioldgiai aktivitdsdnak mérését allatkisérletes modellekben. A hERG csatorndk ugyanis
szivizomesejtekben fejezOdenek ki, a csatorndk 4rama jelentGsen hozzdjarul a szivizom
akciés potencidl repolarizacids fazisahoz. Ennek megfeleléen a hERG csatorndk gatldsa a

repolarizacié zavardhoz, szerzett hosszi QT szindréméhoz és az arra jellemzd
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ritmuszavarhoz vezethet. Az 6. dbra azt mutatja, hogy a Css20 sem a hERG sem pedig a
Kv2.1 dramokat nem gétolja. A hERG dram gatldsdnak hidnya csokkenti annek lehetdségét,
hogy éllatkisérletekben ritmuszavar alakulhasson ki. A Css20-ra kapott eredményekhez
teljesen hasonlé eredményeket kaptunk Tst26 esetében is: 10 nM peptid nem gatolta a hERG
aramot.

Meg kell itt emliteniink a hERG dram kivaltdsanak maédjat: A fesziiltség protokoll elsd
részében 0,5 s-ig -80 mV-on tartjuk a membréanpotencidlt, majd +20 mV-ra depolarizdlunk,
ami 2,5 s-ig tart, aztdn -40 mV-ra allitjuk be a membranpotencidlt 1 s-ig, s majd végiil
visszatériink a tartéfesziiltségre (-80 mV, lasd a 6. dbra hERG paneljein). Ezzel a protokollal
ki tudjuk kiiszobolni a HEK-293 sejtek endogén kdlium dramait. Ezek a gyorsan aktival6dé
és lassan inaktivalédé K'-dramok megjelennek a +20 mV-ra térténd depolarizacional, és
minimalisra csokkennek a -40 mV-ra torténd depolarizaciés 1€pésnél. Ez koszonhetd egyrészt
az igy lecsokkent hajtéerének, valamint az inaktivacié magas fokanak. A hERG dram a +20
mV-ra torténd depolarizacios 1épés alatt egy konstans értékre novekszik, amikoris
egyensiilyba keriilnek a nyitott és az inaktivalt 4llapotok. fgy az dram alakja a +20 mV-ra
torténd depolarizacids 1épés alatt minden egyes sejten az endogén €s a hERG csatorndkon
atfolyé daramokbdl adodik ossze. A -40 mV-ra torténd depolarizacids 1épés alatt a hERG
csatorndk gyorsan visszatérnek az inaktivalt dllapotb6l, aminek eredményeként egy nagy
amplitud6 novekedés adddik, mig az endogén csatorndk hozzdjaruldsa ehhez az dramhoz
elhanyagolhaté. Ezért ennél a 1épésnél mért teljes-sejt csticsdramot haszndljuk arra, hogy a

toxinok hatdsat megnézziik a hERG csatorndkon.
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6. abra A Css20 és a Tst26 hatdsa a hERG- és Kv2.1 csatorndkra. Az A panel a Css20-ra mig a B
panel a Tst26-ra vonatkozik. Mindkét panelen reprezentetiv dramgorbéket mutatunk be 10 nM Css20
és Tst26 jelenlétében (pirossal) és hidnydban (feketével). A fesziiltség-protokollokat a gorbék felett
tiintettiilk fel. A Kv2.1-csatorndkon keresztiili dramokat a —120 mV tartéfesziiltségrél +50 mV-ra
torténd 1épéssel valtottuk ki, 15 mdasodperces id0kozonként. A mintavételezési frekvencia: 10 kHz;
aluldteresztd sziird: 5 kHz; digitélis, 3 pontos boxcar szlirdvel szlirve. A hERG aramok kivaltasakor
eldszor +20 mV-ra 1épiink (2.5 s), majd —40 mV-ra (1 s), ami ut6ébbi alatt mért dramokat tekintettiik a
hERG &aramnak. A tart6 fesziiltség —80 mV volt, az impulzusok pedig 30 s-ként kévették egymadst.
Mintavételezési frekvencia: 2 kHz; analdg alulatereszt6 szlird: 1 kHz; digitalis, 3 pontos boxcar szlird.

A Ca**-aktivalt kalium-csatornak koziil az IKCal (Kca3.1) és a BKCa (Kc,l.1)
csatorndkon vizsgéltuk a toxinok hatasat: blokkoldst ezeknél sem tapasztaltunk 10 nM toxin-
koncentraciondl (7. dbra). Az IKCal csatorna vizsgélata kiilondsen fontos, mert a Kv1.3
mellett ez a T-limfocitdk masik kdlium-csatorndja. Gatlasa esetén a T-sejtes immunvalasznak

nem az altalunk kivant moédosulasa kovetkezne be.
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7. dabra A Css20 és a Tst26 hatdsa IKCal (Kc,3.1) és a BKCa (Kc,1.1) csatorndkra. Az A panel a
Css20-ra mig a B panel a Tst26-ra vonatkozik. Mindkét panelen reprezentativ &ramgorbéket mutatunk
be 10 nM Css20 és Tst26 jelenlétében (pirossal) és hidnyaban (feketével). A fesziiltség-protokollok a
gorbék felett vannak feltiintetve. Az IKCal dramokat —120 mV és +50 mV kozotti fesziiltség-
rampdval véltottuk ki 10 s-ként, —120 mV-os tartéfesziiltség mellett. Mintavételezési frekvencia: 10
kHz; anal6g alulateresztd sziird: 5 kHz; digitalis, 3 pontos boxcar sziird. A BKCa aramot egy +50
mV-os fesziiltség-lépéssel valtottuk ki (100 ms), amelyet megeldzott egy 10 ms-os —120 mV-ra
torténd hiperpolarizaci6 a 0 mV-os tartéfesziiltségrél. Az impulzusokat 5 s-onként alkalmaztuk.
Mintavételezési frekvencia: 20 kHz; analdg alulateresztd szlird: 4 kHz; digitdlis 3 pontos boxcar
szlird.

Mivel az IKCal nem fesziiltségfiiggd ioncsatorna, ezért a rajta atfolyé dram meghatarozasara
mads protokollt haszndltunk: egy un. fesziiltségrampat. E protokoll sordn a membranpotencial
értékét folyamatosan emeljiik a tartéfesziiltségrol, -120 mV-rél +50 mV-ig, egy linedris
figgvénynek megfelelden, amint az a 7. dbran az IKCal aramok folott 1athat6 is. Az IKCal
paneleken az dramgorbe és a szaggatott vonal metszéspontjahoz tartozé fesziiltségérték az tn.
megforduldsi potencidl, vagyis e fesziiltségérték alatt befelé-, mig e felett kifelé folyik az
aram. Az aspecifikus, szivargdsi aramra vonatkozdan ez az ért€k 0 mV, mig tisztan kdlium
aram esetén kb. —85 mV-nak adddik az alkalmazott mérési feltételek mellett. Az IKCal
csatorndkon keresztiil folyé K*-dram hajtéereje a protokoll lefolyésa alatt egyenld a protokoll

altal bedllitott membranpotencidl és a megforduldsi potencidl kiilonbségével. A hajtderd
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megléte mellett az dram madsik feltételét, a nyitott allapotd ioncsatorndt, a belsé oldat magas
(1 uM) Ca2+—k0ncentréciéjéval érhetjiik el. A K'-dram specifikus gitldsa esetén egyrészt a
megfordulési potencidl 0 mV felé tolédna el, masrészt csokkenne az dram nagysiga. Az dram
nagysagéanak valtozdsat a rampa végénél, +50 mV-ndl hatdroztuk meg. Ez csak akkor tehetd
meg, ha més kilium-csatorna nincs, vagy elhanyagolhaté mértékben van jelen a mérés sordn.
Ez a feltétel a mi esetiinkben teljesiilt az IKCal magas expresszids szintje miatt, és mert a
Cos-7 sejtekben endogén kdlium-aram nem mérheto.

Végiil ellendriztik még a toxinok hatdsat a szivizombeli Navl.5 csatornan is. E
csatorna jelentésége a hERG csatorndhoz hasonléan abbdl adédik, hogy szerepet jatszik a
sziv akcids potencidljdnak kialakuldsdban. Mivel blokkoladst nem tapasztaltunk (8. dbra), igy a

szivizomsejtek miikodését befolydsold mellékhatas bekovetkezése még kisebbnek mondhaté.
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8. abra Css20 és a Tst26 hatdsa az Navl.5 csatornara. Mindkét panelen reprezentativ dramgorbéket
mutatunk be 10 nM Css20 és Tst26 jelenlétében (pirossal) és hidnydban (feketével). Nay1.5 dramot
—120 mV tartéfesziiltségrél 0 mV-ra torténd 1épéssel valtottuk ki, 15 s-os idékozonként. A
depolarizal6 impulzus 40 ms hosszisigu volt, amelybdl csak 15 ms-ot mutatunk meg a csticsdramok
konnyebb 6sszehasonlitdsa végett. Mintavételezési frekvencia: 50 kHz; analdg alulateresztd szilird: 5
kHz; digitalis, 3 pontos boxcar szlrd.

A fentebb felsorolt kisérleti eredményeket az 9. dbra Osszegzi, amely azt mutatja,
hogy a Css20 és Tst26 toxinok csak a Kv1.2 és a Kvl.3 csatorndkat gatoltdk jelentds

mértékben 10 nM koncnetracidban.
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9. abra A Css20 és a Tst26 szelektivitasi profilja. A Css20 ill. a Tst26 gatld hatdsat kilenc ill. nyolc
kalium csatorndn és egy szivizombeli natrium csatorndn vizsgaltuk. Minden vizsgdlt csatorna
esetében a megmaradé teljes-sejt dramhédnyadot (RCF) 10 nM toxin jelenléte mellett hatdroztuk meg
(a feltiintetett hibdk az atlaghoz tartoz6 SEM, N=min.4). Nem volt szignifikdns dram gatlas egyik
vizsgélt csatorndn sem, kivéve a Kv1.2 és a Kv1.3 csatorndkat. Ennek részleteseb analizise al0. és 11.
abrékon lathato.

10 nM Tst26 84%-kal csokkentette a Kv1.2 dramot, a Kvl.3 dramot pedig 47%-kal,
mikdzben a tobbi csatorndn keresztiili dram kevesebb, mint 6%-kal csokkent csupdn. 10 nM
Css20 pedig 93%-kal csokkentette a Kv1.2 dramot, mig a Kv1.3 dramot 58%-kal; a tobbi
csatorndn atfolyé dramot azonban csak kevesebb, mint 7%-kal. Ez azt jelenti, hogy a becsiilt
K4 érték nagyobb, mint 150 nM a tdbbi csatorndra vonatkozdan (mar a 7% blokkolds esetében
is, 1:1 toxin-csatorna sztdichiometrat feltételezve, a Hill egyenlet alapjan, 10 nM toxin
koncentraci6val szdmolva). Igy mind a Tst26, mind a Css20 szelektiv blokkoléja a Kv1.2 és a

Kv1.3 csatorndknak, a tobbi, ebben a tanulmanyban leirt csatorndval szemben.

A Css20 es a Tst26 farmakoldgiai tulajdonsagai Kv1.2 és Kv1.3
ioncsatornakon

Miutan kidertiilt, hogy a Css20 és a Tst26 szelektiv a Kv1.2 és a Kv1.3 csatornékra,
megvizsgaltuk részletesebben mindkét toxin hatdsat ezekre az ioncsatorndkra. Az 10 (A) és
az 11 (A) abran lathatjuk a Kv1.2-csatornan keresztiili kdlium-aramokat, 3 nM Css20 ill. 1
nM Tst26 az extracelluléris oldathoz torténd hozzdadésa el6dtt (kontroll), az egyensulyi gatlas
kialakuldsakor, és a mérokad toxin-mentes oldattal torténd perfizidjit kovetden (kimosds). A
Kv1.2 teljes-sejt aramokat Cos-7 sejteken mértiilk. Ezen koriilmények kozott a Css20 és a
Tst26 rendre a Kvl.2-csatorndk kb. 75%-at ill. 40%-at gatolta. A gatlds nem volt teljesen
reverzibilis a Css20-ndl, 4m a Tst26-ndl igen, amikor toxinmentes kiilsé oldattal

perfunddltunk. Mindkét toxin asszocidcids és disszocidcios kinetikdja lassu volt: tobb perc
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volt sziikséges ahhoz, hogy bedlljon a blokkolds egyensulyi dllapota, és ahhoz is, hogy a
gatlasbol visszatérjen az dram (10 (B) ill. 11 (B) dbra) a mosds sorén.

Az 10 (C) és a 11 (C) abran lathatjuk, hogy mindkét toxin kisebb affinitdssal kotodik
a Kv1.3 ioncsatorndhoz, mint a Kv1.2-h6z. A Kv1.3 dramok human periférids vér T-sejtjein
mért teljes-sejt dramok, amelyet az 4ltalunk alkalmazott kisérleti koriilmények kozott
kizardlag a T-sejtek altal expresszalt endogén Kv1.3 csatorndkon atfolyd dram adja (Peter és
mtsai, 2001). A toxinokat extracelluldrisan alkalmazva a teljes-sejt K'-dramok nagysiga
rendre kb. a kontroll 40%- ill. 50%-ara csokkent 10 nM Css20 ill. 10 nM Tst26 jelenlétében.
A Kvl1.3 csatorna gatlasa mindkét toxin esetében teljesen reverzibilis volt, és a kinetika
sokkal gyorsabb volt, mint a Kv1.2-nél. Mind a blokkolasi egyensily bedllta, mint a gatlasbol

torténd visszatérés 30 masodpercen beliil , azaz két depolarizalé impulzus kozott megtortént
(10 (D) ill. 11 (D) ébra).
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10. abra A Css20 nagy affinitassal, reverzibilisen géitolja a Kv1.2- és a Kvl.3-csatorndkat. (A) A
hKv1.2 dramokat 200 ms hosszusdgu, —120 mV tartéfesziiltségrol +50 mV-ra torténd depolarizacios
1épéssel valtottuk ki, 30 masodperces 1d6kozonként (az dramgorbe felett a fesziiltség-protokollnak,
valamint a gorbének csak egy része lathat6 a csicsdramok konnyebb 0sszehasonlitdsa érdekében). A
mért sejtet koriilvevd oldatot folyamatosan perfundédltuk. A reprezentativ dramgorbék toxin
alkalmazdsa el6tti (kontroll, feketével), 3 nM Css20 egyensulyi blokkoldsanak kialakuldsa uténi
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(pirossal) és toxinmentes oldatot perfundélva a blokkol4sbdl torténd részleges visszatérési (kimosas,
kékkel) allapotot mutatjak. Mintavételezési frekvencia: 10 kHz; anal6g alulateresztd sziird: 5 kHz;
digitdlis 3 pontos boxcar sziir6. (B) A K'-csticsaramok iddbeli valtozdsa lathaté a blokkolds
kialakuldsa és annak megsziinése alatt, az (A) panel sejtjére vonatkozéan. A K'-csticsdramokat
meghataroztuk és dbrazoltuk az id6 fliggvényében. Az id6tengely feletti fekete téglalap 3 nM Css20
alkalmazédsanak id6tartalmat jelzi. (C) Teljes-sejt konfigurdciéban mértiik a K'-dramokat human T-
sejteken, melyek a Kv1.3 csatorndkat edogénen expresszdljdk. 15 ms hosszisdgid impulzusokat
alkalmaztunk 30 s-os id6kozonként, —120 mV tartéfesziiltségrél +50 mV-ra depolarizdlva (a
fesziiltség protokoll az dramgorbe felett lathat). Mintavételezési frekvencia: 20 kHz; analdg
aluléteresztd sziird: 5 kHz; digitalis 3 pontos boxcar sziir8. A tobbi kisérleti feltétel ugyanaz volt, mint
az (A) és a (B) paneleknél. (D) A K*-csticsdramok id6beli valtozasa ldthaté a blokkolds kialakuldsa és
annak megszlinése alatt, a (C) panel sejtjére vonatkozdan.
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11. abra A Tst26 nagy affinitassal, reverzibilisen gatolja a Kv1.2- és a Kvl.3-csatorndkat. (A) A
hKv1.2 dramokat 200 ms hosszusdgu, —120 mV tartéfesziiltségrol +50 mV-ra torténd depolarizacios
1épéssel valtottuk ki, 30 mdsodperces idOkozonként (az dramgorbe folott lathaté a fesziiltség-
protokoll). A mért sejtet koriilvevd oldatot folyamatosan perfundéltuk. A reprezentativ dramgorbék
toxin alkalmazasa el6tti (kontroll, feketével), 1 nM Tst26 egyenstlyi blokkoldsanak kialakuldsa utdni
(pirossal) és toxinmentes oldatot perfundélva a blokkol4sbdl torténd részleges visszatérési (kimosas,
kékkel) dllapotot mutatjak. (B) A K*-csticsdramok idébeli valtozasa ldthaté a blokkolds kialakuldsa és
annak megsziinése alatt, a (A) panel sejtjére vonatkozéan. A K'-csicsdramokat meghatdroztuk és
abrazoltuk az id6 fiiggvényében. Az idStengely feletti fekete téglalap 1 nM Tst26 alkalmazdsanak
id6tartalmat jelzi. (C) Teljes-sejt konfigurdcioban mértiik a K*-dramokat human T-sejteken, melyek a
Kv1.3 csatorndkat edogénen expresszaljak. 15 ms hosszisagi impulzusokat alkalmaztunk 30 s-os
1id6kozonként, —120 mV tartéfesziiltségrol +50 mV-ra depolarizdlva (a fesziiltség protokoll az
dramgorbe felett lathat6). A tobbi kisérleti feltétel ugyanaz volt, mint az (A) és a (B) paneleknél. (D)
A K'-csticsdramok id6beli véltozdsa ldthat6 a blokkolds kialakuldsa és annak megsziinése alatt, a (C)
panel sejtjére vonatkozdan.

35



Mindkét toxin ioncsatorna gatlé potencidljdnak pontosabb karakterizdldsa érdekében
megvizsgiltuk gatld hatdsukat kiilonb6z6 koncentraciokban is a Kv1.2 ill. a Kvl.3
csatorndkra vonatkozdéan. Meghatdroztuk a megmaradé aramhdnyadot (RCF), ami az

I/1, hényadossal egyenld, ahol Iy és I a mért K* csdcsdram értéke kontroll oldat mellett és a

toxin adott koncentracidjanak jelenlétében, a gatlasi egyensily bedllta utdn. Az RCF
értékeket a toxin koncentracidjanak fiiggvényében (logaritmikusan) dbrazolva megkapjuk a
dozis-hatas Osszefiiggést, amit az un. kétparaméteres Hill-egyenlettel illesztettiink meg (12.
abra). E két paraméter a disszocidcidos dllandé (K,;) és a Hill-koefficiens (n), amelyek a
kovetkezOoknek adddtak: Css20 esetében K; = 1.3 nM, n = 1.17 Kv1.2-re vonatkozdan és K; =
7.2 nM, n = 0.90 Kv1.3-ra; Tst26 esetében pedig K; = 1.9 nM, n = 0.86 Kv1.2-re és K; = 10.7
nM, n = 0.72 Kvl.3-ra vonatkozéan. A Css20 estében az 1-hez kozeli Hill-koefficiens
értékek az 4ltalanos toxin-csatorna viszonyra utalnak a blokkolds sordn, azaz egy toxin egy
csatorndhoz kotddik. A Tst26 esetében azonban a Hill-koefficiens értéknek az 1-tél vald

eltérése jelentdsnek tlnik (n = 0.72).
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12. 4bra A K'-dgramok blokkoldsdnak fiiggése a toxinok (Css20 és Tst26) koncentrcidjatél. A
megmaradé aramhanyadot (Kv1.2: tele kor és Kv1.3: iires kor) az [ / I, hanyadossal szamoltuk, ahol

Iy és I a mért K csicsaram értéke kontroll oldat mellett és a toxin adott koncentraciGjanak
jelenlétében. A fesziiltség protokoll és a tobbi kisérleti feltételek ugyanazok voltak, mint az 10. és a
11. 4brdndl. A mért pontokra illesztett folytonos vonali gorbét a Hill-egyenlet segitségével

K" +[Tx]
dramhdnyad, K, a disszocidciés dllando, n a Hill-koefficiens és [Tx] a toxin-koncentricid. A legjobb
illesztésbol kapott értékek a kovetkezok: Css20 esetében: K; = 1.26 nM, n = 1.17 Kvl.2-re
vonatkozodan és K; = 7.21 nM, n = 0.90 Kv1.3-ra; Tst26 esetében: K, = 1.9 nM, n = 0.86 Kv1.2-re és

K;=10.7 nM, n = 0.72 Kv1.3-ra vonatkozéan. Az dbrézolt hibdk a S.E.M.-et (Standard Error of the
Mean) jelolik (n = 3-7).

illesztettilk, ami: RCF = , ahol RCF (Remaining Current Fraction) a megmaradé
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A Tst26 hatasa a Kvi1.2 és a Kv1.3 ioncsatornak biofizikai
tulajdonsagaira

A legtdbb toxin a csatorndval torténd kolcsonhatds sordn egyszeriien csak eltomiti az

ioncsatorna pérusat megakaddlyozva igy a K™ ionok atjutds4t. Vannak azonban olyan toxinok
is, amelyek az ioncsatorna fesziiltség-érzékeld részéhez, vagy annak kozelébe kotddnek, és
igy médositjdk a csatorna kapuzdsi mechanizmusat (Swartz és MacKinnon 1997). Ezek a
toxinok képesek az egyensulyi (steady-state) aktivacid fesziiltség fiiggését eltolni a
pozitivabb membranpotencidl érték felé és igy csokkenteni a csatorndk nyitasi valdszinliségét
egy adott membranpotencidlon. Ez a teljes-sejt &ram csokkenéséhez vezet a nélkiil is, hogy a
peptidek a K™ 4thalad4sat a csatornén fizikailag megakadélyoznék.
Annak eldontésére, hogy a Tst26 lehet-e kapuzédst moédositd peptid, meghatiroztuk az
egyensulyi aktivicié és inaktivacid fesziiltségfiiggését jellemzd paramétereket Kv1.2 és
Kv1.3 ioncsatorndkra vonatkozdéan a toxin jelenlétében és annak hidnyidban (13. &4bra).
Elészor a csatorndk 4aram-fesziiltség karakterisztikajat készittettik el (I-V gorbe):
depolariziciés impulzusok sordt alkalmaztuk, -70 mV-t6l +40 mV-ig 10 mV-os
1épéskozokkel, és kozben mértiikk a teljes-sejt dramok csucsértékeit minden depolarizal6
impulzusndl. Ezutin kiszdmoltuk a teljes-sejtre vonatkozé vezetdképesség fesziiltségfiiggését
az -V fiiggvény értékeibdl a G=I/(E,—E,.,) 0sszefiiggés felhasznalasdval, ahol I a teljes-sejt
aram amplitid6, E,, a membranpotencidl a depolarizalé impulzus alatt, E,., pedig a Nernst-
egyenletbdl szamitott K* egyensiilyi potencél (—-88 mV). A kapott G értékeket normaltuk a
legnagyobb vezetoképesség értékre, €s dbrazoltuk a depolarizalé impulzus amplitidéjanak
fliggvényében. Az igy kapott adatpontokra Boltzmann-fiiggvényt illesztettiink (Id. még
Anyagok és Modszerek). Az illesztett fiiggvény paraméterei pedig nem utaltak arra, hogy a
Tst26 toxin befolydsolna barmely (Kv1.2 vagy Kvl1.3) csatorna egyensilyi aktivacidéjanak
fesziiltség-fiiggését (12 (A) abra: Kvl.2-re: kontroll: Vi, = =269 mV, és k = 5.2 mV; és 2
nM Tst26 jelenlétében: Vi, = —=23.7 mV, és k = 5.1 mV; Kvl.3-ra: kontroll: V,, = —41.2
mV, és k =7.9 mV; és 10 nM Tst26 estében: Vi, = —40.1 mV, és k = 8.1 mV). Hasonldéan
nem befolydsolta a Tst26 jelenléte az egyensilyi inaktivaci6 fesziiltség-fiiggését sem (12 (B)
abra: Kv1.2-re: kontroll: Vi,; =-37.3 mV, és k; = -=5.0 mV; és 2 nM Tst26 esetében: Vi =
-44.5 mV, és ki = —=6.7 mV; Kvl.3-ra: kontroll: V,,; = -50.8 mV, és k,; = 6.7 mV; és 10
nM Tst26 esetében: Vi =-53.7mV, és k,; = -5.6 mV).
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13. Abra A Tst26 hatdsa a Kv1.2 és a Kv1.3 csatorndk egyensilyi és kinetikai paramétereire. (A) A
Kv1.2 és a Kv1.3 csatorndk egyensulyi aktivacidjanak fesziiltség-fiiggését a Tst26 nem befolydsolta.
A toxint 2 nM-ban alkalmaztuk Kv1.2 és 10 nM-ban Kv1.3 esetében, ami kb. 50%-os blokkolast
okoz. A bal oldali panelek a Kvl.2-re, mig a jobb oldaliak a Kv1.3-ra vonatkoznak. A fekete teli
korok a kontroll, mig az iires piros hdaromszoégek a toxin jelenlétében mért adatokat abrazoljdk. A
normdlt vezetoképesség fesziiltség-fliiggését (G-V) az dram-fesziiltség (I-V) fliggvénybdl készitettiik
el. Az I-V fiiggvényen a mért K'-csticsdramokat (mind Kvl1.2-, mind Kvl.3-ra vonatkozéan)
abrazoljuk az azt kivaltd fesziiltség-impulzus fiiggvényében, —70 mV-t6l +40 mV-ig, 10 mV
Iépésekben, —120 mV tartéfesziiltségrol. A vezetOképességeket kiszamoltuk minden fesziiltség-
impulzus esetében — a K'-dram megfordulési potencidljit felhaszndlva — és normaltuk a maximalis
vezetOképességre azokat. Az &dbrdzolt pontokat Boltzmann-fiiggvénnyel illesztettiik, az illesztés
paramétereit lasd a szovegben. Minden feltiintetett pont 3-6 fiiggetlen kisérlet atlaga, a hibajelek a
SEM-et mutatjak. (B) A Tst26 az egyenstilyi inaktivacio fesziiltség-fiiggését szintén nem befolyasolta,
egyik ioncsatorna esetében sem. A baloldali panel a Kv1.2-re a jobboldali a Kv1.3-ra vonatkozik; a
tele fekete kor a kontroll, mig az iires piros haromszog a toxin jelenlétében mért pontokat jelenti. A
sejteket a jelzett tartofesziiltségeken tartottuk 2 percen dt és a nem-inaktivalédott csatorndk aranyat
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egy +40 mV-os tesztimpulzussal hatdroztuk meg. A Kkiilonb6z6 tartéfesziilts€ég mellett mért
csicsdramokat a —120 mV mellett mértre normdltuk (I/L,55). A kapott pontokat Boltzmann-
fliggvénnyel illesztettiik, melynek paramétereit ldsd a szdvegben. Minden feltiintetett pont 3-6
fliggetlen kisérlet 4tlaga, a hibajelek a SEM-et mutatjdk. (C) A Kvl.3 inaktivicidés kinetikajat
jellemz6 paramétereket a Tst26 mddositotta. (bal panel) A Kv1.3 lassi inaktivacidjat a Tst26
lassitotta. A T-sejtben mért teljes-sejt dramot egy 2 s hosszusagi, +40 mV-ra torténd depolarizacios
impulzussal véltottuk ki —120 mV tartéfesziiltségrdl, 60 s-onként és a csicsdramra normaltuk. A
fekete szinii a toxin hidnydban (kontroll), mig a piros szinli 10 nM Tst26 jelenlétében mért &ramgorbe.
A gorbék inaktivacids iddallanddjat (1) a gorbe csokkend részére illesztett exponencidlis fiiggvény (az
dbrdn nincs feltiintetve) segitségével hatdroztuk meg: I(r) =1exp(—t/7)+C, ahol I az inaktival6do

aramkomponens és C a nem-inaktival6do (egyensulyi, steady-state) dram. A 7 értéke 161 ms és 250
ms volt 10 nM Tst26 hidnydban és annak jelenlétében. (jobb panel) Az egyensilyi Kv1.3 dram
novekedett Tst26 jelenlétében. A megmaradd dramot 2 s hosszisagi depolarizalé fesziiltség impulzus
végénél mértiik (ldsd bal panel) amit elosztottunk a csicsdrammal, s igy megkaptuk az abrazolt
egyensiilyi-/csiicsaram hédnyados 10 nM Tst26 hidnydban (kontroll) és annak jelenlétében (Tst26). Az
abrazolt hiba: SEM, n=4.

A csatorndk kapuzdsanak biofizikai jellemzéséhez az egyenstlyi paramétereken feliil az &ram
egy adott membranpotencidlon mért idobeli véltozdsat jellemzd kinetikai paramétereket
hasznéljuk. Ismert, hogy a Kv1.3 csatorna szignifikdnsan inaktivdlodik egy hosszan tarté
depolarizaciés impulzus alatt, ami abban nyilvdnul meg, hogy a teljes sejt daram a
csucsértékrol egy exponencidlis 0sszefiiggéssel illeszthetd kinetikdval egy egyensulyi értékre
csokken. Az dramgorbe leszallé szardnak jellemzésére az inaktivacids idéalland6t hasznéltuk
(1d. még Anyagok és Mddszerek), melynek értéke Kv1.3-ra ~200 ms.

Kisérleteinkben megvizsgaltuk azt, hogy a Kv1.3 csatorndk lassui inaktivacidjanak
kinetikajat befolydsolja-e a Tst26 toxin csatorndkhoz torténd kotddése. Ehhez
Osszehasonlitottuk az inaktivacios idddllandokat Tst26 jelenlétében és annak hidnydban. A
kontroll koriilményekre vonatkoz6 id6allandét a toxin alkalmazdsa elotti €s a toxin kimosasa
utdni idéallandok atlagértékeként szamitottuk, s igy korrigdltunk a Kv1.3 csatorndk
természetébol adddo, a kisérlet idobeli elérehaladdsdval gyorsul6 inaktivacidjara. Az 13. dbra
C része azt mutatja, hogy a toxin jelenlétében a Kv1.3 csatorna inaktivacidja lassabb, mint
kontroll koriilmények kozott: 10 nM Tst26 megndvelte az idéallandot 205 + 33 ms-rdl 342 +
37 ms-ra (n = 6, p<0.001; 13 (C) dbra baloldali panele). Az inaktivacids kinetika lassuldsa
egyiitt jart az depolarizaciés impulzus végénél mért egyensulyi dram novekedésével (12 (C)
abra baloldali panele), amit az egyenstlyi dram és a csucsdram hdnyadosdval jellemeztiink
(12 (C) abra jobb oldali panele; kontroll: 0.021 £+ 0.006, 10 nM Tst26: 0.042 + 0.016, n=4,
p=0.04).
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Megbeszélés

A szelektivitas fontossaga

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

Az IKCal (KCa3.1) csatorna jelentdsége abbdl adddik, hogy a Kv1.3 mellett a T-limfocitdk
masik kalium-csatorndja, és emellett a T-sejtek kiillonboz6 alpopulécidi kiillonbdzé mértékben
is expresszaljak e két csatornit (4. dbra). Igy az IKCal esetleges gatlisdval a T-sejtes
immunvalasz olyan befolydsoldsa is megtorténne, amely nemkivanatos mellékhatést
jelentene.

A BKCa fesziiltség- és Ca**-aktivalt joncsatorna az idegsejtek Ca**-haztartdsaban jatszik
szerepet. Esetleges gétldsa felboritand az idegsejtek kdlcium-homeosztazisét. (megj.: a BKCa
csatorna fontos farmakoldgiai célpont agyvérzés kezelésekor)

A hERG és az Navl.5 a szivizom ioncsatorndi. Barmelyikiik gatldsa esetén a szivizom
elektromos aktivitdisa modosulna. A hERG csatorna nem megfeleld miikodése esetében
tipikusan eldforduld betegség az un. hosszi QT szindroma, ami a szivizombeli akcids
potencial QT intervallumdnak a meghosszabbodasét jelenti.

A Kv2.1 a fesziiltség-kapuzott kaliumcsatorndk funkciondlisan egyik legosszetettebb
osztilydba tartozik. Részt vesz a szivritmus-, a neurotranszmitterek, az inzulin
elvalasztasdnak irdnyitdsaban, a sejttérfogat, az idegsejtek gerjeszthetdségének, a simaizom
0sszehuzdoddsdnak szabdlyozasdban. Ezen felsorolds utdn lathatd, hogy ennek a csatorndnak
esetleges gatlasbol adodé keresztreakcid kovetkezményei mennyire szertedgazdak lennének.
Meg kell itt emliteniink a heterolég expresszié fontossdgat: Ezeket a szelektivitdsi
vizsgalatainkban részt vett ioncsatorndkat olyan sejtvonalakban expresszéltattuk, amelyek
egyébként nem fejezték ki az adott, vizsgdlni kivint csatorndt. SOt, semmilyen endogén
ionaram nem volt mérhetd rajtuk — az altalunk alkalmazott fesziitség-protokollokkal — kivéve
a HEK-293 és a tsA-201 sejteket. Ez utébbiban nétrium-dram volt mérhetd (eredmény nincs
bemutatva), &m mivel ebben a sejtvonalban csupdn a BKCa és a Kv1.5 kdlium-ioncsatornédkat

transzfektaltuk, igy ez nem befolydsolta a méréseinket. Mig az el6bbi sejttipusban a hERG

40



csatornat fejeztettiilk ki és a benne mérheté endogén aramtél a hERG csatorndn atfolyo

aramot a hERG protokoll segitségével kiilonitettiik el.

Analizis és konkluzio

Az utébbi években a kiilonboz6 fajok venomjaibdl izoldlt, a Kvl1.3 kélium
ioncsatornat nagy affinitdssal és szelektivitdssal blokkold toxinokra nagy figyelem iranyult,
mert ismerté lett, hogy a Kvl1.3 ioncsatorndkat blokkolva a limfocitdk bizonyos
alpopulécidinak proliferaciéja meggatolhatd és ezéltal szelektiv immunszupresszié érhetd el
(Wulff és mtsai, 2003a).

A Kvl.2-csatorndra vonatkozéan ugyanakkor mind a mai napig nincsen jO, nagy
affinitasu és nagy szelektivitdsu gatldszer; rdadasul ez a tipust ioncsatorna széles korben
fordul el6 a kozponti idegrendszerben és heterotetramereket alkot a Shaker-csalad tobbi
tagjaval, amelyek valészinlileg mds farmakoldgiai tulajdonsidgokkal rendelkeznek, mint a
homotetramer csatorndk (Coleman és mtsai, 1999, Isacoff és mtsai, 1990). fgy egy olyan
toxin, amely hasonlé affinitassal rendelkezik erre a két csatorndra vonatkozéan — mint a
Css20 és a Tst26 — nem idedlis jelolt terapids gyogyszernek.

Azonban lényeges kiilonbség van a Css20- és a Tst26-nak a Kv1.2 és a Kvl.3
csatorndkon kifejtett gatl6 hatdsdban a Kv1.1 és a Kv1.4 csatorndkhoz viszonyitva: tobb, mint
100-szoros. S6t, a blokkoldsi kinetikdjuk is szignifikdnsan kiilonbozd: a Kv1.2 esetében
lassu, mig a Kv1.3 esetében gyors. Ezért az ilyen toxinokkal végzett struktura tanulmanyok
megmutathatjdk, hogy a csatorna feliiletén és a toxinban melyek azok az aminosavak,
amelyek meghatarozzdk a kotddés affinitasat €s a toxin szelektivitdsat a Kv1.2 és a Kv1.3
csatorndkra vonatkozdan. Ezek az informécidk aztin késobb segithetnek olyan toxinok
tervezésében, amelyek szelektivebbek egy bizonyos csatornatipusra. Igy a lentebb targyalt
analizis eredménye lehetdvé teszi kisérletileg olyan specifikus muticiok megvaldsitdsat,
amelyek szelektivebbé teszik a toxint.

Osszehasonlitva az o-KTx2 toxincsaldd tagjainak aminosav szekvencidjit, szdmos
erdsen konzervativ aminosavat taldlunk, mint pl. 13, K6, Q12, P16, K18, G22, N31, G32,
K33, K28, K35, és Y37 (3. tdblazat). Ezek koziil kettd, a kritikus pozicidban 1évd lizin (K28
Css20-nél; K27 Tst26-ndl) és egy aromds aminosav 9 pozicidval lejjebb (az N-terminustdl (a-
hélixtdl) indulva a sorrend; Y37 a Css20-ban és Y36 a Tst26-ban) alkotjdk az tn. ,,eszenciélis
diad”-ot (a két diad aminosavat Osszekotottiik a 4. tdblazatban), mert ez a par megtaldlhat6 a

legtobb olyan skorpié toxinban (nem csak az o-KTx2 tagjaiban), amelyek nagy affinitdssal
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blokkoljak a K*-csatorndkat. (Bednarek és mtsai, 1994, Dauplais €s mtsai, 1997, de la Vega
és mtsai, 2003, Koschak és mtsai, 1998).

3. tablazat o-KTx2- és a-KTx4 alcsaladbeli toxinok aminosav-szekvencidja és disszociacios
allandé6ja Kv1.2 és Kv1.3 ioncsatorndkra

Csalddng Né Peptid Azonossig Ky (nM)
saladnev v 1234567890123456789012345678901234567890 %)~ Kvl2 Kvl3
0-KTx2.1 Noxiustoxin TIINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN 68 2 1#
a-KTx2.2 Margatoxin TIINVKCTSPKQCLPPCKAQFGQSAGAKCMNGKCKCYPH 76 0.6° 0.23°
0-KTx2.3 ClTxI (I.10.9.1) ITINVKCTSPQQCLRPCKDRFGQHAGGKCINGKCKCYP 81 nm  nm
a-KTx2.4 CnNtx2 TIINEKCFATSQCWTPCKKAIG-SLQSKCMNGKCKCYNG 55 nm  nm
a-KTx2.5 Hongotoxin-1 TVIDVKCTSPKQCLPPCKAQFGIRAGAKCMNGKCKCYPH 73 0.17°  0.09°
a-KTx2.6 Hongotoxin-3 TF INVKCTSPKQCLPACKEKF GXAAG-KCMNGKCK ? 70 nm  Nm
0-KTx2.7 CITx2 (I.10.9.2) TVIDVKCTSPKQCLPPCKEIYGRHAGAKCMNGKCKC 63 nm  nm
a-KTx2.8 Cel toxin TVINVKCTSPKQCLKPCKDLYGPHAGAKCMNGKCKCYNN 67 nm  0.71°
a-KTx2.9 Ce2 toxin TIINVKCTSPKQCLKPCKDLYGPHAGAKCMNGKCKCYNN 64 nm  0.25°
0-KTx2.11 Ce4 toxin TIINVKCTSPKQCLLPCKEIYGIHAGAKCMNGKCKCYKI 54 nm 098
a-KTx2.13 Css20 IFINVKCSSPQQCLKPCKAAFGISAGGKCINGKCKCYP 100 13 72
a-KTx4.1 TstxKa VFINAKCRGSPECLPKCKEAIGKAAGKCMNGKCKCYP 97 0214 3-20°
a-KTx4.2 TsK VVIGQRCYRSPDCYSACKKLVGKATGKCTNGRCDC 49 nm  nm
a-KTx4.3 TdK1 VFINVKCTGSKQCLPACKAAVGKAAGKCMNGKCKCYT 78 nm  nm
oa-KTx4.4 Tc30 VFINVKCRGSKECLPACKAAVGKAAGKCMNGKCKCYP 86 nm 16
a-KTx4.5 - VFINVKCRGSPECLPKCKEAIGKSAGKCMNGKCKCYP 92 nm  nm
o-KTx4.6 Tst26 VFINAKCRGSPECLPKCKQAIGKAAGKCMNGKCKCYP 100 1.9 107

nm: nem meghatarozott.

*rKv1.2- és mKv1.3-csatorndk B82 egér fibroblasztban és 1.929 sejtekben expresszdlva (Grissmer és
mtsai, 1994)

" Kv1.2- és Kv1.3-csatorndk HEK-293 sejtekben expresszalva (Koschak és mtsai, 1998)

¢ Kv1.3-csatorndk huméan limfocitdkban (Garcia-Calvo és mtsai, 1993, Olamendi-Portugal és mtsai,
2005)

4 rKv1.2 B82 fibroblasztokban (Werkman és mtsai, 1993)

* mKv1.3 Xenopus oocitdkban és/vagy 1.292 sejtekben (de la Vega és mtsai, 2003)

"hKv1.3 humén T-limfocitikban (Batista és mtsai, 2002)

A ,eszencidlis didd” kritikusnak latszik a Kv1.2 nagy affinitdsd gatldsdhoz is. A diad
aminosavakat alaninra cserélve a Pil (a-KTx6.1) toxin affinitdsa tobb nagysdgrenddel
csokkent a Kv1.2 esetében (Mouhat és mtsai, 2004). Maurotoxinnal is (MTX (a-KTx6.2))
két, a diddnak megfeleld aminosav (K23 és Y32) bizonyitottan fontos Kv1.2-hoz torténd a
nagy affinitasi kotddésért a (Visan €s mtsai, 2004). Azonban a didd sziikségessége nem
egyértelmii a Kv1.3 gatldsanal. Annak ellenére, hogy a didd jelen van az MTX-ben, mégis
gyengén blokkolja a hKvl.3-at, de a H399T muticié a csatorna kiilsd szdjadékdnak als6

részénél olyan érzékennyé tette a csatornit az MTX blokkoldsdra, mint a Kv1.2-nél.
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Kv1.2

koztes

Kvl1.3

4. tablazat Toxinok aminosav-szekvencidja és szelektivitasuk Kv1.2 és Kv1.3 csatorndkra

Peptid toltés/His K4 hanyados K4 (nM)
név 1234567890123456789012345678901234567890  0Osszes C-term. Kv1.2/Kvl.3 ~ Kvl.2 Kvl1.3
maurotoxin VSCTGSKDCYAPCRKQITGCPNA-KC[INKSCKCYGC  5/0  3/0 2e-4 0.7* 3300°
CoTX1 AVCVYRT-CDKDCKRRI-GYRSG-KC[I[NNACKCYPY 6/0  3/0 0.005 27° 5300°
Pi4 IEATIRCGGSRDCYRPCQKRITGCPNA-KCINKTCKCYGCS 6/0  3/0 <8e-7 0.008°  >10000°
Pil LVKCRGTSDCGRPCQORQOITGCPNS—KCINRMCKCYGC 50  3/0 0.09 1 11°
Css20 IFINVKCSSPQQCLKPCKRAFGISAGGKCINGKCKCYP 6/0  3/0 0.2 L5 7.2
Tst26 VFINAKCRGSPECLPKCKPAI GKAAG-KCMNGKCKCYP 8/0  4/0 0.2 2 10
Noxiustoxin TIINVKCTSPKQCSKPCKEL[YGSSAGAKCMNGKCKCYNN  6/0  3/0 2 2 1f
Hongotoxin-1 TVIDVKCTSPKQCLPPCKRQF GIRAGAKCMNGKCKCYPH 61  4/1 1.9 0.17¢ 0.09¢
ChTX EFTNVSCTTSKECWSVCQORLHNTSRG-KCMNKKCRCYS 51 5 54 141 2.6'
anuroctoxin ZKECTGPQHCTNFCRKNIKCTHG-KCMNRKCKCENCK 72 6/1 9 6" 0.7"
OSK1 GVIINVKCKISRQCLEPCKKAIGMRFG-KCMNGKCHCTPK &1 4/ 386 541 0.014'
OSK1-20 GVIINVKCKISRQCLEPCKDAlGMRFG-KCMNGKCHCTPK  6/1  4/1 2108 78 0.037'
OSK1-12,1620 GVIINVKCKISPQCLKPCKDAlGMRFG-KCMNGKCHCTPK  7/1  4/1 3322 196' 0.059'
HsTX1 ASCRTPKDCADPCRKE[TGCPYG-KCMNRKCKCNRC  6/0  5/0 >45000 >500' 0.011
KTX GVEINVKCSGSPQCLKPCKPDAlGMRFG-KCMNRKCHCTPK  6/1  5/1 >1538 >1000" 0.65
| I
diad

A toxinokat igy csoportositottuk, mint Kv1.2-re szelektivek, koztesek és Kv1.3-ra szelektivek. Ezt a
toxinok kiilonbdzd csatorndkra vonatkozé disszocidcids alland6ik hdnyadosa alapjin tettiink. A
szekvencidk utdn az Osszelektromos toltés és a hisztidin aminosavak szdmdt tiintettiik fel a teljes
toxinra, mellette ugyanezen adatok a C-termindlisra vonatkozéan csupdn. A C- és N-termindlis
részeket szaggatott vonallal kiilonitettik el. Az “eszencidlis didd” aminosavakat alul jeleztiik.
Bekereteztiik azokat az aminosavakat, amelyek fontosnak latszanak a Kv1.2- és a Kv1.3-szelektivitds
meghatdrozdsaban.

*hKv1.2 és hKv1.3 COS-7 sejtekben (Visan és mtsai, 2004)

® rKv1.2 és mKv1.3 eml6s sejtvonalban (Jouirou és mtsai, 2004)

“rKv1.2 és rKv1.3 Xenopus oocytes-ban (M'Barek és mtsai, 2003)

4rKvl.2 Xenopus oocytes-ban (Mouhat és mtsai, 2004)

® hKv1.3 limfocitdkban (Peter és mtsai, 2001)

"rKv1.2 és mKv1.3 emlés sejtvonalakban (Grissmer és mtsai, 1994)

¢ Kvl1.2 és Kvl1.3 csatorna HEK-293 sejtekben, Rb*-fluxus (Koschak és mtsai, 1998)

"hKv1.3 limfocitdkban és hKv1.2 COS-7 sejtekebn (Bagdany és mtsai, 2005, Mouhat és mtsai, 2005)
"hKv1.2 COS-7 sejtekben és mKv1.3 L929 vagy MEL sejtekben (Mouhat és mtsai, 2005)

I rKv1.2 B82-ben és mKv1.3 MEL sejtekben (Regaya és mtsai, 2004)

A MTX toxin Y32 didd-aminosava kolcsonhat a mutans hKv1.3 T399 aminosavaval; tehat
ugy tlinik, hogy a vadtipusi Kv1.3 H399-es aminosava és a toxinban 1év0 didd-tirozin kozotti
kolcsonhatds megakadalyozza a toxin kotodését. Ez lehet a helyzet a Css20 esetében is;
dokkolasi szimulécidink is azt jelzik, hogy kolcsonhatds van a toxin Y37 aminosava és a
hKv1.3 két alegységén 1évé H399 kozott. Habar szamos olyan toxin van, amelyek tirozinnal
rendelkeznek az aromds didd-pozicional, és amelyek a Kv1.3-at nanomolaris koncentraciéban
blokkoljdk — mint pl. a noxiustoxin, hongotoxin-1 és a Css20 — a Kvl.3-ra vonatkoz6
szelektivitds szempontjabdl eldényosnek latszik, ha a tirozint egy madsik aminosavra

cserélnénk. A Kvl.3 leghatékonyabb skorpié-toxin gatlészerei a tirozintdl kiillonbozo
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aminosavat tartalmaznak az ,,aromds didd-poziciéban”, mint pl. fenil-alanint (Pi2, Pi3,
anuroctoxin; a-KTx 7.1, 7.2 és 6.12), treonint (kaliotoxin, OSK1; a-KTx 3.1 és 3.7) vagy
aszparagint (HsTx1 a-KTx 6.3). Azok a toxinok pedig, amelyek jobban gatoljak a Kv1.2-t,
mint a Kvl.3-at, mind tirozinnal rendelkeznek ezen a helyen [MTX, Pil, CoTX1 (a-KTx
10.1), Pi4 (a-KTx 6.4), ldsd a 4. tablazatban]. Igy, amig a csatorna pérusaba belenyilé lizin
nélkiilozhetetlennek latszik mindkét csatorna blokkoldsandl, addig a didd madsik felét
megtestesitd tirozin a Kvl.2-felé tolja el a szelektivitdst. Ezzel 6sszhangban, dokkoldsi
eredményeink szdmos kolcsonhatdsi pontot jeleznek a toxin Y37- és P38-as aminosavai és
mindkét csatorna kiilonb6z6 aminosavai kozott (14. abra). Ebbol arra kovetkeztethetiink,
hogy az ,aromds didd-aminosavak” pozici6jandl a térbeli megszoritds nagyon fontos
meghatdrozdja a nagy affinitdsu kotddésnek.

A toxinok kiilonb6z6 részeinek fontossagat a csatorna-felismerésben hiien tiikkrozi az a
kisérlet, amikor elddllitottak egy olyan hibrid (kiméra) toxint, amely a MTX Kvl.2-re
specifikus a-helikdlis N-termindlis rész€bdl és a HsTx1 Kvl.3-ra specifikus C-terminalis
részébdl 4ll (a két részt szaggatott vonallal kiilonitettiik el a 4. tdbldzatban). E kisérlet azt
mutatta, hogy a MTX C-termindlis felét kicserélve a HsTx1 ugyanezen részére, teljesen
megszint a Kvl.2.re vonatkozé nagy affinitdst blokkolds, ami ezen rész fontossagat jelzi a
Kv1.2 és a Kv1.3 kozotti szelektivitdsban (Regaya és mtsai, 2004). Ezen régi6 részletesebb
vizsgalata ramutatott a Kv1.2 és a Kvl.3 specifikus toxinok pozitiv és negativ toltésii
oldallancokkal rendelkezé aminosavainak szambeli kiilonbségeire (4. tabldzat). Azoknak a
toxinoknak, amelyek a Kv1.3-ra vonatkozé nagyobb affinitdssal rendelkeznek, nagyobb nett6
pozitiv toltésiikk van éltaldban. De ami még fontosabb, hogy a toxin C-termindlis felének
nagyobb nett6 pozitiv tdltése korreldl a nagyobb Kv1.3 szelektivitassal a Kv1.2-vel szemben.
A Css20 beleillik ebbe a képbe: csak harom pozitiv toltésii aminosava van (a didd- és két
masik lizin) a C-termindlis részen és nagyobb is az affinitdsa a Kv1.2-re. Tovdbba a Css20
dokkoldsi szimuldciéja a hKv1.2- és a hKv1.3 esetében azt jésolja, hogy ezek a nem-diad
lizinek (K33 és K35) egy hidrogén-kotéssel €s szamos hidroféb kontaktussal kapcsolddnak a

hKv1.2-h6z, a hKv1.3-hoz viszont nem (14. abra; adatok nincsenek bemutatva).
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14. abra Kolcsonhatdsok modellezése a Css20 és a hKvl.2 (folsé) és a hKv1.3 (als6) csatornak

kozott.
A toxin citromsarga szinnel van megjelenitve, a masodlagos szerkezet szintjén , az ioncsatorna pedig
mint molekuldris felszin. A toxin aminosavainak azon oldalldncai, amelyek kontaktust alakitanak ki a
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csatornaval, palcikakként tiintettiik fel, amelyek N ésO atomjait kékre és pirosra szineztiik. A csatorna
azon aminosavai, amelyek kozvetlen kodlcsonhatdsba 1épnek a toxinnal a kdvetkezd szinkodoldsdak:
piros: negative toltésli (Asp és Glu), kék: pozitiv toltésti (Arg, His és Lys), cidn: polaros (Asn, Gln,
Ser és Thr), zold: hidroféb (Gly, Met, Pro és Val), narancs: aromas (Tyr).

A koOzépsd panel a toxin aminosav-szekvencidjat mutatja a 9-t6l indulva. Azok az aminosavak,
amelyek kolcsonhatnak a Css20-szal a hKv1.2-ben a toxin-szekvencia folé irtuk, mig a hKv1.3-beliek
ald. Az utolsé betli (A-D) az aminosav sorszdma utdn a tetramer csatorna megfeleld alegységére utal.
A ko6z€pso panelen a sargds szinii nyilak és a téglalap a B-reddket és az a-hélixet jelzik.

So6t, a kritikus lizintdl — amely lizin nagyon kozel helyezkedhet el a csatorna
felszinéhez, és ugy gondoljék réla, hogy az oldallanca belenyulik a szelektivitasi filterbe —
két pozicidval a C-termindlis irdnyaban elhelyezkedd aminosav (bekeretezve a 4. tdblazatban)
egy izoleucin a nagy affinitdsi Kv1.2 blokkol6kban, mig egy metionin a Kv1.3 specifikus
toxinokban. Ezt az izoleucint kulcsfontossagunak talédltidk a CoTx (Jouirou és mtsai, 2004) és
a Pi4 (M'Barek és mtsai, 2003) toxinok valamint a Kv1.2 kozotti kolesonhatdsndl. A Css20-
ban ennél a poziciéndl egy izoleucin (I30) van, ami beleillik a Kv1.2 szelektiv toxinok
mintdzatdba, €s a dokkoldsi eredményeink is megerdsitették azt, hogy ez az aminosav
valéban kozelebb van a hKv1.2 szdjadékdnak aljdhoz (kb. 2A), mint a hKv1.3-ndl (kb. 54),
ami jobb kontaktust eredményez.

A toxinok N-termindlis szegmense — amely az a-hélix régiét tartalmazza — nem mutat
olyan nyilvanvalé kiilonbséget, mint amire az alapjdn szamitandnk, hogy jelentés
kiillonbségek vannak e toxinok a Kv1.2 és Kv1.3 csatorndk irdnti affinitdsdban. Az MTX-
HsTx1 hibrid (kiméra) kisérletek azonban egyértelmiien azt igazoljak, hogy ennek a régiénak
kritikus szerepe van a csatorndkhoz valé kotdédésben is. A HsTx1 N-termindlis felét
kicserélve a MTX ugyanazon részére, a toxin Kv1.3-ra vonatkozé affinitdsa majdnem 400-ad
részére csOkkent (Regaya és mtsai, 2004). Az OSK1 ezen régiéjanak hdrom aminosavat
kicserélve a kaliotoxinban taldlhaté aminosavakra (OSK1-12, 16, 20, a mutans aminosavak
aldhizva a 4. tablazatban) egy egyébként is Kvl.3-ra nagy szelektivitidssal biré toxin
szelektivitdsat majdnem 10-szer nagyobbra novelte (Mouhat és mtsai, 2005). Az OSK1-ben
egyetlen aminosav mutdcidja, a K20D majdnem 7-szer nagyobb Kvl.3-szelektivitdst
eredményezett. A CoTx-ben az R16-o0s, az elobbivel ekvivalens aminosavrdl azt mutattdk ki,
hogy kolcsonhat a Kv1.2-vel, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy ebben a poziciéban egy
pozitiv toltésti aminosav jobb kotddést eredményez a Kv1.2-hoz, mint a Kv1.3-hoz (Jouirou
és mtsai, 2004). A Pi4 R19-es aminosava szintén befolydsolja a kotddést a Kv1.2-hoz és azok
a toxinok, amelyek specifikusak erre a csatorndra, egy argininnal vagy egy glutaminnal
rendelkeznek ebben a pozicidoban. Mig azoknak a toxinoknak, amelyek alacsony affinitastak
a Kvl.2-re, egy toltetlen vagy egy negativ toltésii aminosavuk van, révid oldallanccal

(M'Barek és mtsai, 2003). Ebben a tekintetben a Css20 kiilonbozik a nagy affinitasd Kv1.2-t
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blokkol6 toxinoktdl, mert két alaninja van ennél a poziciondl (19-es és 20-as aminosavak). A
Css20 mds aminosavairdl az N-termindlis részen az gondoljuk, hogy specifikus kdlcsonhatést
létesitenek nem-konzervativ aminosavakkal a turret-nél, melyek a kovetkezok: S9, amely
szamos kontaktust létesit a csatorndk aminosavaival a Q357A poziciéndl hKv1.2-nél és
G375A-ndl hKv1.3 esetében (a pozicidkndl az utolsé A betll a csatorndk alegységét jeloli a
14. abranak megfelelden); mig a toxin K18-as aminosava a hKv1.2 csatorna D-alegységének
E335-0s pozicidjdban 1évé aminosavdhoz kotddik €s a hKvl.3 D-alegységének T373-as
aminosavahoz. A fentebb emlitett kritériumok teljesiilése esetén — vagyis a C-terminélis rész
alacsony nett6 toltése, a diad tirozin (Y37) megléte és a 30-as pozicidban az izoleucin
jelenléte — a Css20 nagyobb affinitdsa josolhaté Kv1.2-re. Viszont a 19- és 20-as pozicidban
1évd alaninok valdsziniileg ez ellen dolgoznak, ami egy mérsékelten nagyobb szelektivitdst
eredményez a Kv1.2-re, a Kv1.3-mal szemben.

A Tst26 C-termindlis része plusz egy lizint tartalmaz a Css20-hoz és a maurotoxinhoz képest,
és egy methionint izoleucin helyett a 29-es poziciéban, amelyek inkdabb a Kvl.3-felé
iranyitjak a Tst26 szelektivitdsat, mig a Q19 inkdbb a Kv1.2-hoz vald kotddésnek kedvez.
Osszességében mind a Css20, mind a Tst26 kb. 5-szor jobban kotédik a Kv1.2-hoz. Rdad4sul
mindkettdnek (Css20 és Tst26) hasonl6 a dokkolési stratégidja mindkét csatorndhoz (Kv1.2
és Kv1.3), mivel az asszocidcidjuk és a disszocidciéjuk hasonlo.

A Css20 éltali egyensulyi blokkolas kialakuldsa, valamint a blokkoldsbol torténd
visszatérés 30 s alatt megtortént Kv1.3 esetében; ezzel szemben a gatlds kialakuldsa kb. 10-
szer lassubb volt és a visszatérés legaldbb 30-szor lassabb Kv1.2 esetében. A kiilonbség a
toxin asszocidciés és disszocidcids sebességeiben a Kvl1.2 és a Kvl.3 csatorndkra
vonatkozdan azt jelzi, hogy kiilonb6z6 mdédon hat kdleson a Css20 a csatorndkkal hasonld
affinitdsa ellenére. A gyors asszocidcié a Kvl1.3-hoz magdban foglalja azt, hogy a toxin
gyorsan orientdlédik a dokkolds korai fazisdban, valdészintileg tdvolhaté elektrosztatikus
kolcsonhatassal, de szamos nem kedvezo, kozeli érintkezésbdl adodd kolcsonhatas lehet az
oka a gyors disszociacidnak (Goldstein és mtsai, 1994). A dokkolasi eredmények teljes
egyezésben vannak ezzel az elképzeléssel; a hKv1.3 csatorna legtobb kolcsonhaté aminosava
a szelektivitasi filter azon részei, amelyek kontaktust alakitanak ki elsésorban a toxin
eldugaszol6 részével, a K28-as aminosavval. Més részrdl, a toxin orientacidjat a Kv1.2-hoz
torténd dokkolds sordn ugy tlnik, hogy nem a tdvolhaté elektrosztatikus kolcsonhatés
irdnyitja, hanem hogy a Css20 érintkezd feliilete jobban illeszkedik a Kvl1.2-hoz, egy
erdteljes hidrogén-kotéses hdldzaton keresztiil — amit a dokkolds is megjésolt — a csatorna
turret aminosavai és a toxin tengelye mentén elhelyezkedd aminosavai kozott, ami egy

lassabb disszocidci6hoz és egy nagyobb affinitdshoz vezet.
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A Kvl.2 Tst26 éltali blokkoldsdanak kialakuldsa valamelyest gyorsabb volt, mint a Css20
esetében, az extra pozitiv aminosav megléte miatt, ami erdsebb tdvolba-hat6 elektrosztatikus
kolcsonhatdst okoz. A disszocidcid szintén gyorsabb volt — kb. 6 perc sziikséges a teljes
visszatéréshez a kimosds alatt — ami néhdny kevésbe kedvezd, ,kozeli-kontaktus”
kolcsonhatdsbdl adodhat a Tst26 Q19 és M29 aminosavai és a nekik megfeleld partner
aminosavak kozott a csatorna feliilletén; ezek megfelelnek a Css20 A19 és 130
aminosavainak.

A Tst26 egy szokatlan tulajdonsdga, hogy lassitja a Kv1.3 csatorna inaktivaciéjat. Ez
a jelenség taldn azzal magyardzhat6, amit a ,,foot-in-the-door” modellnek neveznek, amelyet
kordbban a tetraecthylammonium (Choi és mtsai, 1991, Grissmer és Cahalan 1989) kapcsin
irtak le, amely azt mondja, hogy a blokkol6 anyag jelenléte megakaddlyozza azt a
konformdcié véltozast, amely sziikséges a csatorna lassd inaktivacidjdhoz. A szelektivitasi
filter konforméci6ja és a K* jelenléte a szelektivitdsi filterben irdnyitja a lassi inaktivaciot
(Baukrowitz és Yellen 1996, Starkus és mtsai, 1997). Mindkettd befolydsolhaté a toxin
bekotddésével. A bekotddott toxin csapdaba ejti a szelektivitdsi filterben 1évé K*-ot, ami igy
megakaddlyozza a csatorna lassi inaktivdloddsahoz sziikséges konformacio-valtozast
(Baukrowitz és Yellen 1996). A legtobb toxin esetében a toxin a csatorndahoz hozzakotddve
sokkal hosszabb id6t t5lt el, mint az inaktivaciés folyamat idallandéja. Igy csupdn elenyészd
szamu csatorna van nem blokkolt 4llapotban a depolarizaciés impulzus alatt és jarul hozza a
teljes-sejt daramhoz. A Kv1.3 csatorna Tst26 4ltali blokkoldsa és az abbdl torténd teljes
visszatérés 15 s alatt megtorténik, ami azt jelenti, hogy az asszocidcids és disszocidcios
idddllandé a néhdny s-os tartomdnyban van. Sajnos a Tst26 blokkoldsi kinetikdja nem
hatdrozhaté meg jobb idéfelbontdsban a Kv1.3 csatorna egy belsd (inherent) tulajdonsdga
miatt, amit kummulativ inaktivaciénak hivnak (Baukrowitz és Yellen 1996), ami mint valasz
alakul ki egy sorozat rovid depolarizdldé impulzusra és igy limitdlja a csticsaram
meghatdrozasdnak gyakorisagat. Mindamellett a toxin asszocidcidés és disszociacids
idoéllanddja Osszemérhetd az inaktivacios folyamat iddtartamaval (1-1.5 s), tehdt tobb
asszociaciods és disszocidcios esemény is megtorténhet a depolarizacids impulzus alatt. Ezért
azok a csatorndk, amelyek nem inaktivdlédnak a Tst26-tal valé kolcsonhatds miatt,
hozzéjarulhatnak a teljes-sejt dramhoz, s ezzel egy lassabb makroszkopikus inaktivacids
kinetikat eredményeznek. Ennek a jelenségnek a kovetkezménye az egyensilyi- és a
csicsaram hanyadosdnak novekedésében is, mivel az egyensilyi &ram nagysagat az inaktiv
allapotba val6 keriilésnek és az abbdl valo kikeriilésnek a relativ aranyabdl hatdrozzuk meg.
Ennek az ardnynak a lassuldsa a nem-inaktivdlédott csatorndk nagyobb ardnyit fogja

eredményezni, és igy nagyobb egyensilyi dramot, ami egybevag azzal, amit talaltunk.
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Osszefoglalas

Uj peptid toxinokat azonositottunk és karakterizaltunk: a Css20-at a Centruroides
suffusus suffusus nevll skorpié6 mérgébdl, valamint a Tst26-ot a Tityus stigmurus skorpid
venomjdbol, amelyek nagy affinitassal blokkoljdk a fesziiltség-kapuzott Kv1.2 és Kv1.3
csatorndkat (Css20: K4 = 1.3 nM és 7.2 nM, Tst26: Ky = 1.9 nM és 10.7 nM). Mig
hatéstalannak bizonyultak szdmos mds fesziiltség-kapuzott K*-csatornandl: mKv1.1, hKv1.4,
hKv1.5, hBK, hERG valamint hKv2.1 Css20-nal; kalcium-aktivalt kalium csatornara:
hIKCal; tovabba egy szivizombeli natrium csatornara vonatkoz6an: hNavl.5.

Erdekes médon annak ellenére, hogy mindkét csatorndhoz hasonld affinitdssal
kotédnek ezek a toxinok, az asszocidcids és a disszocidcids sebességiik sokkal lassabb a
Kv1.2-h6z, ami magaban foglalja azt, hogy kiillonb6zd kolcsonhatdssal kapcsoldédnak a két
kiilonboz6 csatorna tipushoz.

A Tst26 esetében a vizsgdlt fesziiltségfiiggd egyensulyi paramétereket a toxin nem
valtoztatta meg egyik csatornandl sem, de gyors asszocidcios €s disszocidcios kinetikdja miatt
lassitotta a Kv1.3 csatorna inaktivaciéjat.

A Css20 38 aminosavbdl, a Tst26 pedig 37 aminosavbdl éll, melyeket 3 diszulfid hid
stabilizal; hasonldak a tobbi, skorpié mérgekbdl kinyert K*-csatorndt blokkolé peptidekhez.
Mindkettd tartalmazza az un. ,eszencidlis didd’-ot — amely a K'-csatorna felismerésénél
fontos jelentdségli —, ami a Css20 esetében a 28-as pozicidju lizin (K28) és egy aromads
aminosav (itt tirozin) 9 pozicidval lejjebb (Y37), mig a Tst26-ndl a K27 és a Y36. Az
elsddleges struktirajuk alapjan, a szisztematikus ndmenklatirdban a Css20-at az a-KTx2.13-
nak, mig a Tst26-ot az a-KTx4.6-nak nevezhetjiik.

A kiilonboz6 toxinok szekvencidinak vizsgélataira, mutdnsaik analizisére €s toxinok
dokkoldsi modelljeire alapozva a toxinok szelektivitisa ndvelhetd mutdcidkkal valamely
csatorndra vonatkozdan. Példdul, megsziintetve a Css20-nak a Kvl.2-specifikus
kolcsonhatésait (Q11 és K33 aminosavak és az E355 a kiilonb6z0 csatorna-alegységeken), az
novelheti a Kv1.3 szelektivitast. Ezzel a megkozelitéssel és modszerrel olyan ioncsatorna-
blokkoldkat kaphatunk, amelyekkel a megfeleld sejtek €s fizioldgids/patofizioldgids funkcidk
befolydsolhatéak, moddosithatéak. Azonban tovadbbi kutatds sziikséges ennek igazoldsdra,

melynek irdnyvonalait a dolgozatban vazoltuk.

49



Az értekezésben felhasznalt kozlemények

Aiyar, J., J. P. Rizzi, G. A. Gutman, and K. G. Chandy. 1996. The signature sequence of

voltage-gated potassium channels projects into the external vestibule. Journal of
Biological Chemistry 271: 31013-31016.

Bagdany, M., C. V. Batista, N. A. Valdez-Cruz, S. Somodi, R. C. Rodriguez de la Vega, A.
F. Licea, Z. Varga, R. Gaspar, L. D. Possani, and G. Panyi. 2005. Anuroctoxin, a new
scorpion toxin of the alpha-KTx 6 subfamily, is highly selective for Kv1.3 over
IKCal ion channels of human T lymphocytes. Mol Pharmacol 67: 1034-44.

Batista, C. V., F. Gomez-Lagunas, R. C. Rodriguez de la Vega, P. Hajdu, G. Panyi, R.
Gaspar, and L. D. Possani. 2002. Two novel toxins from the Amazonian scorpion
Tityus cambridgei that block Kv1.3 and Shaker B K(+)-channels with distinctly
different affinities. Biochim Biophys Acta 1601: 123-31.

Baukrowitz, T., and G. Yellen. 1996. Use-dependent blockers and exit rate of the last ion
from the multi-ion pore of a K+ channel. Science 271: 653-6.

Bednarek, M. A., R. M. Bugianesi, R. J. Leonard, and J. P. Felix. 1994. Chemical synthesis
and structure-function studies of margatoxin, a potent inhibitor of voltage-dependent
potassium channel in human T lymphocytes. Biochem Biophys Res Commun 198:
619-25.

Beeton, C., H. Wulff, N. E. Standifer, P. Azam, K. M. Mullen, M. W. Pennington, A. Kolski-
Andreaco, E. Wei, A. Grino, D. R. Counts, P. H. Wang, C. J. LeeHealey, S. A. B, A.
Sankaranarayanan, D. Homerick, W. W. Roeck, J. Tehranzadeh, K. L. Stanhope, P.
Zimin, P. J. Havel, S. Griffey, H. G. Knaus, G. T. Nepom, G. A. Gutman, P. A.
Calabresi, and K. G. Chandy. 2006. Kv1.3 channels are a therapeutic target for T cell-
mediated autoimmune diseases. Proc Natl Acad Sci U S A 103: 17414-9.

Cahalan, M. D., H. Wulff, and K. G. Chandy. 2001. Molecular properties and physiological
roles of ion channels in the immune system. Journal of Clinical Immunology 21: 235-
252.

Carbone, E., E. Wanke, G. Prestipino, L. D. Possani, and A. Maelicke. 1982. Selective
blockage of voltage-dependent K+ channels by a novel scorpion toxin. Nature 296:
90-1.

Chandy, K. G., H. Wulff, C. Beeton, M. Pennington, G. A. Gutman, and M. D. Cahalan.
2004. K+ channels as targets for specific immunomodulation. Trends in
Pharmacological Sciences 25: 280-289.

Choi, K. L., R. W. Aldrich, and G. Yellen. 1991. Tetraethylammonium blockade
distinguishes two inactivation mechanisms in voltage-activated K+ channels. Proc
Natl Acad Sci U S A 88: 5092-5.

50



Coleman, S. K., J. Newcombe, J. Pryke, and J. O. Dolly. 1999. Subunit composition of Kv1
channels in human CNS. J Neurochem 73: 849-58.

Corzo, G., F. Papp, Z. Varga, O. Barraza, P. G. Espino-Solis, R. C. Rodriguez de la Vega, R.
Gaspar, G. Panyi, and L. D. Possani. 2008. A selective blocker of Kv1.2 and Kv1.3

potassium channels from the venom of the scorpion Centruroides suffusus suffusus.
Biochem Pharmacol 76: 1142-54.

Couraud, F., E. Jover, J. M. Dubois, and H. Rochat. 1982. Two types of scorpion receptor
sites, one related to the activation, the other to the inactivation of the action potential
sodium channel. Toxicon 20: 9-16.

Crabtree, G. R. 1999. Generic signals and specific outcomes: Signaling through Ca2+,
calcineurin, and NF-AT. Cell 96: 611-614.

Dauplais, M., B. Gilquin, L. D. Possani, G. Gurrola-Briones, C. Roumestand, and A. Menez.
1995. Determination of the three-dimensional solution structure of noxiustoxin:
analysis of structural differences with related short-chain scorpion toxins.
Biochemistry 34: 16563-73.

Dauplais, M., A. Lecoq, J. X. Song, J. Cotton, N. Jamin, B. Gilquin, C. Roumestand, C. Vita,
C. L. C. deMedeiros, E. G. Rowan, A. L. Harvey, and A. Menez. 1997. On the
convergent evolution of animal toxins - Conservation of a diad of functional residues
in potassium channel-blocking toxins with unrelated structures. Journal of Biological
Chemistry 272: 4302-4309.

de la Vega, R. C. R., E. Merino, B. Becerril, and L. D. Possani. 2003. Novel interactions
between K+ channels and scorpion toxins. Trends in Pharmacological Sciences 24:
222-2217.

DeCoursey, T. E., K. G. Chandy, S. Gupta, and M. D. Cahalan. 1984. Voltage-gated K+
channels in human T lymphocytes: a role in mitogenesis? Nature 307: 465-8.

Deutsch, C., D. Krause, and S. C. Lee. 1986. Voltage-gated potassium conductance in human
T lymphocytes stimulated with phorbol ester. J Physiol 372: 405-23.

Doyle, D. A., J. Morais Cabral, R. A. Pfuetzner, A. Kuo, J. M. Gulbis, S. L. Cohen, B. T.
Chait, and R. MacKinnon. 1998. The structure of the potassium channel: molecular
basis of K+ conduction and selectivity. Science 280: 69-77.

Ehring, G. R., H. H. Kerschbaum, C. Eder, A. L. Neben, C. M. Fanger, R. M. Khoury, P. A.
Negulescu, and M. D. Cahalan. 1998. A nongenomic mechanism for progesterone-
mediated immunosuppression: inhibition of K+ channels, Ca2+ signaling, and gene
expression in T lymphocytes. J Exp Med 188: 1593-602.

Fanger, C. M., A. L. Neben, and M. D. Cahalan. 2000. Differential Ca2+ influx, K-Ca
channel activity, and Ca2+ clearance distinguish Th1 and Th2 lymphocytes. Journal
of Immunology 164: 1153-1160.

51



Garcia-Calvo, M., R. J. Leonard, J. Novick, S. P. Stevens, W. Schmalhofer, G. J.
Kaczorowski, and M. L. Garcia. 1993. Purification, characterization, and biosynthesis
of margatoxin, a component of Centruroides margaritatus venom that selectively
inhibits voltage-dependent potassium channels. J Biol Chem 268: 18866-74.

Gimenez-Gallego, G., M. A. Navia, J. P. Reuben, G. M. Katz, G. J. Kaczorowski, and M. L.
Garcia. 1988. Purification, sequence, and model structure of charybdotoxin, a potent

selective inhibitor of calcium-activated potassium channels. Proc Natl Acad Sci U S A
85: 3329-33.

Goldstein, S. A., D. J. Pheasant, and C. Miller. 1994. The charybdotoxin receptor of a Shaker
K+ channel: peptide and channel residues mediating molecular recognition. Neuron
12: 1377-88.

Grissmer, S., and M. Cahalan. 1989. TEA prevents inactivation while blocking open K+
channels in human T lymphocytes. Biophys J 55: 203-6.

Grissmer, S., A. N. Nguyen, J. Aiyar, D. C. Hanson, R. J. Mather, G. A. Gutman, M. J.
Karmilowicz, D. D. Auperin, and K. G. Chandy. 1994. Pharmacological
characterization of five cloned voltage-gated K+ channels, types Kv1.1, 1.2, 1.3, 1.5,
and 3.1, stably expressed in mammalian cell lines. Mol Pharmacol 45: 1227-34.

Grissmer, S., A. N. Nguyen, and M. D. Cahalan. 1993. Calcium-activated potassium channels
in resting and activated human T lymphocytes. Expression levels, calcium
dependence, ion selectivity, and pharmacology. J Gen Physiol 102: 601-30.

Gross, A., and R. MacKinnon. 1996. Agitoxin footprinting the shaker potassium channel
pore. Neuron 16: 399-406.

Gutman, G. A., K. G. Chandy, S. Grissmer, M. Lazdunski, D. Mckinnon, L. A. Pardo, G. A.
Robertson, B. Rudy, M. C. Sanguinetti, W. Stuhmer, and X. L. Wang. 2005.
International Union of Pharmacology. LIII. Nomenclature and molecular relationships
of voltage-gated potassium channels. Pharmacological Reviews 57: 473-508.

Hamill, O. P., A. Marty, E. Neher, B. Sakmann, and F. J. Sigworth. 1981. Improved patch-
clamp techniques for high-resolution current recording from cells and cell-free
membrane patches. Pflugers Arch 391: 85-100.

Hanner, M., W. A. Schmalhofer, B. Green, C. Bordallo, J. Liu, R. S. Slaughter, G. J.
Kaczorowski, and M. L. Garcia. 1999. Binding of correolide to K(v)1 family
potassium channels. Mapping the domains of high affinity interaction. J Biol Chem
274:25237-44.

Isacoff, E. Y., Y. N. Jan, and L. Y. Jan. 1990. Evidence for the formation of heteromultimeric
potassium channels in Xenopus oocytes. Nature 345: 530-4.

Janeway, C. A. 2001. How the immune system protects the host from infection. Microbes
and Infection 3: 1167-1171.

52



Jiang, Y., A. Lee, J. Chen, V. Ruta, M. Cadene, B. T. Chait, and R. MacKinnon. 2003a. X-
ray structure of a voltage-dependent K+ channel. Nature 423: 33-41.

Jiang, Y. X., A. Lee, J. Y. Chen, V. Ruta, M. Cadene, B. T. Chait, and R. MacKinnon. 2003b.
X-ray structure of a voltage-dependent K+ channel. Nature 423: 33-41.

Jouirou, B., A. Mosbah, V. Visan, S. Grissmer, S. M'Barek, Z. Fajloun, J. Van Rietschoten,
C. Devaux, H. Rochat, G. Lippens, M. El Ayeb, M. De Waard, K. Mabrouk, and J. M.
Sabatier. 2004. Cobatoxin 1 from Centruroides noxius scorpion venom: chemical
synthesis, three-dimensional structure in solution, pharmacology and docking on K+
channels. Biochem J 377: 37-49.

Jover, E., F. Couraud, and H. Rochat. 1980. Two types of scorpion neurotoxins characterized
by their binding to two separate receptor sites on rat brain synaptosomes. Biochem
Biophys Res Commun 95: 1607-14.

Koch, R. O., S. G. Wanner, A. Koschak, M. Hanner, C. Schwarzer, G. J. Kaczorowski, R. S.
Slaughter, M. L. Garcia, and H. G. Knaus. 1997. Complex subunit assembly of
neuronal voltage-gated K+ channels. Basis for high-affinity toxin interactions and
pharmacology. J Biol Chem 272: 27577-81.

Koo, G. C.,J. T. Blake, A. Talento, M. Nguyen, S. Lin, A. Sirotina, K. Shah, K. Mulvany, D.
Hora, Jr., P. Cunningham, D. L. Wunderler, O. B. McManus, R. Slaughter, R.
Bugianesi, J. Felix, M. Garcia, J. Williamson, G. Kaczorowski, N. H. Sigal, M. S.
Springer, and W. Feeney. 1997. Blockade of the voltage-gated potassium channel
Kv1.3 inhibits immune responses in vivo. J Immunol 158: 5120-8.

Koschak, A., R. M. Bugianesi, J. Mitterdorfer, G. J. Kaczorowski, M. L. Garcia, and H. G.
Knaus. 1998. Subunit composition of brain voltage-gated potassium channels

determined by hongotoxin-1, a novel peptide derived from Centruroides limbatus
venom. J Biol Chem 273: 2639-44.

Leonard, R. J., M. L. Garcia, R. S. Slaughter, and J. P. Reuben. 1992. Selective Blockers of
Voltage-Gated K+ Channels Depolarize Human Lymphocytes-T - Mechanism of the
Antiproliferative Effect of Charybdotoxin. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 89: 10094-10098.

Lewis, R. S. 2001. Calcium signaling mechanisms in T lymphocytes. Annual Review of
Immunology 19: 497-521.

Lewis, R. S., and M. D. Cahalan. 1995. Potassium and Calcium Channels in Lymphocytes.
Annual Review of Immunology 13: 623-653.

Luik, R. M., and R. S. Lewis. 2007. New insights into the molecular mechanisms of store-
operated Ca2+ signaling in T cells. Trends in Molecular Medicine 13: 103-107.

Matteson, D. R., and C. Deutsch. 1984. K-Channels in Lymphocyte-T - a Patch Clamp Study
Using Monoclonal-Antibody Adhesion. Nature 307: 468-471.

53



M'Barek, S., A. Mosbah, G. Sandoz, Z. Fajloun, T. Olamendi-Portugal, H. Rochat, F.
Sampieri, J. I. Guijarro, P. Mansuelle, M. Delepierre, M. De Waard, and J. M.
Sabatier. 2003. Synthesis and characterization of Pi4, a scorpion toxin from Pandinus
imperator that acts on K+ channels. Eur J Biochem 270: 3583-92.

Mccrady, C. W., C. M. Ely, E. Westin, and R. A. Carchman. 1988. Coordination and
Reversibility of Signals for Proliferative Activation and Interleukin-2 Messenger-Rna
Production in Resting Human Lymphocyte-T by Phorbol Ester and Calcium
Ionophore. Journal of Biological Chemistry 263: 18537-18544.

Meves, H., J. M. Simard, and D. D. Watt. 1986. Interactions of scorpion toxins with the
sodium channel. Ann N Y Acad Sci 479: 113-32.

Miller, C., E. Moczydlowski, R. Latorre, and M. Phillips. 1985. Charybdotoxin, a protein
inhibitor of single Ca2+-activated K+ channels from mammalian skeletal muscle.
Nature 313: 316-8.

Mouhat, S., A. Mosbah, V. Visan, H. Wulff, M. Delepierre, H. Darbon, S. Grissmer, M. De
Waard, and J. M. Sabatier. 2004. The 'functional' dyad of scorpion toxin Pil is not
itself a prerequisite for toxin binding to the voltage-gated Kv1.2 potassium channels.
Biochem J 377: 25-36.

Mouhat, S., V. Visan, S. Ananthakrishnan, H. Wulff, N. Andreotti, S. Grissmer, H. Darbon,
M. De Waard, and J. M. Sabatier. 2005. K+ channel types targeted by synthetic

OSK1, a toxin from Orthochirus scrobiculosus scorpion venom. Biochem J 385: 95-
104.

Nonner, W. 1979. Effects of Leiurus scorpion venom on the "gating" current in myelinated
nerve. Adv Cytopharmacol 3: 345-52.

Olamendi-Portugal, T., S. Somodi, J. A. Fernandez, F. Z. Zamudio, B. Becerril, Z. Varga, G.
Panyi, R. Gaspar, and L. D. Possani. 2005. Novel alpha-KTx peptides from the venom
of the scorpion Centruroides elegans selectively blockade Kv1.3 over IKCal K+
channels of T cells. Toxicon 46: 418-29.

Panyi, G., G. Vamosi, A. Bodnar, R. Gaspar, and S. Damjanovich. 2004a. Looking through
ion channels: recharged concepts in T-cell signaling. Trends in Immunology 25: 565-
569.

Panyi, G., Z. Varga, and R. Gaspar. 2004b. Ion channels and lymphocyte activation.
Immunology Letters 92: 55-66.

Papp, F., C. V. Batista, Z. Varga, M. Herceg, S. A. Roman-Gonzalez, R. Gaspar, L. D.
Possani, and G. Panyi. 2009. Tst26, a novel peptide blocker of Kv1.2 and Kv1.3
channels from the venom of Tityus stigmurus. Toxicon 54: 379-89.

Peter, M., Jr., Z. Varga, P. Hajdu, R. Gaspar, Jr., S. Damjanovich, E. Horjales, L. D. Possani,
and G. Panyi. 2001. Effects of toxins Pi2 and Pi3 on human T lymphocyte Kv1.3
channels: the role of Glu7 and Lys24. J Membr Biol 179: 13-25.

54



Possani, L. D., B. M. Martin, I. Svendsen, G. S. Rode, and B. W. Erickson. 1985. Scorpion
toxins from Centruroides noxius and Tityus serrulatus. Primary structures and
sequence comparison by metric analysis. Biochem J 229: 739-50.

Prakriya, M., and R. S. Lewis. 2003. CRAC channels: activation, permeation, and the search
for a molecular identity. Cell Calcium 33: 311-321.

Price, M., S. C. Lee, and C. Deutsch. 1989. Charybdotoxin inhibits proliferation and

interleukin 2 production in human peripheral blood lymphocytes. Proc Natl Acad Sci
US A86:10171-5.

Rao, A., C. Luo, and P. G. Hogan. 1997. Transcription factors of the NFAT family:
Regulation and function. Annual Review of Immunology 15: 707-747.

Regaya, I., C. Beeton, G. Ferrat, N. Andreotti, H. Darbon, M. De Waard, and J. M. Sabatier.
2004. Evidence for domain-specific recognition of SK and Kv channels by MTX and
HsTx1 scorpion toxins. J Biol Chem 279: 55690-6.

Sallusto, F., and A. Lanzavecchia. 2000. Understanding dendritic cell and T-lymphocyte
traffic through the analysis of chemokine receptor expression. Immunological Reviews
177: 134-140.

Sands, S. B., R. S. Lewis, and M. D. Cahalan. 1989. Charybdotoxin blocks voltage-gated K+
channels in human and murine T lymphocytes. J Gen Physiol 93: 1061-74.

Shaw, J. P., P. J. Utz, D. B. Durand, J. J. Toole, E. A. Emmel, and G. R. Crabtree. 1988.
Identification of a Putative Regulator of Early T-Cell Activation Genes. Science 241:
202-205.

Starkus, J. G., L. Kuschel, M. D. Rayner, and S. H. Heinemann. 1997. Ion conduction
through C-type inactivated Shaker channels. J Gen Physiol 110: 539-50.

Strichartz, G., T. Rando, and G. K. Wang. 1987. An integrated view of the molecular

toxinology of sodium channel gating in excitable cells. Annu Rev Neurosci 10: 237-
67.

Strong, P. N., S. W. Weir, D. J. Beech, P. Hiestand, and H. P. Kocher. 1989. Effects of
potassium channel toxins from Leiurus quinquestriatus hebraecus venom on responses
to cromakalim in rabbit blood vessels. Br J Pharmacol 98: 817-26.

Swartz, K. J., and R. MacKinnon. 1997. Hanatoxin modifies the gating of a voltage-
dependent K+ channel through multiple binding sites. Neuron 18: 665-73.

Thomsen, W. J., and W. A. Catterall. 1989. Localization of the receptor site for alpha-

scorpion toxins by antibody mapping: implications for sodium channel topology. Proc
Natl Acad Sci U S A 86: 10161-5.

55



Tytgat, J., K. G. Chandy, M. L. Garcia, G. A. Gutman, M. F. Martin-Eauclaire, J. J. van der
Walt, and L. D. Possani. 1999. A unified nomenclature for short-chain peptides
isolated from scorpion venoms: alpha-KTx molecular subfamilies. Trends Pharmacol
Sci 20: 444-7.

Valdivia, H. H., O. Fuentes, R. el-Hayek, J. Morrissette, and R. Coronado. 1991. Activation
of the ryanodine receptor Ca2+ release channel of sarcoplasmic reticulum by a novel
scorpion venom. J Biol Chem 266: 19135-8.

Villalonga, N., A. Escalada, R. Vicente, E. Sanchez-Tillo, A. Celada, C. Solsona, and A.
Felipe. 2007. Kv1.3/Kv1.5 heteromeric channels compromise pharmacological
responses in macrophages. Biochem Biophys Res Commun 352: 913-8.

Visan, V., Z. Fajloun, J. M. Sabatier, and S. Grissmer. 2004. Mapping of maurotoxin binding
sites on hKv1.2, hKv1.3, and hIKCal channels. Mol Pharmacol 66: 1103-12.

Werkman, T. R., T. A. Gustafson, R. S. Rogowski, M. P. Blaustein, and M. A. Rogawski.
1993. Tityustoxin-K alpha, a structurally novel and highly potent K+ channel peptide
toxin, interacts with the alpha-dendrotoxin binding site on the cloned Kv1.2 K+
channel. Mol Pharmacol 44: 430-6.

Wheeler, K. P., D. D. Watt, and M. Lazdunski. 1983. Classification of Na channel receptors
specific for various scorpion toxins. Pflugers Arch 397: 164-5.

Wu, M. M., R. M. Luik, and R. S. Lewis. 2007. Some assembly required: Constructing the
elementary units of store-operated Ca2+ entry. Cell Calcium 42: 163-172.

Wulff, H., C. Beeton, and K. G. Chandy. 2003a. Potassium channels as therapeutic targets for
autolmmune disorders. Current Opinion in Drug Discovery & Development 6: 640-
647.

Wulff, H., P. A. Calabresi, R. Allie, S. Yun, M. Pennington, C. Beeton, and K. G. Chandy.
2003b. The voltage-gated Kv1.3 K+ channel in effector memory T cells as new target
for MS (vol 111, pg 1703, 2003). Journal of Clinical Investigation 112: 298-298.

Zhou, Y., J. H. Morais-Cabral, A. Kaufman, and R. MacKinnon. 2001. Chemistry of ion
coordination and hydration revealed by a K+ channel-Fab complex at 2.0 A
resolution. Nature 414: 43-8.

Zweifach, A., and R. S. Lewis. 1993. Mitogen-Regulated Ca2+ Current of T-Lymphocytes Is
Activated by Depletion of Intracellular Ca2+ Stores. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 90: 6295-6299.

56



Az értekezés alapjaul szolgalé kézlemények

Corzo, G., F. Papp, Z. Varga, O. Barraza, P. G. Espino-Solis, R. C. Rodriguez de la Vega, R.
Gaspar, G. Panyi, és L. D. Possani. 2008. A selective blocker of Kv1.2 and Kv1.3 potassium
channels from the venom of the scorpion Centruroides suffusus suffusus. Biochem Pharmacol
76: 1142-54 (megosztott elsoszerzo)

IF: 4,711 (2008)

Papp, F., C. F Batista, Z. Varga, M. Herceg, S. A Roman-Gonzalez, R. Gaspar, L. D Possani,
G. Panyi. 2009. Tst26, a novel peptide blocker of Kv1.2 and Kv1.3 channels from the venom
of Tityus stigmurus. Toxicon 54: 379-89

IF: 2,460 (2008)

Egyéb kozlemény

Varga, Z., T. Csepany, F. Papp, A. Fabian, P. Gogolak, A. Toth, G. Panyi. 2009. Potassium
channel expression in human CD4(+) regulatory and naive T cells from healthy subjects and
multiple sclerosis patients. Immunol Lett 124: 95-101

IF: 2,858 (2008)

Poszterek

Papp F., Szilagyi O., Herceg M., Corzo G., Varga Z., Barraza O., Pavel G. E., Ricardo C.
Rodriguez de la Vega, Gaspar R., Lourival D. Possani, Panyi G.: A Centruroides suffusus
suffusus skorpié venomjabdl izoldlt kdlium csatorna blokkold toxin. A Magyar Biofizikai

Tarsasdg XXII. Kongresszusa, Pécs, 2009. augusztus 23-26.
Papp F., Téth A., Szildgyi O., Damjanovich S., Panyi G.: Oscillation of the Membrane
Potential of T-cells Forming Immunological Synapse. Biophysical Society 53rd Annual

Meeting, Boston, USA, 2009.

Szilagyi O., Herceg M., Gerardo C., Papp F., Varga Z., O. Barraza, P. G. Espino, R. C.
Rodriguez de la Vega, R. Gaspar, L. D. Possani, Panyi G.: A Potassium Channel Blocking

57



Toxin Isolated From The Venom Of The Scorpion Centruroides suffusus suffusus.

Biophysical Society 53rd Annual Meeting, Boston, USA, 2009.

Szilagyi O., Papp F., Herceg M., Gaspar R., Batista C. V. F., Zamudio F. Z., Varga Z.,
Possani L. D.: Pharmacological and biophysical studies of a toxin from the scorpion Tytius

stigmurus. IST Conference, Leuven, Belgium, 2008.

Barték A., Papp F., Herceg M., Szildgyi O., Gaspar R.: Pharmacological and biophysical
studies of a toxin from the scorpion Tytius stigmurus. Membrantranszport Konferencia,

Siimeg, 2008.

Herceg M., Papp F., Fabidn A., Gogoldk P., Varga Z.: CD4+CD25+ regulitor T-sejtek
ioncsatorna-expresszids mintazatanak vizsgdlata. Membrantranszport Konferencia, Siimeg,

2008.

Papp F., Hajdu P., Varga Z., Zsiros E., Luddnyi K., Gaspar R., Rajnavolgyi E., és Panyi G.:
CRAC channels in developing human dendritic cells. Biophysical Society 52nd Annual
Meeting, Long Beach, USA, 2008.02.2-6.

Papp F., Hajdu P., Varga Z., Zsiros E., Luddnyi K., Gaspar R., Rajnavolgyi E., és Panyi G.:
CRAC channels in developing human dendritic cells Regional Biophysics Conference,

Balatonfiired, Hungary, 2007.

Targyszavak

Centruroides suffusus suffusus, Tityus Stigmurus, K+-csatorna, Limfocitdk, Molekularis

modellezés, Skorpié méreg
Keywords

Centruroides suffusus suffusus, Tityus Stigmurus, K+ ion-channel, Lymphocytes, Molecular

modeling, Scorpion toxin

58



Kdszonetnyilvanitas

Mindenekeldtt szeretném haldmat kifejezni témavezetOmnek, Dr. Panyi Gyorgy
egyetemi tanarnak, amiért bevezetett a tudomédnyos kutatdmunkdba, szakmai munkdmat napi
szinten is irdnyitotta és feliigyelte, nagy szakmai tuddsdval mindig a rendelkezésemre allt, és
mindig maximalisan timogatott, nem csupan a tudomdny teriiletén.

Koszonetem fejezem ki Dr. Szollési Janos egyetemi tandrnak, a Biofizikai és
Sejtbiologiai Intézet mostani intézetigazgatéjanak, valamint Dr. Gaspar Rezsé egyetemi
tanarnak, korabbi igazgatonak, hogy lehetdvé tették szamomra, hogy munkdmat az intézetben
végezhessem.

Ko6szonom Dr. Damjanovich Sandor akadémikus egyetemi tandrnak, hogy lehetévé
tette szamomra, hogy munkdamat az MTA-DE Sejtbiol6giai és Jelatvitali kutatécsoportban is
végezhessem, munkdmat folyamatosan figyelemmel kisérte és biztositotta szamomra a

folyamatos szakmai fejlodés lehetdségét.

Koszonettel tartozom a patch-clamp laboratériumban dolgozé kollégaimnak,
barataimnak, Dr. Krasznai Zoltdnnak, Dr. Varga Zoltannak, Dr. Hajda Péternek, Dr. Szant6
G. Tibornak, Téth Agnesnek, Barték Adamnak, Szildgyi Orsolydnak, akik mindenben
készségesen segitettek, és akikkel egyiitt mindig j6 hangulatd 1égkort teremtettiink a kdzos

munkahoz.

Hélaval tartozom Nagy Cecilidnak, a mérések elOkészitésében nyujtott segitségéért.
Szeretnék koszonetet mondani a Biofizikai €s Sejtbiologiai Intézet valamennyi dolgozdjanak,

akik e disszertdcié megirdsdban segitettek.

59



