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Bevezetés

|. BEVEZETES

A meleg égovi orszagokban skorpido tdmadasok kovetkeztében fellépd
haldlesetek nagy szdma arra késztetette a kutatokat, hogy a skorpi6 mérgek
Osszetételét analizaljdk és az egyes komponensek hatasmechanizmusat feltarjak. A
kapott eredmények eldsegitették a modern ioncsatorna kutatasok fejléddését, ugyanis a
skorpié méregbdl tisztitott peptidekrol kideriilt, hogy azok egyes ioncsatornak
azonositasahoz, miikodésének megismeréséhez €s annak specifikus befolyasolasahoz
az egyediili kulcsot szolgaltattak. Az igy kialakult kutatbmunka irdnya nagymértékben
egybeesett a nemzetkdzi szinten kiemelt fontossdgu ioncsatorna kutatdsok f6
irdnyvonalaval. Az ioncsatorndkra hat6 toxinok kutatisa napjainkban is Kkitiintetett
fontossaggal rendelkezik. A limfocitak ioncsatornaira kifejtett specifikus gatld
hatdsuk miatt egyes skorpid toxinok az immunologiai kutatasok szdmara is fontossa
valtak, mivel segitségiikkel az immunfolyamatokat a jelatvitel kapujanal, a limfocitak
plazmamembranjanak szintjén befolyasolhatjuk.

A skorpid toxinok Kkitiintetett szerepet jatszanak az ioncsatorndk miikodésének
kutatasaban. Szamos skorpié mérge szignifikansan csdkkenti a Na' és K csatorna
aktivitast ingerlékeny sejtekben. A jelenleg ismert skorpiok mérge foként kétfajta
toxint tartalmaz:

hosszil lanci kb. 60-70 aminosavrészt tartalmazé specifikusan Na"
csatornakat blokkolo,
révid lanca kb. 37-39 aminosavrészt tartalmazo specifikusan K
csatorndkat blokkold polipeptidet.
A kozelmultban egy harmadik polipeptid toxin csalddot is kimutattak a skorpiok
mérgében, amely a szarkoplazmatikus retikulum Ca®" felszabaditd csatornajat
aktivalja.

A legalaposabban tanulméanyozott skorpié toxinok a Na' csatornamédositd
vegyiiletek, amelyeket tovabbi o és P kategoridkba osztilyoztak a Na' csatornan
talalhato eltérd kotdhelyeik alapjan. Az o—skorpid toxinok féként a Na™ csatornak
inaktivacigjat modositjadk, mig a P-skorpido toxinok a csatorndk aktivaciojanak
mechanizmusara hatnak. A K" csatorna blokkold skorpié toxinok fontos szerepet
jatszottak az egymastol igen eltérd tulajdonsagn K csatornak leirdsaban. A legtobbet
hasznalt charybdotoxin (ChTx) nagy affinitassal blokkolja a human limfocitak Ca®*
aktivalt K™ csatornait, valamint szamos eltérd fajbol szarmazo fesziiltségfiiggd K
csatorndt. A peptid gatloszerek kozé tartozd noxiustoxin (NxTx) és margatoxin
(MgTx) specifikusan a fesziiltségvezérelt K csatorndkra hat, ide értve a human T
limfocitak hasonl6 csatornait is.

A kozelmultban szamos skorpid mérgébdl szarmazo6 toxin struktira—aktivitas
Osszefliggését tanulmanyoztak. A toxicitashoz és az antigenitdshoz fontos molekula
szerkezeti régiokat szintetikus peptidek €s monoklonalis antitestek hasznalataval
feltérképezték. A skorpid mérgek toxikologiai vizsgdlata teriiletén a molekularis
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bioldgia és modern elektrofiziologia modszereinek kombinacidja 1j tavlatokat nyit
meg, amely egyben az ioncsatornak miikodésének mélyebb megértését is szolgalja.

A specifikus antigén hatésara in vivo kialakulo hatékony altalanos immunvalasz
feltétele a sejtek osztodasat és differencidlodasat magaban foglald limfocita aktivacio.
A kezdeti T—sejt receptor (TCR/CD3) stimuléciot (kb. 2—3 6ra) kdvetden a limfocitak a
kezdeti stimulus megsziinése utan tovabbra is proliferaciora képesek maradnak. A
TCR/CD3 receptor komplex funkcionalisan kapcsolodik a foszfatidil inozitol
masodlagos hirvivé rendszerhez, amely az intracellularis szabad Ca** mobilizalasaért
¢és a protein kindz C (PKC) aktivalasaért felelos. A plazmamembran szintjén lezajlo
viszonylag jol ismert biokémiai torténéseken talmenden szadmos fizikai hatds is
szerepet jatszik a proliferativ jel kozvetitésében a citoplazma €s a gének irdnyaban.
Ezen folyamatokban szamos esetben felmeriilt az ioncsatornak €s a membranpotencial
szerepe, azonban a pontos hatdsmechanizmus leirdsa a mai napig varat magara.

Leukocitakban tobb kiilonféle K*, Na', Ca®" és CI” csatornat mutattak ki, azonban
koziliik csak néhanyat sikertilt kelld alapossaggal jellemezni, azok expresszidt kovetd
plazmamembranbeli siirliségét és kromoszoma lokalizacidjat is beleértve. Az n—tipusu
fesziiltségvezérelt K™ csatorna bizonyult a dominans csatorna tipusnak a limfocitak
tobbségében, amely csatorna a genetikai homolodgia alapjan a Kv1.3 nevet kapta. Az
n—tipustt csatornatdl eltérd kinetikai paraméterekkel és gyogyszerérzékenységgel
rendelkez6, egér limfocitakban leirt n és I-tipusi K* csatornak jelenlétét eddig még
nem sikeriilt igazolni huméan T vagy B sejteken, bar I-tipustt K™ csatornak jelen vannak
egy human B limfoma sejtvonalon. Kozelmultbeli patch—clamp kisérletek kdzvetlen
bizonyitékkal szolgaltak a Ca®" aktivalt K™ csatornik jelenlétérdl huméan B sejtekben,
patkany timocitdkban, human leukémias T sejtekben és humén periférids vérbol
preparalt T sejtekben.

A K csatorndknak a T sejt proliferacioban jatszott szerepét az alabbi, egymastol
fiiggetlen eredmények tdmasztjak ala:

* A mitogén indukalt hiperpolarizaciot a sejt plazmamembran K
permeabilitas novekedése kiséri.

* A mitogén aktivalt T sejtek teljes sejtfeliiletének K vezetSképessége
megnd a membranban megndvekedett szamu fesziiltségvezérelt K
csatorna jelenléte miatt.

= A jol ismert K" csatorna gatld szerek, mint pl. a kinin,
tetraetilammonium ion (TEA), ChTx, NxTx, MgTx, mind a limfocitak
K" 4ramait, mind pedig az azok mitogén stimulacié eredményeként

=  Autoimmun betegségeket mutatd egér torzsekben funkciondlisan és
fenotipusosan abnormalis T sejt szubpopulacié jelenik meg, amelyhez
tartozo sejtek koros mennyiségben I-tipusu K csatornat tartalmaznak.
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Jelenleg is széles korben tanulmanyozott kérdés, hogy a K' csatornak hogyan
befolyasoljak a limfocita aktivaciot. A limfocitdk membranpotencidljat elsdédlegesen a
K" diffiiziés potencial hatarozza meg, ezért a legvaldsziniibb elmélet szerint normalis
koriilmények kozott a limfocitak K™ csatornai olyan membranpotencial értéket tartanak
fenn, amely kedvez a mitogén altali stimulus kivaltasanak, valamint azt kovetd
fenntartasanak. A K' csatorna gatlok a T sejteket depolarizaljak és a depolarizacié
meggatolja a Ca”" jel kialakulasat, alatimasztva azt a feltételezést, hogy a K csatornak
indirekt uton elSsegitik a Ca®" bedramlast mitogén stimulalta Ca’" csatornikon
keresztiil a fentebb részletezett, kedvez6 membranpotencidl érték fenntartasa utjan. A
kozelmultban tobb olyan vegytiletrdl szamolt be munkacsoportunk, amelyek periférias
limfocitak n-tipusi K" csatorna  aktivitisat gatolva hatnak a  sejtek
membranpotencidljara és igy befolyast gyakorolnak a mitogén ¢és az antitest
stimulacioval kivaltott limfocita aktivacid folyamatéra.

Valészintileg mitkddéképes K™ csatornak sziikségesek az alapvetd metabolitok
transzportjadhoz is, mivel pl. a TEA és a 4-aminopiridin (4-AP) a timidin és a
fenilalanin felvételt gatoljak egyes T sejt klonokban. A metabolikus gatlo hatés inkabb
a K" csatorna gatlé hatas kovetkezményének tudhato be, mint a csatorna gatloszerek
nem specifikus hatasanak, mivel ezek a szerek nem gatoljak a sejtnovekedést egy K"
csatornat nem tartalmazo limféma sejtvonalon.

Patch—clamp vizsgalatok a T sejtek plazmamembranjiban szamos tovabbi K
csatorna tipust mutattak ki, amelyek egyedi csatorna vezetoképessége, aktivaciojanak
fesziiltségfiiggése,  valamint  Ca®"  érzékenysége  eltéré, tobbek  kozott
fesziiltségfiiggetlen, ChTx inszenzitiv és nem inaktivalodo valtozatokat. A limfocita
K" csatorna variabilitist molekularis biolégiai kutatdsi eredmények is alatdmasztjék.

A limfocita ioncsatorndk immunmodulacids szerepére vonatkoz6 kutatdsok
jelentdségét alatdmasztjak a Koo és munkatarsai altal 1997-ben kozolt eredmények
(1997., J.Immunol. 158:5120-5128.), amelyek szerint a limfocitdk fesziiltségvezérelt
Kv1.3 ioncsatornainak gatlasa képes egyes immunreakcio tipusok in vivo gatlasara,
illetdleg a hosszabb idejii Kv1.3 csatorna aktivitds hidnya gatolja egyes T sejt altipusok
fejlédését a thymusban.

Napjainkban az ioncsatornak strukturajanak és milkodésének sok részlete
ismert, azonban az ide vonatkozé ismeretek kore kozel sem teljes. A csatorna fehérje
szerkezetének feltérképezésére ¢€s molekularis miikddési mechanizmusanak
feltarasara olyan ismert szerkezetli molekuldkat lehet felhasznalni, amelyek
kolcsonhatnak a csatorna fehérjével és annak mitkodését ezuton befolyasoljak. A
skorpiok mérgébdl szarmazd kisméretli és meglehetésen merev struktiraju peptid
inhibitorok hatisukat ugy fejtik ki, hogy az ioncsatorna kiils6 nyildsdba kotddve
elzarjak az athaladas utjat a kalium ionok el6tt. Az ismert struktaraji inhibitor
molekuldk szerkezetébdl igy logikusan kovetkeztetéseket lehet levonni az altaluk
lezart porus molekularis szerkezetére. A kozelmultban egy skorpido méregbdl izolalt
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kis peptid toxint, a ChTx—t hasznaltak fel erre a célra igen kiterjedten. A csatorna
fehérje és a ChTx molekula kitlintetett részeinek molekularis biologiai technikéakkal
torténd szerkezeti modositdsdval vizsgéltdk az eldidézett valtozadsok hatisat a
csatorna mitkddésére. A vizsgalatok soran meghataroztak a csatorna fehérje és a
toxin molekula egyes részei kozotti elektrosztatikus kolcsonhatdsi energia
hozzajarulasokat és tisztaztdk a funkcid szempontjabol fontos molekularis
részleteket a csatorna fehérjén, valamint a hozza kapcsolodd toxin molekuldn. A
vizsgalatokbol kideriilt, hogy a ChTx—nak a Shaker K' csatorndkhoz valo kotddési
affinitasat a csatorna fehérje S5—S6 transzmembran szegmenseit 6sszekotd hurokban
levé aminosavak hatdrozzak meg. A Shaker K™ csatorna extracellularis porus
szajadékanak molekularis feltérképezésére az ugyancsak skorpié méregbdl szdrmazo
agitoxint is sikerrel hasznaltak. A fentiekbdl latszik, hogy j molekularis szerkezetii
peptid inhibitorok felfedezése — mint pl. a kdzelmultban izoléalt Pandinus imperator
venombol szdrmazd Pil toxin — nagyban eldsegitheti az ioncsatorna miikodés
tovabbi részleteinek megértését. Ebbol a szempontbdl igen 1ényeges, hogy adott
toxin csatorna tipusonként eltérd mértékii kotddési affinitdssal €s funkcidmodositod
képességgel rendelkezik. Ezen utobbi tény kiilondsen alahtzza jelen vizsgélatok
jelentéségét, amelyek soran a human limfocitak Kv1.3 tipusu kalium csatornainak
vizsgalatara kivantunk koncentralni.

MacKinnon munkacsoportja részletesen tanulméanyozta toxinok Shaker K'
csatornahoz vald kotdédési mechanizmusat Lg2 toxin felhasznalasaval (1993.,
Biochemistry 32:6982-6987.). A Shaker tipustt K™ csatornakat oocytakban fejezték
ki, majd csatorna fehérje mutaciok és az oldat ionerdsségének valtoztatasa mellett
meghataroztak az Lq2 toxin asszociacios €s disszocidcids sebességi allanddjat. Az
igy kapott adatokbol vontak le kovetkeztetéseket a toxinok csatorndhoz vald
kotddésének 1épéseirdl és az azokat befolydsold hatdsokrdl. Az asszociacios és
disszocidcidés sebességi allandokat a blokk kialakulasanak és megsziinésének
kinetikajabol hataroztdk meg hasonloképpen, ahogyan mi tettiik ezt a skorpio
toxinokkal (l4asd alabb).
neutralis glutaminra, majd pozitivan toltott lizinre cserélték és meghataroztak, hogy
hogyan véltoznak az asszociacids és disszocidcios sebességi allandok. Azt talaltak,
hogy az asszociacids sebességi allando 6tod részére csokkent, mig a disszociacios
sebességi allando csak kismértékben valtozott. A csatorna mindharom véltozata
esetében az oldat ionérdsségének ndvelése nagymértékben csokkentette az
asszociacios sebességi allandot. Ezen eredmények jol magyarazhatok egy a pozitiv
toltésli toxin és a negativ toltésli csatornaszajadék kozott kialakuld elektrosztatikus
kolcsonhatassal. Itt fontos még megemlitenem, hogy mivel a csatorna négy azonos
alegységbol ¢épiil fel, egyetlen aminosav oldallanc toltésének a valtoztatasa
négyszeres toltésvaltozast okoz a csatornaszdjadékban.
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Eredményeiket 0Osszegezve modellt allitottak fel, melyben a toxin (Tx)
csatornahoz (Cs) valo kotodését két 1épésre bontjak:
1. aktivacios komplex kialakuldsa (AK),
2.  kotott toxin—csatorna allapot kialakulasa (TxCs).
Ezen 1épéseket az alabbi egyenlet szemlélteti:
Tx +Cs < AK < TxCs

Az aktivacidos komplex még nem jelent csatorna blokkot: a csatornan iondram
folyhat. Ebbdl alakulhat ki a kotott allapot, mely méar nem vezet, vagy a toxin el is
hagyhatja a komplexet. Ez az allapot szamtalan térbeli orientacidt foglal még
magaba figyelembe véve a toxint és a csatornaszajadékot. A toxin és a csatorna
kozott még ilyenkor jelen levd viz és kationok kiszoritdsaval kisfoku konformécio
valtozas soran megy végbe a kotott allapot kialakulasa, ami mar ionaramot nem
vezet. Ezen utobbi folyamatban a rovidtavolsagu elektrosztatikus kolcsonhatasok
jatszanak szerepet, melyek a csatornaszdjadék bizonyos oldallancai és a toxin
meghatarozott oldallancai  kozott alakulnak ki specifikusan. A kationok
kiszoritaisdban a  csatornaszajadékbol  kitlintetett = szerepet  jatszik a
csatornaszdjadékba mélyen behatold, pozitiv toltési lizin.

Az aktivaciés komplex kialakuldsanak folyamatdban a nagytavolsagl
elektrosztatikus kolcsonhatasok jatszanak fontos szerepet, melyek aspecifikusak. A
pozitiv tOltésii toxin €s a negativ toltésti csatornaszdjadék kozott kialakulod
elektrosztatikus kolcsonhatds miatt a toxin koncentracidja a csatornaszajadék
kozelében magasabb lesz, mint az oldatban (Debye—Huckel elmélet), ami nagy
asszociacids sebességi allandot eredményez, novelve igy a toxinok ioncsatornak
iranti affinitasat.

Goldstein és munkatarsai 67 féle modositott ChTx mutanst allitottak eld mind a
30, oldat felé tekintd aminosav oldallanc modositasaval (1994., Neuron 12:1377—
1388.). Ezutan vizsgaltdk a mutans toxinok kotddési tulajdonsagait Shaker B
fesziiltségfiiggé K™ csatornédk egy modositott viltozatdhoz, melyben a 425. helyen
levd fenilalanint glicinre cserélték. Azért hasznaltdk ezt a csatornat méréseikhez,
mert ezen csatorndhoz a ChTx 2000—szer nagyobb affinitassal kotodik. Vizsgaltak,
hogy mi okozza ezt a nagymértékii affinitasvaltozast. Ennek érdekében kiilonbozo
méretl, toltéssel nem rendelkez6 oldallanccal biré aminosavakra cserélték a 425.
pozicioban levd fenilalanint: glicinre, alaninra, valinra €s leucinra.

Azt tapasztaltdk, hogy az aminosav oldallanc méretének a ndvelése
nagymértékben noveli a disszociacids sebességi allandot az asszociacids sebességi
allando lényeges valtozasa nélkiil. Ezen eredményeket egy a csatornafehérjében a
425. helyen levé aminosav oldallanca ¢s a ChTx molekula 8—as és 9—es aminosava
(mindketto treonin) kozott kialakulo sztérikus kdlesonhatas okozza.
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Megvizsgaltak azt is, hogy a Thr—8—Ser+Thr-9—Gly dupla mutans ChTx
milyen affinitassal kotdédik a vad tipusu és a 425. pozicidban glicint tartalmazo
csatornakhoz. Ezen utobbi csatorna esetében azt talaltdk, hogy a kotddést a dupla
mutacié szamottevéen nem befolyasolja. Azonban abban az estben, amikor a
csatorna 425. aminosava fenilalanin volt a dupla mutacio lényegesen befolyasolta az
affinitdst. A mutans toxin hétszer nagyobb affinitdssal kotddott a csatorndhoz,
aminek az oka a disszociacidés sebességi allando valtozdsaban van. Ennek
magyarazata a szerzOk szerint az oldallancok kozott kialakuld sztérikus gatlasban
van, ami akkor johet létre, ha a csatorna 425. aminosava a nagyobb méretli
fenilalanin.

A T limfocitdkban az n—tipusi aram kialakitasaért felelés Kv1.3 csatorndk a
membran depolarizacidjara nyilnak ki. E folyamat igen részletesen ismert az
irodalombdl szemben a csatornak inaktivacidjaval. A csatorndk inaktivacidja
limitalja a csatornak aktivalodasat kovetd nyitott allapot idotartamat. A Kvl.3
csatornak az ioncsatornak Shaker csaladjaba tartoznak. Az elmult néhany évben, a
molekularis biologiai mdodszerek széleskorii alkalmazasanak koszonhetden, hatalmas
mennyiségli adat gylilt Ossze az ioncsatornak miikodésének molekularis
mechanizmusarél. MacKinnon elegans kisérleteiben kimutatta, hogy a Shaker K*
csatorna négy azonos alegységbdl felépiilé homotetramer molekula (1991., Nature
350:232-235.). Minden egyes alegység hat, a membrant teljes egészében atérd
helikalis szegmensbdl all. Ezekhez a transzmembran szegmensekhez és az Oket
Osszekotd extra és intracellularis hurkokhoz jol meghatarozott funkcidk tartoznak.
Egyik ilyen kitlintetett hurok az alegység N terminusdban levd tobb pozitiv toltést
tartalmazé szakasz, mely a K* csatornak un. N—tipust inaktivaciojaért felelés. Az
N-tipusu inaktivaci®6 soran az inaktivaciés egys€g a csatorna porusanak
intracellularis oldalan levé receptorhoz kapcsolodik, és igy meggatolja az ionok
aramlasat. Szamos Shaker K csatorndban, tobbek kozott a Kv1.3-ban is hianyzik
ez az inaktivacids egység, a csatorna azonban mégis inaktivalodik. Ez a felismerés
vezetett a masik un. C—tipust inaktivacid felfedezéséhez, mely folyamatot az
alegység C—terminalis részében (hatodik transzmembran szegmens) elhelyezkedo
aminosavak Osszetétele €s az extracellularis térben levd oldat iondsszetétele hataroz
meg. Ellentétben az N—tipusu inaktivacidval, a C—tipust inaktivacid6 molekularis
mechanizmusa nem ismert, azonban a kisérletes adatok alapjan a legvalosziniibb az,
hogy a csatorna porusdnak extracelluldris szajadéka az inaktivacid sordn
Osszesziikiil. Munkacsoportunk kordbbi eredményei szerint a C—tipusu inaktivacid
soran a csatornakat alkotd négy alegység kooperativ kdlcsonhatasban all (1995.,
Biophys.J. 69:896-904.).

A Kvl1.3 inaktivacidjaért teljes egészében a C—tipusu inaktivacioé a felelds. A
csatorna inaktivacioja illetve annak modulacioja fontos szerepet jatszhat a limfocitak
membranpotencial fiiggd aktivacidjaban, illetve a sejt térfogatanak szabalyozéasaban.




Célkitizések, anyagok és modszerek

Eppen ezért az inaktivacio folyamatanak ill. szabalyozhatésaganak mélyebb
megismerése kritikus lehet a fenti folyamatok megértése szempontjabol.

Il. CELKITUZESEK

Kisérleteink soran a kovetkezo kérdéseket vizsgaltuk:
1.  Hogyan befolyasolja a Pandinus imperator skorpi6 teljes mérge (PiV)
a human limfocitak ioncsatorndinak miikodéseét?
2. A skorpié mérgének peptidil komponensei koziil melyek rendelkeznek
ioncsatorna effektor hatassal és milyen irdnyban, milyen mértékben és
milyen koncentraci6 tartomanyban befolydsoljdk a humén limfocitak
ioncsatorndinak miikodését? Hogyan befolyasoljak a toxinok a sejtek
nyugalmi potencialjat?
3. Létezik—e olyan peptidil komponens, amely irreverzibilisen kotédik a
limfociték fesziiltségfiiggd K csatornajahoz?
4. Befolyasoljdk—e és ha igen, akkor hogyan modositjak az egyes peptid
toxin komponensek a Kv1.3 tipusu csatorna kapuzasi mechanizmusait.
5. A hatékony skorpi6 toxinok és a csatorna fehérje kolcsonhatasanak
melyek azok a részletei, amelyek feleldsek a toxin kotddésért és a csatorna
funkcié modositasaért.
6. Milyen kolcsonhatasok befolyasoljak a toxin molekula kotddését a
csatorna fehérjéhez?

Ill. ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleteinkhez a human periférias limfocitakat heparinnal alvadasgatolt vérbol
szeparaltuk. A szepardlds eredményeként nyert sejteket frissen hasznaltuk fel a
kisérletekhez, vagy tenyésztettiik ket a sejtek aktivalasa és a fesziiltségfiiggd K"
csatornak szamanak novelése céljabol phytohemagglutininnal. A T sejteket szelektiv
antitest adhézidval szeparaltuk.

Méréseinket Axopatch—200 és Axopatch—200A tipustt patch—clamp erdsitok
segitségével végeztikk. Az adatgylijtéshez és az adatok kiértékeléséhez a pClamp6
programcsomagot hasznaltuk fel. Az aramgorbéket a kiértékelés soran 3 pontos
boxcar modszerrel szlrtiik, majd ohmikus szivargasi d&ramra korrigaltuk.

A mérésekhez hasznalt extracellularis oldat (normdl Ringer) az aldbbi
Osszetevoket tartalmazta: 145 NaCl mM, 5 KCl mM, 1 MgCl, mM, 2,5 CaCl mM,
5,5 mM gliikoz, 10 mM HEPES. Az oldat pH—ja 7,35 volt. A magas ionerdsség
oldat ennek egy modositott valtozata volt, amiben az egyértékli ionok egy részét
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kétértékiiekkel helyettesitettiik: 77,5 mM NaCl, 5 mM KCI, 48,6 mM MgCl,, 2,5
mM CaCl,, 5,5 mM gliikoz, 10 mM HEPES. A pipettak toltésére a kdvetkezd KF
alapu belso oldatot hasznaltuk: 140 mM KF, 11 mM K,EGTA, 1 mM CaCl,, 2 mM
MgCl,, 10 mM HEPES. A belsd oldat osmolaritasa 295 mOsm koriil volt, pH—jat
7,2-re allitottuk be. A kiils6 oldatokat 0,1 mg/ml borji szérum albuminnal
egészitettiik ki, hogy megakaddlyozzuk a toxinok nem specifikus kotddését a Petri
edényhez és a mianyag csovekhez. Az oldatok cseréjét a sejtek kornyezetében
perfuzids rendszer segitségével biztositottuk.

A blokkolasi kinetika vizsgalatdnal szamitogép altal vezérelt magnesszelepes
rendszerrel biztositottuk a mérdszoftver €és az oldatcsere szinkronizaldsat. A
referencia elektrodat agar hid segitségével kapcsoltuk a mérdedényhez, hogy az
oldatcserékbdl adodo elektroda potencialhibakat kikiiszobaljiik.

IV. EREDMENYEK

A Pandinus imperator teljes mérgének vizsgalata

Human periférias limfocitdk K™ csatorndin 4t megfeleld depolarizacios
impulzus hatdsara kifelé iranyulé K* aram folyik. Az impulzus hatdsara a csatornak
néhany ms—on beliil kinyitnak, az 4ram eléri maximalis amplitddojat, majd a
csatornak inaktivacioja miatt a teljes sejt aram amplitiddja csokken egy alacsony
egyensulyi szintig. Kordbbi mérések szerint a PiV irreverzibilisen gatolja a béka
idegrostok és GH; sejtek fesziiltségfiiggd K csatornait. Ezeken a csatorndkon a PiV
erdsen fesziiltségfiiggd blokkot okoz. Ez arra utal, hogy a toxinok kdtéhelye mélyen
a membran elektromos erdterében van. Human periférids limfocitdkon végzett
méréseink szerint a kiilsé oldathoz 20 ng/ml PiV-t adva a fesziiltségfiiggé K" aram
amplitaddja jelentésen csokkent. Ezeken a csatorndkon a PiV altal 1étrehozott blokk
fesziiltségfliggetlennek bizonyult. A Kv1.3 csatornakon a PiV éltal 1étrehozott blokk
reverzibilis: kontroll oldattal torténd perfiizié soran az dram amplituddja visszatér az
eredeti szintre.

t tartalmazo kiils6 oldatokkal a 0,0001-100 pg/ml-es tartomanyban. A kapott
koncentracio—hatas Osszefliggés jol illeszthetd az egy csatorna egy toxin molekula
modellel. Ebben a modellben a megmaradé aram hanyad a kovetkezd képlettel
szamolhat6: 1/1,=K4/(K4+[PiV]), ahol I, az eredeti csucsaram, I a csticsaram a
megfeleld méregkoncentracid mellett, Ky az effektiv, latszolagos Ky €s a [P1V] a

crer

hiszen nem egyetlen fajta toxinmolekulat tartalmaz6 oldatrol van sz, hanem egy
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méregrdl, ami tobbféle toxint tartalmaz (lasd alabb). A j6 illeszkedés arra utal, hogy
egy csatornahoz egy toxin molekula kotddik €s igy valtja ki a blokkot. Az illesztés
eredményéiil 14 ng/ml félhatasos dozist kaptunk.

A teljes méregbdl mexikoi kollaboracids partnereink 8 toxin komponenst
izolaltak, melyeket Pil...Pi8—nak neveztik el. Ezek 27-38 aminosavbol allnak,
molekulastlyuk 3795 és 4370 kozott van és 3 vagy 4 diszulfid hidat tartalmaznak.
Megvizsgaltuk az egyes komponensek Kvl1.3 csatorndra kifejtett hatasat és
meghataroztuk ezen toxinok félhatasos dozisat. Ezen peptidek csatornagatlo
hatékonysaga nagyon kiilonb6zdnek bizonyult.

Kiilon figyelmet érdemel a Pi2 nevii komponens rendkiviili affinitdsa miatt
(Kgpi=44 pM), ezért ezt a peptidet részletes vizsgalatnak vetettiik ald. Ugyanakkor a
Pi2 ¢és a Pi3 elsddleges szerkezete csak egyetlen aminosavban kiilonbozik
egymastol: a Pi3—ban a hetedik pozicidban prolin helyett glutaminsav van. Ennek
fényében kiilondsen érdekes, hogy disszociacios allandojuk ilyen nagymértékben
kiilonbozik egymastol (Kgpiz=0.5 nM). Ez szintén felkeltette érdeklodésiinket,
tisztazasara tovabbi kisérleteket végeztiink (lasd alabb).

A K" dram gitlasanak karakterizalasa utdn azt vizsgaltuk meg, hogy a PiV
hogyan befolyasolja a K csatorna kapuzasi mechanizmusait. Ezek koziil a K"
vezetOképesség fesziiltségfiiggésére, a K™ dram aktivacios és inaktivacios
kinetikajara a PiV nem volt hatdssal. Lényeges valtozast tapasztaltunk azonban az
inaktivaciobol valo visszatérés kinetikajaban. A mérés technikajat illetden fontos,
hogy a Kv1.3 tipusu csatorndk depolarizacié hatasara kinyilnak, majd amennyiben a
depolarizacids impulzust tovabbra is fenntartjuk, akkor a csatorndk inaktivalodnak.
Az inaktivacié az egész—sejt aram amplitiddjanak csokkenésében nyilvanul meg,
hiszen inaktivalt dallapotban a csatorndk nem vezetnek. Amennyiben egy
tesztimpulzus utdn egy masikat alkalmazunk olyan rovid idével, ami alatt a
csatorndk egy része nem tér vissza az inaktivalt allapotbol, akkor a masodik
impulzus hatésara kialakuld aram amplitaddja kisebb lesz az el6zénél. Ilyenkor az
inaktivalt allapotbol visszatért csatornak hanyada (VH) meghatarozhato a kovetkezd
képlet alapjan:

VH= (csucs,—SS;)/(cstcs;—SS;)

, ahol cstlics; €s cslics, az elsé és a masodik impulzus altal kivaltott egész sejt dram
maximumat, SS; pedig az elsé impulzus végén folyo egyensulyi aram amplitudojat
jelenti. Az inaktivalt allapotbol vald visszatérés kinetikdjat jellemzd idéallando
meghatdrozasdhoz a visszatért aramhanyadot az impulzusok kozott eltelt id6
fliggvényében abrazoltuk, €s a pontokhoz egy egy exponencialis tagot tartalmazé
fliggvényt illesztettiink: VH(t)=1-exp(-t/T). Az illesztés eredményeként kapott
iddallandok mutatjdk, hogy PiV jelenlétében az inaktivalt allapotbol torténd
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visszatérés kinetikdja felgyorsult. Ez arra utal, hogy a PiV egyes komponensei az
inaktivalt csatorndhoz is kotve maradnak €s destabilizaljak a csatorndk inaktivalt
allapotat.

A Pi2 rendkiviil nagy affinitassal k6tédik a Kv1.3 csatornakhoz

A gatlas  pontos  jellemzéséhez és a  gatlas  sztdchiometridjanak

meghatarozasdhoz megvizsgaltuk a Pi2 ¢és a Pi3 altal I1étrehozott blokk
koncentraciofiiggését. Kiilonbozd extracellularis Pi2, illetve Pi3 koncentraciok
mellett meghataroztuk a toxin jelenlétében mért aramamplitadok (I) és a kontroll
oldatban mért &aramamplitidok hanyadosat (I)). +50 mV-os depolarizald
impulzusokat alkalmaztunk 50 ms—ig -120 mV—-os tartofesziiltségrol. A megmaradd
aramhanyadokat (I/Iy) abrazolva a Pi2 koncentraci6 fliggvényében megkaptuk a
dozis—hatas gorbét (1. abra).
1. abra A Pi2 dozis—hatas gorbéje. A nem
blokkolt csatornak hanyadat abrazoltam a
nem blokkolt hanyadot az I/l, hanyados
adja meg, ahol I, a gatlas -elbtti
aramamplitadé és I az aram amplitidoja
a Pi2 alkalmazott koncentracidja mellett.
A kapott pontokat az I/l, = Ky/(K4q+[Pi2])
képlettel illesztettem, ahol [Pi2] a Pi2
toxin koncentraciojat, Ky pedig a
disszociaciés  allandojat  jeloli. Az
illesztés eredményeként 44 pM-t kaptunk
a disszociacios allandora.

0 vl vl i
1 10 100 1000
Pi2 koncentracié (pM)

Mivel a peptid toxinok tobbsége 1:1 sztochiometriaval kotddik az
ioncsatorndkhoz, elészor az ennek megfeleld filiggvénnyel illesztettiik a mérési
pontjainkat. A I/I,.=Ky/(K4+[Tx]) fiiggvénnyel igen j6 illeszkedést kaptunk, vagyis
az 1:1 sztdchiometriaji modell helytallonak bizonyult. Ez azt jelenti, hogy egy K"
csatorndhoz egy toxin molekula kotédik és igy hozza 1étre a blokkot a ChTx—hoz
jeldli. A fiiggvénybdl meghatarozott disszociaciods allando értéke Kypip = 44 pM lett
Pi2, mig K4p;3=795 pM Pi3 esetében. Ennek alapjan megallapithatjuk, hogy mindkét
toxin nagy affinitassal kotddik a Kv1.3 tipust csatorndhoz, kiilondsen a Pi2,
melynek disszociacios allandoja rendkiviil alacsony.

10
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A Pi2 és a Pi3 altal létrehozott blokk fesziiltségfiiggetien

A PiV Aéltal 1étrehozott blokk fesziiltségfiiggésének vizsgalata utan hasonld
vizsgalatnak vetettiik ald a Pi2 és a Pi3 nevill toxinokat is. A Pi2 nettdé 7 pozitiv
toltéssel bir, a 24. pozicidban lizint tartalmaz, mely lizin ekvivalens a ChTx 27—es
lizinjével, ami elengedhetetlen Shaker tipusi K' csatornahoz vald kotédéshez.
Emellett szamos mas aminosav is befolydsolja a Kv1.3 tipust csatorndhoz valo
kotédést.  Kiilonbozd  fesziiltségekre  depolarizdlva  hataroztuk meg az
aramamplitudokat, kontroll koriilmények kozott és Pi2 jelenlétében, melyeket a
fesziiltség fliggvényében dbrazoltunk. Méréseink soran meghataroztuk a megmaradé
aramhanyadot is (MAH) kiilonb6z6 tesztfesziiltségek mellett. MAH=I/1,, ahol I,
jelenti a kontroll aram amplitddgjat, I pedig az é4ram amplitddojat a toxin
jelenlétében az egyensulyi blokk elérése utan. A tartofesziiltség —120 mV volt. A
kapott pontokhoz egyenest illesztettiink, melynek elhanyagolhaté meredeksége jol
jelzi a blokk fesziiltségfiiggetlenségét. A P13 vizsgalata soran ugyanezt az eredményt
kaptuk. A blokk fesziiltségfliggetlen volta azt jelezheti, hogy a toxin receptora nem
mélyen a csatorna szajadékdban, hanem felszinesen, a membran elektromos
erdterétdl tavol van. Masik lehetéség az, hogy a membranpotencialtol fliggd gatlasi
egyensuly kialakuldsadhoz joval tobb id6 sziikséges, mint ami a membranpotencial
valtozas kezdetétdl a cstcsdram kialakulasaig rendelkezésre 4ll (lasd a
megbeszélésben).

..........

A Pandinus imperator skorpio toxinok hatdsa a Kvl1.3 tipust csatornikra
kimoshatonak bizonyult. Toxint nem tartalmaz6 extracellularis oldattal torténd
perfuzidval az eredeti aram amplitido tér vissza. Az alacsony Ky és a viszonylag
gyors kimosasi kinetika rendkiviil gyors asszociacios és disszociacidos sebességi
allandokat feltételez a Pi2 esetében. Ennek pontos tisztdzadsara meghataroztuk a Pi2
bemosasi és a kimosasi kinetikajat teljes sejt konfiguracioban. A jo idébeli felbontas
érdekében 15 madsodpercenként depolarizaltuk a sejtet minddssze 8 ms—ig. Az
alkalmazott protokoll nem vezetett kumulativ inaktivacidhoz, amit j6l mutat, hogy
kontroll koriilmények kozott az dram amplitddok éallandod értéket mutatnak a
sorozatos ingerlés ellenére. A perfuzios rendszeriinket ezen kinetikai kisérletek
soran minden esetben az adatgy(ijté szoftver altal vezérelt magnesszelepekkel
vezéreltik.

11
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A mérést a teljes sejt konfiguracioba 1épés utan csak akkor inditottuk, amikor
az dram amplitido stabilizalddott. A teljes sejt &ram amplitidokat a toxinnal torténd
perfizi6 inditdsa utdn az id6 fliggvényében abrazoltuk és egyszerli exponencialis
fiiggvénnyel illesztettiik: A(t)=Bxexp(-t/Tgg)+C, ahol A(t) az aram amplituddja t
idépontban, C a cstcsaram az egyensulyi blokk kialakulasa utan és B=A(t=0)-C. A
Pi2 blokk kialakulasat jellemzd idéallandora (Tgg) 58+7 s—ot kaptunk (n=7). Az
egyensulyi blokk kialakuldsa utdn ismét kontroll oldatot dramoltattunk a sejtre,
mikdozben az adatgylijtést folytattuk. Az 1igy kapott &ram amplitidokat
hasonloképpen abrazoltuk és szintén egyszeri exponencialissal illesztettiik:
A(t)=Bx(1-exp(-t/Tg;)+C, ahol B=A(t=00)-C. Az igy kapott iddalland6 (Ty;)
158421 s (n=7).

A Pi3 altal létrehozott blokk szintén reverzibilisnek bizonyult. A Pi3 blokk
kialakuldsdnak és megsziinésének kinetikdjat szintén meghataroztuk az eldbbi
moddszerrel, 0,5 nM Pi3 alkalmazéasaval. A blokk kialakuldsat jellemz6
idéallandonak (Tgg) 53+3 s—ot (n=8) kaptunk. A blokk megsziinését jellemzd
iddallando (Tk;) pedig 80+6 s—nak bizonyult Pi3 esetében (n=7).

Mindkét esetben a kapott idéallandokbol a kovetkezd képletek felhasznélasaval
szamitottuk ki az asszociacios (kpy) €s disszocidcios (korr) sebességi allandokat,
valamint az ezekbdl szamitott K —ket:

k orF _ 1
kov = 1 T Be x k orr komr =

kon Tse x [Tx ] T &1

Elektrosztatikus kbélcsénhatasok befolyasoljagk a Pi2 és a Pi3
csatornahoz kétédését

Tanulmanyoztuk, hogy a pozitiv toltésli toxinok és a negativ toltésii
csatornaszdjadék kozott kialakuld  elektrosztatikus  kdlcsonhatasok  hogyan
befolyasoljak a Pi2 és a Pi3 kotddését. Ezekhez a kisérletekhez magas ionerdsségii
kiilsd oldatot hasznaltunk fel (lasd: anyagok és modszerek). Ebben a magas
ionerdsségli oldatban a Na' ionok egy részét Mg ionokkal helyettesitettiik, igy az
oldat ionerdsségét noveltiik, természetesen az oldat ozmolaritdsat allando értéken
tartottuk. Ez a modositas az ionerdsséget 1,4-szeresére emelte meg. A magas
ionerdsségli oldatban gyengébb kolcsonhatas alakul ki azonos toltéseket és azonos
tavolsagot figyelembe véve, mert a tltések kozotti dipodlusok orientdlodnak a kiilsd
elektromos erdtérnek megfelelden és igy sajat elektromos erdteriik Osszegezve a
kiilsé térrel egy kisebb eredd elektromos térerdsséget eredményez. Ebben a magas
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ionerdsségli oldatban is meghataroztuk az asszociacids és a disszociacids sebességi
allandokat és Gsszehasonlitottuk a kapott eredményeket a normél Ringer oldatban
mért értékekkel. A magas ionerdsségli oldatban mindkét toxin asszocidcids
sebességi allandoja 32—ed részére csokkent. A Pi2 disszocidcios sebességi allanddja
2,8—szeresére, mig a Pi3—¢ 1,4—szeresére nott.

A Pi3 haromdimenziés szerkezete

A Pi2 NMR spektroszkopidval meghatdrozott haromdimenzids szerkezetét
alapul véve mexikoéi kollaboracids partnereink elkészitették a Pi3 haromdimenzids
modelljét. Ez a modell gyakorlatilag teljesen megegyezik a Pi3 nemrég megjelent
NMR spektroszkopiaval elkészitett modelljével.

A Pi2 ¢és a Pi3 elsddleges szerkezete csak egy aminosavban kiilonbozik (7.
prolin helyett glutaminsav a Pi3-ban), de a disszociacidés allandoik kozotti
kiilonbség mégis 18—szoros. Ezt a tényt két lehetséges ok magyarazhatja:

1. Ez az oldallanc kitiintetett szerepet jatszik a csatornahoz valé kotddésben ¢€s

a Pi3—ban jelenlevd negativ toltésli glutaminsav a csatorna egy negativ toltésii

oldallancaval keriil szembe.

2. Ugyanezen negativ toltésii oldallanc a toxin molekuldn beliil kdlcsonhat egy

masik toltott oldallanccal.

Ennek tisztdzdsdra a Pi3 haromdimenzids struktirajanak megismerése adott
magyarazatot. Szamitasaik alapjan ez a kiilonbség a masodlagos szerkezetet nem
befolyasolja, de az atomok kozotti tavolsagokat és szogeket igen. Ezek a valtozasok
megfelelnek egy a csak a Pi3—ban talalhatd glutaminsav és a 24. pozicidban levd, a
csatornahoz valdo kotddésben kulcsfontossagti lizin  kozott  kialakuld  sohid
kialakulasanak. Ezen sohid kialakuldsa okozhatja a disszociaciés allandokban
jelentkezd jelentds kiilonbséget. Ez nem meglepd, ha figyelembe vessziik, hogy ez
az az aminosav a csatorna szdjadékaba legmélyebben meriil be. Ez az aminosav
ekvivalens pozicioban van a ChTx 27—es lizinjével és a NxTx—ban a 28. pozicidban
talalhato.

A ChTx Ser10Asp mutacidja hasonlé valtozast okoz a toxin
szerkezetében, mint ami a Pi3—-ban, a Pi2 természetes mutansaban
megfigyelheté

Goldstein és munkatarsai korabban készitettek egy olyan ChTx muténst,
melyben a 10. pozicidoban aszparaginsav van szerin helyett (1994., Neuron 12:1377—
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1388.). Kvl.1 tipust csatorndhoz vald kotddést vizsgalva azt talaltdk, hogy a
Ser10Asp mutans affinitdsa a vad tipust toxin affinitdsdnak 1500-ad részére
csokken. Amennyiben a Pi2 és a ChTx elsddleges szerkezetét megvizsgaljuk,

Figyelembe véve azt, hogy a Pi3—ban ebben a pozicidban levd negativ toltéssel
bir6 aminosav a kordbban leirtaknak megfeleléen sohidat képez a csatorna
sz4jadékaba mélyen bemeriild pozitiv t6ltésii lizinnel, felmeriilt benniink, hogy a
ChTx fenti mutacioja is hasonld konformacié valtozast hoz 1étre, ami részben, vagy
teljesen magyarazhatja az eltérd affinitdst. Ennek tisztazdsara kollaboracios
partnereink elkészitették ezen mutans haromdimenziés modelljét a ChTx—bol
kiindulva. Vérakozasunknak megfeleléen a mutins 10. pozicidjaban levo
aszparaginsav elektrosztatikus kolcsonhatasnak megfeleld kozelségbe keriil a pozitiv
toltési lizinhez, sohid alakul ki kozottiik.

A Pi2 befolyasolja a Kv1.3 tipusu csatornak inaktivalt allapotbdl valo
visszatérését

A PiV-nek a Kv1.3 tipusu csatornak inaktivalt allapotbol vald visszatérésére
kifejtett hatasanak az ismeretében megvizsgaltuk a Pi2 és a Pi3 esetleges hasonlo
hatdsat. A mérés sordn 1 madasodperc hosszii depolarizaciés impulzusokat
alkalmaztunk kiilonb6z6 iddintervallumokkal 1 és 60 masodperc kozott. Az 1
masodperces depolarizacio elegendd a Kv1.3 csatorndk esetében ahhoz, hogy elérjiik
az egyensulyi aramot és igy a K’ csatorndk nagy részét inaktivaljuk. Az
impulzusparok koézott 80 masodpercet vartunk —120 mV—os tartofesziiltségen, hogy
a csatorndk az inaktivalt allapotbol maradéktalanul visszatérjenek zart allapotba. Az
inaktivalt allapotbol visszatért csatorndk hanyadat a kordbban ismertetett modon
hataroztuk meg. Egyszeri exponencialissal valo illesztés alkalmazéasaval hataroztuk
meg a visszatérés idéallandojat: VH(t)=1-exp(-t/T). Az inaktivalt allapotbdl valo
visszatérést a Pi2 gyorsitja, amit jol mutat, hogy az id6allando 15,42+1,87 s—16l
10,42+1,04 s—ra csokkent 50 pM Pi2 jelenlétében (p<0,0028, n=6).

A Pi2 ¢és a Pi3 Kvl.3 tipust csatorndhoz valé affinitasdban (Ky) 18—szoros
kiilonbség van, mig csak egy aminosavban kiillonboznek. Ennek ismeretében
vizsgaltuk meg azt, hogy az inaktivalt allapotbol valo visszatérést hasonlo
mértékben befolyasoljak—e. Barmely kiilonbségért valdszinlileg a 7. pozicidban levd
kiilonbdz6 aminosavak tehetdk feleldssé.

Az el6zéekben mar bemutattam, hogy az inaktivalt allapotbdl valo visszatérés
kinetik4ja egyszeri exponencialis folyamattal irhat6 le fliggetleniil attél, hogy Pi2,
illetve Pi3 van—e az oldatban. Mivel a kinetika véltozatlan, ezért elegendd egy
meghatarozott iddintervallum mellett Osszehasonlitani a Pi2 és a Pi3 hatasat az
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inaktivaciobol torténd visszatérésre. A 7 masodperces intervallumot azért
valasztottuk, mert a visszatért hanyad itt 0,5 kozelében van. A toxinokat félhatasos
dozisban alkalmaztuk. A tartofesziiltség —120 mV volt. Az inaktivaciobol visszatért
hanyadot a korabban ismertetett moédon hataroztuk meg. A 7 s alatt visszatért hanyad
0,53+0,03 volt kontroll koriilmények kozott, €s 0,560,03 0,5 nM Pi3 jelenlétében
(p<0,099, n=6). Ugyanezt a protokollt alkalmazva a Pi2 jelenlétében a visszatért
hanyad 0,53+£0,5-re nétt 0,45+£0,02—r6l (p<0,009, n=5). Ezen utdbbi valtozas
szignifikdnsnak bizonyult Onkontrollos t—probaval. Az inaktivalt allapotbol vald
visszatérés kinetikajanak kiilonbozé mértékben vald befolyasolasa az egyetlen
kiilonbdz6 aminosavnak tulajdonithat6 a Pi2—ben és a Pi3—ban a 7. pozicioban.

A Pi2 depolarizadlja a sejtmembrant

A human limfocitak membranpotencialjanak fenntartasaban a fesziiltségfiiggd
K" csatornak fontos szerepet jatszanak. Ezen csatornak nyitasa a K permeabilitas
novekedését okozza, ami hiperpolarizaciot eredményez, illetve a csatorna
blokkolasaval depolarizacidé hozhato létre, ami meggatolja a limfocitak aktivaciojat.
A K" csatornak tanulmanyozasénak fontossagat hangstlyozza, hogy a K csatorndk
gatlasanak terdpias alkalmazasi lehetdségei vannak, ugyanakkor a blokkolok
hatdsmechanizmusanak tanulmanyozasa soran lehetdéség nyilik a csatornak
szerkezetének és miikodésének pontosabb megismerésére. Megvizsgaltuk, hogy a
Pi2 befolyasolja—e a human limfocitdk membranpotencidljat. Ugyanis depolarizalt
membranpotencidl esetén a limfocitak aktivacidjanak kezdeti 1épései nem mennek
végbe, igy a membranpotencial befolydsoldsédval lehet6ség nyilik a limfocita
aktivacid6  specifikus  gatldsara.  Oxonollal  jelolt  human  limfocitdk
membranpotencidljat aramlasi citométerrel mértiilk meg 50 pM Pi2 jelenlétében és
kontroll koriilmények kozott. A Pi2 hozzdaddsa utdn mar 1,5 perccel
membranpotencial depolarizacié figyelheté meg. Ez az eredmény Osszhangban van
patch—clamp méréseinkkel.

V. MEGBESZELES

A csatornablokkold anyagok két csoportra oszthatok: porusblokkolok és
kapuzast befolyasold anyagok. A csatornapdrus blokkolok a csatorna szajadékaba
kotddnek be, és igy akadalyozzak meg a megfeleld ionok aramlasat a csatornan at. A
skorpi6é toxinok ezen utdbbi csoportba tartoznak, a gatlds sztochiometridja 1:1.
Adataink szerint az altalunk részletesen tanulmanyozott Pi2 és Pi3 is 1:1
sztdchiometriaval gatolja a K™ aramot a kdvetkezék alapjan:
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1. Mindkét toxin dozis—hatas gorbéje jol illeszthetd az egy csatorna egy toxin
molekulat feltételez6 modellel.

2. Ezen toxinok be— és kimosasi kinetikdja egyszeri exponencialis fiiggvénnyel
jellemezhetd. Ez azt mutatja meg, hogy az asszocidcié folyamata latszolagosan
elsérendi, a disszociacio pedig elsérendi reakcid.

3. Mind a Pi2, mind a Pi3 disszociacids allandojat meghataroztuk egyensulyi
blokk modszerrel és kinetikai modszerrel is az asszocidciés— és disszocidcios
sebességi allandokbol vald szamoléassal. Az els6 modszerrel Kypjp,=44 pM, mig a
masodik moddszerrel Kgpip=29 pM. Ugyanezek az értékek 795 és 970 pM-nak
bizonyultak a Pi3 esetében egyensulyi, illetve kinetikai modszerrel. Az, hogy a két
modszerrel meghatarozott disszociacios allandok hasonldak szintén az egy csatorna
egy toxin modellt tAmasztjak ala.

Azon esetekben, amikor a blokkolo nettd tdltéssel bir és kotOhelye mélyen
helyezkedik el a membran elektromos erdterében, a blokkolas mértéke
fesziiltségfliggd lehet. Fesziiltségfiiggd blokk esetén, a pozitiv toltési toxin
pozitivabb membranpotencidloknal a csatorndhoz kisebb affinitassal kotoédik. Ebben
az esetben a disszociacios dallandot (Ky) az aldbbi képlet segitségével lehet
kiszamolni a nulla mV membranpotencialon mért disszociacios allandobol (Kqp):

,ahol AV a membréanpotencial, Z a toxin toltése, F
. ONVXZKE Faraday 4lland6, R a gizéllanddé ¢és T a
IQ_ [Q RT homérséklet. Az egyenletben szereplé o pedig
= Kjoxe e ) . . :
gmutatja, hogy milyen mélyen van a toxin
kotdhelye a membran elektromos erdterében.

A PiV erdsen fesziiltségfliggd blokkot okoz idegrostokon. Méréseink szerint
azonban sem a PiV, sem a Pi2, sem a Pi3 esetében nem mutathato ki fesziiltségfiiggd
blokk annak ellenére, hogy mindkét toxin €s a venom egyéb komponensei is jelentds
nettd pozitiv toltéssel birnak. Ennek két magyarazata lehet:

1. A toxinok kotohelye feliiletesen helyezkedik el a Kv1.3 csatornakon.

2. A gatlas latszolagosan fesziiltségfiiggetlen, a fesziiltségfiiggés kimutatasa
a csatorndk kapuzasi sebessége ¢és a gatlas sebessége kozotti ido
aranytalansaga miatt nem lehetséges.

Ezen masodik magyarazat akkor értheté meg, ha Osszehasonlitjuk a Kv1.3

rrrrrr
------
......

rrrrrr

megfelelden valdszinii, hogy az id6, ami a depolarizacio kezdetétdl a teles sejt &ram
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maximumaig eltelik nem elegendd az adott membranpotencidlra jellemzd
equilibrium kialakulasdhoz. Mi pedig a blokk mértékét a teljes sejt aram
maximumaibdl tudjuk csak meghatarozni kiilonb6z6 fesziiltségekre torténd
depolarizalas esetében. Egy korabbi kozleményben Goldstein €s Miller olyan ChTx
mutansokat alkalmaztak a gatlas fesziiltségfliiggésének kimutatdsara, illetve
tanulmanyozéasara, melyek disszociacios sebességi allanddja nagyon magas (1993.,
Biophys.J. 65:1613-1619.). Ezen mutansok alkalmazasaval a blokkolés
fesziiltségfliggése kimutathatd a kiilonbozo fesziiltségeken egy impulzus alatt mért
gatlasi kinetikabol. Ezek alapjan a 2. magyardzatot tartjuk helyesnek, azaz a gatlas
csak latszolagosan fesziiltségfiiggetlen.

A Pi2 ¢és a Pi3 elsddleges szerkezete rendkiviili hasonldésagot mutat: minddssze
egy aminosavban kiilonboznek egymastol. A Pi3—ban a 7. aminosav glutaminsav
szemben a Pi2—ben talalhatd prolinnal. Nagyon érdekes tény, hogy ezen minimalis
kiilonbség ellenére a Pi3 disszociacids allanddja 18—szorosa a Pi2—ének. Ennek a
kiilonbségnek az oka az asszociacids sebességi allandok kiilonbségébdl adodik
leginkabb, hiszen a Pi3 ezen paramétere 17—ed része a Pi2—¢ének, ugyanakkor a
disszociacios sebességi allanddja csak a kétszerese.

A disszocidcios sebességi allandd kisfokl valtozasa azt mutatja, hogy ezen
aminosav csere nem befolydsolja a csatorna és a toxin kozott kialakuld sztérikus
kolcsonhatasokat, tehat nem jon létre ennek kdvetkeztében sztérikus gatlas.

Ugyanakkor ez a mutacid csokkenti a toxin toltését, hiszen a Pi2 7, mig a Pi3 6
nettd pozitiv toltéssel bir. Ez természetesen befolyéasolja a negativ csatornaszajadék
¢s a pozitiv toxin kozott kialakuld nagytavolsagu elektrosztatikus kolcsonhatast.
Ezen kolcsonhatast tobb szerz0 kordbban mar részletesen tanulméanyozta toxin €s
csatorna mutansok segitségével. Az elektrosztatika torvényszeriiségei miatt a toltés
valtoztatdsa az asszociacids sebességi allandot befolydsolja. Ennek megfelelden a
ChTx ¢és az Iberiotoxin esetében a toltés csokkentése az asszocidcids sebességi
allandot csokkentette. Hasonloképpen negativ toltésti oldallancok cseréje neutralisra
vagy pozitiv toltéslire a toxin kotShelyének kozelében (422—es pozicid a Shaker
csatorndn), az asszociacios allandot csokkentették a ChTx és a Lq2 toxin esetében.
Sajat kisérleteink alapjan a nettd hat pozitiv toltéssel rendelkezd Pi3 asszociacios
sebességi allandoja 17—ed része a Pi2—ének, amely nettd hét pozitiv tdltéssel bir.
Ugyanekkor a disszociacids sebességi allandok hasonld nagysagrendben vannak.
Mindezidaig eredményeink megfelelnek az elektrosztatikai kolcsonhatasok
ismeretében varhat6é eredményeknek. Ezen modell alapjan a kovetkezdket varhatjuk
meg:

1. az oldat ionerdsségének novelése csokkenti az asszociacids sebességi

allandokat, hiszen ilyen kdzegben azonos toltések kozott azonos tavolsagban
kisebb ero ébred,
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2. ezen hatéas a Pi2 esetében kifejezettebb kellene, hogy legyen, hiszen a Pi2
nagyobb toltéssel rendelkezik.

Meérési eredményeink alapjan az asszocidcios sebességi allandok valoban
csokkentek a magas ionerdsségli oldatban. Ezzel egy idoben viszont azt tapasztaltuk,
hogy az asszociacios sebességi allandok hasonld mértékben érzékenyek a kornyezet
ionerdsségének a novelésére: az ionerdsség 1,4—szeres novelése 32—ed részére
csokkentette mind a Pi2, mind a Pi3 asszociacids sebességi allandojat. Ez azt
mutatta meg szdmunkra, hogy a nagytavolsagu elektrosztatikus kolcsonhatasok
fontos szerepet jatszanak a toxin kotddésében, de ehhez a Pi3—ban levd glutaminsav
nem jarul hozza szdmottevd mértékben, hasonléan a Park és Miller altal ChTx
mutansokkal tapasztaltakhoz (1992., Biochemistry 31:7749-7755). Ezek alapjan a
nagytavolsagu, toxin és a csatorna kozott kialakulo elektrosztatikus kolcsonhatasok
nem tehetdk feleldssé a Pi3 alacsony asszocidcios sebességi allandojaért.

Akkor mi a magyarazata a Pi3 Pi2-ho6z viszonyitott alacsony affinitasanak?
Ennek a kérdésnek a megvalaszolasara keriilt sor a mexikoi kollaboracios
partnereink altal végzett modellezésre, mely sordn a Pi3 haromdimenzios szerkezetét
allitottak eld a Pi2 ismert haromdimenzids szerkezetébdl kiindulva. Ez azt mutatta
meg nekiink, hogy a vartaknak megfelelden a Pi3—ban levd glutaminsav
elektrosztatikus kolcsonhatasba keriil a hozza térben kozelesd 24—es lizinnel és
sohidat képez vele. Ezen sohid szerepének a megértése érdekében az Escobar és
munkatarsai, valamint Mullmann és munkatarsai altal ismertetett, nem diffuzio
limitalt bimolekuléris toxin—csatorna modellt alkalmaztuk. Ez a megkozelités
kétlépcsos toxinkotddést feltételez:

Tx +Cs & AK < TxCs

Az els6 1épés a toxin (Tx) difftzidja az aktivaciés komplexbe (AK), illetve az
aktivacios komplextdl. Ebben a 1épésben fontos szerepet jatszik a helyi elektromos
potencial és igy értelemszerlien az ionerdsség. Az aktivacios komplex végtelen sok
konkrét térbeli orientaciot foglal magaba, melyek a toxin és a csatorna kozott
alakulhatnak ki. Ebbdl a komplexbdl alakulhat ki a kotott toxin—csatorna allapot
(TxCs), ami egyben az iondram blokkolasat is jelenti. Nem diffuzid limitalt
folyamatokban ez a 1épés hatarozza meg a reakcid sebességét €s szdmos folyamatot
foglalhat magéba:

1. aminosav oldallancok atrendezddése: a kotott allapot (TxCs)

kialakulasdhoz megfeleld konformacio kialakitasa,

2. hidrogénkotések kialakulésa,

3. kationok és viz kiszoritasa a komplexbdl.
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Ezen folyamatok végbemenetele utdn alakul ki a szoros (nem vezetd) toxin—
csatorna komplex. Ezen maésodik, sebességmeghatirozd lépést rovidtavolsagl, a
pozitiv toltésli toxin és a negativ toltésli csatorna kozott kialakuld szdmos
elektrosztatikus kdlcsonhatéds befolyasolja. Mullmann és munkatérsai azzal érvelnek,
hogy a lizin 27 és az arginin 34 neutralizaldsa csokkenti az Iberiotoxin azon
képességét, mellyel kiszoritja a kationokat a csatornaszdjadékbol, és ezt teszik
feleléss¢ a Lys—27-GIn, a Lys—27—Asn ¢és az Arg—34—Asn mutansok csokkent
asszociacids sebességi allandoiért (1999., Biochemistry 38:2395-2402). A mi
eredményeink ezen eredményeknek qualitative és quantitative is megfelelnek.
Véleményiink szerint a Pi3 alacsonyabb asszocidcios sebességi allanddjanak az oka
a Lys24 ¢és a Glu7 kozott kialakuld sohid, ami csokkenti a Lys24 koriil kialakulo
elektrosztatikus  potencidlt, befolydsolva ezzel azokat a rovidtavolsaga
elektrosztatikus kolcsonhatisokat, amelyek a kotédés masodik 1épésében jatszanak
szerepet.

A ChTx Lys27-e a mélyen a K' csatornaba hatol, ahol kolcsonhat a K
ionokkal. Egy tovabbi érdekes kérdés az, hogy felbomlik—e a sohid, amikor a toxin a
csatornahoz kotddik. A disszocidcios allandobol, az asszociacids sebességi
allandobol és a disszociacios sebességi allandobol szamolt szabadenergia valtozas a
Pi2 esetében 58,5 kJ/mol, Pi3 esetében 51,4 kJ/mol. A kiilonbség minddssze 7
kJ/mol, ami nem elegendd a sohid felbontasdhoz, mert ehhez kb. 15 kJ/mol kellene.
Ez azt jelenti, hogy a séhidon kiviil egyéb tényezOk is szerepet jatszanak a
szabadenergia valtozasban. Ez lehet a glutaminsav és a csatorna fehérje kozott
kialakuld kolcsonhatas, illetve hidrogénkotések és van der Waals kolcsonhatdsok
kialakuldsa a toxin €s a csatorna kozott. A teljes szabadenergia valtozasban ezen
tényezok is szerepet jatszhatnak lehetOséget adva arra, hogy a sohid a toxinkotodés
soran felbomoljon. Az, hogy a Pi2 csatorndhoz kotddése esetében a szabadenergia
valtozasa nagyobb, mint a Pi3 esetében szintén a sohid jelenlétét, illetve a kotddés
soran végbemend felbomlasat timasztja ald.

A P13 so6hidjanak fent emlitett szerepét timasztja tovabba ald egy ChTx mutans
kotddésének vizsgalata egy Shaker tipusi K™ csatorndhoz. A szerzoék a vad tipust
ChTx és a Serl0Asp mutans kotddését tanulmanyoztdk Shaker tipusa K
csatorndhoz. A ChTx—ban a 10—es és a 27—es pozicié megfelel a Pi2 7—es és 24—es
helyének. A ChTx—ban a szerin cser¢je a negativ toltésli aszpartatra a disszociacids
alland6 1500-szorosra torténd novekedését okozta. Ezen adatok ismeretében
felmeriilt benniink, hogy a Pi2 és a Pi3 toxinokhoz hasonloan nem alakul—e ki itt is
hasonl6 konformaciovaltozas, ami az eltéré affinitast magyarazna. Otletiink alapjan
mexikoi kollaboracids partnereink elvégezték ezen mutdns haromdimenziods
modellezését is, és egy a Pi3—ban levd sohidhoz rendkiviil hasonldé konformaciot
talaltak. Ez az eredmény magyarazatot ad a Serl0Asp ChTx muténs eltérd
affinitasara.
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Az éltalunk felismert sohid jelenlétét bizonyitja egy nemrég megjelent
kozlemény, melyben a P13 NMR spektroszkopidval meghatarozott hdromdimenzios
szerkezetét ismertetik a szerzék a Pi2—vel 6sszehasonlitva (2000., Proteins 38:441—
449.). Megallapitottak, hogy a Pi2 és a Pi3 masodlagos szerkezete azonos, és leirtak
a harmadlagos szerkezet kiilonb6zOségét okozd kolcsonhatast, ami gyakorlatilag
azonos a Kkisérleteink alapjan felvetett, és 3D modellezéssel verifikalt
kolcsonhatassal a glutamat €s a lizin kozott. Pusztan NMR spektroszkopids adatokra
alapozva a szerzok a Pi3 csokkent affinitasat a sohid kialakulasanak tulajdonitottak.

Annak ismeretében, hogy a Pi3—ban sohid alakul ki a glutamat és a lizin k6zott
tovabbi hasonlé K’ csatorna toxinokat kerestink az irodalomban. Tytgat és
munkatarsai nemrég megjelent kdzleményiikben egységes nevezéktant javasolnak a
K" csatorna blokkolok vonatkozasaban, és 49 aminosav sorrendet mutatnak be, ami
azdta 50-re egésziilt ki (1999., Trends Pharmacol. Sci. 20:444-447.). Ezen toxinok
els6dleges szerkezetének tanulmanyozdsa soran megallapitottuk, hogy a Pi3
sohidjdhoz hasonld sohid egyikben sem alakulhat ki. Egyediill a dél-afrikai
Parabuthus skorpio PBTX1 ¢és a PBTX2 nevii toxinjai tartalmaznak savas
oldallancot a 10—es pozicid kozelében. Ezen toxinok a 11—es alcsoportba tartoznak
és a K csatornahoz valé affinitasuk alacsony. Ugyanakkor ezen toxinok a 26—os
pozicidban, mely ekvivalens a ChTx 27—tel, valint tartalmaznak, ami lehetetlenné
teszi az el6z6ekhez hasonlo sohid kialakulasat.

Méréseink alapjan a PiV gyorsitja a Kv1.3 tipusu fesziiltségfiiggd K™ csatornak
inaktivalt allapotbol valod visszatérését. Ez arra utal, hogy a venom valamelyik
toxinja vagy toxinjai kotve maradnak az inaktivalt allapotban levd csatorndhoz.
Megvizsgaltuk a Pi2, a venom Kvl.3 tipust csatornaval szembeni legnagyobb
affinitassal rendelkez6 toxinjanak hasonld hatasat is. Azt talaltuk, hogy a Pi2 szintén
gyorsitja ezen csatorndk inaktivalt allapotbol vald visszatérését. Ennek alapjan
elmondhatjuk, hogy a Pi2 kotédik az inaktivalt csatornahoz is, destabilizalja annak
inaktivalt allapotat, igy segiti a csatorna visszatérését a zart allapotba.
folyamatot jellemzd idéallandd ~180 s a Pi2, és ~58 s a Pi3 esetében. A viszonylag
gyors disszociacid teszi lehetdvé, hogy az inaktivalt allapotbdl valo visszatérés
folyamata alatt tekintélyes szdmu disszocidcid és asszocidcid jon 1étre, ami lehetdvé
teszi az inaktivalt allapotbol vald visszatérést befolydsold hatas kimutatisat.
Osszehasonlitottuk a Pi2 és a Pi3 inaktivalt allapotbol vald visszatérést gyorsito
képességét a Kv1.3 tipust csatornakon. Az inaktivalt allapotbol vald visszatérést a
Pi2 szignifikansan gyorsitja, mig a Pi3 nem. Ez azt jelenti, hogy az egyetlen
aminosav, ami a Pi2-ben ¢és a Pi3—ban kiilonbozik, befolydsolja az inaktivalt
allapotbol vald visszatérés gyorsitasanak a képességét. Jelenleg nem ismerjiik ezen
kiilonbség molekularis hatterében rejlé okot. Figyelembe véve a C—tipusu
inaktivacié bonyolult, jelenleg még nem teljesen tisztazott folyamatat szdmos
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mechanizmus johet szoba. Elképzelhetd példaul, hogy a csatorndhoz kotott toxin
befolyasolhatja az inaktivalt allapotbol valé visszatérésre haté K™ kotShely
telitettségét.

VI. 0SSZEFOGLALAS

Osszefoglalva tanulményoztuk a Pandinus imperator nevii skorpi6 teljes
venomjanak ¢és egyes toxin komponenseinek a hatdsat a limfocitdk
plazmamembranjdban talalhaté Kv1.3 tipust csatorndkra. Ezen csatornak fontos
szerepet jatszanak az immunvalaszban, a miikodésiikre haté szerekkel 0j Gtvonalon
nyilik méd immunmechanizmusok befolyasolasara egyes immunrendszert érintd
betegségekben. Méréseink soran felismertiik, hogy a Pi2 nevii komponens rendkiviil
nagy affinitassal kotddik ezen csatorndkhoz. Ezen toxin szerkezetébdl kiindulva a
késObbiek soran esetleg a Kv1.3 csatornakra nagyon alacsony koncentracioban hato
immunszupresszor hatasu gyogyszer kifejlesztésére nyilhat lehetdség. Elvégeztiik a
Pi2 ¢és természetes mutansanak, a Pi3—nak az Osszehasonlitd elektrofiziologiai
vizsgalatat és megtalaltuk az eltéré affinitds haromdimenzids szerkezetben rejld
magyarazatat. Kimutattuk a Pi2 hatdsait a Kv1.3 tipusi csatorndk inaktivalt
allapotbol valod visszatérésére, mely segitséget nyljthat az eddig teljesen még nem
tisztazott C—tipust inaktivacido molekuldris mechanizmusénak a megértéséhez.
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