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1 Bevezetés

1.1 A T-limfocitak aktivacios mechanizmuséaban résztved ioncsatornak
szerepe

A T-limfocitakon kifejeZd6 ioncsatornak kozil el&ént a fesziltség-aktivalt Kv1.3 csatornat
irtak le, melynek ritkédése kulcsszerepet jatszik a sejtek aktivalodasab Kv1.3 csatorna -
60 mV-os membranpotencidl érték felett aktivalodnatlynek kdvetkeztében a csatornan at
kiaramlé kalium ionok a membrant hiperpolarizaljghknek kdvetkeztében a csatorna nyitasi
valosziisége lecsokken, igy a depolarizacié negativ visstaldsként hat a Kv1.3
csatornakra. A T-limfocitdkon a fesziltség-aktivEl1.3 csatornak mellett kifejédik a
Ca*-aktivalt KCa3.1 K csatorna is, mely aktivalédasa akkor kovetkezik dmmikor az
intracellularis C&" koncentrécié 200 nM érték folé emelkedik. A kétiggtt csatorna tipuson
kivil tobb egyéb csatorna jelenlétét és kimutastdklimfocitdk plazmamembranjaban. Ezek
a csatornak az intracellularis Caaktéarak kitrilése altal aktivalt €acsatornak, azaz CRAC
csatornak (Calcium Release Activated Channels)embmanfeszilés-aktivalt Ctsatornak,
tobb féle TRP csatorna, kétpérusid isatorndk, illetve fesziiltség-aktivalt Nas C&'
csatornak. Ezek kozill a CRAC csatornak T-sejt aktdban jatszott szerepe jol ismert. A
CRAC csatornan atfolyd aram aktivalasahoz elengetlea az Orail és STIM1 fehérjék
endoplazmas retikulum membranjaban taldlhatéak.eAdoplazmas retikulumbdl torign
Ca* kiurlilést a STIM1 fehérje a retikulum lumenje feléz Gn. EF-hand CA szenzor
alegységével képes érzékelni, majd az Orail fekhdejtamerizalasaval a CRAC csatornak
aktivalédasat inditia be. A két féle*Kcsatorna, illetve a CRAC csatorna egyiittes
mitkddésének a kdvetkezménye egy hosszan tarté ititddcis C&* jel, mely sziikséges
feltétele a T sejtek aktivacidjanak. Ennek sordBRAC csatornakon keresztiil €aramlik

be az intracellularis térbe, melyhez a hajtétex K csatornak aktivalodasa biztositja a
membran hiperpolarizalasa révén.

Az elmult években szamos peptid-toxint is izolalkdkonbo allatok mérgeibl, melyek a
kulénbod ioncsatornak, koztik a fesziltség-aktivalt”™ Kesatorndk nagy affinitasu
gatlészereinek bizonyultak. A peptid-csatorna miteidra jellem#, hogy a toxinok a
csatornak extracellularis régiéjahoz &dve eltémitik annak poéruséat, ennek kovetkeztében

megakadalyozzak a csatornan keresztili ionaramlddivel a fesziiltség-kapuzott
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kaliumcsatornak nagyfoki szekvencia-homologiavaidetkeznek, az izolalt természetes
toxinok sokszor kis szelektivitdssal birnak, azaibbt kilonboé ioncsatornat is
blokkolhatnak, eltér affinitassal. Mivel a szervezet kulonkdszoveteiben, legképp az
ingerelhet sejtekben a fesziltség-aktivalt” Ksatornak szerepe kulcsfontossagi a sejtek
mitkbdéséhez, a nem szelektiv gatlészerek terapiabradkasa akar sulyos mellékhatasokkal

is jarhat.
1.2 A Kvl.3 csatorna, mint lehetséges célpont az automun betegségek kezelésében

Mivel a membranpotenciadl és a “Cajel kialakulasa nagyban fiigg a*Kcsatornak
mitkodésétl, a kalium csatorna gatloszerek felhasznalhatodk sejtek aktivalodasat gatld
terapias szerekként. Egy idedlis immunszuppresszak azon T sejtek iihddését gatolja,
melyek az autoimmun betegség kialakitdsaban j&kzamerepet, mig az immunrendszer
tobbi sejtiere nem fejt ki hatést. llyen terapidad lehetséget a T sejtek kilonb®z
alpopulacioira jellemg K* csatorna expresszids mintazata. A sejtfelszinkerak mintazata,

a citokin szekrécio, illetve élettani funkciok glap a sejteket harom nagy csoportra
kildnithetjuk el. Az el$ csoportot képezik a Naiv T sejtek, melyek még natalkoztak
antigénnel, specifikus markereik a CCR¥%s CD45RA. A masodik csoportot a centrélis
memoria T sejtek (duv) alkotjak, melyek az effektor memoria T sejg ) iranyd terminalis
differenciacio soran keriiltek inaktiv allapotba,jdna specifikus anitgénnel Gjra talalkozva
effektor sejtté alakulnak, markerei CCR&%s CD45RA A harmadik csoportba tartoznak az
effektor meméria T sejtek £f;), melyek markerei a CCR&s CD45RA". Ezek a sejtek
jellemz5 kemokin receptorokat és adhézids molekulakat mejkezi, melyek segitségével a
gyulladt szévetekbe vandorolnak, ahol effektor ftiGkat latnak el. A Ey sejtek szerepét a
szoveti karosodasbatbbb autoimmun betegségben is kimutattak, pl.:espkiis multiplex
(MS), reumatoid artritisz és 1-es tipusu diabét=stén.

Tobb tanulményban is kimutattdk, hogy stimulacidivéen a fent emlitett T sejt
csoportokban adott csoportra jelleinmodon megvaltozik a Kcsatornak expresszidja.
Aktivaciot megebzéen a nyugvo Naiv, duy €és Tm sejtek CD4 vagy CD8 fenotipustdl
figgetlenil atlagosan sejtenként 200-300 darab Xeatornat, mig emellett kb. 30 darab
KCa3.1 csatornat fejeznek ki a plazmamembranjukBémulaciot kdveien a Naiv és dy

sejtekben a Kvl1.3 expresszidés szintje kb. a masfidsére emelkedik, mig a KCa3.1
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csatornak szintje tébb, mint tizszeresére emelkeidik a sejtfelszinen talalhaté KCa3.1
csatorndk atlagos szama eléri a kb. 500 darabael Ezemben agf, sejtekben az aktivaciot
kdvetben a KCa3.1 csatornak szama véltozatlan marad,an{gl.3 csatornak expresszios
szintje megt, és eléri a kb. 1500 darabos sejtenkénti menngisé&dpldl kovetkeden a Ey
sejtek aktivaciés mechanizmusa a Kv1.3 csatorfikdoesétl fligg, igy annak gatlasaval a
Tem sejtek aktivalédasa megakadalyozhatd. A Naiv &g Sejtek proliferaciéja az aktivaciot
kdvetben szintén fliigg a Kv1.3 csatornakikiidésétl, mégis, a csatorna gatlasaval a KCa3.1
csatorndk expresszids szintigének megemelkedésénektkieztében a sejtek aktivacios
mechanizmusa zavartalanul lezajlik. Bbldvetkezik, hogy a dy sejtek proliferacidja a
Kv1.3 csatornak specifikus gatloszereivel szelektigatolhatd, ezért a nagy szelektivitasu és
affinitast Kv1.3 inhibitorok alkalmasak lehetnek @ztoimmun megbetegedések kezelésére.
Ezt a feltevést szamos, autoimmun betegséget neadlelin vivo allatkisérletben
bizonyitottak.

A magas Kv1.3 és alacsony KCa3.1 expresszios ekirthdelke& Tgy sejtek szoveti
jelenlétét tdbb, autoimmun betegségben szehvadnan betegben is kimutattak, példaul
Szklerézis multiplex (MS), 1-es tipust diabétesAOM) és rheumatoid artritisz (RA)
esetében.

Ebbsl kévetkezik, hogy a Kvl1.3 szelektiv gatloszerekgfeteld gyogyszerhatéanyagok

lehetnek a human autoimmun megbetegedések tergpidja.

In vitro ésin vivo kisérletek is kimutattak a Kv1.3 gatlészerek hamdlsagat és potencialis
terapias alkalmazhat6sagat. Mivel val6ban szelgktiagy affinitdsu gatldszerek ritkan
izolalhaték, tobben iranyitott mutaciok révén pigia javitani a toxinok farmakolégiai
tulajdonséagat. A megfeleimutaciok tervezéséhez elengedhetetlen a toximsatnterakcio

minél jobb megismerése, melyhez az Ujonnan izokKbrpidtoxinok szerkezetének

meghatarozasa és farmakologiai karakterizalasagglban hozzajarulhat.

A korabbi években munkacsoportunk szamos Ujonnafélizskorpiotoxin farmakolégiai

karakterizalasaban vett részt, pl.: Pil, Pi2, Bigjyroctoxin, Css20, TsT26 Vm24. Munkam
soran két Ujonnan izolalt peptid, az OcyKTx2 és umatoxin ioncsatorna gatlé hatasat
vizsgaltam. Ezen feliil részletesen vizsgaltuk abban izolalt, sokak altal a Kv1.3 csatorna

szelektiv géatloszerként ismert és alkalmazott ntarga hatdsat kulénb@zioncsatornakon.
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Annak ellenére, hogy a margatoxin a kaliumcsatowiakgalatdban széles koérben hasznalt,
kereskedelmi forgalomban lévmolekula, olyan tanulmany, mely azonos feltétateddlett
(expresszids rendszer, affinitas meghatarozasaodianstb.) keletkezett adatok alapjan adna
felvilagositast a margatoxin receptorara még neneis

A munkacsoportunk altal korabban karakterizalt antoxin nagy affinitast gatlészere a
Kv1l.3 csatornanak, viszont A Kvl1.2 csatornat iskkédja. Ebl$l kovetkezik, hogy a
természetes anuroctoxin nem megfelelz autoimmun megbetegedések terapidja soran
tortérs alkalmazasra. A kalium csatorna gatldé toxinokr@ndelkezésre &all6 eddigi
ismereteink alapjan létrehoztuk az anuroctoxin mlyautans valtozatait, melyek a Kv1.3
csatornat nagy affinitassal és szelektiven gatoljak

Eredményeink hozzajarulhatnak a peptid toxinoksf@ani terapias céll felhasznalasanak
elésegitéséhez, illetve az Gjabb nagy affinitasli étektiv Kv1.3 gatldszerek tervezésének

sikerességéhez.



2 CELKIT UZESEK

1. Ujonnan izolalt skorpiétoxinok farmakoldgiai karakt erizalasa

Skorpiémérgekdl izolalt, Gj, eddig nem vizsgélt peptidek kilénbokaliumcsatornakra

kifejtett hatasanak vizsgalata patch-clamp techvaika

2. A margatoxin szelektivitasanak vizsgalata elektrofiiolégiai médszerrel

Patch-clamp technikaval fesziiltség-zar izemmoédbeljes sejt, illetve outside-out patch
konfiguraciéban kivanjuk tesztelni a margatoxin I@giai aktivitAsat a kovetkéz
ioncsatornakon mért ionaramokon: Kv1.1, Kvl.2, KyKvl.4, Kvl.5, Kv1.6, Kv1.7, Kv2.1,
Shaker, KCal.1, KCa3.1, Kvl11.1 (hERG) és Nav1l.5.

3. Az anuroctoxin eldallitdsa rekombinans technikaval
A toxin elballitasat bioldgiai rendszerben rekombinans modske&: coli-ban tervezziik. A
rekombinans peptid analitikai vizsgalatat HPLC @megspektrometrias (MS) modszerekkel

végezziik el, biologiai hatasat a Kv1.2 és Kv1.3ars@kon patch-clamp technikaval mérjik.

4. Az anuroctoxin és annak mutans valtozatainak éHllitasa szilard fazisu kémiai
szintézissel

Irodalmi adatok felhasznalasaval a toxin olyan d#gik azonositasa, melyek szerepet

jatszanak a szelektivitas és az affinitds meghaéddban. Ezt felhasznalva mutaciokat

tervezink a toxin szelektivitasanak javithsa érdekRé A mutans toxinokat kémiai

szintézissel kivanjuk &dllitani kollaboracids partneriink segitségével. Aauroctoxin

valtozatainak farmakolégiai tulajdonsagait patchrgb technikaval mérjik.



3 Anyagok és mddszerek
3.1  Toxinok

Az OcyKTx2 toxint azOpisthacanthus cayaporum skorpié mérgédil izolaltak. A faj tdbb,
Braziliaban & egyedét befogtak, majd megféldaboratériumi korilmények kozt tartva az
allatok mérgét tébbszori, elektromos stimulécidkimlyerték. Az dsszegitdtt méreglél a
vizoldékony komponenseket kioldottak, majd @hdotoxint HPLC technikaval, C18 forditott

fazisu oszloppal tisztitottak.

Az urotoxint az Urodacus yaschenkoi Ausztraliaban @&l skorpi6 mérgétil izolaltak az
OcyKTx2 toxinnal leirtakkal megegy&modszerrel.

A rekombinans margatoxint (rMgTx) az Alomone LaBbk{izrael, Jeruzsalem) vasaroltuk,
katalogusszama: RTM-325, Lot: MA103. A margatoKientruroides margaritatus skorpié

mérgélbl szarmazik.

A szintetikus margatoxint (sMgTx) Peptide Instituliec.-©6l (Japan, Osaka) vasaroltuk,
katalogusszama: 4290-s, Lot: 560914.

A vad tipusu anuroctoxin rekombinans valtozatan{ird) laboratériumunkban allitottuk él
E. coli-ban, affinitds kromatografias modszer segitség@astl késbb). Az anuroctoxin az

Anuroctonus phaiodactilus skorpié mérgétl szarmazik.

Az anuroctoxin szintetikus vad tipusu (sAnTx), tille mutans valtozatait a Szegedi
Tudomanyegyetem Orvosi Vegytani Intézetben, ProbthT Gabor és munkatarsai

szintetizaltak, szilard fazisu kémiai szintézissel.



3.2  Sejtek és ioncsatorna expresszids vektorok
3.2.1 Huméan limfocitak

A toxinok hatasat hKvl.3 csatornan, a csatornaresgzald, egészséges donorokbodl vett
human periférids T-limfocitakon is mértik, melyekieicoll-Hypaque #riiség gradiens
centrifugalassal izolaltuk majd phytohemaggluti@hraktivaltuk. A Kv1.3 aramokat az
aktivaciot koveb 2-7. napban mértik.

3.2.2 tsA201 sejtvonal

A tsA201 sejtekben az aldbbi ioncsatorna kddoléegénexpresszaltuk Lipofectamine 2000

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

A hKvl.1, hKvl1l.2, hKvl.6 és hKvl.7 géneket pCMV6HSFRektorban expresszaltuk,
melyeket az Origene cégtrendeltik.

A hKv1.3 csatornat a korabbiakban p-EGFP-C1 vekidtbnoztuk (Dr. Hajdu P.).

A hKvl.4 IR (inaktivaciés domainét megfosztott) gént kodold vektor t D. Fedida,
(University of British Columbia, Vancouver, Cana@g@ndékozta.

A hKv1.5 gént kdédolé plazmidot Dr. Heike Wulff (Umrsity of California, Davis CA)
biztositotta szamunkra.

A rKv2.1 gént kédol6 vektort Dr. S. Korn, (Univessdf Connecticut, Storrs, CT) biztositotta
szamunkra.

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

A Shaker IR (inaktivaciés domainéHmegfosztott) csatorna expresszids vektorat Gleviel
(Harvard Medical School, Boston, MA) ajandékozta.

A hNaV1l.5 csatorna expressziés vektorat R. Horn offés Jefferson University,
Philadelphia, PA) ajandékozta.

A hERG csatorna génjét SH. Heinemann (Max-Planke@Behaft, Jena, Germany)
biztositotta.

A hKCal.l (BK) gént pClneo plazmidban T. Hoshi (nbsity of Pennsylvania,
Philadelphia, PA) ajandékozta.



Mivel a HEK sejteken tobb ioncsatorna természetzgjogén expresszidjat is leirtak, a
sejteken minden esetben outside-out patch konfigtlstan végeztilk az elektrofiziologiai

méréseket.

3.2.3 L929 sejtvonal

Egér kobszoveti ereddt sejtvonal. Az egér Kvl.1 (mKvl.1) csatorna géniésimbilan
transzfektalt L1929 sejtvonalat H. Wulff (UC DavisCA, USA) ajandékozta
munkacsoportunknak.

3.2.4 CHO sejtvonal

A CHO sejtekben a hKv1.1 és hKvl.2 csatornakatesqmaltuk.

3.2.5 Sf9 sejtvonal

Az Sf9, rovar eredétsejtvonalon végzett méréseket kollaboracids peeinle (Prof. Lourival
Domingos Possani munkacsoportja, Instituto de Brattogia, UNAM, Cuernavaca, Mexiko)
végezték. A sejtekbe Shaker-IR ioncsatornat expédits& bakulovirusos transzfekciot

kdveven.

3.3 Tranziens transzfekcid

A sejteket (mind a CHO-t és a tsA201-et) Lipofedtsn 2000 reagenst hasznalva
transzfektaltuk a gyartd (Invitrogen, Carlshad, OASA) Utmutatasai szerint, standard
feltételek kozott tenyésztve. A hKvl.1l, hKv1.2, HK®, hKvl.5, hKv1l.6 és IKCal

csatornakat kédol6 vektorok C-termindlis GFP vadyPY(zold/sarga fluoreszcens fehérje)
tag-gel latjak el a csatornakat, igy a transzfeékt@atornat expresszalé sejtek fluoreszcens
mikroszkop segitségével kozel 100%-os pontossaggahosithaték. A hKvl.4, rKv2.1,

Shaker-IR, hERG, NaV1.5 és BK csatornak esetébersatornat expresszaldé gént 10:1

aranyban kotranszfektaltuk a GFP génjét kodol6 middal, igy a zold fluoreszcenciat



mutatd sejtek nagy valostigéggel a csatorna génjét kodold vektort is felkettés

kifejezésre juttatjak.

3.4  Elektrofiziologia
3.4.1 Az elektrofiziol6giai mérésekhez hasznalt riiszerek és oldatok

Az elektrofizioldgiai méréseket patch-clamp tecldmiid végeztiik, teljes-sejt, vagy outside-
out patch konfiguracidban, fesziltség-zar UGzemmodbaahol a vizsgalt sejt
membranpotencialjat adott értéken tartva a sejtrm@nan atfolyé aram nagysagat hataroztuk
meg. A mérésekhez a sejteket 3,5 mm abjiéPetri csészében tartottuk, majd Nikon
TE2000U vagy TS100 invert fluoreszcens mikroszkdgit aazonositottuk. A méréseket
személyi szamitdégép vezérelt Axon Axopatch 200App@eatch 200B vagy Multiclamp 700B
erjsitdvel és Axon Digidata 1200 vagy 1440 digitalizalovagzitettiik (Molecular Devices
Inc., Sunnyvale, CA, USA). Az adatok grafikus mégjétéséhez és kiértékeléséhez a
pCLAMP8-10 programcsomagot hasznaltuk (MoleculaviBes Inc., Sunnyvale, CA, USA).
Az elektrofiziolégiai mérésekhez az alabbi oldatokasznaltuk (az egyes komponensek
mennyiségi egysége mM):

Kulsé: normal: 145 NaCl, 5 KCI, 1 Mggl 2,5 CaCJ, 5,5 glikéz,10 HEPES (pH 7,35);
Kv11l.1: 140 Choline-Cl, 5 KCI, 2 Mggl 2 CaC}, 0.1 CdC}, 20 glikéz, 10 HEPES (pH
7,35)

Belss: normal: 140 KF, 2 MgG) 1 CaC}, 10 HEPES és 11 EGTA (pH 7.22); KCal.1: 140
KCI, 10 EGTA, 9,69 CaG) 5 HEPES (pH 7,2, szabad fa= 5 uM); KCa3.1: 150 K-
aszpartat, 5 HEPES, 10 EGTA, 8,7 CaQIMgCh (pH 7,2, szabad [G§ = 1 uM); Kv11.1:
140 KCI, 10 EGTA, 2 MgGl 10 HEPES (pH 7,3)

3.4.2 A Kkulénbdzé ioncsatorndkon atfolyé aramok mérésére hasznalt
protokollok

A mérések soran killonbéZesziiltség protokollokat alkalmaztunk. A tartéfdsseget -100
mV, vagy -120 mV értékre allitottuk, mely tapasataliton fliggott a méréshez hasznalt sejt
tipusatol, illetve a mérés maodjatol. A fesziiltsétvalt Na'-csatornak esetében a csatornan

atfoly6 aramot 0 mV-ra tortén depolarizacidoval aktivaltuk. A feszultség-aktivaft'-
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csatorndk esetében +50 mV-ra toéégyors depolarizaciét, vagy feszultség-rampat
alkalmaztunk.

A hKv1.1, hKv1.2, hKv1.3, hKv1.4, hKv1l.5, hKv1.6Kfl.7, rKv2.1 és Shaker-IR aramokat
az adott csatorna aktivacids kinetikajatdl faeg 15, 40, 50 vagy 200 ms hosszusagu, +50
mV fesziltségre torténdepolarizald impulzussal aktivaltuk. Két egymasve® impulzus
kozott 15 s telt el, mely soran a sejteket -100 fiedziiltségen tartottuk. Ez agidlegend az
emlitett csatornak inaktivaciobol vald visszatéhezé A hKvl.3 csatornan atfolyd aramot
fesziiltség-rampa protokollal is mértiik, mely saadmembranpotencialt 15 masodpercenként
-120 mV tartéfesziltégt +50 mV-ra depolarizaltuk 150 ms alatt, igy a osad aktivacios
kiiszobfesziltsége kdnnyen megfigyethet

A hKv11l.1l (hERG) csatornak aramait egy +20 mV-naétd 400 ms hosszu depolarizaciot
kovet, 200 ms-ig alkalmazott -40 mV-os fesziiltségen iherkKét impulzus kozt a sejteket
30 s-ig -80 mV fesziiltségen tartottuk.

A hKCa3.1, kalcium-aktivalt kalium csatorna esetébemikropipettaba toltott béloldat 1
UM szabad C&-ot tartalmazott, lehévé téve a csatornak aktivalédasat. A csatornarnyétfo
aramot fesziiltség-rampa protokollal mértik, melydsoa membranpotencialt -120 mV
tartéfeszultégil +40 mV-ra, vagy +50 mV-ra depolarizaltuk 150 nistta Két depolarizacié
kozott 10, vagy 15 s telt el.

A hKCal.1 (BK) C&"™-és fesziiltség-aktivalt kalium csatorna esetébeV/(artéfesziiltséget
alkalmaztunk, majd az aramot 100 ms hossz( +50 an¥btérs depolarizalé impulzussal
mértiik, melyet 10 ms hosszl, -120 mV-ra tditdmperpolarizacié éizétt meg. Az
impulzusokat 15 masodpercenként adtuk.

A hNavl.5 csatornakon atfolyd aramot 15 ms-o0s, -12¥-r6l 0 mV-ra tortéd

depolarizacidval mértik 15 masodpercenként.

3.4.3 Az elektrofiziologiai mérések kiértékelése

A toxinok adott koncentracidban mért hatasat megd@aéaramhanyad formaban tlntettiik fel
(M.A.H. = l/ly, ahol | a toxin jelenlétében mért aram amplititiopedig a toxinmentes
kontroll oldatban mért aram amplitddo).

A dozis-hatas gorbéken, illetve az oszlopdiagramdktitintetett értékek 3-5 flggetlen mérés

eredményeinek atlagai, ahol mintaatlag atlagog&titsE.M.-ben jeloltik.
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A dozis-hatas gorbén a kulontsokoncentraciokban mért adatpontokra kétparaméteiles
egyenletet illesztettiink (M.A.H. = I'/(1ICs™+[Tx]™), ahol 1G,a félhatasos dézis, H a Hill-
koefficiens, [Tx] pedig a toxin koncentracio).

Abban az esetben, amikor egy toxinbdl csak limitdinnyiség allt rendelkezéstinkre, ennek
kovetkeztében csak 2-3 koncentracioban tudtuk ngtokin hatasat egy adott ioncsatornan,
a disszociaciés allandé meghatarozasat a Linewdawdr modszerrel végeztilk, mely soran a
megmaradé aramhanyad reciprokat (1/M.A.H.) abréko#t koncentrécié fuggvényében. A
pontokra illesztett (yO = 1) egyenes meredekségénelciproka megadja a félhatasos dozist,
feltételezve, hogy a Hill-koefficiens értéke H = Hzt a feltételezést azzal tamasztjuk ala,
hogy a podrusgétld toxinok leggyakrabban a toxatm®ia 1:1 aranyl kédésével fejtik ki
hatasukat.

Abban a ritka esethen, amikor csak egyetlen kongeidban tudtuk mérni a toxin hatasat, a
disszociacids allandot a megmaradd dramhanyadiesliiék a Hill-egyenlet alapjan, szintén
feltételezve, hogy a Hill-koefficiens értéke H = 1.

A disszociaciés éallandé meghatarozasahoz a blogkés kimosas ifliggd kinetikai
paraméterét is meghataroztuk. Ezek ismeretébessaatiicios alland6 az kdvetkemddon
szamithato: Kd =K/kon, ahol koy = (Torr)™ kon = ((To)™ - (Tor) V[TX], [TX] a
toxinkoncentraci6. A bemosédas gyorsasagat, azaztoxin csatornahoz tortén
bemosédasa kdzben, az egyensulyi gatlas kialakglasért cslicsaramokat normaltuk, majd
az id® fluggvényében abrazoltuk. A pontokra a kovetkegxponencidlis fliggvényt
illesztettik:A(t) = B x exp(+/Ton) + C, aholA(t) at iddpillanatban mért &ram amplit(d@,

az egyensulyi gatlas kialakulasa utan mért aramlidp, ésB = A(t = 0) —C. A kimosasi
kinetikat hasonlé6 moédon, az egyensulyi gatlasbaitétd visszatérést, azaz a toxin
kimosasakor mért aramok amplitddoit normaltuk, madéazoltuk az idl fuggvényében. A
kimosas idfuggését jellemi Torr meghatarozasidhoz az &brazolt pontokra a kouetkez
exponencialis egyenletet illesztettiit) =B x (1 — exp(¥Tore)) + C, aholB = A(t = ) -

C, A(t) at idépillanatban mért aram amplitido, C az egyensulyldgé&ialakulasa utan mért

aram amplitado.
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35 Peptidszintézis
3.5.1 Anuroctoxin rekombinans eldallitasa E.coli-ban
3.5.1.1 Az anuroctoxin klénozasa pPAL7 vektorba

A kilénbdd peptidek rekombinans &lllitasa soran széles korben alkalmazott az Gmdduz
fehérje expresszalada coli baktériumban. A flazios fehérje egy olyan polipeéptimely
tartalmazza az édllitani kivant fehérje szekvencigjat, illetve dgyonyos jeléd szekvenciat
(tovabbiakban tag-et), pl: GST (glutation-s-trapsat), MBP (malt6z-kétfehérje), poli His-
tag (6 egymast kovéthisztidin) mely alapjan a teljes fuzios fehérje egegfeleb affinitas
kromatografias oszlopon a tébbi bakteridlis fehérj@lvalaszthatd, tisztithaté. A flzids
fehérje tovabba tartalmaz egy endopeptidaz hasitfeha tag és a célfehérje szekvencija

kodzott, mely lehéivé teszi a kisértag szekvencia levalasztasat a fehétjér

3.5.1.2 Az anuroctoxin tisztitasa HPLC technikaval

A toxin analitikai vizsgalatat és szemi-preparaivalasztasat Vydac 218TP54 0,46 X 25 cm
C18 forditott fazisti oszlopon (Grace, Deerfield, ISA) végeztilk. Mozg6 fazisként viz-
TFA/acetonitril gradienst alkalmaztunk, ahol A dtd@,12% trifluor ecetsav vizben oldva, B
oldat: 0,10% trifluor ecetsav acetonitrilben oldBaoldat koncentracidjat a mozg6 fazisban 0-

rél 30 %-ig linearisan noveltiik 45 percen keresztil

3.5.2 Anuroctoxin eléallitasa kémiai szintézissel

A vad tipusu anuroctoxint (SAnTx WT), illetve annakutans valtozatait (SANTx N17A,
sANTx F32T, sAnTx nl17A/F32T) a Szegedi TudomanyegyeOrvosi Vegytani Intézetben,
Prof. Téth Gabor és munkatarsai allitottak el
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4 Eredmények:
4.1 Ujonnan izolalt skorpidtoxinok farmakoldgiai karakt erizalasa

Kollaboraciés partnereink révén munkacsoportunknsza adott a lehé&ég, hogy kildnbdk
skorpiok mérgétl izolalt peptidek farmakologiai karakterizdlasabaahetiink részt. A
skorpiok begiijtését, a méreg kinyerését és a peptidek tisztith&allaboracios partnereink
végezték, mig az izolalt toxinok ioncsatornakra ejétt hatasat nagy részben
munkacsoportunkkal végeztik, elektrofiziolégiai gsekkel. Dolgozatomban két Gjonnan
izolalt skorpiotoxin, az OcyKTx2 és urotoxin karatizalasat kivanom bemutatni.

4.1.1 OcyKTx2

Az OcyKTx2 toxint azOpisthacanthus cayaporum skorpié mérgétil izolaltak kollaboraciés
partnereink (Prof. Elisabeth F. Schwartz, Laboiatde Toxinologia, Universidade de
Brasilia, Braziliavaros, Brazilia), mely egy 34 apsavbél allé peptid, molekula tdmege
3807 Da. A Toxin harmadlagos szerkezetét négy Hidzuid stabilizalja. A toxin aminosav
szekvencigja a kovetkéz

IRCQGSNQCYGHCREKTGCMNGKCINRVCKCYGC

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

Az OcyKTx2 toxin reverzibilisen gatolta a Shakdetve Kv1.3 csatornakat A disszociacios
allandét a Lineweaver-Burk mddszerrel, illetve atpkéaméteres Hill egyenlettel is
meghataroztuk. A Lineweaver-Burk mddszerrel kapb$iszociaciés allandé a Shaker-IR
csatorna esetében 93,5 nM, a hKvl.3 csatorna eseté®0 nM. A kétparaméteres Hill
egyenlettel kapott disszociaciés allandék pedichak8r-IR esetében 96,6 nM, mig a Kv1.3
estében 17,7 nM.

A toxin nem volt hatassal a hKv1.3 aktivacios kiseszultségeére.

Mivel a nativ toxinbdl csak limitalt mennyiség aktndelkezésiinkre, a peptid hatasat tovabbi
ioncsatorna tipusokon nem tudtuk vizsgalni. A ShdRecsatornan a méréseket kollaboracios
partnereink (Prof. Lourival Domingos Possani musskgortja, Instituto de Biotecnologia,

UNAM, Cuernavaca, Mexiko) végezték.
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4.1.2 Urotoxin

Az urotoxint az Urodacus yaschenkoi, Ausztralidban @l skorpi6 mérgédl izolaltak
kollaboracioés partnereink (Prof. Lourival Doming&®ssani, Instituto de Biotecnologia,
UNAM, Cuernavaca, Mexikd). A peptid 37 aminosaviadl, szerkezetét 4 diszulfid hid
stabilizalja, molekulatdomege 4012,75 Da. Az urataiminosav szekvencigja a kévetkez
GDIKCSGTRQCWGPCKKQTTCTNSKCMNGKCKCYGCV

A toxin farmakoldgiai karakterizalasat hKvl.1l, hK21 hKvl.3, hKvl.5 és KCa3.1
csatorndkon végeztik. A hKvl.1 csatornan a mérésedddaboracios partnereink (Prof.
Lourival Domingos Possani munkacsoportja, InstinlgédBiotecnologia, UNAM, Cuernavaca,
Mexikd) végezték. A toxin reverzibilisen blokkole CHO sejtekben expresszalt hKvl.1
csatornat. A gatlas koncentracio fliggését a kémpateres Hill egyenlettel hataroztuk meg,
mely eredményeként kg= 253,5 nM értékeket kaptunk.

Mivel a hKv1l.1 csatorna nagyfoku hasonlésagot matdtkvl.2 és hKvl1.3 csatornakkal,
teszteltlik az urotoxin hatasat ezeken a csatornidkéntoxin 10 nM koncentraciobandésen
gétolta a hKv1.2 csatornéat. A gatlas reverzibilishzonyult. A kilénbd# koncentraciékban
mért adatpontokbdl meghataroztuk az urotoxin félbed dozisat a hKvl.2 csatornara
vonatkoztatva, mely 160,5 pM.

Az urotoxin kisebb affinitassal a hKv1.3 csatorigtgatolta. A gatlas a hKv1.3 csatorna
esetében is reverzibilisnek bizonyult. Mivel a toxaffinitasa a hKvl.3 csatorndhoz
alacsonyabb, illetve a nativ peptédilbcsak korlatozott mennyiség allt rendelkezésiinkre,
gatlas félhatasos koncentraciéjat kevesebb mé@sibpl, a Lineweaver-Burk modszerrel
hataroztuk meg, mely alapjansyz 90,9 nM.

Mivel a Kv1.2 csatorna legismertebb gatloszereintma maurotoxin és charybdotoxin
gatoljak a KCa3.1 csatornat is, ezért teszteltiihratoxin hatasat a hKCa3.1 csatornan is. A
toxin 10 nM koncentraciéban gétolta a hKCa3.1 gsgt) mely gatlas toxin mentes kdils
oldattal kimoshaté volt. A hKCa3.1 csatornara v&oab félhatasos ddzis meghatarozasahoz
tovabbi két koncentracioban (30 nM és 100 nM) niéaipeptid hatasat, majd meghataroztuk
a félhatasos dozist, mely eredményekéng #369,9 nM értéket kaptunk.

Az urotoxin hatasat a hKv1l.5 csatornan is vizs¢altle ezen csatorna esetben 10 nM toxin

nem fejtett ki gatlé hatast.
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4.2 A margatoxin szelektivitdsanak vizsgalata elektrofiiologiai moédszerrel

A rekombinans margatoxint (rMgTx, Alomone Labs,akl; Jeruzsalem) mKv1.1, hKvl.1,
hKv1.2, hKv1.3, hKv1l.4, hKv1l.5, hKv1.6, hKv1l.7, rR\M, Shaker-IR, hKCal.1l, hKCa3.1,
hERG és hNav1.5 csatornakon mért aramokon teszteltl

Mivel a margatoxin (rMgTx) 1 nM koncentraciéban @éa az mKv1.1, hKvl.1, hKvl.2 és
hKv1.3 csatornakat, tovabbi mérésekkel meghatdkozu csatornakra kifejtett gatlas
koncentracio fliggését. A Kvl1.1 csatorndk esetébgatlds mértéke alacsonyabb volt, mely
az mKv1l.1 csatornak esetébend€ 1,7 nM, mig a hKvl.1 esetébensyG 4,2 nM volt. A
hKv1l.2 és hKv1.3 csatornak esetében 1 nM margat@tal kifejtett gatlas nagyon
nagymértékl volt, a félhatasos koncentracio a hKvl.2 csatodnpM, a hKv1.3 csatornan
11,7 pM

4.3  Rekombinans anuroctoxin (rAnTx) hatasa Kv1.2 és KvB csatornakon

A rekombinans anuroctoxin (Ujraoxidalt, rAnTx) hefif a Kv1.3 és Kv1.2 csatornakon

mértik. A félhatasos dozis a Kv1.3 esetében 0,2ankl1.2 esetében 1,4 nM.

4.4 Anuroctoxin és annak mutans valtozatainak diallitasa szilard fazisu
kémiai szintézissel

4.4.1 Az anuroctoxin szelektivitasat javitd mutaciok tenezése

A mutéciok megtervezéséhez tobb, ismert szelefisiuitkvl.2 és Kv1.3 csatorna gatloszer
linearis aminosav szekvenciait hasonlitottuk 6sszekvenciakban megfigyelt jellegzetes
mintdzatok alapjan. a kovetkemutacidkat terveztik meg: N17A, F32T, és a kétariot
egyuttesen tartalmazé N17A/F32T dupla mutanst. Aractoxin vad tipusi és mutans
valtozatait szilard fazist kémiai szintézisseltdtta eb kollaboraciés partneriink Prof. Toth

Gabor és munkacsoportja a Szegedi TudomanyegyeteosiQd/egytani Intézetében.
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442 A szilard fazist kémiai szintézissel éhllitott anuroctoxin (SAnTx) és
annak mutans valtozatainak hatasa a Kv1.2 és Kvl&atornakon

A szintetikus vad tipust anuroctoxin a Kv1.2 csabr5,2 nM, a Kv1.3 csatornat pedig 0,3
nM félhatasos koncentracidéban gatolta. Ezek axkeéktdagysagrendileg azonosak a nativ
anuroctoxin gatlé hatasaval, amely a Kv1.2 csatd@rianM, a Kv1.3 csatornat pedig 0,7 nM
félhatasos koncentracioval gatolta.

A 32. pozicidban talalhat6 fenilalanin treoninni@dtérd helyettesitése (F32T) a toxin Kv1.3
csatornahoz torténaffinitasat csokkentette, a mért félhatasos komaeid® 6,2 nM. Ezzel
szemben a Kv1.2 csatornan 100nM koncentréaciébarfejestt ki gatlo hatast.

A 17. pozicidban & aszparagin alaninra téri@modositasa (N17A) mind a Kv1.2 g&=
20,0 nM) és Kv1.3 (I = 1,2 nM) csatorna esetén csokkent affinitast rméag/ezett, a
szelektivitAsra nem volt hatassal.

A dupla mutans anuroctoxin, mely mindkét mutacigyidgtesen tartalmazza (N17A/F32T)
ICs0 = 0,6 NM félhatasos koncentracioval gatolta a Ruksatornat, illetve nem fejtett ki gatlé

hatast a Kv1.2 csatornara.

4.4.3 A szilard fazist kémiai szintézissel éhllitott anuroctoxin (SAnTX) és
annak mutans valtozatainak hatasa a Kvl.1 és KCa3dsatornakon

Miutan a mutaciék megvaltoztattak az anuroctoxinli®vés Kv1.3 csatornakhoz téréén
affinitdsat, a mutans toxinokat leteszteltilk a Kvés KCa3.1 csatornakon is. A mutaciok
révén akar Uj, eddig nem gatolt ioncsatornakkahmm is kialakulhat toxin-affinitas. A
toxinokat 100 nM koncentracidban alkalmazva nenagamltunk gatlé hatast a Kvl.l és

KCag3.1 csatornakon.

5 Eredmények megbeszélése
5.1  Ujonnan izolalt skorpiétoxinok farmakoldgiai karakt erizélasa

Az OcyKTx2 izolalasaval és karakterizalasaval egymég eddig nem vizsgalt skorpiotoxint
frtunk le, melya-KTx6.17 néven gyarapitotta a’ Ksatorna géatlé skorpidtoxinok csoportjat.
Mivel csak limitadlt mennyiség peptid allt rendelkezésiinkre, a toxin farmakoldgia

karakterizalasat csak részben tudtuk elvégezni.O&yKTx2 gatolta a tesztelt Shaker és
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Kv1l.3 csatornakat. A toxin aminosav szekvencidjan@szehasonlitasa mas, ismert
szelektivitasu peptidekkel segitséget nyujthat apmcsatornak azonositasaban, melyeket a
vizsgalt toxin gatolhat. Mivel az OcyKTx2 csak alany szekvencia azonossagot mutat az
ismert szelektivitasi peptidekkel, igy ezzel a méd®l nem tudjuk megbecsiini az
OcyKTx2 altal feltehdten gatolt kalium csatornakat.

Az urotoxin aminosav szekvencia homoldgia alapjdtTx 6.21 névvel kerilt besorolasra a
K* csatorna géatlo skorpiotoxinok osztalyozasa szefimturotoxin karakterizalasa soran tébb
ioncsatornan is el tudtuk végezni az elektrofiziidd méréseket. A toxin a vizsgalt csatorna
tipusok kozil nem hatott a Kvl.4, Kvll.1 (hERG1)1R.2 (ELK2) (ezeket a méréseket
kollaboracios partnereink végezték), illetve a KvEsatornakra. A peptid nagy affinitassal
gatolta a Kv1.2 csatornat ({= 160 pM), tovabba joval kisebb kisebb affinitdssdvl.1,
Kv1.3 és KCa3.1 csatornakat is. Elfogadott, hogy tegin akkor tekinthet szelektivnek, ha
egy adott ioncsatornéat legaldbb 100-szor nagyolihitaésal géatol, mint a tobbi vizsgélt
csatornat. Az urotoxin megfelel ennek a kritériukyrezaz méréseink alapjan Kv1.2 szelektiv
gatlészernek tekinthét mivel a kiilénboé& csatornakon mért félhatasos koncentracié értékek
a Kvl.2 csatornan mért félhatasos koncentraciohiszomyitva tobb mint 400-szoros
kilonbséget mutatnak (¥Kv1.3/IC50Kv1.2 = 562, IGKV1.1/IC5Kv1.2 = 1579 és
IC50KCa3.1/1GyKv1.2 = 435). A Kv1.2 csatorna legismertebb gatideza Maurotoxin, mely

a Kv1.2 csatornat I§g = 0,8 nM félhatasos koncentraciéban gétolja. Eésskehasonlitva az
urotoxin affinitasa sokkal nagyobb @&£= 160 pM), azaz az urotoxin hatékonyabb gatloszere
a Kv1.2 csatornanak. A Maurotoxin tovabba a Kvilshtornat IG, = 45 nM, a Kv1.3
csatornat 1g = 180 nM és a KCa3.1 csatornatsdG 14 nM félhatasos koncentracidban
gatolja, igy a maurotoxin esetében a Kvl.2 iraaelektivitas kritériuma sem teljesul
(IC5oKV1.3/IC5KV1.2 = 225, 1GKV1.1/IC5KV1.2 = 56 és IgKCa3.1/IGeKv1.2 = 18).
Mindezek alapjan az urotoxin megfélebszkdz lehet a Kv1.2 csatorna farmakoldgiai
vizsgalatai soran. Mivel a Kv1.2 csatorna szerdqdutattak a demielinizacids betegségek
tiineteinek kialakitdsaban, az urotoxin hasznos kutdelehet az ilyen betegségek kezelése
céljabadl folytatott kisérletek soran.
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5.2 A margatoxin szelektivitasanak vizsgalata

A margatoxin aminosav szekvenciaja olyan toxinogksencidjaval mutatja a legnagyobb
hasonlésagot (>75%), melyek a Kv1.3 csatorna meibonlé affinitdssal a Kv1.2 csatornat
is gatoljak. A vizsgalt ioncsatornak kozil (mKv1HAKvl.1, hKv1.2, hKvl.3, hKv1l.4-IR,
hKv1.5, hKv1.6, hKv1l.7, rKv2.1, Shaker-IR, hKvli1iKCal.1, hKCa3.1 és hNavl.5) a
rekombinans margatoxin a Kv1.1 csatornat nM konéerdban gétolta, mig a Kvl.2 és
Kv1.3 csatornakra pM koncentracidban fejtett ki@aatast.

Az eredményeink azt mutatjak, hogy a margatoxidlah nagy affinitast gatlészere a Kv1.3
csatornanak, viszont azonos nagysagkeaffinitdssal gatolja a Kv1.2 csatornat is. Ezek
mellet bar joval kisebb félhatasos koncentraci@vkl1.1 csatornat is gatolta. Ezek alapjan a
margatoxin nem felel meg a Kv1.3 csatorna iranéledivitas kritériumanak, ugyanis a
félhatasos koncentraciok egymashoz viszonyitotyadGoKv1.2/IC5Kv1l.3 = 0,54, mely

joval elmarad a 100-szoros affinitasbeli kiilonb&kgt

5.3 Az anuroctoxin vad tipusi és mutans valtozatainak léallitasa és
farmakolégiai karakterizalasa

Az anuroctoxin rekombinans szintézise sorarkEaeoli sejtekben @allitott, majd affinitas
kromatografiaval tisztitott peptid analitikai vizdgta kimutatta, hogy a prokariéta sejtekben a
toxin oxidalasa nem az altalunk vart modon zajlik. minta Ujraoxidalasa (refolding)
sziikséges a megfedebioldgiai aktivitdshoz, mivel a redukalas és olgéebtti minta Kv1.3
csatornan mért hatasa (= 65,9 nM) messze elmarad a természetes anurnckoxi.3
csatornan mért hatasatol (4 0,7 nM). A minta Ujraoxidalasat kdoven a Kvl.3 csatornan
mért hatas nagyban mefh (ICs, = 0,2 nM), igy a rekombinans anuroctoxin (rAnTx)
hatasanak koncentracio fliggését a Kvl.2 csatormaneghataroztuk, ahol &= 1,4 nM
félhatasos koncentraciot kaptunk, mely a természateiroctoxin esetében 4= 6,1 nM.
Osszehasonlitva a rekombindns anuroctoxin hatasatermészetes toxin hatasaval
elmondhatjuk, hogy a mindkét toxin nagysagrenddegnos gatldé hatast fejt ki a Kv1.3 és
Kv1.2 csatornakon.

Az anuroctoxin szilard fazisi kémiai szintézisérmeltékonysagat patch clamp technikaval

ellerdriztik. A vad tipusl, szintetikus anuroctoxin (sAnTWT) farmakologiai
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tulajdonségaiban megegyezik a természetes anuiogtdx igy a szintézis hatékonysaga
igazolhato.

A 32. poziciéban |&¥ fenilalanin a tirozinhoz nagyon hasonld szerkiézatomés aminosav.
A legtobb alacsony szelektivitasi Kv1.3 gatl6 togkvivalens poziciéjaban tirozin talalhato,
mig a Kv1.3 szelektiv toxinokban treonin, vagy asagin. Az anuroctoxin esetében a 32.
aminosav tirozinra cserélése a varakozasnak méggelarasztikusan megnovelte a Kv1.3
csatorna iranti szelektivitast, viszont a toxin K/Iréanti affinitdsa lecsokkent a vad tipusu
toxin affinitAsdhoz képest (a félhatasos dézisakP0O-szorosara emelkedett).

Az anuroctoxin 17. aminosava aszparagin, mely psl@idallanccal rendelkezik. A Kv1.2
géatlé toxinokban a 17. pozicidval ekvivalens helyegtdbbszér vagy a szintén polaros
glutamin, vagy a pozitiv toltésarginin talalhatd, mig A Kv1.3 szelektiv peptidekeginkabb

a hidroféb alanin jellentz Bar a 17. poziciban |8v aszparagin alaninra tori&n
modositasatdl a Kv1.3 csatorna iranti szelektiviv@stuk, az N17A mutacié nem javitotta az
anuroctoxin szelektivitasat, hanem kis mértékbedklosntette mind a Kvl.2 és Kv1.3
csatorndk iranti affinitast (a félhatasos doézis dkét csatorna esetében kb. a 4-szeresére
emelkedett). Ez az affinitasbeli kilonbség nem \aifan nagymértdk mint az F32T
mutacio esetén tapasztalt csokkenés.

A két mutacié egylttes alkalmazasatol azt vartudgyhaz F32T mutacié révén a Kvl.3
csatornara szelektiv toxint kapunk, és az N17A oiataniatt a Kv1.3 csatorna iranti affinitas
a vad tipusu toxin affinitisahoz hasonlé marad. MZ7A/F32T dupla mutans toxin a
varakozasnak megfet@n nagy szelektivitassal és a vad tipusu toxinhagpegt
nagysagrendileg megegyeaffinitdssal és szelektiven gatolta a Kv1.3 csetbr

Az N17A/F32T dupla muténs anuroctoxin affinitAsaseéslektivitdsa alapjan alkalmas lehet a
Kv1.3 csatorna gatlészerekéntvivo kisérletekben toérténfelhasznalasra. Tovabbi célunk a
vad tipusu és N17A/F32T mutans toxinok pontos NM&lsezetének 6sszehasonlitasa, mely
az lineéris aminosav szekvencianal sokkal pontosaifbrméciét adhat a toxinok

szelektivitasat befolyasolé molekularis elenggkr

A munkam soran vizsgélt toxinok farmakoldgiai tdlapsagainak és éldleges szerkezetének
vizsgalata alatamasztja azt a feltételezést, hogpxmokban taldlhaté esszencidlis diad
kulcsszerepet jatszik a toxin ioncsatornakhoz tdriédtddésében. Az OcyKTx2, urotoxin,

margatoxin és anuroctoxin peptidek mindegyike am@inosavat tartalmaz diadjaban a
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lizin mellett. A négy toxin kdzul az OcyKTx2 kivééwel mindegyik igazoltan gétolja a
Kvl.2 és Kvl.3 csatornakat. Eiibarra tudunk kovetkeztetni, hogy az OcyKTx2 peptid
feltehetleg a Kv1.2 csatornat is gatolja. Az esszencidlsl dromas aminosavanak treoninra
tortérd modositasa az anuroctoxin esetében azt eredményemy a peptid elvesztette a
Kv1.2 csatornahoz torténkdtddés képességét, viszont a Kvl.3 csatornat tovabhbtépes
volt gatolni. Eblél kovetkedleg eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy azesssalis
diad szerepe nem csupan az altalanos toxin-csatuarakcio kialakitdsaban rejlik, hanem a

toxin ioncsatorna felismérképességét is befolyasolja.
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6 Osszefoglalas

A Kv1.3 csatorna kulcsszerepet jatszik az autoimmegbetegedéseket kivaltd effektor
memodria T-sejtek (dy) aktivacios mechanizmusaban. A csatornan atfolyarsm gatlasaval

a Tgy sejtek aktivacidja gatolhatd. Szamasiitro ésin vivo tanulmanyban kimutattak, hogy
a specifikus Kv1.3 csatorna gatlé szerek alkalmdshletnek az autoimmun betegségek
kezelésére.

Munkank soran skorpié6 mérgeibizolalt, 30-40 aminosavbol all6, diszulfid hidadtk
stabilizalt toxinokat vizsgaltunk, melyek nagy affast gatlészerei a kulonb®zK*
csatornaknak.

Célul tiztik ki Gjonnan izolalt peptidek farmakoldgiai kkierizaldsat, a korabban izolalt
margatoxin ioncsatorna gatld hatasanak eddiginézletesebb tanulmanyozasat, az
anuroctoxin laboratoriumi &llitasat illetve annak mutacioi réverdydsebb farmakoldgiai
tulajdonséagokkal rendelkézpeptidek szintézisét. A toxinok ioncsatornékreejkétt hatasat
elektrofiziol6gia mérésekkel, patch-clamp technidawértik.

Kollaboraciés partnereink segitségével két U] sikdogint irtunk le. Az OcyKTx2 ¢-KTx
6.17) a Kv1.3 és Shaker ioncsatorndk alacsony kthetési gatldszere, mig az urotoxie- (
KTx 6.21) a Kvl1l.2 csatorna nagy affinitasi és daélegatiészere. A margatoxin a
szakirodalomban a Kv1.3 csatorna nagy affinitasiszsektiv gatldszereként van szamon
tartva. Ezzel szemben méréseink azt mutatjak, leogyargatoxin a Kv1.3 csatorna mellet
hasonléan nagy affinitdssal, pM koncentraciébamlgata Kv1.2 csatornat, illetve kisebb
affinitassal, nM koncentraciéban a Kvl.1 csatorisatA munkacsoportunk altal korabban
karakterizalt anuroctoxint rekombinans techniké¥a kémiai szintézissel is sikeresen
eléallitottuk. Az anuroctoxin Kv1.3 mellett a Kv1.2 aternat is gatolja, mely
farmakolégiailag nem kedvézaz autoimmun betegségek terapias felhasznalasan.sor
Iranyitott mutaciok révén sikeriilt az anuroctoxikiadyan valtozatat létrehozni, mely kigdin
nagy affinitAssal és szelektiven gatolja a Kvla@amat.

Kv1.3 csatorna peptid toxin gatlészereinek vizsigdlal olyan aminosav poziciékat tudtunk
azonositani, melyek befolyasoljak a toxinok Kvlsatorna iranti szelektivitasat és affinitasat.
Eredményeink kozelebb visznek a toxinok, és azaep®r molekulai kdzott végbemen

bonyolult interakciok megértéséhez, mely elengesttest feltétele az Gjabb, leldtg még
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nagyobb affinitasd, szelektiv Kv1.3 géatldszerekveebsének és @llitdsanak, és a toxin
molekulak autoimmun betegségek terapiajaban tdémlmazasanak.

A doktori képzési programot a TAMOP-4.2.2/B-10/112@024 palyazat finanszirozta.

A kisérletes munkat a TAMOP 4.2.2-A-11/1/KONV-200@25 és a Baross Gabor Program:
REG-EA-09-1-2009-0010 palyazatok finansziroztak.

A kutatds a TAMOP-4.2.4.A/2-11/1-2012-0001 Nemaz€itialosag Program cith kiemelt
projekt keretében zajlott. A projekt az Eurdpai &tdmogatasaval, az Eurdpai Szocialis Alap

tarsfinanszirozasaval valosul meg.
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