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I. BEVEZETES

I. BEVEZETES

A meleg ¢égovi orszdgokban skorpid tadmadasok kovetkeztében fellépd
halalesetek nagy szama arra késztetette a kutatokat, hogy a skorpiéo mérgek osszetételét
analizaljak ¢és az egyes komponensek hatasmechanizmusat feltarjdk. A kapott
eredmények eldsegitették a modern ioncsatorna kutatasok fejlédését, ugyanis a skorpio
méregbdl tisztitott peptidekrdl kideriilt, hogy azok egyes ioncsatorndk azonositdséhoz,
mitkodésének megismeréséhez ¢és annak specifikus befolyasolasahoz az egyediili
kulcsot szolgaltattdk. Az igy kialakult kutatdbmunka irdnya nagymértékben egybe esett a
nemzetkdzi szinten kiemelt fontossagli ioncsatorna kutatdsok f0 irdnyvonalaval. Az
ioncsatorndkra hatd toxinok kutatdsa napjainkban is kitiintetett fontossaggal
rendelkezik. A limfocitdk ioncsatornaira kifejtett specifikus gatld hatasuk miatt egyes
skorpi6 toxinok az immunologiai kutatasok szamdra is fontossd valtak, mivel
segitséglikkel az immunfolyamatokat a jelatvitel kapujanal, a limfocitdk

plazmamembranjanak szintjén befolyasolhatjuk.

Skorpié toxinok hatasa az ioncsatornak miik6désére

A skorpi6 toxinok kitiintetett szerepet jatszanak az ioncsatorndk miikddésének
kutatdsaban (1; 2). Szamos skorpié mérge szignifikinsan csokkenti a Na* és K csatorna
aktivitast az ingerlékeny sejtekben (3). A jelenleg ismert skorpiok mérge foként kétfajta
toxint tartalmaz:

e hosszi lanct kb. 60-70 aminosavrészt tartalmazo specifikusan Na' csatorndkat
blokkol6 (4; 5)
e rovid lanca kb. 37-39 aminosavrészt tartalmazé specifikusan K csatornékat blokkold
polipeptidet (6-10).
A kozelmultban egy harmadik polipeptid toxin csalddot is kimutattak a skorpiok
mérgében, amely a szarkoplazmatikus retikulum Ca®* felszabadité csatornajat aktivalja
(11).
A legalaposabban tanulményozott skorpié toxinok a Na' csatornamédosito

vegyiiletek, amelyeket tovabbi o és P kategoridkba osztdlyoztak a Na' csatornan
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talalhato eltéré kotohelyeik alapjan (5; 12; 13). Az a-skorpié toxinok foként a Na'
csatorndk inaktivacigjat modositjdk (14), mig a B-skorpié toxinok a csatornak
aktivaciojanak mechanizmusara hatnak (15-17). A K™ csatorna blokkolé skorpié toxinok
fontos szerepet jatszottak az egymastdl igen eltérd tulajdonsagi K csatornak leirasaban
(2; 18). A legtobbet hasznalt charybdotoxin (ChTx) nagy affinitassal blokkolja a huméan
limfocitik Ca®" aktivalt K csatornait, valamint szamos eltérd fajbdl szarmazo
fesziiltségfiiggd K csatornat (19; 20). A peptid gatloszerek kozé tartozé noxiustoxin
(NxTx) és margatoxin (MgTx) specifikusan a fesziiltségvezérelt K csatornakra hat, ide
értve a human T limfocitak hasonlo6 csatornait is (19; 21).

A kozelmultban szamos skorpié mérgébdl szdrmazo toxin struktira—aktivitds
Osszefliggését tanulmanyoztdk (22). A toxicitashoz és az antigenitashoz fontos molekula
szerkezeti régiokat szintetikus peptidek €s monoklonalis antitestek hasznalataval
feltérképezték (23; 24). A skorpié mérgek toxikoldgiai vizsgélata teriiletén a molekularis
biologia és modern elektrofiziolégia modszereinek kombinacidja Uj tavlatokat nyit meg,

amely egyben az ioncsatornak miitkddésének mélyebb megértését is szolgalja (25-30).

Limfocitak ioncsatornainak szerepe a sejtaktivacios folyamatokban

A specifikus antigén hatdsara in vivo kialakul6 hatékony altalanos immunvalasz
feltétele a sejtek osztodasat és differencialodasat magaban foglald limfocita aktivacio. A
kezdeti T—sejt receptor (TCR/CD3) stimuléciét (kb. 2-3 o6ra) kovetden a limfocitdk a
kezdeti stimulus megsziinése utan tovabbra is proliferaciora képesek maradnak (31). A
TCR/CD3 receptor komplex funkciondlisan kapcsolodik a foszfatidil inozitol
mésodlagos  hirvivé rendszerhez (32), amely az intracellularis szabad Ca®"
mobilizalasaért és a protein kindz C (PKC) aktivalasaért felelés. A plazmamembran
szintjén lezajld viszonylag jol ismert biokémiai torténéseken tulmenden szamos fizikai
hatds is szerepet jatszik a proliferativ jel kozvetitésében a citoplazma és a gének
iranyaban (33). Ezen folyamatokban szdmos esetben felmeriilt az ioncsatorndk és a
membranpotencidl szerepe, azonban a pontos hatdsmechanizmus leirdsa a mai napig
varat magara (34).

Leukocitakban t6bb kiilonféle K, Na', Ca*" és CI” csatornat mutattak ki, azonban

koziliik csak néhanyat sikeriilt kelld alapossaggal jellemezni, azok expressziot kdvetd
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plazmamembranbeli siirliségét és kromoszoma lokalizacidjat is beleértve (35; 36). Az n—
tipusu fesziiltségvezérelt K csatorna bizonyult a domindns csatorna tipusnak a
limfocitak tobbségében, amely csatorna a genetikai homologia alapjan a Kv1.3 nevet
kapta (37-42). Az n-tipusi csatornatél eltéré kinetikai paraméterekkel ¢€s
gyogyszerérzékenységgel rendelkezd, egér limfocitakban leirt n és I-tipusti K™ csatornak

jelenlétét eddig még nem sikertilt igazolni human T vagy B sejteken (41; 43), bar 1-

tipusi K csatornak jelen vannak egy huméan B limfoma sejtvonalon (44). Kozelmultbeli

patch—clamp kisérletek kdzvetlen bizonyitékkal szolgaltak a Ca®" aktivalt K csatorndk

jelenlétérdl human B sejtekben, patkany timocitdkban, humén leukémias T sejtekben (45;

46) és human periférias vérbol preparalt T sejtekben (47).

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

e A mitogén indukalt hiperpolarizaciét a sejt plazmamembran K permeabilitas
novekedése kiséri.

e A mitogén aktivalt T sejtek teljes sejtfeliiletének K™ vezetdképessége (6rak/napok)
alatt megnd a membranban megndvekedett szamu fesziiltségvezérelt K csatorna
jelenléte miatt.

e Ajolismert K csatorna gatld szerek, mint pl. a kinin, tetraetilammonium ion (TEA),
ChTx, NxTx, MgTx, mind a limfocitdk K~ dramait mind pedig az azok mitogén
stimulacio eredményeként el6allo  proliferacidjat eltéré hatasfokkal, de
gatloszerenként azonos mértékben gatoljak (19; 48-51).

e Autoimmun betegségeket mutatd egér torzsekben funkcionalisan és fenotipusosan
abnormalis T sejt szubpopuldcid jelenik meg, amelyhez tartozo sejtek koros

mennyiségben I-tipustt K csatornat tartalmaznak (43).

Jelenleg is széles korben tanulméanyozott kérdés, hogy a K’ csatorndk hogyan
befolyasoljék a limfocita aktivaciot. A limfocitadk membranpotencialjat elsddlegesen a K*
diffazios potencial hatdrozza meg (34), ezért a legvaloszinlibb elmélet szerint normalis
koriilmények kozott a limfocitak K™ csatornai olyan membranpotencidl értéket tartanak
fenn, amely kedvez a mitogén altali stimulus kivaltdsdnak, valamint azt kovetd
fenntartasdnak. A K’ csatorna gatlok a T sejteket depolarizaljdk (19; 51; 52) és a
depolarizacié meggatolja a Ca®" jel kialakulasat (53-55), alatdmasztva azt a feltételezést,

hogy a K" csatornak indirekt uton el8segitik a Ca®" bearamlast mitogén stimulalta Ca®"
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csatornakon keresztiil a fentebb részletezett, kedvezd membranpotencial érték fenntartasa
utjan (42). A kozelmultban tobb olyan vegyiiletrl szamolt be munkacsoportunk,
amelyek periférias limfocitak n—tipusiit K csatorna aktivitasat gatolva hatnak a sejtek
membranpotencialjara ¢és igy befolyast gyakorolnak a mitogén ¢€s az antitest
stimulacioval kivaltott limfocita aktivacié folyamatara (56-59).

Valosziniileg miikodéképes K csatorndk sziikségesek az alapvetd metabolitok
transzportjahoz is, mivel pl. a TEA és a 4-AP a timidin és a fenilalanin felvételt gatoljak
egyes T sejt klonokban (60). A metabolikus gatld hatas inkdbb a K" csatorna gatlo hatas
kovetkezményének tudhatd be, mint a csatorna gatldoszerek nem specifikus hatasénak,
mivel ezek a szerek nem gatoljdk a sejt novekedést egy K™ csatornat nem tartalmazo
limféma sejtvonalon (49).

Patch—clamp vizsgalatok a T sejtek plazmamembranjaban szdmos tovabbi K"
csatorna tipust mutattak ki, amelyek egyedi csatorna vezetdképessége, aktivaciojanak
fesziiltségfliggése, valamint Ca>" érzékenysége eltérd, tobbek kozott fesziiltségfiiggetlen,
ChTx inszenzitiv és nem inaktivalodd valtozatokat (18; 61). A limfocita K™ csatorna
variabilitast molekularis bioldgiai kutatasi eredmények is alatamasztjak (36; 62-65).

A limfocita ioncsatorndk immunmodulécids szerepére vonatkozé kutatasok
jelentéségét alatamasztjadk a Koo és munkatarsai altal 1997-ben kozolt eredmények,
amelyek szerint a limfocitdk fesziiltségvezérelt Kv1.3 ioncsatorndinak gatlasa képes
egyes immunreakcio tipusok in vivo gatlasara, illetleg a hosszabb idejii Kv1.3 csatorna

aktivitas hidnya gatolja egyes T sejt altipusok fejlédését a thymusban (66).

Az ioncsatornak funkcié—molekularis szerkezet 6sszefiiggés vizsgalata

Napjainkban az ioncsatornak strukturajanak és miikodésének sok részlete
ismert, azonban a vonatkozo ismeretek kore kozel sem teljes. A csatorna fehérje
szerkezetének feltérképezésére ¢€s molekularis miikddési mechanizmusanak
feltarasara olyan ismert szerkezeti molekuldkat lehet felhasznalni, amelyek
kolcsonhatnak a csatorna fehérjével és annak miikodését eziton befolyasoljak. A
skorpidk mérgébdl szarmazo kisméretli és meglehetdsen merev strukturdju peptid
inhibitorok hatdsukat Ggy fejtik ki, hogy az ioncsatorna kiilsé nyilasaba kotddve

elzarjak az 4thaladas utjat a kalium ionok eldtt. Az ismert struktirdju inhibitor
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molekuldk szerkezetébdl igy logikusan kovetkeztetéseket lehet levonni az altaluk
lezart porus molekularis szerkezetére (67). A kozelmultban egy skorpid6 méregbdl
izolalt kis peptid toxint, a ChTx—t hasznaltak fel erre a célra igen kiterjedten (68-70).
A csatorna fehérje és a ChTx molekula kitiintetett részeinek molekuléris biologiai
technikéakkal torténd szerkezeti modositasaval vizsgaltdk az eldidézett valtozasok
hatdsat a csatorna mikodésére. A vizsgalatok soran meghataroztak a csatorna fehérje
¢s a toxin molekula egyes részei kozotti elektrosztatikus kolcsonhatasi energia
hozzajarulasokat és tisztaztak a funkcid szempontjabol fontos molekularis részleteket
a csatorna fehérjén, valamint a hozza kapcsolddo toxin molekulan. A vizsgalatokbol
kideriilt, hogy a ChTx—nak a Shaker K™ csatornakhoz vald kotédési affinitdsat a
csatorna fehérje S5-S6 transzmembrdn szegmenseit Osszekotd hurokban 1évo
aminosavak hatarozzak meg. A Shaker K csatorna extracellularis porus szajadékanak
molekularis feltérképezésére az ugyancsak skorpié méregbdl szarmazd agitoxint is
sikerrel hasznaltdk (67). A fentiekbdl latszik, hogy 0j molekularis szerkezetti peptid
inhibitorok felfedezése — mint pl. a kozelmultban izolalt Pandinus imperator
venombol szarmaz6 Pil toxin — nagyban eldsegitheti az ioncsatorna miikodés tovabbi
részleteinek megértését (29). Ebbdl a szempontbol igen Iényeges, hogy adott toxin
csatorna tipusonként eltérd mértékii kotddési affinitdssal ¢és funkciomodosito
képességgel rendelkezik. Ezen utobbi tény kiillondsen aldhtzza jelen vizsgalatok
jelentéségét, amelyek soran a human limfocitdk Kv1.3 tipust kalium csatornainak

vizsgalatara kivantunk koncentralni.

Toxinok csatornakhoz valo k6tédési mechanizmusanak vizsgalata

MacKinnon munkacsoportja részletesen tanulmanyozta toxinok Shaker K"
csatorndhoz val6 kotddési mechanizmusat Lg2 toxin felhasznalasaval (71). A Shaker
tipusi K" csatornakat oocytdkban fejezték ki, majd csatorna fehérje mutaciok és az
oldat ionerdsségének valtoztatasa mellett meghatdroztdk az Lq2 toxin asszocidcios és
disszociaciés sebességi allandojat. Az igy kapott adatokbdl vontak le
kovetkeztetéseket a toxinok csatorndhoz vald kotddésének 1épéseirdl és az azokat

befolyasold hatasokrol. Az asszocidcios és disszociacids sebességi allandokat a blokk
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kialakuldsanak és megsziinésének kinetikajabol hataroztdk meg hasonloképpen,
ahogyan mi tettiik ezt a skorpi6 toxinokkal (lasd alabb).
neutralis glutaminra, majd pozitivan toltott lizinre cserélték és meghataroztak, hogy
hogyan valtoznak az asszociacids és disszocidcios sebességi allandok. Azt talaltak,
hogy az asszocidcios sebességi allando 5-6d részére csokkent, mig a disszociacios
sebességi allandd csak kismértékben valtozott. A csatorna mindharom valtozata
esettben az oldat ionérésségének ndvelése nagymértékben csokkentette az
asszociacios sebességi allandot. Ezen eredmények jol magyardzhatok egy a pozitiv
toltésti toxin €s a negativ toltésii csatornaszajadék kozott kialakuld elektrosztatikus
kolcsonhatassal. Itt fontos még megemlitenem, hogy mivel a csatorna négy azonos
alegységbdl épiil fel egyetlen aminosav oldallanc toltésének a valtoztatasa négyszeres
toltésvaltozast okoz a csatornaszajadékban.

Eredményeiket Osszegezve modellt allitottak fel, melyben a toxin (Tx)
csatornahoz (Cs) valo kotodését két 1épésre bontjak:
1. aktivacios komplex kialakulasa (AK),
2. kotott toxin—csatorna allapot kialakuldsa (TxCs).

Ezen 1épéseket az alabbi egyenlet szemlélteti:

Tx + Cs & AK < TxCs

Az aktivacids komplex még nem jelent csatorna blokkot: a csatornan ionaram
folyhat. Ebbdl alakulhat ki a kotott allapot, mely mar nem vezet, vagy a toxin el is
hagyhatja a komplexet. Ez az allapot szdmtalan térbeli orientaciot foglal még magaba
figyelembe véve a toxint €s a csatornaszajadékot. A toxin és a csatorna kozott még
ilyenkor jelen 1évé viz és kationok kiszoritasaval kisfokl konforméci6 valtozas soran
megy végbe a kotott allapot kialakuldsa, ami mar iondramot nem vezet. Ezen utdbbi
folyamatban a rovidtavolsagli elektrosztatikus kolcsonhatasok jatszanak szerepet,
melyek a csatornaszajadék bizonyos oldalldncai és a toxin meghatdrozott oldallancai
kozott alakulnak ki specifikusan. A kationok kiszoritdsdban a csatornaszajadékbol
kitlintetett szerepet jatszik a csatornaszdjadékba mélyen behatolo, pozitiv toltést lizin.

Az aktivacios komplex kialakuldsanak folyamataban a nagytavolsagu

elektrosztatikus kolcsonhatasok jatszanak fontos szerepet, melyek aspecifikusak. A
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pozitiv toltésii toxin és a negativ tOltésli csatornaszdjadék kozott kialakulod
elektrosztatikus kolcsonhatds miatt a toxin koncentracidja a csatornaszédjadék
kozelében magasabb lesz, mint az oldatban (Debye—Huckel elmélet), ami nagy
asszociacios sebességi allandot eredményez (72), novelve igy a toxinok ioncsatornak
iranti affinitasat.

Goldstein és munkatarsai 67 féle modositott ChTx mutéanst allitottak el mind
a 30, oldat fel¢ tekinté aminosav oldallanc modositasaval (70). Ezutan vizsgaltak a
mutans toxinok kotédési tulajdonsagait Shaker B fesziiltségfiiggd K csatorndk egy
modositott valtozatahoz, melyben a 425. helyen 1évé fenilalanint glicinre cserélték.
Azért hasznaltak ezt a csatornat méréseikhez, mert ezen csatorndhoz a ChTx 2000—
szer nagyobb affinitassal kotddik. Vizsgaltdk, hogy mi okozza ezt a nagymértéki
affinitasvaltozast. Ennek érdekében kiilonb6z0 méretl, toltéssel nem rendelkezo
oldallanccal bir6 aminosavakra cserélték a 425. pozicioban 1év6 fenilalanint: glicinre,
alaninra, valinra és leucinra.

Azt tapasztaltdk, hogy az aminosav oldallinc méretének a ndvelése
nagymértékben noveli a disszociacids sebességi allandot az asszocidcios sebességi
allando lényeges valtozdsa nélkiil. Ezen eredményeket egy a csatornafehérjében a
425. helyen 1évé aminosav oldallanca ¢s a ChTx molekula 8—as és 9—es aminosava
(mindkettd treonin) kozott kialakulod sztérikus kolcsonhatas okozza.
pozicidiban 1évé aminosavak oldalldncaival keriil kdlcsonhatasba a kotdédés soran.
Megvizsgaltdk azt is, hogy a Thr—8-Ser+Thr—9-Gly dupla mutans ChTx milyen
affinitassal kotddik a vad tipusu és a 425. pozicidban glicint tartalmazé csatornakhoz.
Ezen utobbi csatorna esetében azt taldltdk, hogy a kotddést a dupla mutacio
szdmottevoen nem befolyasolja. Azonban abban az estben, amikor a csatorna 425.
aminosava fenilalanin volt a dupla mutacio Iényegesen befolyasolta az affinitast. A
mutans toxin hétszer nagyobb affinitassal kotédott a csatorndhoz, aminek az oka a
disszociacids sebességi allandd valtozasaban van. Ennek magyarazata a szerzok
szerint az oldallancok kozott kialakuld sztérikus gatlasban van, ami akkor johet 1étre,

ha a csatorna 425. aminosava a nagyobb méretii fenilalanin.
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A Kv1.3 tipusu csatorna inaktivacioja

A T limfocitdkban az n—tipusti aram kialakitasaért felelés Kv1.3 csatornak a
membran depolarizécidjara nyilnak ki. E folyamat igen részletesen ismert az
irodalombdl szemben a csatornak inaktivaciojaval. A csatorndk inaktivacidja limitalja
a csatornak aktivalodasat kovetd nyitott allapot iddtartamat. A Kv1.3 csatorndk az
ioncsatornak Shaker csaladjaba tartoznak (73). Az elmult néhany évben, a
molekularis bioldgiai mdédszerek széleskori alkalmazasdnak kdszonhetden, hatalmas
mennyiségli adat gyllt Ossze az ioncsatornak mikddésének molekularis
mechanizmusardl. MacKinnon (1991) elegéns kisérleteiben kimutatta, hogy a Shaker
K" csatorna négy azonos alegységbdl felépiilé homotetramer molekula (74). Minden
egyes alegység hat, a membrant teljes egészében atérd helikalis szegmensbdl all.
Ezekhez a transzmembran szegmensekhez és az ket 6sszekotd extra és intracellularis
hurkokhoz j61 meghatarozott funkciok tartoznak (2). Egyik ilyen kitiintetett hurok az
alegység N terminusaban 1évS tobb pozitiv toltést tartalmazo szakasz, mely a K'
csatorndk u.n. N-tipusu inaktivacidjaért felelds. Az N-tipust inaktivacid sordn az
inaktivacios egység a csatorna porusanak intracellularis oldalan 1évé receptorhoz
kapcsolodik, és igy meggatolja az ionok aramlasat (75; 76). Szamos Shaker K*
csatorndban, tobbek kozott a Kvl.3—ban is hidnyzik ez az inaktivacios egység, a
csatorna azonban mégis inaktivalodik. Ez a felismerés vezetett a masik u.n. C—tipust
inaktivacié felfedezéséhez, mely folyamatot az alegység C—termindlis részében
(hatodik transzmembran szegmens) elhelyezkedd aminosavak Osszetétele és az
extracellularis térben 1évo oldat iondsszetétele hataroz meg (77). Ellentétben az N—
tipusu inaktivacioval, a C—tipust inaktivacid molekularis mechanizmusa nem ismert,
azonban a kisérletes adatok alapjan a legval6sziniibb az, hogy a csatorna porusanak
extracellularis szdjadéka az inaktivacid sordn Osszesziikiil (78). Munkacsoportunk
korabbi eredményei szerint a C—tipusu inaktivacid soran a csatorndkat alkotd négy
alegység kooperativ kdlcsonhatasban all (79).

A Kv1.3 inaktivacidjaért teljes egészében a C—tipusu inaktivacio a felelds (79-
81). A csatorna inaktivacioja illetve annak modulacidja fontos szerepet jatszhat a
limfocitdk membranpotencial fiiggd aktivacidjaban, illetve a sejt térfogatanak

szabalyozasdban (82). Eppen ezért az inaktivacio folyamatanak ill.
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szabalyozhatosdganak mélyebb megismerése kritikus lehet a fenti folyamatok

megértése szempontjabol.
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Il. CELKITUZESEK

Kisérleteink soran a kovetkezd kérdéseket vizsgaltuk:

1.

Hogyan befolyasolja a Pandinus imperator skorpid teljes mérge (PiV) a human
limfocitak ioncsatorndinak mitkodését?

A skorpido mérgének peptidil komponensei koziil melyek rendelkeznek ioncsatorna
effektor hatassal és milyen irdnyban, milyen mértékben és milyen koncentracio
tartomanyban befolyasoljak a human limfocitak ioncsatornainak miikodését? Hogyan
befolyasoljak a toxinok a sejtek nyugalmi potencialjat?

Létezik— olyan peptidil komponens, amely irreverzibilisen kotddik a limfocitak
fesziiltségfliggd K csatornajahoz?

Befolyasoljak—e ¢és ha igen, akkor hogyan modositjdk az egyes peptid toxin
komponensek a Kv1.3 tipust csatorna kapuzasi mechanizmusait.

A hatékony skorpid toxinok és a csatorna fehérje kdlcsonhatasanak melyek azok a
részletei, amelyek felelések a toxin kotddésért és a csatorna funkcid
modositasaért.

Milyen kolcsonhatdsok befolyasoljak a toxin molekula koétddését a csatorna

fehérjéhez?
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Ill. ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtek

Kisérleteinkhez human periférias limfocitdkat egészséges Onkéntesek
heparinnal alvadasgatolt vérébol szeparaltuk Ficoll-Hypaque stirliség gradiens
centrifugéldssal. A szeparalds eredményeként nyert sejteket frissen hasznaltuk fel a
kisérletekhez, vagy tenyésztettilk Oket. A tenyésztett sejteket steril koriilmények
kozott szeparaltuk és kezeltiik. Ezeket a sejteket kétszer mostuk Ca™ és Mg~ mentes
HBSS-ben 25 mM Hepes jelenlétében 7,4—es pH-n. A sejteket 0,5 millio/ml-es
koncentracioban RPMI-1640 tenyésztdoldatban vettik fel. Ez az oldat 25 mM
Hepest, 10% fetalis borju savot, 100 u./l penicillint, 100 pg/ml streptomicint és 2 mM
L—glutamint is tartalmazott. 24 lyuku tenyésztéedénybe 1 milliliterenként osztottuk
szét a sejteket tartalmazd tenyésztdoldatot. A sejtek aktivalasa és egyben a
fesziiltségfiiged K’ csatorndk szdmanak novelése céljabol a  sejteket
phytohemagglutinin jelenlétében inkubaltuk parésitott inkubéatorban 37 °C—on 5%
CO, jelenlétében (83; 84). A phytohemagglutinint 2,5 pg/ml, illetve 5 pg/ml
koncentracioban alkalmaztuk. Az aktivalt sejteket az inkubaciotd kezdetétdl szamitott
harmadik (5 pg/ml  phytohemagglutinin), illetve negyedik (2,5 pg/ml
phytohemagglutinin) napon hasznaltuk fel a mérésekhez.

Méréseinkhez a T sejteket szelektiv antitest adhézioval szeparaltuk Matteson
¢s Deutsch modszerével (39). A tenyésztés végén nyert sejtszuszpenzidt egér—anti—
huméan CD2 IgG—vel (Beckton—Dickinson, San Jose, CA), egy specifikus T limfocita
ellenes antitesttel jeloltiik meg. Az igy megjelolt sejteket egy olyan Petri csészében
inkubaltuk 22 percig jégen, melynek az aljara kecskében termelt egér IgG ellenes
antitesteket adszorbedltunk. Az inkubdlds utdn a Petri csészét O6tszor 1 ml normal
Ringer oldattal korkorés mozdulatokkal mostuk, igy az elsddleges antitesttel nem
jelolt sejteket eltavolitottuk, mig a kitapadt anti-human CD2-vel jelzett T limfocitak

a Petri csészében maradtak.

11



III. ANYAGOK ES MODSZEREK

Elektrofiziolégia

Meéréseinket Axopatch—200 és Axopatch—200A tipust patch—clamp erdsitok
segitségével végeztiikk. A patch—clamp erdsiték Axon Instruments TL—1-125, illetve
Digidata 2000—es tipust illeszt6 kartyakkal csatlakoznak egy—egy IBM kompatibilis
személyi szamitégéphez. Ez a rendszer végzi az ingerld impulzusok eldallitasat, az
adatgytijtést és az adatok tarolasat is. Az adatgytijtéshez és az adatok kiértékeléséhez
a pClamp6 programcsomagot (Axon Instruments Inc., Foster City, CA) hasznéltuk
fel. A felhasznalt pipettakat GC 150 F—15-0s boroszilikat tivegkapillarisbol (Clark
Biomedical Instruments, UK) huztuk, melyeknek az ellenallasa polirozas utan 2-3
MQ kozott volt. A pipetta €s a sejtmembran kozotti nagyellenallasu kontaktus
létrehozasanak érdekében 10-15 vizem—es negativ nyomast alkalmaztunk. A
kontaktus kialakuldsa és a pipetta kapacitds kompenzaldsa utdn a pipetta alatti
membrant rovid ideig tarté vakuum impulzus alkalmazaséaval atlyukasztottuk és igy
teljes sejt konfiguracioba jutottunk. A méréseket a teljes sejt konfiguracio kialakitasa
utdn 8-10 perccel kezdtik el ¢és szobahOmérsékleten végeztikk fesziiltség—zar
tizemmodban. Méréseink sordn sziikség esetén soros ellendllds kompenzaciot
alkalmaztunk egészen 85 %-ig a soros ellendlldson esd hiba korrekcidjanak
érdekében, igy a fesziiltséghibat minden esetben 5 mV alé csokkentettiik.

Az aramgorbéket a kiértékelés sordn 3 pontos boxcar moédszerrel sziirtiik,
majd ohmikus szivargasi dramra korrigaltuk. Ezen korrekci6é azon alapszik, hogy a
negativ tartofesziiltségnél a csatorndk zart allapota mellett a szivargdsi aram
ellendllasa meghatdrozhatd, és mivel a szivargasi &ram amplitiddja lineérisan fiigg az
alkalmazott membranpotencidltdol barmely membranpotenciadl esetén a mért arambol
ezen zavard komponens levonhato.

A kisérletek soran kapott adatok statisztikai modszerekkel torténd
feldolgozasa soran egy— ¢és kétmintas t—probat alkalmaztunk p=0,05 szignifikancia
szint mellett. Mérési adatok soran atlagokat és azok kozepes hibajat (SEM) adtunk
meg.

A mérésekhez hasznalt extracellularis oldat (normal Ringer) az alabbi
Osszetevoket tartalmazta (mM): 145 NaCl, 5 KCI, 1 MgCl,, 2,5 CaCl, 5,5 gliikéz, 10
HEPES. Az oldat pH—ja 7,35 volt. A magas ionerdsségli oldat ennek egy moddositott

véltozata volt, amiben az egyértékii ionok egy részét kétértékiiekkel helyettesitettiik:
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77,5 mM NaCl, 5 mM KClI, 48,6 mM MgCl,, 2,5 mM CaCl,, 5,5 mM gliikéz, 10 mM
HEPES. igy normal kiils6 oldat 190,5 mM—os ioneréssége 265,9 mM-ra nétt. A kiilsé
oldatok ozmolaritdsa mindkét esetben 302 ¢és 308 mOsm kozott volt. A pipettak
toltésére a kovetkezé6 KF alapt bels6 oldatot hasznaltuk: 140 mM KF, 11 mM
K,EGTA, 1 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 10 mM HEPES. A bels6 oldat osmolaritasa
295 mOsm kortl volt, pH—jat 7,2—re allitottuk be.

A kiils6 oldatokat 0,1 mg/ml borji szérum albuminnal egészitettiik ki, hogy
megakadalyozzuk a toxinok nem specifikus kotddését a Petri edényhez ¢és a miianyag
csovekhez. Az oldatok cser¢jét a sejtek kdrnyezetében PE10—es polietilén csovekbdl
épitett perfizids rendszer segitségével biztositottuk. A perfuzios fejet a vizsgalt sejt
kozvetlen kozelébe helyeztiik el a sejttdl kevesebb, mint 0,5 mm-re. El6szér mindig a
kontroll oldattal perfundaltunk, majd pedig a megfeleld toxint tartalmazé oldattal. A
blokkolasi kinetika vizsgalatdnal szamitogép altal vezérelt magnesszelepes
rendszerrel biztositottuk a mérészoftver €s az oldatcsere szinkronizaldsat. A
referencia elektrédat agar hid segitségével kapcsoltuk a mérdedényhez, hogy az

oldatcserékbdl adodo elektroda potencialhibakat kikiiszoboljiik.

Skorpio toxinok

A felhasznalt toxinok tisztitadsa kromatografias eljarassal tortént. A PiV—ot a
skorpioktol elektromos stimulaciéval nyertiik. A skorpié méreg oldhatod frakcidit
elészor Sephadex G—50—el t6ltott oszlopon szeparaltuk. A III. szdmu frakciot, amely
az aktiv peptid komponenseket tartalmazza nagynyomasu folyadék kromatografiaval
szubfrakciokra bontottuk (Pil-Pi8). A tisztitott peptid toxinok aminosav Osszetételét
Beckmann 6300E aminosav analizator, szekvencidjat pedig automatikus
ProSequencer (Millipore model 6400/6600) segitségével hataroztuk meg (30; 85). A

toxinok izolalasat kollaboracios partneriink (Dr. Possani) laboratériumaban végezték.

Aramlasi citometrias mérések

Az aramlasi citometrias méréseket modositott Beckton—Dickinson FACS Star

aramlési citométerrel végeztiik el. 10° sejtet 15,5 nM oxonollal (DiBAC4(3)) 1 ml
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térfogatban 37 °C—on 3 percig inkubaltuk. Minden mérés 8000 sejtrdl késziilt. Az

adatgytijtést az €10 sejtekre korlatoztuk az eldre iranyuld fényszorast felhasznalva.

A Pi3 és a Ser-10-Asp mutans ChTx 3D modellezése

A Pi2 haromdimenzids szerkezete a brookhaveni fehérje adat bankbol
szarmazik, bejegyzés szama 2PTA (86). A bejegyzés alatt talalhato elsé konformaciot
hasznaltuk fel a Pi3 haromdimenzidés modellezésére. A direkt mutdcié utasitast
hasznaltuk az “O” programban (87) annak érdekében, hogy a hetedik helyen 1évo
aminosavat prolinrdl glutamatra valtoztassuk és a modellezés alapjaul szolgalo
kiindul6 szerkezethez jussunk. Ez a 1épés természetesen adodott, mivel a 7—es prolin
Pi2-beli Ramachandran szégei kompatibilisek egy ugyanebben a pozicidban 1évo
glutamatéval (phi=-77, psi=-29). Kovetkezé 1épésként a Rotamer keresés utasitdst
alkalmaztuk annak érdekében, hogy a legkedvezOobb kdlcsonhatasi paraméterekkel
rendelkezé rotamert kivalasszuk. A folyamat eredményeként kivélasztottuk a Glu
masodik legvaloszinlibb rotamerjét. A lizin 24 rotamert is megvaltoztattuk annak
érdekében, hogy a Glu 7—el létrejohessen a sohid. Mivel ebben a konformacidban
nem ¢ébredtek taszitd kdlcsonhatasok ill. nem generalodott fesziiltség a fehérje—vazon
beliil az alkalmazott pont mutdcié hatdsara, ugy dontottiink, hogy ezt a modellt
hasznaljuk tovabbi optimalizalds nélkiil. Az eredményként kapott sohid geometria
megfelel a természetes koriilmények kozott adddonak és kompatibilis a jelen munka
kisérleti eredményeivel.

A vad tipustt ChTx haromdimenzids szerkezete a brookhaveni fehérje adat
bankbol szarmazik, bejegyzés szama 2CRD (88). A Ser—10—Asp ChTx mutéanst a Pi3—
hoz hasonloan épitettiik fel és az eredménykén kapott rotamerek is hasonlok voltak. A

modellezést Dr. Possani laboratériumaval kozosen végeztiik.
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A Pandinus imperator teljes mérgének vizsgalata

Human periférids limfocitak K' csatornain at megfelelé depolarizacios
impulzus hatasara kifel¢ iranyulé K™ aram folyik. Az impulzus hatisara a csatornak
né¢hany ms—on beliill kinyitnak, az 4ram eléri maximalis amplitidojat, majd a
csatornak inaktivacidja miatt a teljes sejt &ram amplitidoja csokken egy alacsony
egyensulyi szintig (1. dbra A része). Kordbbi mérések szerint a PiV irreverzibilisen
gatolja a béka idegrostok és GHj sejtek fesziiltségfiiggé K csatornait (89; 90).
Ezeken a csatorndkon a PiV erdsen fesziiltségfiiggd blokkot okoz. Ez arra utal, hogy a
toxinok kotohelye mélyen a membran elektromos erdterében van. Human periférias
limfocitdkon végzett méréseink szerint a kiils6 oldathoz 20 ng/ml PiV—t adva a
fesziiltségfiiggd K’ aram amplitadodja jelentdsen csokkent (1. dbra A és B része).
Ezeken a csatorndkon a PiV éltal 1étrehozott blokk fesziiltségfiiggetlennek bizonyult
(1. abra B része, betét). A Kvl.3 csatornakon a PiV altal Iétrehozott blokk
reverzibilis: kontroll oldattal torténd perfizid sordn az dram amplitiddja visszatér az
eredeti szintre (1. abra D része).

PIV—t tartalmaz6 kiilsé oldatokkal a 0,0001-100 pg/ml-es tartomanyban. A kapott
koncentracio—hatas Osszefiiggés jol illeszthetd az egy csatorna egy toxin molekula
modellel (1. abra C része). Ebben a modellben a megmarad6 aram hanyad a
kovetkezd képlettel szdmolhato: 1/1,=Kq¢/(Kgr+[PIV]), ahol I, az eredeti csticsaram, [ a
csucsaram a megfeleld méregkoncentracio mellett, Kyr az effektiv, latszolagos Ky és a
sz0, hiszen nem egyetlen fajta toxinmolekulat tartalmazé oldatr6l van szo, hanem egy
méregrol, ami tobbféle toxint tartalmaz (lasd alabb). A j6 illeszkedés arra utal, hogy
egy csatorndhoz egy toxin molekula kétddik és igy valtja ki a blokkot. Az illesztés

eredmény¢iil 14 ng/ml félhatasos dozist kaptunk.
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1. dbra Az extracellularisan adott PiV blokkolja a humén limfocitak fesziiltségfiiggd K aramait. A rész:
Kontroll aramok Ringer odattal torténd perfuzio alatt. -80 mV-os tartofesziiltségrol depolarizaltuk a sejteket
elészor —70 mV-ra, majd 10 mV-onként egyre nagyobb fesziiltségekre +30 mV-ig. A jobb attekinthetdség
kedvéért csak bizonyos impulzusok altal kivaltott aramokat tiintettiink fel ezen az abran (lasd: betét). B rész:
Ugyanazon limfocita teljes sejt aramai azonos protokollt alkalmazva 20 ng/ml PiV-vel torténd perfuzio alatt.
A mérést csak azutan inditottuk, miutan a blokkolas miatt csdkkend aramamplitado stabilizalodott. Betét: Az
A (@) és B (A) részeken bemutatott mérés adatait felhasznalva ezen az abran az aramamplitudokat
abrazoltam a deporarizald fesziiltség fliggvényében. Az abrat kiegészitettem a kontroll oldattal torténd jboli

perfizidé soran mért értékekkel, miutdn az aramamplitidd ismét stabilizalodott (O). C rész: A PiV éltal

s

(n=4+SEM). Az egy csatorna egy toxin molekula modell jol illeszkedik a mért pontokhoz. D rész: A PiV
hatdsa a Kv1.3 tipust csatornakra reverzibilis. A mérési pontok a teljes sejt K* amplitidokat jelentik,
melyeket -80 mV tartasi fesziiltségrél +40 mV tesztpotencidlon mértiink. Az abra egy blokkolasi kisérletet
mutat be, ahol az 6todik depolarizacios impulzus utan () 0,05 pg/ml PiV-t tartalmazé oldattal perfundaltunk,
majd az aramamplitad6 stabilizalodott és ismét kontroll oldattal perfundaltunk (T). Az 4bra j6l demonstralja,

hogy a PiV hatasa reverzibilis.
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A teljes méregbdl mexikoi kollaboracids partnereink 8 toxin komponenst
izolaltak, melyeket Pil...Pi8—nak neveztiik el. Ezek 27-38 aminosavbol allnak,
molekulastlyuk 3795 és 4370 kozott van és 3 vagy 4 diszulfid hidat tartalmaznak.
Megvizsgaltuk az egyes komponensek Kv1.3 csatornara kifejtett hatasat ¢és
meghataroztuk ezen toxinok félhatasos dozisat. Ezen peptidek csatornagatlo
hatékonysdga nagyon kiilonb6zoének bizonyult. A Kv1.3 csatorndkra meghatarozott

disszociacios allandokat (Ky4) a 1. tablazat mutatja.

Toxin Kq 1. tablazat A Pandinus imperator skorpiod
Pil 9,7 nM mérgébdl izolalt toxin frakciok (Pil-8)
Pi2 44 pM félhatasos koncentracidja, illetve disszo-

- ciacios allanddgja a human T-limfocitdk
P13 0,5 nM

Kv1.3 csatorndinak gatlasa szempontjabol.

Pid 24,3 nM Az adatokat kiilonb6z6 toxin koncentraciok
Pi5 640 nM mellett  meghatarozott nem  blokkolt
Pi6 780 nM aramhanyadokhoz torténd illesztéssel nyertiik

- ; hasonléan az 5. abran bemutatottakhoz
Pi7 nem hatasos

. (n=3).
Pi8 nem hatasos

Kiilon figyelmet érdemel a Pi2 nevii komponens rendkiviili affinitasa miatt.
Eppen ezért ezt a peptidet részletes vizsgalatnak vetettiik ala. A peptidek elsédleges
szerkezetét a 2. tablazat mutatja. Kiemelném, hogy a Pi2 és a Pi3 elsddleges
szerkezete csak egyetlen aminosavban kiilonbozik egymastol: a Pi3—ban a hetedik
pozicioban prolin helyett glutaminsav van. Ennek fényében kiilonosen érdekes, hogy
disszociacids allanddjuk ilyen nagymértékben kiilonbozik egymadstdl. Ez szintén
felkeltette érdeklddésiinket, ennek érdekében tovabbi kisérleteket végeztiink (lasd

alabb).
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A Pandinus imperator toxinjainak elsédleges szerkezete:

1 2| 3| 4| 5| 6| 7| 8 9| 10| 11{ 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18| 19| 20| 21| 22| 23| 24| 25| 26| 27| 28| 29| 30| 31| 32| 33| 34| 35| 36| 37| 38
Pi1 LIVIKICIR|IGITISIDIC|IGIRI|IP|C|QQ|Q|T|GI|C|PIN|S|K|C|l [NIRIM|C|K|C|Y |G|C
Pi2 Tl [S|ICITIN|IPIK|Q|IC|Y|PHICIKIKIE|T|G|Y|PINIAIK|ICIM|N|R|K|C K |C |F |G|R
Pi3 TlilslelTN[Elk|alc|y[PH[c kK [K[E|T [c|y[PIN]alk[cMIN[R |k [c|k]|C|F [c]rR
Pi4 |l |[EJA|l [IRICIG|IG|SIRIDIC|Y|RIPIC|IQ|IKIRIT|G|C|PINJAIK|C |l [N|K|T |C|K|C|Y |G|C|S
Pi5 VIAIK|ICIS|IT|SIE|IC|GIHIAIC|QIQIA|GIC|IRIN|S|GIC[R|Y|G|S|C]|I |C|V |G|C
Pi6 VIDIAICIY EIAICIMIHIHIHIMIN|(S DID|C|l [E|A|CIKIN|P |V |P
Piz [D[E[A]I [Rlc|T[c[T|k [p]cly i [P[c|R|Y[I [T[clc|F [N[s[R|c]i [N|k[s|clk|c]y |c]c]|T
Pi8 DIP|l ICILIE|VIC|l |QH|IT|GIN|P|RIE|C|E |E|A|C ?
2. dbra Az inaktivalt allapotbol
visszatért csatornak hanyadanak
meghatarozasa. Az elsé impulzust ebben
< 1500 — csucs, az esetben 8 masodperccel koveti egy
? masodik impulzus, mely altal kivaltott
g 1000 — cstics aram amplitiddja (csucs,) jelentOsen
i = alacsonyabb az elsonél (csucs,), hiszen a
§ 500 — csatornak jelentds hanyada ekkor még
%, ss inaktivalt allapotban van. Az inaktivalt
= 0 e — allapotbol visszatért hanyad (VH) az
0 1.9 10 alabbi képlettel hatdrozhatd meg:
id (s) VH = (cstcs,-SS)/(cstcs;-SS;), ahol

SS, az egyensulyi aramot jelenti az elsd

impulzus végén.

A K" aram gatlasanak karakterizalasa utan azt vizsgaltuk meg, hogy a PiV

hogyan befolyasolja a K™ csatorna kapuzasi mechanizmusait. Ezek koziil a K"

1.7 r . r .o r o + 7 SR e g ey . o1 rey
vezetoképesség fesziiltségfiiggésére, a K™ aram aktivacios €s inaktivacios kinetikdjara

a PiV nem volt hatassal. Lényeges valtozast tapasztaltunk azonban az inaktivaciobol

vald visszatérés kinetikdjaban. A mérés technikdjat illetéen fontos, hogy a Kvl1.3

tipust csatorndk depolarizacio hatdsara kinyilnak, majd amennyiben a depolarizacios

impulzust tovabbra is fenntartjuk, akkor a csatorndk inaktivalédnak (2. abra). Az

inaktivacié az egész—sejt aram amplitidojanak csokkenésében nyilvanul meg, hiszen

inaktivalt allapotban a csatornak nem vezetnek. Amennyiben egy tesztimpulzus utan

egy masikat alkalmazunk olyan rovid idével, ami alatt a csatorndk egy része nem tér
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vissza az inaktivalt allapotbdl, akkor a masodik impulzus hatdsara kialakul¢ aram
amplitidoja kisebb lesz az elézénél. Ilyenkor az inaktivalt allapotbdl visszatért

csatornak hanyada (VH) meghatarozhat6 a kovetkezd képlet alapjan:

VH= (csucs;-SS)/(csucs;-SSy)

,ahol csucs; és cstcs,; az elsd és a masodik impulzus altal kivaltott &ram maximumat,
SS; pedig az elsé impulzus végén folyd egyensulyi aram amplitidojat jelentik. Az
inaktivalt  allapotbol  vald  visszatérés  kinetikajat  jellemzéd  iddallando
meghatarozasdhoz a visszatért dramhéanyadot az impulzusok kozott eltelt 1do
fiiggvényében abrazoltuk, és a pontokhoz egy egy exponencidlis tagot tartalmazo
fiiggvényt illesztettink: VH(t)=1—-¢". Az inaktiviciobol torténd visszatérés
kinetik4jat meghataroztuk kontroll koriilmények kozott és PiV jelenlétében is (3.
abra). Az illesztés eredményeként kapott idéallandok mutatjak, hogy PiV jelenlétében
az inaktivalt allapotbdl torténd visszatérés kinetikdja felgyorsult. Ez arra utal, hogy a
PiV egyes komponensei az inaktivalt csatorndhoz is kotve maradnak és destabilizaljak

a csatornak inaktivalt allapotat.

3. abra A PiV hatdsa a Kvl.3 tipusu
csatornak  inaktivalt  allapotbol  valo
visszatérésének kinetikajara. Az inaktivalt
allapotbol  visszatért csatornak hanyadat
(VH) a 2. éabran szemléltetett modszer
alapjan hataroztuk meg kontroll kdriilmények
kozott (O) és 20 ng/ml PiV jelenlétében (@)
(n=3+SEM). A tartofesziiltség -100 mV volt,

VH

amin minden impulzuspar koézott 120 s-ig

tartottuk a sejtet és ezutan +40 mV-ra

0 10 20 30 40 50 60 depolarizaltunk fél masodpercig. A kapott

Tesztimpulzusok kozott eltelt idd (s) ~ pontokhoz egyszerii exponencialis

fiiggvényeket illesztettiink.
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A Pi2 rendkiviil nagy affinitassal k6tédik a Kv1.3 csatornakhoz

A 4. 4dbra A része egy human limfocita teljes sejt aramat mutatja be kontroll
koriilmények kozott. A tartofesziiltség —80 mV volt és kiilonbozd tesztfesziiltségekre
depolarizaltunk. Az abra B része ugyanezen sejt teljes sejt aramat mutatja S0 pM Pi2—
vel torténd perfizio alatt. Az 4bran lathato, hogy 50 pM Pi2 koriilbeliil felére

csokkentette a teljes sejt K dramot.

—~ 2000 A —~ 2000 B
< <
e =
£ 1500 | £ 1500 |-
Y o
© “©
¢ 1000 | ¢ 1000 -
5 pea————
@ 500 o 500 e
9 T T Q
© °© ]
[ 0 : ‘ ‘ , = 0 : . : ‘
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
1d6 (ms) Idd (ms)

4. abra A Pi2 kis koncentracioban is hatékonyan blokkolja a human limfocitak fesziiltségfiiggd K"
csatornait. A rész: Egy periférias human limfocita teljes sejt arama kontroll oldattal torténd perfuzid
alatt. 50 masodpercenként depolarizaltunk 50 ms id6tartamig -80 mV-rdl el6szér -70 mV-ra, majd a
depolarizaciods fesziiltséget 10 mV-onként emeltiik +50 mV ig. A jobb attekinthetdség kedvéért csak
bizonyos impulzusok altal kivaltott aramokat mutatok be ezen az abran (-70, -50, -30, -10, 10, 30, 50

mV). B rész: Ugyanezen sejt aramai 50 pM Pi2 jelenlétében.

A gatlas  pontos jellemzéséhez ¢és a gatlas  sztochiometridjanak
meghatarozdséhoz megvizsgaltuk a Pi2 ¢és a Pi3 altal létrehozott blokk
koncentraciofiiggését (5. abra A és B része). Kiilonbozo extracellularis Pi2, illetve Pi3
koncentraciok mellett meghatdroztuk a toxin jelenlétében mért aramamplitadok (I) és
a kontroll oldatban mért aramamplitidék hanyadosat (I,). +50 mV-os depolarizalo
impulzusokat alkalmaztunk 50 ms—ig -120 mV—os tartéfesziiltségrél. A megmarado
aramhanyadokat (I/Ip) abrdzolva a Pi2 koncentracio fliggvényében megkaptuk a
dozis—hatas gorbét. Mivel a peptid toxinok tobbsége 1:1 sztdchiometriaval kotddik az
ioncsatornakhoz elészor az ennek megfeleld fiiggvénnyel illesztettiik a mérési
pontjainkat. A I/I,=K4/(Kq+[Tx]) fiiggvénnyel igen j6 illeszkedést kaptunk, vagyis az
1:1 sztdchiometriaja modell helytdllonak bizonyult. Ez azt jelenti, hogy egy K"
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csatorndhoz egy toxin molekula kotédik és igy hozza létre a blokkot a ChTx—hoz
jeloli. A fiiggvénybdl meghatarozott disszociacids allandé értéke Kgpip = 44 pM lett
Pi2, mig Kgpiz=795 pM lett Pi3 estében. Ennek alapjan megéllapithatjuk, hogy
mindkét toxin nagy affinitdssal kotddik a Kv1.3 tipust csatorndhoz, kiilonosen a Pi2,

melynek disszociacios allanddja rendkiviil alacsony.

o

1 10 100 1000 0,1 1,0 10,0 100,0
Pi2 koncentracio (pM) Pi3 koncentracié (nM)

5. abra A Pi2 és a Pi3 dozis-hatas gorbéje. A nem blokkolt csatornak hanyadat abrazoltam a Pi2 (A

s

adja meg, ahol I, a gatlas el6tti aramamplit(ido és I az aram amplitiddja a megfeleld toxin alkalmazott

koncentracioja mellett. A kapott pontokat az I/1, = K¢/(K4+[Tx]) képlettel illesztettem, ahol [Tx] a toxin

cres

Pi2, mig 795 pM a Pi3 esetében a disszociacios allandora. A tartofesziiltség -120 mV volt, ahonnan +50

mV-ra depolarizaltunk.

A Pi2 és a Pi3 altal létrehozott blokk fesziiltségfiiggetlen

A PiV altal 1étrehozott blokk fesziiltségfiiggésének vizsgalata utan hasonlo
vizsgéalatnak vetettiik ala a Pi2 és a Pi3 nevil toxinokat is. A Pi2 netté 7 pozitiv
toltéssel bir, a 24. pozicidban lizint tartalmaz, mely lizin ekvivalens a ChTx 27—es
lizinjével, ami elengedhetetlen Shaker tipusi K’ csatorndhoz valé kotédéshez.
Emellett szdmos mdas aminosav is befolyasolja a Kv1.3 tipust csatorndhoz valo
kotodést. Kiilonbozo  fesziiltségekre  depolarizalva  hataroztuk meg az

aramamplitadokat, kontroll koriilmények kozott és Pi2 jelenlétében, melyeket a
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fesziiltség fliggvényében 4abrazoltunk (6. ébra A része). Méréseink soran
meghataroztuk a megmaradd aramhanyadot is (MAH) kiilonbozé tesztfesziiltségek
mellett (6. abra B része). MAH=I/I,, ahol I, jelenti a kontroll aram amplitadojat, I
pedig az aram amplitidojat 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 Pi3
vizsgalata sordn ugyanezt az eredményt kaptuk. A blokk fesziiltségfiiggetlen volta azt
jelezheti, hogy a toxin receptora nem mélyen a csatorna szdjadékaban, hanem
felszinesen, a membran elektromos erdterétdl tavol van. Masik lehetdség az, hogy a
membranpotencidltol fliggd gatlasi egyensuly kialakuldsahoz joval tobb 1dd
sziikséges, mint ami a membranpotencial valtozds kezdetétdl a cstcsaram

kialakulasaig rendelkezésre all (lasd a megbeszélésben).

A B
2000 Kontroll +50 pM Pi2
—=— +Pi2
2 0,6 —
£
& o F
G = T b
3 L2 * *
S
2 04 F
(@)
O —
| | | | | | | L
-80 -40 0 40 0 20 40 60
Teszt fesziiltség (mV) Teszt feszlltseg (mV)

6. dbra A Pi2 altal létrehozott blokk fesziiltségfiiggetlen. A rész: Aramamplitidok a tesztfesziiltség
fiiggvényében kontroll koriilmények kozott és 50 pM Pi2 jelenlétében. B rész: Megmarado
aramhanyadok kiilonb6z6 tesztfesziiltségeknél 50 pM Pi2 hozzaadasa utan. A megmaradd
aramhanyadokat az I/I, képlettel szdmoltam, ahol I, a kontroll aram amplitadojat jelenti I pedig az
aram amplitadojat Pi2 jelenlétében. -120 mV-os tartofesziiltségrol 0 mV-ra +30 mV-ra és +60 mV-ra
depolarizaltunk 50 ms-ig. A kapott pontokhoz egyenest illesztettiink, melynek a meredeksége

1,7x107° 1/mV-nak adédott.
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..........

A Pandinus imperator skorpié toxinok hatdsa a Kvl.3 tipusu csatornakra
kimoshaténak bizonyult. Toxint nem tartalmazo extracellularis oldattal torténd
perfuzioval az eredeti d&ram amplitado tér vissza. Az alacsony Ky és a viszonylag
gyors kimosasi kinetika rendkiviil gyors asszociacios ¢€s disszocidcidos sebességi
allandokat feltételez a Pi2 esetében. Ennek pontos tisztdzdsara meghatdroztuk a Pi2
bemosasi ¢és a kimosasi kinetikdjat teljes sejt konfiguracioban (7. dbra). A jo iddébeli
felbontas érdekében 15 masodpercenként depolarizaltuk a sejtet mindossze 8 ms—ig.
Az alkalmazott protokoll nem vezetett kumulativ inaktivacidhoz, amit jol mutat, hogy
kontroll koriilmények kdzott az aram amplitudok allandé értéket mutatnak a sorozatos
ingerlés ellenére. A perfuzios rendszeriinket ezen kinetikai kisérletek soran minden
esetben az adatgyiijto szoftver altal vezérelt magnesszelepekkel vezéreltiik.

A mérést a teljes sejt konfiguracidba 1épés utan csak akkor inditottuk, amikor
az dram amplitadod stabilizalodott. A teljes sejt aram amplitudokat a toxinnal torténd
perfuzid inditdsa utan az 1d6 fliggvényében abrazoltuk (7. dbra B rész) és egyszeri
exponencialis fliiggvénnyel illesztettiik: A(t)=Bxexp(-t/Tgg)+C, ahol A(t) az aram
amplitiddja t iddpontban, C a csicsdram az egyensulyi blokk kialakuldsa utdn és
B=A(t=0)-C. A Pi2 blokk kialakulasat jellemz6 idéallandéra (Tgg) 58+7 s—ot kaptunk
(n=7). Az egyensulyi blokk kialakulasa utan ismét kontroll oldatot aramoltattunk a
sejtre, mikdzben az adatgytijtést folytattuk (7. dbra C rész). Az igy kapott dram
amplitidokat hasonloképpen dabrazoltuk és szintén egyszerli exponencialissal
illesztettiik: A(t)=Bx(1-exp(-t/Tki)+C, ahol B=A(t=00)-C (7. &dbra D rész). Az igy
kapott idéallandod (Tk;) 158421 s (n=7).

A Pi3 éltal létrehozott blokk szintén reverzibilisnek bizonyult. A Pi3 blokk
kialakulasdnak ¢és megsziinésének kinetikajat szintén meghataroztuk az elébbi
modszerrel, 0,5 nM Pi3 alkalmazasaval. A blokk kialakulasat jellemz6 idéallandonak
(Tsg) 53+3 s—ot (n=8) kaptunk. A blokk megsziinését jellemzd idéallando (Tk;) pedig
80+6 s—nak bizonyult Pi3 estében (n=7).
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1

+50 pM Pi2 4000 +50 pM Pi2
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7. abra A Pi2 bemosasi és kimosasi kinetikaja. -120 mV-os tartofesziiltségrol depolarizaltuk a sejtet
+50 mV-ra 8 ms-ig 15 masodpercenként. A perfuzids rendszert ezen kisérleteknél magnesszelepekkel
vezéreltilk az adatgylijtd programbol. 4 rész: Teljes sejt aramok 50 pM Pi2-vel torténd perfuzio
kezdetétdl. B rész: Az A részben bemutatott teljes sejt aramok amplitadoi a Pi2-vel torténd perfazio
kezdetétol eltelt ido fiiggvényében. C rész: Teljes sejt aramok a kontroll oldattal torténd perfuzio
kezdetétol. D rész: A C részben abrazolt aramok amplitidd a kontrol oldatra torténd valtastol eltelt
id6 fiiggvényében.

Mindkét esetben a kapott iddallandokbol a kovetkezd  képletek

felhasznalasaval szamitottuk ki az asszociacios (koy) €s disszociacios (korr) sebességi

allandokat, valamint az ezekbdl szamitott K —ket:

1 —Tae x korr

kon =
Tsex[Tx]
korr = L ,
Tk
K- korr .
kon

A kapott sebességi ¢s disszociacios allandokat a 3. tablazat tartalmazza.
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oldat kon (M's™ korr (™) Kq

NR 2.18x10° 6.33x107 29 pM
Pi2

MI 6.90x10° 17.7x107 2558 pM

NR 1.28x10’ 12.5x107° 0.97 nM
Pi3

MI 3.98x10° 18.0x107° 452 nM

3. tablazar A Pi2 és a Pi3 kotddését jellemzd allandok normal Ringer (NR) oldatban és magas

ionerdsségli (MI) oldatban.

Elektrosztatikus kolcsénhatasok befolyasoljak a Pi2 és a Pi3

csatornahoz koétéodését

Tanulmanyoztuk, hogy a pozitiv toltésti toxinok és a negativ toltést
csatornaszdjadék  kozott  kialakuld  elektrosztatikus  kolcsonhatasok  hogyan
befolyasoljak a Pi2 és a Pi3 kotddését. Ezekhez a kisérletekhez magas ionerdsségi
kiils6 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 ozmolaritasat allando értéken
tartottuk. Ez a modositds az ionerésséget 1,4 szeresére emelte meg. A magas
ionerdsségli oldatban gyengébb kdlcsonhatds alakul ki azonos toltéseket és azonos
tavolsagot figyelembe véve, mert a toltések kozotti dipdlusok orientdldédnak a kiilsé
elektromos erétérnek megfelelden €s igy sajat elektromos erdteriik sszegezve a kiilsd
térrel egy kisebb eredd elektromos térerdsséget eredményez. Ebben a magas
ionerdsségli oldatban is meghataroztuk az asszocidcios és a disszocidcios sebességi
allandokat és Osszehasonlitottuk a kapott eredményeket a normal Ringer oldatban

mért értékekkel (3. tablazat). A magas ionerdsségli oldatban mindkét toxin
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asszociacios sebességi allanddja 32—ed részére csokkent. A Pi2 disszocidciods

sebességi allandodja 2,8 szeresére, mig a Pi3—¢ 1,4 szeresére nott.

A Pi3 haromdimenziés szerkezete

A Pi2 NMR spektroszkdpidval meghatdrozott haromdimenzids szerkezetét
(86) alapul véve mexikoi kollaboraciés partnereink elkészitették a Pi3
haromdimenziés modelljét (lasd: anyagok és moddszerek). Ez a modell gyakorlatilag
teljesen megegyezik a Pi3 nemrég megjelent NMR spektroszkopidval elkészitett
modelljével (92).

A Pi2 és a Pi3 elsodleges szerkezete csak egy aminosavban kiilonbdzik (7.
prolin helyett glutaminsav a Pi3—ban), de a disszocidcios allanddik kozotti kiillonbség
mégis 18 szoros. Ezt a tényt két lehetséges ok magyarazhatja:

1. Ez az oldallanc kitiintetett szerepet jatszik a csatornahoz valé kotddésben és a
Pi3—ban jelenlévé negativ toltésti glutaminsav a csatorna egy negativ toltési
oldallancaval keriil szembe.

2. Ugyanezen negativ toltésti oldallanc a toxin molekulan beliil hat kdlcson egy
masik toltott oldallanccal.

Ennek tisztazasara a Pi3 haromdimenzios struktirdjanak 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 taldlhatdé glutaminsav és a 24. pozicidoban 1évd, a
csatorndhoz valdé kotddésben kulcsfontossaghi  lizin  kozott  kialakuld  séhid
kialakulasdnak (9. 4abra). Ezen sohid kialakuldsa okozhatja a disszociacids
allandokban jelentkezd jelentds kiilonbséget. Ez nem meglepd, ha figyelembe
vessziik, hogy ez az az aminosav csatorna szdjadékaba legmélyebben meriil be (93).
Ez az aminosav ekvivalens pozicioban van a ChTx 27—es lizinjével (70) és a NxTx—

ban a 28. pozicioban talalhato (94).
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9. abra A Pi2, a Pi3, a vad tipusu ChTx és a Ser-10-Asp mutans ChTx haromdimenziés szerkezete.

A rész: A Pi2 szerkezete a 24-es lizin (ciklamen szin{i szénatommal) irdnyabol nézve. Fehér szinnel
vannak jelolve a kotédésben fontos szerepet jatszo egyéb aminosavak szénatomjai. Balrol jobbra:
Phe33, Lys31, Met26 és Asn27. A Pro7, mely megkiilonbdztati a Pi3-at a Pi2-tdl tlirkizkék szinii. Az
oxigén pirossal, a nitrogén kékkel és a kén sargaval van jelolve. B rész: A Pi3 szerkezete ugyanabbol
a nézetbdl, ahonnan a Pi2-t mutatja be az A rész. A szinkodok szintén azonosak. A Glu7 és a Lys24
kozott kialakulo sohid jol megfigyelhetd. C rész: A vad tipusu ChTx szerkezete hasonlo nézetbdl. A
szinkodolas hasonld az elézéekhez figyelembe véve, hogy az el6z6 toxinok 7-es pozicidja itt 10-
esnek felel meg. Ezen a helyen a ChTx-ban szerin van (tiirkizkék szinnel). A Lys 27 ciklamen szinii
szénatommal van jelolve. Az A és a C rész 0sszehasonlitasaval megfigylehed a Pro7 (Pi2) és a Ser10
(ChTx) hasonl6 helyzete. D rész: A Ser-10-Asp mutans ChTx szerkezete ugyanabbol a nézetbdl. A
szinkodok azonosak a C részben hasznaltakkal, azzal a kiilonbséggel, hogy itt szerin helyett
asparaginsav van tlirkizkékkel jelolve. A Lys27 és az Asp10 kozott kialakulo s6hid nagyon hasonlit a

Pi3 sohidjahoz, és valdsziniileg ez okolhato az affinitascsokkenésért.
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A ChTx Ser10Asp mutacioja hasonlé valtozast okoz a toxin
szerkezetében, mint ami a Pi3—-ban a Pi2 természetes mutansaban

megfigyelheto

Goldstein és munkatarsai korabban készitettek egy olyan ChTx muténst,
melyben a 10. pozicidban aszparaginsav van szerin helyett (70). Kvl.1 tipusa
csatornahoz vald kotddést vizsgalva azt talaltak, hogy a Ser10Asp mutans affinitasa a
vad tipusu toxin affinitasanak 1500—ad részére csokken. Amennyiben a Pi2 és a ChTx
elsddleges szerkezetét megvizsgaljuk, megfigyelhetjiilk, hogy a Pi2 7. pozicidja
megfelel a ChTx 10. pozicidjanak (10. abra).

Figyelembe véve azt, hogy a Pi3—ban ebben a pozicioban 1évd negativ
toltéssel bird aminosav a kordbban leirtaknak megfelelden sohidat képez a csatorna
szdjadékaba mélyen bemeriild pozitiv toltésii lizinnel felmertilt benniink, hogy a ChTx
fenti mutacidja is hasonl6 konformacié valtozast hoz l1étre, ami részben, vagy teljesen
magyarazhatja az eltéré affinitdst. Ennek tisztdzasara a kollaboracids partnereink
elkészitették ezen mutans haromdimenzids modelljét a ChTx—bdl kiindulva (9. abra).
Varakozasunknak megfeleléen a mutans 10. pozicigjaban 1évé aszparaginsav
elektrosztatikus kolcsonhatasnak megfeleld kozelségbe keriil a pozitiv toltési

lizinhez, sohid alakul ki kozottiik.

A Pi2, a Pi3, a ChTX és a S10D ChTx mutans elsédleges szerkezete:
12 3 4 5 6 7 8 91011 12 13/14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 2425 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
Pi2 TI1I SCTNPKQCYPHCKEKETGYPNAKCMNREKTCECEKTCTFGR
Pi3 TISCTN:EKQCYPHCKKETGYPNAII(CMNRKCKCFGR
12 3 45 6 7 8 9 10111213 14 15 1617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27|28 29 30 31 32 33 34 35 36 37
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10. dbra A Pi2, a Pi3, a ChTx és a Ser-10-Asp mutans ChTx elsédleges szerkezete. Mindharom toxin
harom diszulfid hidat tartalmaz, melyek a kdvetkez6 ciszteinek kozott jonnek 1étre: 4-25, 10-30, 14-32.
Jol lathaté, hogy ha a diszulfidhidaknak megfeleléen fedésbe hozzuk a fenti toxinok
aminosavsorrendjét, akkor a Pi2 és a Pi3 7. pozicidja a ChTx-on a 10-nek felel meg, illetve a 24. a 27-

nek.
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A Pi2 befolyasolja a Kv1.3 tipusu csatornak inaktivalt allapotbol valo

visszatérését

A PiV-nek a Kv1.3 tipust csatornak inaktivalt allapotbol valo visszatérésére
kifejtett hatasanak az ismeretében (95) megvizsgaltuk a Pi2 és a Pi3 esetleges hasonlo
hatdsat. A mérés soran 1 madasodperc hosszu depolarizacios impulzusokat
alkalmaztunk kiilonb6z6 iddintervallumokkal 1 és 60 mdasodperc kozott. Az 1
masodperces depolarizacid elegendd a Kv1.3 csatorndk esetében ahhoz, hogy elérjiik
az egyenstlyi aramot és igy a K' csatorndk nagy részét inaktivaljuk. Az
impulzusparok kozott 80 masodpercet vartunk —120 mV—-os tartofesziiltségen, hogy a
csatornak az inaktivalt allapotbol maradéktalanul visszatérjenek zart allapotba. Az
inaktivalt allapotbol visszatért csatornak hanyadat (VH) a korabban ismertetett médon
hataroztuk meg (lasd a 2. &brat). Egyszerli exponencialissal vald illesztés
alkalmazaséval hataroztuk meg a visszatérés iddallanddjat: VH(t)=1-exp(-t/T). Az
inaktivalt allapotbol vald visszatérést a Pi2 gyorsitja, amit jol mutat, hogy az
idéallando 15,42+1,87 s-rol 10,42+1,04 s-ra csokkent 50 pM Pi2 jelenlétében
(p<0,0028, n=6) (8. abra).

8. abra 50 pM Pi2 hatasa a Kvl1.3 tipusu
csatornak inaktivalt allapotbol vald
E visszatérésére. Egy masodpercig tartd +50 mV-os
depolarizaldé  impulzusparokat  alkalmaztunk
kiilonb6z6 impulzusok kozotti idével (1-60 s). Az

impulzusparok kozott 80 masodpercig -120 mV-

§ on tartottuk a sejtet, hogy a csatorndk az
] ° = kontroll inaktivalt allapotbdl visszatérjenek. Az inaktivalt
i = =50pMPi2 allapotbol visszatért hanyadot (VH) a 2. abran
ismertetett modszerrel hataroztuk meg. A VH-ot

O T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 g0 kontroll koriilmények kozott (@) €s S0 pM Pi2
Impulzusok kozétt eltelt idd (s) hozzdadasa wutan (H) hataroztuk meg ¢és
abrazoltuk  (n=3, atlagtSEM).  Egyszer

exponencialissal jo illeszkedést kaptunk.
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A Pi2 és a Pi3 Kvl.3 tipust csatorndhoz val6 affinitasaban (K4) 18 szoros
kiilonbség van, mig csak egy aminosavban kiilonboznek. Ennek ismeretében
vizsgaltuk meg azt, hogy az inaktivalt allapotbol valo visszatérést hasonldé mértékben
befolyasoljak—e. Barmely kiilonbségért valoszintileg a 7. pozicidban 1évé kiilonbozd
aminosavak tehetdk feleldssé.

Az elézéekben mar bemutattam, hogy az inaktivalt allapotbol valo visszatérés
kinetikaja egyszerii exponencialis folyamattal irhato le fliggetleniil attol, hogy Pi2,
illetve Pi3 jelen van—e az oldatban. Mivel a kinetika valtozatlan, ezért elegendd egy
meghatarozott idOintervallum mellett O0sszehasonlitani a Pi2 ¢és a Pi3 hatdsat az
inaktivaciobol torténd visszatérésre. A 7 madasodperces intervallumot azért
valasztottuk, mert a visszatért hanyad itt 0,5 kozelében van. A toxinokat félhatasos
dozisban alkalmaztuk. A tartofesziiltség —120 mV volt. Az inaktivaciobdl visszatért
hanyadot a korabban ismertetett modon hataroztuk meg. A 7 s alatt visszatért hanyad
0,5340,03 volt kontroll koriilmények kozott és 0,56+£0,03 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 valtozés
szignifikdnsnak bizonyult Onkontrollos t—probaval. Az inaktivalt allapotbdl valo
visszatérés kinetikdjanak kiilonb6z6 mértékben vald befolydsolasa az egyetlen

kiilonb6z6 aminosavnak tulajdonithatd a Pi2—ben és a Pi3—ban a 7. pozicioban.

A Pi2 depolarizalja a sejtmembrant

A human limfocitdk membranpotencidljanak fenntartasaban a fesziiltségfiiggd
K" csatornak fontos szerepet jatszanak. Ezen csatornak nyitdsa a K~ permeabilitas
novekedését okozza, ami hiperpolarizaciét eredményez, illetve a csatorna
blokkoléasaval depolarizacié hozhaté 1étre, ami meggatolja a limfocitak aktivacigjat. A
K" csatornak tanulmanyozasanak fontossagat hangsulyozza, hogy a K' csatornak
gatlasdnak terdpias alkalmazasi lehetdségei vannak, ugyanakkor a blokkoldk
hatdsmechanizmusanak tanulmanyozdsa soran Ilehet6ség nyilik a csatornak
szerkezetének ¢és miikodésének pontosabb megismerésére. Megvizsgaltuk, hogy a Pi2

befolydsolja—e a human limfocitdk membranpotencialjat. Ugyanis depolarizalt
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rer

végbe, igy a membranpotencial befolyasolasaval lehetdség nyilik a limfocita aktivacid

specifikus gatlasara. Oxonollal jelolt human limfocitdk membranpotencialjat &ramlési

citométerrel mértiik meg 50 pM Pi2 jelenlétében €s kontroll koriilmények kozott (11.

abra). A Pi2 hozzdadasa utdn mar 1,5 perccel membranpotencidl depolarizacioja

figyelhetd meg. Ez az eredmény 6sszhangban van patch—clamp méréseinkkel.

120 4

100 —

80 —

60 —

Sejtek szama

40 -

20 —

/\\W\NM\’\’\%.. \

VIR

N

| | | |
50 100 150 200

Fluoreszcencia intenzitas

|
250

11. dabra A Pi2 depolarizalja a human
periférias limfocitdkat. Kontroll sejtek
(szaggatott vonal) és Pi2-vel kezlet sejtek
fluoreszcencia jelintezitasa masfél
(pontozott vonal) és 3 perccel (folytonos
vonal) a Pi2 hozzdadasa utan. A kisérletet
szobahdmérsékleten végeztik. A sejteket
membranpotencial  érzékeny oxonollal
jeloltik. A novekvd fluoreszcencia jol
mutatja a  membrdn  sejtmembran

depolarizaciojat.
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A csatornablokkolé anyagok két csoportra oszthatok: podrusblokkolok és
kapuzast befolyasolé anyagok. A csatornaporus blokkolok a csatorna szdjadékaba
kotddnek be, és igy akadalyozzak meg a megfeleld ionok dramlasat a csatornan at. A
skorpié toxinok ezen utobbi csoportba tartoznak, a gatlas sztdchiometridgja 1:1.
Adataink szerint az Aaltalunk részletesen tanulmanyozott Pi2 ¢és Pi3 is 1:1

sztochiometriaval gatolja a K™ aramot a kovetkezOk alapjan:

1. Mindkét toxin dozis—hatds gorbéje jol illeszthetd az egy csatorna egy toxin
molekulat feltételez6 modellel (5. abra).

2. Ezen toxinok be és kimosdasi kinetikdja egyszerli exponencidlis fliggvénnyel
jellemezhetd. Ez azt mutatja meg, hogy az asszocidci6é folyamata latszélagosan
elsdrendd, a disszociacio pedig elsérendi reakceio.

3. Mind a Pi2, mind a Pi3 disszociacids allandojat meghataroztuk egyensulyi blokk
modszerrel és kinetikai modszerrel is az asszociacios— €s disszociacids sebességi
allandokbol szamolassal. Az elsé moddszerrel Kgpip=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 disszociacids allandok hasonldak szintén az egy csatorna egy toxin

modellt tAmasztjak ala.

Azon esetekben, amikor a blokkold nettd toltéssel bir és kotéhelye mélyen
helyezkedik el a membran elektromos eréterében a blokkolas mértéke fesziiltségfiiggd
lehet. Fesziiltségfiiggd blokk esetén, ha a pozitiv toltésli toxin pozitivabb
membranpotenciadloknal a csatornahoz kisebb affinitassal kotddik. Ebben az esetben a
disszociacios allandot (Kg4) az alabbi képlet segitségével lehet kiszamolni a nulla mV

membranpotencidlon mért disszociacids allandobol (Kqo):

OIXAV xZxF

Ki=Kioxe  rxr
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,ahol AV a membranpotencial, Z a toxin toltése, F a Faraday alland6, R a
gazalland6é ¢és T a homérséklet. Az egyenletben szerepld 6 pedig megmutatja, hogy
milyen mélyen van a toxin kétohelye a membran elektromos erdterében.

A PiV erdsen fesziiltségfiiggd blokkot okoz idegrostokon (89). Méréseink szerint
azonban sem a PiV, sem a Pi2, sem a Pi3 nem esetében nem mutathatd ki
fesziiltségfiiggd blokk annak ellenére, hogy mindkét toxin és 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 fesziiltségfliggés kimutatasa a
csatornak kapuzasi sebessége és a gatlas sebessége kozotti id6 ardnytalansaga

miatt nem lehetséges.

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

------------

rrrrrrrrrrrr

jellemzd iddallandok viszont s—os tartomanyban vannak. Ennek megfeleléen
valoszinii, hogy az 1d6, ami a depolarizacio kezdetétdl a teles sejt aram maximumaig
eltelik nem elegendd az adott membranpotencidlra jellemzd equilibrium
kialakulasdhoz. Mi pedig a blokk mértékét a teljes sejt aram maximumaibol tudjuk
csak meghatarozni kiilonboz6é fesziiltségekre torténd depolarizalas esetében. Egy
korabbi kozleményben Goldstein és Miller olyan ChTx mutansokat alkalmaztak a
gatlas fesziiltségfiiggésének kimutatasara, illetve tanulményozédsira, melyek
disszociacids sebességi allandoja nagyon magas (91). Ezen mutansok alkalmazésaval
a blokkolas fesziiltségfliggése kimutathat6 a kiilonb6z6 fesziiltségeken egy impulzus
alatt mért gatlasi kinetikabol. Ezek alapjan a 2. magyarazatot tatjuk helyesnek, azaz a
gatlas csak latszolagosan fesziiltségfiiggetlen.

A Pi2 és a Pi3 elsodleges szerkezete rendkiviili hasonlosagot mutat:
minddssze egy aminosavban kiilonboznek egymastol. A Pi3—ban a 7. aminosav
glutaminsav szemben a Pi2—ben taldlhato prolinnal. Nagyon érdekes tény, hogy ezen
minimalis kiilonbség ellenére a Pi3 disszociacios allandoja 18 szorosa a Pi2—ének.

Ennek a kiilonbségnek az oka az asszociacios sebességi allandok kiilonbségébdl
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adodik leginkéabb, hiszen a Pi3 ezen paramétere 17—ed része a Pi2—ének, ugyanekkor
a disszociacids sebességi allandoja csak a kétszerese.

A disszocidcids sebességi allando kisfoku valtozésa azt mutatja, hogy ezen
aminosav csere nem befolydsolja a csatorna és a toxin kozott kialakulod sztérikus
kolcsonhatasokat, tehat nem jon 1étre ennek kovetkeztében sztérikus gatlas (70).

Ugyanakkor ez a mutacio csokkenti a toxin toltését, hiszen a Pi2 7, mig a Pi3
6 nettd pozitiv toltéssel bir. Ez természetesen befolyédsolja a negativ csatornaszajadék
¢€s a pozitiv toxin kozott kialakuld nagytavolsagu elektrosztatikus kdlcsonhatast. Ezen
kolcsonhatast tobb szerz6 kordbban mar részletesen tanulmanyozta toxin és csatorna
mutansok segitségével (68; 70-72; 96). Az elektrosztatika torvényszertiségei miatt a
toltés valtoztatasa az asszocidcios sebességi allandot befolyasolja. Ennek megfelelden
a ChTx (68; 70) ¢s a az Iberiotoxin (72) esetében a toltés csokkentése az asszociacids
sebességi allandot csokkentette. Hasonloképpen negativ toltésii oldallancok cseréje
neutralisara vagy pozitiv toltéstire a toxin kotéhelyének kozelében (422—es pozicio a
Shaker csatornan) az asszociaciés allandot csokkentették a ChTx (70) és a Lg2 toxin
esetében (71). Sajat kisérleteink alapjan a nettd hat pozitiv toltéssel rendelkezé Pi3
asszociacios sebességi allanddja 17—-ed része a Pi2—ének, amely netté hét pozitiv
toltéssel bir. Ugyanekkor a disszociacids sebességi allandok hasonld nagysagrendben
vannak (3. tablazat). Mindezidaig eredményeink megfelelnek az elektrosztatikai
kolcsonhatasok ismeretében varhato eredményeknek. Ezen modell alapjan a

kovetkezdket varhatjuk még:

1. az oldat ionerdsségének novelése csokkenti az asszocidcios sebességi allandokat,
hiszen ilyen kozegben azonos toltések kozott azonos tavolsagban kisebb erd
ébred,

2. ezen hatas a Pi2 estében kifejezettebb kellene, hogy legyen, hiszen a Pi2 nagyobb

toltéssel rendelkezik.

Meérési eredményeink alapjdn az asszociacids sebességi allandok valdban
csokkentek a magas ionerdsségii oldatban (3. tablazat). Ezzel egy idoben viszont azt
tapasztaltuk, hogy az asszociacids sebességi allandok hasonldé mértékben érzékenyek
a kornyezet ionerdsségének a novelésére: az ionerdsség 1,4 szeres novelése 32—ed

részére csokkentette mind a Pi2, mind a Pi3 asszociacios sebességi allandojat. Ez azt
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mutatta meg szamunkra, hogy a nagytavolsagu elektrosztatikus kdlcsonhatasok fontos
szerepet jatszanak a toxin kotédésében, de ehhez a Pi3—ban 1évd glutaminsav nem
jérul hozza szamottevé mértékben hasonloan a Park és Miller altal ChTx mutansokkal
tapasztaltakhoz (68). Ezek alapjan a nagytavolsagl, toxin és a csatorna kozott
kialakul6 elektrosztatikus kolcsonhatasok nem tehetdék feleldssé a Pi3 alacsony
asszociacios sebességi allandojaért.

Akkor mi a magyardzata a Pi3 Pi2-hoz viszonyitott alacsony affinitdsanak?
Ennek a kérdésnek a megvalaszoldsara kertiilt sor mexikoi kollaboracids partnereink
altal végzett modellezésre, mely sordn a Pi3 haromdimenzids szerkezetét allitottak eld
a Pi2 ismert haromdimenzids szerkezetébdl kiindulva. Ez azt mutatta meg nekiink,
hogy a vartaknak megfeleléen a Pi3—ban 1évé glutaminsav elektrosztatikus
kolcsonhatasba keriil a hozza térben kozelesd 24—es lizinnel és séhidat képez vele.
Ezen so6hid szerepének a megértése érdekében az Escobar és munkatarsai, valamint
Mullmann ¢és munkatarsai altal ismertetett (71; 72), nem diffuzido limitalt
bimolekuléris toxin—csatorna modellt alkalmaztuk. Ez a megkozelités kétlépcsds

toxinkotodést feltételez:

Tx + Cs & AK < TxCs

Az els6 Iépés a toxin (Tx) diffuzidja az aktivacidos komplexbe (AK), illetve az
aktivacios komplextdl. Ebben a 1épésben fontos szerepet jatszik a helyi elektromos
potencial és igy értelemszeriien az ionerdsség (71. idézet Escobar 6. és 7. egyenlet).
Az aktivéacios komplex végtelen sok konkrét térbeli orientacidt foglal magaba, melyek
a toxin €s a csatorna kozott alakulhatnak ki. Ebbdl a komplexbdl alakulhat ki a kotott
toxin—csatorna allapot (TxCs), ami egyben az ionaram blokkolasat is jelenti. Nem
diffizié limitalt folyamatokban ez a 1épés hatarozza meg a reakcid sebességét és
szdmos folyamatot foglalhat magaba:
1. aminosav oldallancok atrendezddése: a kotott allapot (TxCs) kialakuldsahoz
megfeleld konformacid kialakitésa,
2. hidrogénkétések kialakulasa,
3. kationok és viz kiszoritdsa a komplexbdl.
Ezen folyamatok végbemenetele utdn alakul ki a szoros (nem vezetd) toxin—

csatorna komplex. Ezen masodik, sebességmeghatarozd 1épést rovidtavolsagu, a
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pozitiv toltésti toxin ¢és a negativ toltésli csatorna kozott kialakuld szamos
elektrosztatikus kdlcsonhatas befolyasolja. Mullmann és munkatarsai avval érvelnek,
hogy a lizin 27 és az arginin 34 neutralizalasa csokkenti az Iberiotoxin azon
képességét, mellyel kiszoritja a kationokat a csatornaszdjadékbol ¢és ezt teszik
feleloss¢ a Lys—27-Gln, a Lys—27-Asn ¢és az Arg—34-Asn mutdnsok csokkent
asszociacios sebességi allandoiért (72). A mi eredményeink ezen eredményeknek
qualitative és quantitative is megfelelnek. Véleményiink szerint a Pi3 alacsonyabb
asszociacios sebességi allandojanak az oka a Lys24 és a Glu7 kozott kialakuld sohid,
ami csokkenti a Lys24 koriil kialakul6 elektrosztatikus potencialt, befolyasolva ezzel
azokat a rovidtavolsagu elektrosztatikus kolcsonhatdsokat, amelyek a kotodés
masodik 1épésében jatszanak szerepet.

A ChTx Lys27-e a mélyen a K csatornaba hatol, ahol kolcsénhat a K*
ionokkal (91). Egy tovabbi érdekes kérdés az, hogy felbomlik—e a sohid, amikor a
toxin a csatorndhoz kotddik. A disszociacids allandobol, az asszocidcios sebességi
allandobdl és a disszocidcios sebességi allandobol szdmolt szabadenergia valtozas a
Pi2 estében 58,5 kJ/mol, Pi3 estében 51,4 kJ/mol. A kiilonbség minddssze 7 kJ/mol,
ami nem elegendd a séhid felbontdsdhoz, mert ehhez kb. 15 kJ/mol kellene. Ez azt
jelenti, hogy a sohidon kiviil egyéb tényezok is szerepet jatszanak a szabadenergia
véaltozasban. Ez lehet a glutaminsav és a csatorna fehérje kozott kialakulod
kolcsonhatas, illetve hidrogénkotések €s van der Waals kdlesonhatasok kialakuldsa a
toxin és a csatorna kozott. A teljes szabadenergia valtozasban ezen tényezdk is
szerepet jatszhatnak lehetOséget adva arra, hogy a sohid a toxink&tddés 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 tamasztja ala.

A Pi3 sohidjanak fent emlitett szerepét tamasztja tovabba ald egy ChTx
mutans kotédésének vizsgalata egy Shaker tipusa K csatornahoz (70). A szerzdk a
vad tipustit ChTx és a Ser—10—Asp mutans kotddését tanulmanyoztak Shaker tipusa K
csatorndhoz. A ChTx—ban a 10—es és a 27—es pozicid megfelel a Pi2 7—es és 24—es
helyének (10. abra). A ChTx—ban a szerin cseréje a negativ toltésii aszpartatra a
disszociaciés allandd 1500 szorosra torténd ndvekedését okozta (70). Ezen adatok
ismeretében felmeriilt benniink, hogy a Pi2 és a Pi3 toxinokhoz hasonl6an nem

alakul—e ki itt is hasonld konforméciovaltozas, ami az eltérd affinitdst magyardzna.
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Otletiink alapjan mexiko6i kollaboracids partnereink elvégezték ezen mutans
haromdimenzids modellezését is €s egy a Pi3—ban 1évd sohidhoz rendkiviil hasonlo
konformaciot talaltak (9. abra). Ez az eredmény magyarazatot ad a Ser—10—Asp ChTx
mutans eltérd affinitasara.

Az Aaltalunk felismert séhid jelenlétét bizonyitja egy nemrég megjelent
kozlemény, melyben a Pi3 NMR spektroszkopiaval meghatarozott haromdimenzios
szerkezetét ismertetik a szerzOk a Pi2—vel 6sszehasonlitva (92). Megéllapitottak, hogy
a Pi2 és a Pi3 maésodlagos szerkezete azonos és leirtdk a harmadlagos szerkezet
kiilonbozdségét okozd kdlesonhatast, ami gyakorlatilag azonos a kisérleteink alapjan
felvetett, ¢s 3D modellezéssel verifikalt kolcsonhatassal a glutamat ¢és a lizin kozott.
Pusztan NMR spektroszkopids adatokra alapozva a szerzok a Pi3 csokkent affinitasat
a sohid kialakulasénak tulajdonitottak (92).

Annak ismeretében, hogy a Pi3—ban soéhid alakul ki a glutamat és a lizin
kozott tovabbi hasonld K™ csatorna toxinokat kerestiink az irodalomban. Tytgat és
munkatarsai nemrég megjelent kdzleményiikben egységes nevezéktant javasolnak a
K" csatorna blokkolok vonatkozasaban és 49 aminosav sorrendet mutatnak be (97),
ami azota 50-re egészilt ki (98). Ezen toxinok elsddleges szerkezetének
tanulmanyozasa soran megallapitottuk, hogy egy a Pi3 sohidjahoz hasonlé sohid
egyikben sem alakulhat ki. Egyediil a dél-afrikai Parabuthus skorpi6 PBTX1 és a
PBTX2 nevi toxinjai tartalmaznak savas oldallancot a 10—es pozicid kdzelében (99).
Ezen toxinok a 1l—es alcsoportba tartoznak és a K' csatornahoz valé affinitasuk
alacsony. Ugyanakkor ezen toxinok a 26—o0s pozicidoban, mely ekvivalens a ChTx 27—
tel, valint tartalmaznak, ami lechetetlenné teszi az eldézdekhez hasonld sohid
kialakulasat.

Méréseink alapjan a PiV gyorsitja a Kv1.3 tipusu fesziiltségfiiggd K"
csatornak inaktivalt allapotbol valo visszatérését. Ez arra utal, hogy a venom
valamelyik toxinja vagy toxinjai kotve maradnak az inaktivalt allapotban 1évo
csatornahoz. Megvizsgaltuk a Pi2, a venom Kvl.3 tipust csatornaval szembeni
legnagyobb affinitassal rendelkez6 toxinjanak hasonl6 hatdsat is. Azt talaltuk, hogy a
Pi2 szintén gyorsitja ezen csatorndk inaktivalt allapotbol vald visszatérését. Ennek
alapjan elmondhatjuk, hogy a Pi2 kotddik az inaktivalt csatorndhoz is, destabilizalja

annak inaktivalt allapotat, igy segiti a csatorna visszatérését a zart allapotba.
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.....

folyamatot jellemzd idéallandd ~180 s a Pi2 és ~58 s a Pi3 estében. A viszonylag
gyors disszocidcio teszi lehetévé, hogy az inaktivalt allapotbdl vald visszatérés
folyamata alatt tekintélyes szamu disszociacid €s asszociacio jon létre, ami lehetové
teszi az inaktivalt allapotbol vald visszatérést befolydsoldo hatds kimutatasat.
Osszehasonlitottuk a Pi2 és a Pi3 inaktivalt allapotbol valo visszatérést gyorsito
képességét a Kvl1.3 tipusii csatorndkon. Az inaktivalt allapotbol vald visszatérést a
Pi2 szignifikansan gyorsija, mig a Pi3 nem. Ez azt jelenti, hogy az egyetlen aminosav,
ami a Pi2-ben és a Pi3-ban kiilonbozik befolyasolja az inaktivalt allapotbdl valo
visszatérés gyorsitdsanak a képességét. Jelenleg nem ismerjik ezen kiilonbség
molekularis hatterében rejlé okat. Figyelembe véve a C—tipusu inaktivacié bonyolult,
jelenleg még nem teljesen tisztazott folyamatat szamos mechanizmus johet szoba.
Elképzelhetd példaul, hogy a csatorndhoz kotott toxin befolydsolhatja az inaktivalt
allapotbol valé visszatérésre hatoé K kotohely telitettségét (100; 101).
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VI. SSZEFOGLALAS

Osszefoglalva tanulmanyoztuk a Pandinus imperator nevii skorpi6 teljes
venomjanak és egyes toxin komponenseinek a hatdsait a limfocitdk
plazmamembranjaban taldlhatdé Kv1.3 tipust csatorndkra. Ezen csatorndk fontos
szerepet jatszanak az immunvalaszban, miikddésiikre haté szerekkel 0j ttvonalon
nyilik méd immunmechanizmusok befolydsoldsdra egyes immunrendszert érintd
betegségekben. Méréseink soran felismertiik, hogy a Pi2 nevli komponens rendkiviil
nagy affinitdssal kotddik ezen csatorndkhoz. Ezen toxin szerkezetébdl kiindulva a
késobbiek soran esetleg a Kv1.3 csatorndkra nagyon alacsony koncentraciéban hato
immunszupresszor hatasi gyogyszer kifejlesztésére nyilhat lehetdség. Elvégeztiik a
Pi2 ¢és természetes mutansanak a Pi3—nak az Osszehasonlitd elektrofiziologiai
vizsgalatat és megtaldltuk az eltérd affinitds haromdimenzids szerkezetben rejld
magyarazatat. Kimutattuk a Pi2 hatdsat a Kv1.3 tipust csatornak inaktivalt allapotbol
vald visszatérésre gyakorolt hatdsat, mely segitséget nytjthat az eddig teljesen még

nem tisztazott C—tipusu inaktivacié molekularis mechanizmusanak a megértéséhez.
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Using the patch-clamp techmique, we determined
that Pandinus imperator scorpion venom blocked
whole-cell n-type K* currents in human peripheral
blood lymphocytes in a dose-dependent manner with
Ky = 0.02 pg/ml. K* channel block was instantaneous
and removable by washing with venom-free extracel-
lular solution. The venom-induced block was indepen-
dent of membrane potential. The venom did not influ-
ence activation and inactivation kinetics of the K*
channels, however, accelerated recovery from inacti-
vation. Purified peptides Pil, Pi2, and Pi3 from the P.
imperator venom powerfully blocked Kv1.3 channels
in human lymphocytes with K, values of 9.7 nM, 50 pM,
and 0.5 nM, respectively. Flow cytometric membrane
potential measurements with the oxonol dye showed
that Pi2, the most effective peptide toxin of the P. impe-
rator venom, depolarizes human lymphocytes in ac-
cordance with its K* channel blocking effect. o 198
Academic Press

Scorpion toxins (STox) are exquisite tools for study-
ing ion channels (1, 4). STox K* channel inhibitors
played an important role in the characterization of di-
verse K* channels including those of human lympho-
cytes (1-5). Charybdotoxin (ChTX), the most frequently
utilized one, blocks both Ca?* activated K* channels
in human lymphocytes and voltage-gated K* channels
from several species with high affinity (6-8). Peptide
inhibitors noxiustoxin (NxTX) and margatoxin (MgTX)
are specific for voltage-gated K* channels, including n-
type K* channels of human T lymphocytes (6, 7, 10).

!To whom correspondence should be addressed. Fax: +36-52-
412623. E-mail: gaspar@jaguar.dote.hu.
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During the search for new K* channel inhibitors the
effect of the whole venom of scorpion Pandinus impera-
tor (PiV) on the voltage-gated potassium channels of
nerve fibers and GHj cells has been investigated. The
Pandinus venom was found to differ from other known
K* channel scorpion toxins in that the effects of the
venom were highly voltage dependent and were not
readily reversible (11, 12).

From the venom of Pandinus imperator three new
K* channel blocking peptides named Pil, Pi2 and Pi3
were purified to homogeneity and their primary struc-
tures were determined (13, 14). Recently, the three di-
mensional structure of Pil was also described (15). The
K* channel blocking properties of peptide toxins Pil,
Pi2 and Pi3 were investigated in patch-clamp experi-
ments on Shaker B K* channels expressed in an insect
cell line, Sf9 from the army-worm caterpillar Spodopt-
era frugiperda. Dissociation constants characterizing
the affinities of Pil, Pi2 and Pi3 to Shaker B K* chan-
nels were found to be 23.3 nM, 8.2 nM and 140 nM,
respectively (13, 14, 16).

In the present study we examine the effect of the
venom of Pandinus imperator and some of its peptide
components on the whole-cell K* currents and mem-
brane potential of human peripheral blood lymphocytes
by the patch-clamp method and flow cytometry. The
predominant voltage-gated potassium channel under-
lying whole-cell K* currents of human lymphocytes is
the Shaker Kv1.3.

MATERIALS AND METHODS

Cell isolation. Peripheral blood was obtained from healthy vol-
unteers, HPBL were isolated from heparinized blood using the stan-
dard Ficoll-Hypaque sedimentation technique (17). The cells were
used on the day of isolation and stored until the measurement at

0006-291X/98 $25.00
Copyright © 1998 by Academic Press
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52



X. MELLEKLET

Vol. 242, No. 3, 1998

room temperature in PBS solution containing (in mM) 150 NaCl,
3.3 KC), 8.6 Na,HPO,, 1.69 KH,PO,, supplemented with 5.6 mM
glucose, at pH 7.4.

Electrophysiology. Whole-cell membrane currents were recorded
with Axopatch-200 and 200A patch-clamp amplifiers in conjunction
with AXON Instruments TL-1-125 and Digidata 2000 computer in-
terfaces with varying sampling rates, applying low-pass filtering at
half of the sampling frequency.

Patch electrodes of 3-4 MQ resistance were fabricated from GC
150 F-15 borosilicate glass capillaries (CLARK Electromedical In-
struments, Reading, England).

The pipettes were filled with a KF intracellular solution (ICS: 140
mM KF, 2 mM MgCl,, 1 mM CaCl;, 11 mM EGTA and 10 mM
HEPES, pH 7.22). The cells were bathed in a Ringer like extracellular
solution (ECS: 145 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl,, 2.5 mM
CaCl; and 10 mM HEPES and 5.5 mM glucose, pH 7.35) containing
0.1 mg/ml bovine serum albumin (BSA). The measured osmolarity
of the solutions was 300-340 mOSM.

Gigaseals in the order of 20-100 GQ2 were formed by applying 50-
70 HyOcm negative pressure to the interior of the patch pipette.
Subsequently whole-cell measuring configurations were established
by the application of negative pressure pulses. Control experiments
were started at least 12 min after entering whole-cell configuration
and K* channel properties of T lymphocytes remained stable for up
to several hours.

During the experiments no series resistance (R,) compensation
was used. After the initial setting, usually there was no need to
alter the capacitive transient compensation, which means that after
the initial equilibration period no tendentious changes in R, hap-
pened during the long term experiments or following solutien
changes. As far as time control comparisons are concerned, peak K*
current amplitudes at a given depolarizing potential usually re-
mained within *+ 5% of the control value up to several hours, when
the abrupt loss of the measuring configuration occurred. In most of
the experiments leak current was negligible compared to the K*
currents, therefore during the analysis of the results usually no leak
subtraction was done. All patch-clamp experiments were carried out
at room temperature (25°C).

For data acquisition and analysis the pClamp6 program package
(AXON Instruments Inc., Foster City, CA, USA) was been used.

Flow-cytometric brane potential ts. M e-
ments were carried out in a modified Becton-Dickinson FACS Star
flow cytometer. 10° cells were incubated in 1 ml with 15.5 nM final
concentration of oxonol (DiBAC4(3)) at 37°C for 3 min. Each measure-
ment was based on data from 8000 cells. The fluorescence signal
collection was restricted only to live cells by gating on forward angle
light scatter. ’

Toxin separation. Pandinus imperator venom was obtained from
anesthetized animals by electrical stimulation. To separate the Pil-
Pi3 peptide toxins the soluble venom was initially fractionated in a
Sephadex G-50 column and the subfractions were further separated
by HPLC, using a C18 reverse-phase column (Vydac, Hysperia, CA),
of a Waters 600E HPLC. The homogeneity of the purified samples
were confirmed by step-gradient HPLC and by direct Edman degra-
dation using an automatic sequencer (13, 14).

Chemicals. Membrane potential sensitive oxonol dye (Di-
BAC4(3)) was purchased from Molecular Probes Inc. Leiden, The
Netherlands, all other chemicals from SIGMA (St. Louis, MO). Test
and drug free extracellular solutions (control) were administered via
a perfusion head positioned less than 1 mm from the cell. The fluid
flow was driven by gravity. Excess fluid was removed by continuous
suction.

Results are given as means = standard error for a given number
of cells or measurements, n. Whenever error bars are not displayed
they fall within the limits of the symbols used.

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS

RESULTS AND DISCUSSION

Fig. 1a illustrates that human peripheral blood lym-
phocytes display strong outward whole-cell currents
upon step depolarization from a -80 mV holding poten-
tial. After reaching a peak, the current declines, due
to inactivation toward a low steady state level. Ion-
channels basically contributing to this transient out-
ward current have been identified as voltage-gated po-
tassium channels on the basis ¢f their being selective
for K*, having a linear single-channel current-voltage
relationship with a slope conductance of approximately
10 pS at pipette potentials between —30 and +40 mV,
and properly responding to quinine (100 M) and 4-
aminopyridine (5 mM) (17).

Peak values of the lymphocyte whole-cell K* currents
were significantly reduced in the presence of 0.02 ug/
ml PiV in the external bath, although no significant
alteration in the initial rise and the inactivation rate
of the K* current was observed by the venom (Fig. 1b).
Inset of Fig. 1b demonstrates that the decrease in the
whole-cell current amplitudes induced by PiV was volt-
age independent at test potentials more positive than
—20 mV. The peak whole-cell K* current was decreased
t0 0.48 = 0.03 (n = 6) times of its original value by 0.02
ug/ml extracellular PiV in the indicated membrane po-
tential range. This observation is in contrast to the
voltage dependent block of potassium channels by PiV
in nerve fibers and GHj cells (11, 12).

Several successful blocking experiments were per-
formed with various other PiV concentrations in the
0.0001-100 pg/ml range. In this concentration range
the block by PiV was dose dependent and our data
could be fitted to a channel-toxin interaction model in
which one channel protein binds one toxin molecule.
Based on this assumption, the Ix/Tk, = ka/(ky + [PiV])
equation was fitted to the measured data points yield-
ing 0.014 pg/ml for the half blocking concentration of
PiV (Fig. 2). In the above equation Ik, and Ix are the
initial and PiV blocked K* current amplitudes, respec-
tively, kq is the dissociation constant and [PiV] is the
venom concentration.

The full development of the blocking effect by PiV
was rather quick. After the application of 0.02 pg/ml
extracellular PiV to the cells, the peak whole-cell K*
current value at a given depolarizing membrane poten-
tial stabilized at a reduced level within approximately
the time of the minimum interpulse interval (60 s), a
value corresponding to the time needed for the com-
plete recovery from inactivation of the K* channels
(Fig. 1c inset). Perfusion of the bath with drug free
extracellular solution for approx. 40 minutes resulted
in a recovery of the whole-cell currents (see Fig. 1b
and 1c insets). The channel block by PiV was almost
completely removed by the end of the washing period,
as opposed to the irreversible blocking effect of PiV on
K* currents in nerve fibers and GHj cells (11, 12).
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FIG. 1. Partial block of whole-cell K* current by externally applied Pandinus imperator venom in human peripheral blood lymphocytes.
(a) Control. (Inset) Voltage steps lasting for 1000 ms were applied every 60 s from a holding potential —80 mV in 10 mV increments from
—50 to +30 mV. Selected traces are displayed only for picture clarity. (b) Measurement of whole-cell K* currents starting 2 min after the
administration of 0.02 ug/ml extracellular PiV to the cell. (Inset) Effect of extracellular PiV on peak current-voltage relations of whole-cell
K* currents (O = control, A = 0.02 pg/ml PiV, @; = after wash-out). No leak current subtraction has been applied. (¢) Dose dependence of
partial K* channel block by PiV (0.02 ug/ml) in human lymphocytes (n = 4). The Iy/Ix, values are based on peak current values measured
at +40 mV test potential before and after the administration of PiV. Fitted curve is based on a 1:1 stoichiometry channel-toxin interaction
model. (Inset) Time course of the development and removal of K* channel block by the application of external 0.02 ug/ml PiV and successive
washing of the cell with venom-free ECS. PiV has been administered to the lymphocyte immediately after the last data point at control
current level, wash-out started after the second data point at the blocked current level. (d) Effect of extracellular PiV on the time course
of recovery from K* channel inactivation in a human lymphocyte. The recovered current fraction (Ixo/Ix;) was determined by measuring
peak current amplitudes evoked by depolarizing pulse pairs (+40 mV, 500 ms) separated by various time intervals (n=3). The cells were
clamped to —100 mV for 120 s between successive pulse pairs to allow complete recovery of the channels. Steady state levels at the end of
the 500 ms pulses were subtracted from peak current values. Fitted curves were calculated assuming simple exponential recovery.

In view of the results described above with the whole
venom of Pandinus imperator and given the fact that
the pure peptides were available we decided to test the
blocking effect of peptide toxins Pil, Pi2 and Pi3 on
the whole-cell K* currents of human lymphocytes at
selected values in the 0.01-50 nM concentration range.
On the basis of the good fit, gained for the whole venom
K* channel block by the 1:1 channel-toxin interaction
model, the binding of the individual peptide toxin com-
ponents of the venom could be characterized with a

similar model. Based on this assumption, dissociation
constants for toxins Pil, Pi2 and Pi3 in human lympho-
cytes were estimated and they were compared to K,
values characterizing the binding of these toxin compo-
nents to Shaker B channels, as displayed in Table 1
(13, 14). K4 values characterizing the binding of peptide
toxins Pil-3 to Kv1.3 channels in lymphocytes are at
least one, sometimes two orders of magnitude smaller
than the corresponding values for Shaker B channels.
This observation is in line with the observed difference
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between the PiV K; values for the different channels
(see also Table 1).

The voltage independence of the K* channel block by
PiV in human lymphocytes, as opposed to the voltage
dependent block of potassium channels in nerve fibers
and GH, cells, implies that the binding site of the
highly charged toxin components of the venom is on
the outer surface of the membrane and not deeply ‘im-
mersed’ into the electric field in Kv1.3. Recovery from
inactivation was accelerated to a large extent (from a
single exponential fit: tal e, = 15.04 £ 0.4 s to taupyv
= 9.95 + 0.3 8) in the presence of PiV (Fig. 1d). This
implies that the toxin remains bound to the Kv1.3
channel even in its inactivated conformation, and the
presence of the bound toxin destabilizes the inactivated
state. This suggests, that the bound toxin interferes
with the C-type inactivation machinery of the chan-
nels, which involves a cooperative interaction of the
four subunits of the tetrameric channel and a molecu-
lar rearrangement of the outer vestibule of the conduct-
ing pore (18,19). Besides a physical toxin-channel pro-
tein interaction, the trapping of K* ions in the outer
vestibule can also be responsible for the enhancement
of recovery from inactivation through the K* modula-
tory site of recovery (20). '

Flow cytometric membrane potential measurements
with the oxonol dye revealed a considerable depolariz-
ing effect of 50 pM Pi2, the most effective Kv1.3
blocking peptide toxin component of the Pandinus im-
perator venom discovered so far, on the membrane po-
tential of human lymphocyte populations at room tem-
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FIG.2. Human peripheral blood lymphocytes are depolarized by
toxin Pi2. Fluorescence intensity distributions of the control (dashed
line) and 50 pM Pi2 treated samples. Measurements were taken 1.5
min (dotted line) and 3 min (full line) after the administration of
Pi2. Sample temperature was 25°C. The cell population was labeled
with membrane potential sensitive oxonol dye. In the present mea-
surement increasing fluorescence corresponds to depolarization of
the lymphocytes.
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TABLE 1

Dissociation Constants Characterizing the Binding of PiV
and Pi1-Pi3 to Different K* Channels Assuming a 1:1 Stoichi-
ometry of Drug-Channel Interaction

Channel Human
lymphocyte Shaker B Nerve type
Toxin Kv1.3¢ (Refs. 13, 14) (Ref. 11)°
Piv 0.014 pg/ml 260 pg/ml
Pil 9.7 nM 23.3 nM*
Pi2 50 pM 8.2 nM
Pi3 0.5 nM 140 oM

s Measurements were taken at +30 mV test potential from a hold-
ing potential of —100 mV.

b For the calculated value, measurements were taken into account
from experiments when cells were depolarized to +30 mV from a
holding potential of —100 mV.

¢ For the calculated value, ts were taken into account
from experiments when cells were depolarized to +50 mV from a
holding potential of —80 mV.

perature (25°C) and otherwise similar conditions to the
patch-clamp experiments (Fig. 2). This observation is
in concert with the high degree K* channel block
caused by a similar dose of the toxin, because K* con-
ductances play a basic role in setting the resting poten-
tial of human lymphocytes (17, 21-23).

In conclusion, PiV and peptide toxins Pil-3 are pow-
erful blockers of Kv1.3 channels, and as such can be
very useful in the investigation of ion channels in lym-
phocytes and clarify the relationship between the acti-
vation of human lymphocytes and Kv1.3 potassium
channels.
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Abstract. Pandinus imperator scorpion toxins Pi2 and
Pi3 differ only by a single amino acid residue (neutral
Pro7 in Pi2 vs. acidic Glu7 in Pi3). The binding kinetics
of these toxins to human Kv1.3 showed that the de-
creased on rate (kpy = 2.18 x 10® M~'sec™ for Pi2 and
1.28 x 107 Mm~'sec™ for Pi3) was almost entirely respon-
sible for the increased dissociation constant (K,) of Pi3
(K, = 795 pM) as compared to Pi2 (K, = 44 pm). The
ionic strength dependence of the association rates was
exactly the same for the two toxins indicating that
through-space electrostatic interactions can not account
for the different on rates. Results were further analyzed
on the basis of the three-dimensional structural models of
the toxins. A 3D structure of Pi3 was generated from the
NMR spectroscopy coordinates of Pi2 by computer mod-
eling. The Pi3 model resulted in a salt bridge between
Glu7 and Lys24 in Pi3. Based on this finding our inter-
pretation of the reduced on rate of Pi3 is that the intra-
molecular salt bridge reduces the local positive electro-
static potential around Lys24 resulting in decreased
short-range electrostatic interactions during the binding
step. To support our finding, we constructed a 3D model
of the Ser-10-Asp Charybdotoxin mutant displaying dis-
tinctly reduced affinity for Shaker channels. The mutant
Charybdotoxin structure also displayed a salt bridge be-
tween residues Aspl0 and Lys27 equivalent to the one
between Glu7 and Lys24 in Pi3.

Key Words: Human lymphocyte — Kv1.3 — Scorpion
toxin binding — Pandinus imperator — Charybdotoxin
— Three-dimensional structure — Salt bridge

Correspondence to: R. Gaspér

Introduction

The voltage-gated potassium channel, Kv1.3, plays an
important role in T-cell physiology because of its in-
volvement in the regulation of the membrane potential of
these cells thereby influencing T-cell activation in vitro
[4, 18, 21, 34]. K" channel blocker scorpion toxins
(Stox) together with complementary mutagenesis of
Kv1.3 proved to be excellent tools in studying structure-
function relations and defining binding sites for the
blockers on the ion channel {1]. Recently, Stox Kv1.3
channel blocker Margatoxin has been shown to be effec-
tive even in suppressing T-cell function in vivo [17].
The above results suggest that Kv1.3 may be an excellent
target for modulating immune system functions by spe-
cific and potent blockers [3].

During the search for more potent K* channel in-
hibitors the whole venom of scorpion Pandinus impera-
tor (PiV) has been applied to the voltage-gated potas-
sium channels of nerve fibers and GH; cells. The effects
of the Pandinus venom was shown to be different from
other known K* channel Stox in their marked voltage
dependence and poor reversibility of the block on these
channels [29, 30].

Recently, several new K* channel blocking peptides
named Pil-Pi7 were purified to homogeneity from the
venom of Pandinus imperator and their primary struc-
tures were determined [14, 26, 27]. Toxins Pi2 and Pi3
are very closely related in their structure, both contain
three disulfide bridges and the sequences differ only in
one amino acid at position 7 (proline in Pi2 vs. glutamic
acid in Pi3) in the N-terminal region [14]. Pi2 and Pi3
bear 7 and 6 net positive charges, respectively. The
three-dimensional structure of Pi2, under the name of
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PTX K-alpha, was determined by NMR spectroscopy
[36].

The whole Pandinus imperator venom efficiently
reduces whole-cell K* currents in human peripheral
blood lymphocytes [32]. Preliminary experiments also
showed that purified peptide components Pi2 and Pi3 of
the venom powerfully blocked Kv1.3 channels in human
peripheral blood lymphocytes with approximate K, val-
ues of 50 pM and 500 pM, respectively [32].

The single amino acid difference between Pi2 and
Pi3 and the large difference in their blocking potency for
Kvl.3 provide excellent background for studying the
structure-function relationship of current block by these
toxins. Our experiments were motivated by in-depth
analysis of factors influencing toxin binding to Shaker
and Ca?* activated K* channels [10, 12, 13, 22, 25, 31,
35]. These include long-range nonspecific electrostatic
interactions, short-range electrostatic interactions and
close contact steric interactions. The contribution of
these interactions to toxin binding requires the analysis
of blocking kinetics, the determination of association and
dissociation rates and the ionic strength dependence of
the rate constants. We applied this approach to deter-
mine the difference between the binding of Pi2 and Pi3
to Kv1.3 channels. In addition to patch-clamp experi-
ments we analyzed the results in the view of differences
found between the three-dimensional structures of these
toxins, as well as between those of relevant charybdo-
toxin (ChTx) mutants {12].

Throughout this article observations concerning Pi2,
one of the most potent toxin inhibitor of Kv1.3, are pre-
sented in detail, in comparison with Pi3. Kv1.3 was
studied in human peripheral blood lymphocytes where
voltage-gated whole-cell currents are dominated by these
channels.

Materials and Methods

CELLS

Heparinized human peripheral venous blood was obtained from healthy
volunteers (authors of the paper). Mononuclear cells were separated by
Ficoll-Hypaque density gradient centrifugation. Collected ceils were
washed twice with Ca®*- and Mg?*-free Hanks’ solution containing 25
mMm HEPES (pH:7.4). Cells were cultured in a 5% CO, incubator at
37°C in 24-well culture plates in RPMI-1640 supplemented with 10%
FCS (Hyclone, Logan, Utah), 100 u./l penicillin, 100 pg/ml strepto-
mycin and 2 mM L-glutamine at 0.5 x 10%ml density for 3-4 days.
The cuiture medium also contained 2.5 or 5 wg/ml of phytohemagglu-
tinin A (PHA-P, Sigma-Aldrich Kft, Hungary) to increase K* channel
expression [8, 9].

ELECTROPHYSIOLOGY

Whole-cell measurements were carried out using Axopatch-200 and
Axopatch-200A amplifiers connected to personal computers using

M. Péter et al.: Effects of Toxins Pi2 and Pi3 on Kv1.3

Axon Instruments TL-1-125 and Digidata 1200 computer interfaces,
respectively. For data acquisition and analysis the pClamp6 software
package (Axon Instruments, Foster City, CA) was used. T lympho-
cytes were selected for current recording by incubation with mouse
anti-human CD2 (Becton-Dickinson, San Jose, CA) followed by selec-
tive adhesion to Petri dishes coated with goat anti-mouse IgG antibody
(Biosource, Camarilo, CA), as described by Matteson and Deutsch
{24]. Dishes were washed gently five times with 1 ml of normal ex-
traceltular bath medium (see below) for the patch-clamp experiments.
Standard whole-cell patch-clamp techniques were used [11, 24, 32, 39].
Series resistance compensation up to 85% was used to minimize volt-
age errors and achieve good voltage-clamp conditions (V,,, < 5 mV).
Pipettes were pulled from GC 150 F-15 borosilicate glass capillaries
(Clark Biomedical Instruments, UK) in two stages and fire polished,
resulting in electrodes having 2-3 M(} resistance in the bath. The bath
solution was (in mM): 145 NaCl, 5 KCI, 1 MgCl,, 2.5 CaCl,, 5.5
ghicose, 10 HEPES (pH 7.35, ionic strength = 190.5 mM). The high
ionic strength external solution was (in mm): 77.5 NaCl, 5 KCl, 48.6
MgCl,, 2.5 CaCl,, 5.5 glucose, 10 HEPES (pH 7.35, ionic strength =
265.9 mm). The measured osmolarity of the external solutions was
between 302 and 308 mOsm. The pipette solution was (in mm): 140
KF, 11 K,EGTA, 1 CaCl,, 2 MgCl,, and 10 HEPES (pH 7.20, ~295
mOsm).

TEST SUBSTANCES

Pandinus imperator venom was obtained from anesthetized animals by
electrical stimulation. To separate the peptide toxin components the
soluble venom was initially fractionated in a Sephadex G-50 column
and the subfractions were further fractionated by high performance
liquid chromatography (HPLC), using a C18 reverse-phase column
(Vydac, Hysperia, CA), of a Waters 600E HPLC apparatus. The ho-
mogeneity of the purified samples was confirmed by step-gradient
HPLC and direct Edman degradation using an automatic sequencer [7,
14].

Solutions were supplemented with 0.1 mg/ml bovine serum al-
bumin to suppress nonspecific binding of the toxins to the walls of the
tubes and to the Petri dish. Bath perfusion around the measured cell
with different test solutions was achieved using a gravity-flow perfu-
sion setup with 8 input lines and PE10 polyethylene tube output tip
with flanged aperture to reduce the turbulence of the flow. The solu-
tions were applied in an alternating sequence of control and test solu-
tions, unless stated otherwise. Excess fluid was removed continuously.
For the measurement of blocking kinetics of toxins data acquisition was
synchronized to fluid exchange using solenoid valves controlled by
pClampé6 via digital outputs of Digidata 1200. The reference electrode
was connected to the recording chamber with an agar bridge to elimi-
nate junction potential changes during perfusion.

DATA ANALYSIS

Prior to analysis whole-cell current traces were corrected for ohmic
leak and digitally filtered (3 point boxcar smoothing). Nonlinear least
squares fits were done using the Marquardt-Levenberg algorithm. Fits
were evaluated visually, as well as by the residuals and the sum of
squared differences between the measured and calculated data points.

Statistical comparisons were made using Student’s r-test, and
when appropriate, paired ¢ test at P = 0.05. For all experiments, the
standard error of the mean (SEM) is reported.
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Fig. 1. Effects of Pi2 and Pi3 on whole-cell K* currents in human T lymphocytes. (Panel A) Lymphocyte perfused with control extracellular
solution. Voltage steps lasting for 50 msec were applied every 50 sec from a holding potential of —80 mV in 10 mV increments from -70 to +50
mV. Selected traces are displayed only for image clarity (~70, -50, 30, -10, 10, 30, 50 mV). (Panel B) Whole-cell K* currents of the same cell
in the presence of 50 pM Pi2 using the same pulse protocol as for panel A. Sampling rate was 20 kHz, lowpass filtering was applied at 5 kHz. Current
traces were smoothed using the 3-point boxcar method. (Panels C and D) Dose response of K* current block by Pi2 and Pi3, respectively. The
fraction of unblocked current was calculated as /I, where 1, is the peak K* current measured in the control solution and / is the peak current during
bath perfusion with the test solution containing the toxin. The solid line is the binding curve fitted to the data points based on a 1:1 drug:channel
stoichiometry: /I, = K, /(K, + [Tx]), where [Tx] indicates the toxin concentration and K, is the dissociation constant. The best fit resulted in a

dissociation constant of 44 and 795 pm for Pi2 and Pi3, respectively. The test potential was +50 mV, the holding potential was —120 mV. Error bars

indicate SEM (n = 3).

MODELING OF 3D-STRUCTURES OF PI3 AND THE
SER-10-AsP CHTX MUTANT

The 3D-structure of Pi2 toxin from the scorpion Pandinus imperator
was obtained as a multiple NMR structure from the Brookhaven Pro-
tein Data Bank, entry 2PTA [36]. The conformation with best geom-
etry (first reported in the entry) was used to model Pi3. A direct mu-
tation command was used in the program “O” [15] and applied to
position 7 to change the side chain from Pro to Glu, to obtain a first-
step structure in the modeling procedure. This step was natural since
the Ramachandran angles of the Pro7 residue in Pi2 structure are com-
patible with a Glu in that position (phi = -77, psi = —29). Next,
ROTAMER search command was applied, to find the rotamer with the
best interactions. Thus the second most frequent rotamer for the Glu
was selected. We also changed the Lys24 rotamer so this residue could
build the salt bridge with Glu7. As no repulsive interactions were
found in this conformation and no main-chain tensions were generated
with this point-mutation we decided to use this model without further
optimization. Moreover, the salt bridge geometry generated (see Re-
sults) is both natural and compatible with experimental observations in
this work. The 3D-structure of wild-type ChTx was obtained from the
Brookhaven Protein Data Bank, entry 2CRD [2]. The Ser-10-Asp mu-
tant of ChTx was built in the same way as for Pi3 and the resulting
rotamers were also the same.

Results

P12 AND P13 BLOCK Kv1.3 CHANNELS WITH
HiIGH AFFINITY

Figure 1A shows whole-cell current traces recorded from
a human T lymphocyte. Currents were evoked from —-80
mV holding potential at test potentials ranging from —70
to +50 mV. Under the experimental conditions used in
this study, i.e., low internal Ca** (see Materials and
Methods) the current traces correspond to voltage-gated
potassium current flowing through Kv1.3 channels of
human T lymphocytes. Figure 1B shows that 50 pMm Pi2
reduced the above demonstrated whole-cell K* currents
effectively at all membrane potentials tested (see below).

Dose dependence of equilibrium K* channel block
by Pi2 and Pi3 was determined by measuring the peak
whole-cell K* current at +50mV in the bath solution ()
then changing the perfusion to bath solutions containing
the toxins at different concentrations. To verify that
equilibrium block was reached, short (50 msec duration)
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Fig. 2. Block of Kv1.3 by Pi2 is voltage independent. (Panel A) Peak currents derived from the measurement represented in Fig. 14 and B and
plotted as a function of applied test potential. Control: (®); 50 pm Pi2: (M). (Panel B) Remaining fractions of the whole-cell K* current in a human
T lymphocyte at different test potentials during perfusion with 50 pm Pi2. Remaining fractions were calculated as I/, where I, is the peak of the
control current and I is the peak in the presence of 50 pM Pi2. Cells were depolarized from —120 to 0, +30 and +60 mV for 50 msec. Data were
fitted with a straight line with the equation: /I, = SL x TP + INT, where SL is the slope of the line, TP is the applied test potential and INT is the

y intercept. The fit yielded 1.7 x 107 1/mV for slope.

depolarizing pulses to +50 mV were applied every 50
sec. The peak current in the presence of the toxin (I) was
calculated by averaging 3—4 peaks at equilibrium block.
From I, and I the remaining fraction (R = I/1,) of the
current was calculated and plotted as a function of toxin
concentration in Fig. 1C and D for Pi2 and Pi3, respec-
tively. The resulting dose response curve could be fitted
by equation R = K /(K,; + [Tx]) describing a model
where one toxin molecule binds to one channel protein.
In the above formula R indicates the remaining fraction
of the whole-cell current, [Tx] is the extracellular toxin
concentration and K is the dissociation constant charac-
terizing the drug-channel interaction. The excellent fit
obtained supports a mechanism in which one toxin mol-
ecule binds to one channel protein and plugs the pore of
the channel similarly to ChTx [13]. As a result of the
fitting procedure K; = 44 pM and K, = 795 pM were
obtained for Pi2 and Pi3, respectively. Both toxins bind
to the voltage-gated Kv1.3 channels of human T lym-
phocytes with high affinity.

Brock By P12 AND P13 SHows No
VOLTAGE DEPENDENCE

Pappone et al. reported previously a voltage-dependent
action of the whole soluble venom on delayed rectifier
K* channels of myelinated frog nerve fiber [29]. In our
previous paper we showed that no voltage dependence of
block exists for the full Pandinus imperator venom on
human T lymphocyte K* channels [32]. Pi2 bears a net
7 positive charge and has a lysine in position 24 equiva-
lent to the lysine in position 27 of ChTx, which is critical
for interaction with Shaker potassium channels. How-
ever, other charged and uncharged amino acids in several

positions influence their binding affinity. To further ex-
amine the reasons for the above-mentioned difference in
the voltage dependence of the K* channel block by the
Pandinus imperator venom we tested the effect of toxins
Pi2 and Pi3 purified from the whole venom on the volt-
age dependence of the block. We determined the re-
maining fraction of whole-cell current in the presence of
50 pm Pi2 at various membrane potentials. Current-
voltage relations on Kv1.3 show that the percentage of
block by Pi2 is independent of the applied test potential
(Fig. 2A and 2B). Similar results proved the voltage in-
dependence of the Pi3 block (data not shown). The volt-
age independence of the block in both cases implies that
the binding site of the highly charged toxin component
on Kv1.3 is not deeply immersed into the transmembrane
electric field. Alternatively, the rate of obtaining a new
equilibrium at different depolarized membrane potentials
is not fast enough to show the voltage dependence of the
block measured from the peak current (see Discussion).

ASSOCIATION AND DISSOCIATION OF P12 AND P13 ARE
VERY FAST

K" channel block by Pi2 and Pi3 is reversible, because
after washing toxin-treated human T lymphocytes with
drug free extracellular solution the whole-cell K* current
returns to its original amplitude (Fig. 3). The very low
dissociation constant of Pi2 and the fact that its blocking
effect was fully reversible by washing in less than 15
min, suggested that the on and off rates of the toxin are
very high. Therefore, we examined the association and
dissociation rates of Pi2 to the channel protein by deter-
mining the wash-in and wash-out kinetics of the drug on
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Fig. 3. Wash-in and wash-out kinetics of Pi2 characterizing the interaction of the toxin with Kv1.3 channels of human T lymphocytes. Cells were
held at a holding potential of ~120 mV and depolarized for 8 msec to +50 mV at every 15 sec. The bath was perfused with control extracellular
solution until the current amplitude stabilized. (Panel A) The perfusion was switched to solution containing 50 pM Pi2 by the use of electromagnetic
valves driven by the computer at the end of the first episode shown. The perfusion with toxin containing solution was continuous until equilibrium
block was reached. (Panel B) Peak currents were plotted as the function of time and fitted to a single exponential decay (see the text for details).
(Panel C) After the equilibrium block had already been reached the perfusion was switched back to control solution by the software driven valves.
(Panel D) The peak whole-cell K* currents were plotted against the time elapsed from switching back to the control solution and were fitted to a

single exponential rise.

the Kv1.3 channels of human T lymphocytes in the
whole-cell configuration (Fig. 3). To achieve a good
time resolution we used depolarizing pulses lasting for 8§
msec only, and applied every 15 sec (Fig. 3A and O).
This pulsing rate did not induce cumulative inactivation
since identical peak amplitudes were obtained after
wash-out compared to those measured at the beginning
of the wash-in process. The gravity-driven flow of ex-
tracellular solution was switched on and off by electro-
magnetic valves controlled by the data acquisition appa-
ratus.

The measurement of the time course of current block
by the toxin was started after the peak amplitude stabi-
lized when entering whole-cell. Whole-cell K* currents
recorded after switching to an extracellular solution con-
taining 50 pM Pi2 (Fig. 3A) and peak values were plotted .
in Fig. 3B as a function of time and fitted to a single
exponential function: A(f) = B x exp(—#/Ty) + C, where
A(2) indicates the amplitude of the measured current at
time ¢, C is the peak current at equilibrium block and B
= A(t = 0) - C. The time constant (T,,) describing the

wash-in kinetics of Pi2 yields 58 + 7 sec (n = 7). After
reaching equilibrium block of the whole-cell current the
perfusion was switched back to the drug-free control
solution, while the voltage-clamp protocol recording the
whole-cell current was running continuously. The re-
sults are displayed in Fig. 3C. Peak currents recorded
during the wash-out procedure were plotted the same
way as above (Fig. 3D) and were also fitted to a single
exponential function: A(f) = B x (1 — exp(—t/Tppp)) + C,
where B = A(¢ w) — C, A(?) and C were defined
above. The resulting time constant (T,xz) was 158 x 21
sec (n = 7) in this case.

K" channel block by Pi3 was also found to be re-
versible (data not shown). We determined the time con-
stants of block and unblock by 500 pm Pi3 using the
same method as above. For Pi3 the values of T, and
Torp were 53 £ 3 sec (n = 8)and 80 = 6 sec (n = 7),
respectively. From the measured time constants and as-
suming a simple bimolecular reaction between the toxin
and the channel, koy, k,_ and K, can be expressed as
follows:
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Table 1. Blocking parameters of Pi2 and Pi3 in normal and high ionic
strength solutions*

Solution kon (M7'sec™) korr (sec™!) K,
Pi2 NR** 2.18 x 108 6.33 x 1073 29 pM
HIS*** 6.90 x 10° 17.7x 1073 2558 pMm
Pi3 NR** 1.28 x 107 12.5x 1073 0.97 nm
HIS*** 3.98 x 10° 18.0x 1073 452 nM

* Second-order association and first-order dissociation rates were de-
termined from averaged T,y and Tpp values obtained from 4-7 in-
dependent wash-in-wash-out experiments. K, was calculated as the
ratio of kinetic constants k,yxkon. **Normal Ringer solution.
***High ionic strength solution.

1 -Ton X kopr 1

i == Ton > Korr b korr
ONT Toyx[Tx} 7 "OFFT Torr

“ kON '

The calculated values of ko, kopr and K, are displayed
in Table 1.

ASSOCIATION RATE OF P12 AND P13 IS SENSITIVE TO THE
IONIC STRENGTH OF THE SOLUTION

To study the influence of through-solution electrostatic
interaction between the cationic toxin and the anionic
mouth of the ion channel on the kinetics of ion channel
blockade the effect of increasing ionic strength of the
extracellular solution was assayed. In high ionic strength
solution (HIS), the concentration of divalent magensium
ions was raised in the recording solution to 48.6 mm
while the osmolarity of the solution was kept constant for
undisturbed patch-clamping of human lymphocytes (see
Materials and Methods). The isosmotic substitution re-
sulted in a 1.4-fold increase in the ionic strength. We
determined the dissociation constants, the on and the off
rates of Pi2 and Pi3 in HIS and compared them to the
ones measured in normal Ringer (NR) solution (see
Table 1). In the high ionic strength solution on rates
decreased 32-fold for both toxins, when off rates in-
creased 2.8- and 1.4-fold altogether causing 88- and 46-
fold increased dissociation constants for Pi2 and Pi3,
respectively.

P12 ALTERS THE KINETICS OF RECOVERY FROM
INACTIVATION OF Kv1.3 CHANNELS

In our previous paper [32] we reported that current block
by the whole soluble Pi venom is associated with a sig-
nificant enhancement of the rate of recovery from inac-
tivation of Kv1.3. In this paper we extended this study to
the purified Pi2 and Pi3 peptides of the venom. In the
presence of Pi2 the recovery from inactivation of human
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Fig. 4. The effect of 50 pM Pi2 on recovery from inactivation of Kv1.3
channels in human T lymphocytes. (Panel A) Representative whole cell
currents evoked by a pulse pair (1 sec to +50 mV) separated by 14 sec
interpulse interval at —120 mV holding potential in control solution. P,
and P, are peak currents observed during the first and second pulses,
respectively, and S§, is the steady-state current at the end of the first
pulse. The recovered fraction (RF) of the channels was calculated using
the following formula: RF = (P,-SS,)/(P,-SS,). The calculated RF was
0.55 in this experiment. (Panel B) Recovery from inactivation in the
presence of Pi2 is faster. The same cell as in Panel A was perfused with
50 pm Pi2. All other experimental conditions were the same. 50 pMm Pi2
reduced the peak current to 48% of control. The calculated RF was 0.70
indicating that 70% of the inactivated channels recovered from inacti-
vation within 14 sec. The value of RF is higher in the presence of Pi2
than in the absence. (Panel C) Comparison of the kinetics of recovery
from inactivation in the presence and absence of Pi2. Depolarizing
pulse pairs (1 sec to +50 mV) separated by various inter-pulse intervals
ranging from 1 to 60 sec were applied. The time between pulse pair
sequences was 80 sec at —120 mV holding potential to allow full
recovery of the channels. The recovered fraction (RF) of the channels
was calculated as above. Mean + SEM (n = 3) of RF is plotted on the
figure for control solutions (@) and obtained during bath perfusion with
50 pM Pi2 (M) as a function of interpulse interval. The continuous lines
show the best fit to a single exponential function (see text).

lymphocyte Kv1.3 channels became faster (Fig. 4). Dur-
ing the experiments we applied 1 sec long depolarizing
pulse pairs with various interepisode intervals ranging
from 1 to 60 sec (Fig. 44). The 1 sec long test pulse was
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enough for reaching steady-state amplitude for the
whole-cell current. Time between pulse pairs was 80 sec
at a holding potential of —120 mV to allow full recovery
of the channels. We calculated the fraction of channels
(RF) recovered from the inactivated state during the
varying interpulse intervals using the formula RF = (P,
~ SS)(P, — §S,), where P, and P, are peak currents
detected during the first and the second pulses in the pair,
respectively and SS; is the steady-state amplitude of the
current during the first pulse. Figure 4B shows the two-
pulse protocol applied to the same cell in the presence of
50 pM Pi2. The RF increased from 0.55 in control solu-
tion (Fig. 44) to 0.70 (Fig. 4B) indicating that channels
recover faster from inactivation in the presence of Pi2.
We determined the recovery time constant by plotting
the recovered fractions as the function of interpulse in-
terval and fitting a single exponential function: RF(r) =
1 — exp(—t/T) to the data points. Recovery from inacti-
vation was significantly accelerated in the presence of 50
pM Pi2, because the time constant characterizing it de-
creased from 15.42 + 1.87 sec (control) to 10.42 + 1.04
sec (P < 0.0028, n = 6).

One amino acid difference between Pi2 and Pi3
caused an 18-fold difference in their affinity for Kv1.3 as
determined from the equilibrium block of the channels.
We were interested to know if the ability of Pi2 and Pi3
to speed up recovery from inactivation of Kv1.3 was
different. Any such existing difference could be imme-
diately attributed to the mutated amino acid in position 7
(Glu for Pro), between the two toxins.

In the previous section we have shown that recovery
from inactivation was a single exponential process.
Therefore, in order to characterize the effect of toxins on
the recovery kinetics, it was sufficient to compare RF
values obtained at fixed time intervals under control con-
ditions and after the application of Pi2 or Pi3. We have
chosen 7 sec interpulse intervals and applied close to half
blocking concentrations of Pi2 (44 pM) and Pi3 (500 pm).
We used the 7 sec long inter-episode time because by this
time the recovered fraction of the current was close to
0.5. We calculated the recovered fractions of the chan-
nels in the control extracellular solution and in solutions
containing Pi2 and Pi3. The recovered fraction of the K*
current during the 7 sec long inter-episode time was 0.53
+ 0.03 in the absence and 0.56 + 0.03 in the presence of
500 pM Pi3 (P < 0.099, n = 6). Using the same protocol
the recovery from inactivation was accelerated by Pi2
resulting in a recovered current fraction 0.53 + 0.05 com-
pared to the control value of 0.45 = 0.02. The latter
difference proved to be significant (paired #-test, P <
0.009, n = 5). The observed difference in the ability of
Pi2 and Pi3 to speed up the recovery from inactivation of
Kv1.3 can only be associated to the seventh amino acid
in the toxins, which is the only different amino acid in
these peptides.
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THREE-DIMENSIONAL MODEL OF P13

Based on the parameters obtained from NMR spectros-
copy data of Pi2 [36], a model of the three-dimensional
structure of Pi3 was generated, as described in Materials
and Methods. This independently generated model was
fully compatible with the recently published 3D NMR
structure of Pi3 [16].

Pi3 is a natural mutant (Pro-7-Glu) of Pi2, in which
the substituted proline for glutamic acid in position 7
does not modify the folding pattern of the molecule, on
the contrary, the distances and angle torsion constraints
are quite compatible with the formation of a salt bridge
with Lys24, as shown in Fig. 5. Lys24 of Pi2 and Pi3 is
at the equivalent structural position of Lys27 in ChTx
[12], (Table 2) and Lys28 in noxiustoxin [23]. Both ly-
sines were shown to be essential for binding to the K-
channels studied [33]. Figuré 5A represents Pi2, whereas
Fig. 5B is the model of Pi3. The colored amino acids are
some of those found to be essential for toxin-channel
interaction, plus residue 7, which is the mutated amino
acid. In magenta is Lys24, in white, from left to right are
Phe33, Lys31, Met26 and Asn27. In blue is Pro7 for Pi2
and Glu7 for Pi3, making the salt bridge with Lys24.

THREE-DIMENSIONAL MODEL OF THE SER-10-ASp
CHTX MUTANT

Earlier work performed by the group of Miller [12]
showed that a mutant of ChTx containing an aspartic
acid in position 10, substituting for serine, was capable
of recognizing the channel with 1,500-fold less affinity,
compared to native ChTx. When we aligned the amino
acid sequences of these peptides in search for the best
similarity, we observed that Serl0 of ChTx corresponds
to position 7 in Pi2, where the glutamic acid substitutes
for proline in Pi3 (Table 2). Thus, the three-dimensional
models of wild-type ChTx (Fig. 5C) and its mutant con-
taining aspartic acid (Fig. 5D) were constructed on the
basis of literature data and compared to our results. The
Aspl0 has a spatial geometry compatible with a salt-
bridge formation with Lys27 in the mutant ChTx. These
results are consistent with the highly conserved structural
folding of the segments where these mutations occur in
Pi2 and ChTx. Position 10 in ChTx and position 7 in
Pi2, are the first residues of the alpha-helical domains of
the toxins, whereas residue 27 in ChTx (24 in Pi2) is a
central residue in one of the conserved beta-strands of
these peptides. Consequently, the relative positions of
the mutated residues are compatible with the formation
of salt bridges in both Pi3 and Ser-10-Asp ChTx, which
could explain an important decrement of affinity (in-
crease of K,) for the respective channel.
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Fig. 5. Three-dimensional models of Pi2, Pi3, wild-type ChTx and Ser-10-Asp mutant of ChTx. (Panel A) A view of the Pi2 structure observed
from the Lys24 residue (with carbon atom in magenta). Some amino acids essential for channel binding (from left to right: Phe33, Lys31, Met26
and Asn27) are represented with carbon atoms in white. Pro7, the only point matation differentiating Pi2 and Pi3 is represented in cyan. Other atom
types in these residues are colored, as follows: oxygen in red, nitrogen in blue and sulfur in yellow. The remaining structure is shown in gray. (Panel
B) Pi3 toxin model viewed in the same orientation as panel A; color codes are also the same as above. A movement of the Lys24 (in magenta) is
observed, thus, this amino acid is in adequate geometry to build a salt bridge with Glu7 (in cyan), still being in its second most frequent rotamer.
(Panel C) A view of the wild-type ChTx structure, observed from the Lys27 residue. Color codes are as in Panel A for the corresponding residues
in the sequence alignment. (Serl0 in cyan, Lys27 in magenta). The spatial similarity of the conformations of Ser10 and Pro7 of Pi2 can be observed.
(Panel D) Structure of the Ser-10-Asp mutant of ChTx viewed in the same orientation as in Panel C; color codes are also the same. The salt bridge
Lys27-Aspl0 presents a geometry very similar to that of the Pi3 model, thus explaining the observed decrease in affinity for the channel.

Discussion

In the present work we describe the effect of peptide
toxin components Pi2 and Pi3 of the Pandinus imperator
scorpion venom on the Kv1.3 type voltage-gated K*
channel of human T lymphocytes. Earlier, we published
results on the effect of the whole venom on Kv1.3 chan-
nels and preliminary data on the dissociation constants
characterizing three peptide components of the venom
[32]. We further investigated Pi2 as it had the highest
affinity among the toxins indicated by a very low disso-

ciation constant and Pi3 because of its very similar struc-
ture to Pi2.

In general, channel blockers can be pore blockers or
gating modifiers. Pore blockers bind to the channel in
1:1 stoichiometry and plug the pore of the channel im-
peding the flow of the ionic current. Our data suggest
that both Pi2 and Pi3 belong to the pore blocker family.
This fact is supported by the following properties of the
equilibrium block and the blocking kinetics of the com-
pounds. The dose-response curve can be fitted well to a
function describing a one channel-one blocker model
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Table 2. Primary structure of Pi2, Pi3, ChTx and Ser-10-Asp mutant ChTx*

12 6 7 8 9 22 23 24 ¢
Pi2 T1 NP K Q N A K
Pi3 T 1 N E K Q N A K {
I |
123 4 10 11 12 25 26 27
ChTx p E F T N S K E QRLHNTS RGK
Ser-10-Asp ChTx p E F T N D K E QRL HNTS RGKZE
I |

* Structures were aligned in search for best similarity in the amino acid sequences of these peptides. Position of the salt bridge (indicated by connecting lines under the
text) formed between the residues Asp10 and Lys27 in the Ser-10-Asp mutant of ChTx corresponds exactly to the one formed between Glu7 and Lys24 in Pi3. Disulfide

bridges are indicated by the connecting lines above the sequence.

(Fig. 24). We also investigated the wash-in and wash-
out kinetics of the toxins and found that both of them
follow a single exponential time course. This behavior is
characteristic of first order (dissociation) and pseudo first
order (association) bimolecular reactions.

We determined the dissociation constant of Pi2 from
both the equilibrium block and the on and off rates of the
toxin molecules binding to the channel protein. The first
approach resulted in a K, = 44 pMm for Pi2, whereas the
calculated K, from the on and off rates was 29 pM. These
data are comparable and support the 1:1 stoichiometry of
Pi2 binding to Kv1.3 channels. We also determined the
dissociation constant of Pi3 using both methods. The K,
of Pi3 was 795 pM according to the equilibrium method
and 970 pM calculated from the on and off rates, again
leading to a reasonable agreement of the results.

If the binding site of a channel blocker is deeply
immersed into the electric field of the cell membrane,
and the blocker is a charged particle like Pi2, the block
may show voltage dependence. The whole soluble
venom of scorpion Pandinus imperator showed highly
voltage-dependent block on voltage-gated K* channels of
nerve fibers [29]. Our experiments, however, did not
show voltage dependence of the block by Pi2 and Pi3 on
voltage-gated K* channels of human T lymphocytes, al-
though both toxins were positively charged pore blockers
of the channels. This is not surprising if we consider the
time course of channel activation and the on and off rates
of the block. The time needed to reach the peak of the
current depends on the amplitude of the test pulse but it
is always in the msec range. On and off rates determined
experimentally were in the order of seconds. The block
of Kv1.3 channels by Pi2 and Pi3 may be voltage de-
pendent although this fact is not seen in our results,
where we determined the remaining fractions of the K*
current from the peak amplitudes measured at different
test potentials. It can be assumed that the peak of the
current is reached much faster during a test pulse than the

time necessary for the development of a new equilibrium
of block at the currently applied test potential. Indeed,
Goldstein and Miller studied the voltage dependence of
current block by several low affinity mutants of ChTx
(e.g., Y36A) having high off rate. The voltage depen-
dence of block in those cases could be determined from
equilibration of block during a single depolarizing pulse
[13].

The only difference between Pi2 and Pi3 is the pres-
ence of a negatively charged amino acid in Pi3 (Glu7),
resulting in an 18-fold increase of the K, as determined
from the equilibrium block of the channels. The analysis
of blocking kinetics of Kv1.3 channels isolated that the
17-fold decrease of Pi3 on rate was primarily responsible
for the increase of K, since the change of the off rate was
negligible (only 2-fold increase over Pi2). The minimal
increase of Pi3 off rate indicates that the Pro to Glu
change did not alter the steric interactions between the
channel and the toxin [12]. This means that steric hin-
drance for binding to Kv1.3 was not generated by the
amino acid substitution.

At the same time, the Pro-7-Glu mutation in Pi3
results in a decrease in the net positive charge of the
toxin, which might influence the long-range electrostatic
interaction between the channel and the toxin. Several
authors discussed previously the importance of through-
space electrostatics in toxin binding by introducing
charge neutralization or charge reversal mutations either
in the channel vestibule or in the toxin [10, 12, 22, 25,
31]. Simple electrostatics predicts that charge alterations
should be manifested in the association rate of the toxin.
Indeed, mutations decreasing the net charge of ChTx [12,
31] and Iberiotoxin [25] decreased the toxin on rates.
Similarly, substituting acidic residues for neutral or basic
ones near the toxin binding site (position 422 in Shaker)
also decreased the association rate of ChTx [12] and
toxin Lg2 [10]. Our experiments showed that the asso-
ciation (on) rate of Pi3 (bearing net 6 positive charges)

65



X. MELLEKLET

22

was 17-times smaller than that of Pi2 (bearing net 7
positive charges), while the off rates were comparable
(Table 1). So far our results are compatible with the
predictions from through-space electrostatics. This
model, however, also predicts that (i) increasing the ionic
strength of the recording solution should decrease the
association rate of the toxins, and (ii) the ionic strength
dependence of the association rate should be more pro-
nounced for Pi2 (+7 charges) as compared to Pi3 (+6
charges). Our results showed that the on rate of both Pi2
and Pi3 was reduced when the ionic strength was raised
(Table 1). At the same time, the association rate of Pi2
and Pi3 was equally sensitive to the ionic strength of the
medium, the 1.4-fold increase in the ionic strength re-
sulted in a 32-fold decrease in the association rate of both
toxins. These results pointed out that through-space
electrostatics is an important factor for toxin binding but
glutamic acid residue at position 7 in Pi3 does not con-
tribute significantly to the overall long-range electro-
static interaction, similarly to ChTx mutations studied by
Park and Miller {31]. Thus, through-space electrostatics
can not account for the decreased association rate of Pi3.
So what can be the explanation for the reduced on
rate of Pi3? To answer this question the model of the
three-dimensional structure of Pi3 was generated based
on the parameters obtained from NMR spectroscopy data
of Pi2. This model showed that glutamic acid in position
7 (Pi3) is likely to form a salt bridge with Lys24. Lys24
of Pi2 and Pi3 is at the equivalent structural position of
Lys27 in ChTx that is essential for toxin binding to K*
channels. To examine the effect of the salt bridge be-
tween Glu7 and Lys24 we applied the analysis of non-
diffusion-limited bimolecular toxin-channel interactions
used by Escobar et al. [10] and Mullmann et al. [25].
This approach considers a two-step reaction for toxin
binding (Scheme 1). The first step includes diffusion of
the toxin (7x) up to and away from the encounter com-
plex (EC). This step accounts for the local electrical po-
tential and ionic strength dependence of the association
rate (see above, Table 1, Eqgs. 6 and 7 in Escobar et al.
[10]). The EC represents an infinite number of possible
contact orientations formed between the toxin (Tx) and
the channel (C) from which the bound state of the toxin
(B) is formed in the second step. In nondiffusion con-
trolled reactions this second step is the rate-limiting and
might include the rearrangement of amino acid side
chains, formation of hydrogen bonds and squeezing wa-
ter molecules and cations out of the vestibule to form the
tightly bound (nonconducting) toxin:channel complex.

Scheme 1:

Ix+CZ2ECZ2B

M. Péter et al.: Effects of Toxins Pi2 and Pi3 on Kv1.3

The second (binding) step would allow specific
short-range electrostatic interactions between specific
basic residues on the toxin and cations in the vestibule.
Accordingly, Mullmann et al. [25] argued that neutral-
ization of Lys27 and Arg34 reduces the ability of IbTx
mutants to repel cations from the vestibule, which would
account for the 10- to 20-fold slower association rate of
Lys-27-Gln, Lys-27-Asn and Arg-34-Asn mutants. Our
results are similar to these data both qualitatively and
quantitatively (Table 1). Thus, our interpretation of the
reduced on rate of Pi3 is that the intramolecular salt
bridge formed between Glu7 and Lys24 reduces local
positive electrostatic potential around Lys24 resulting in
decreased short-range electrostatic interactions during
the binding step. This might lead to a decreased asso-
ciation rate by a similar mechanism to the one described
above for IbTx mutants.

The e-amino group of Lys-27 in ChTx protrudes
slightly into the K* conduction pore, where it interacts
with conducting ions [13]. Does the salt bridge between
Lys24 and Glu7 break up during the binding step to
allow Lys24 to interact freely with the ion channel? The
overall free energy change calculated for the binding of
Pi2 and Pi3, based on the K, k,, and kygp values ob-
tained is 58.5 kJ/mol for Pi2 and 51.4 kJ/mol for Pi3.
The difference is in the order of 7 ki/mol, a value that is
not enough to break a salt bridge (approx. 15 kJ/mol).
This means that besides the salt bridge, other interactions
are implicated in the overall free energy change ob-
served, either through the interaction of the carboxylate
of the glutamic acid with some other residues in the
channel, or even with the formation of hydrogen bonds
or van der Waals interactions between residues of the
toxin and the channel. The overall free energy change
due to these interactions may easily compensate for the
free energy change during the breaking of the salt bridge.
It is certainly true that the overall free energy change for
Pi2 is higher than Pi3 and thus it goes into the right
direction of the expected results, assuming our proposi-
tion of salt bridge formation in Pi3 and its breaking dur-
ing the interaction of the toxin with the channel.

The influence of salt bridge formation on binding of
Pi3 to Kv1.3 is further substantiated by a comparison of
the present problem to the binding of a ChTx mutant to
a similar ion channel, the Shaker K* channel [12]. A
considerable difference between the affinity of the wild-
type ChTx and its Ser-10-Asp mutant has been observed
to the Shaker K* channel. According to the sequence
alignment in Table 2 positions 7 and 24 in Pi2 corre-
spond to positions 10 and 27 in ChTx, respectively. Mu-
tation of Ser to an acidic residue (Asp) in position 10 of
ChTx resulted in a 1,500-fold increase in the equilibrium
dissociation constant for the Shaker channel [12]. At the
same time the 3D molecular modeling performed by us
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pointed out the existence of a salt bridge between the
Aspl0 and Lys27 positions in the Ser-10-Asp mutant
ChTx that is similar to the salt bridge between corre-
sponding positions in Pi3. Thus, a similar mechanism, as
discussed above for Pi3, can account for the observed
high K, of the Ser-10-Asp mutant ChTx [12].

Our salt bridge hypothesis is strongly supported by a
recent paper in which the three-dimensional structure of
Pi3 was determined by NMR spectroscopy and com-
pared to that of Pi2 [16]. They determined that the over-
all folding pattern of Pi3 was very similar to Pi2. In
addition, a salt bridge between Glu7 and Lys24 of Pi3
was described. Based exclusively on NMR spectroscopy
data the authors attributed the reduced affinity of Pi3 to
the intramolecular salt bridge between Glu7 and Lys24
[16]. Although both our results and the results of Klenk
et al. support the idea that the salt bridge between Glu7
and Lys24 explains the lowered affinity of Pi3 for the
Kv1.3 channel, in the absence of toxin docking models,
we can not exclude the possibility that the two toxins
bind with slightly different geometry to the Kv1.3 turret
and pore.

Since our three-dimensional models of Pi2, Pi3 and
ChTx showed the possibility of salt bridge formation
between acidic residues of position around 7-10 with the
lysine in position 24-27, we looked into the literature for
other homologues. Recently, a paper by Tytgat et al.
[37] proposed a generalized nomenclature for K-
scorpion toxin subfamilies, and listed 49 complete amino
acid sequences (now 50, see ref. [5]). Examination of all
these peptides suggests that none of them (except Pi3)
would qualify for such salt bridge formation. The only
other two toxins with acidic residues around residue 10
are two novel toxins, PBTX1 and PBTX2 purified from
scorpions of the genus Parabuthus of South Africa [38].
These toxins belong to subfamily 11 and were reported
to have a low affinity for K*-channels, however they
contain a valine in the position 26 (equivalent to Lys27
of ChTx), which would make impossible a salt bridge
formation in this spatial location.

Dauplais et al. [6] reported recently that structurally
unrelated highly specific potassium channel inhibitor
toxins possess an essential dyad consisting of a critical
Lys and a neighboring aromatic residue separated by
~7 A. According to the sequence alignment in Table 2,
Lys24 and Phe33 qualify for that dyad in Pi2 and Pi3.
Our molecular models in Fig. 5 show the close position
of the corresponding residues on the contact surface of
both Pi2 and Pi3. The calculated distance between the
C,, carbon atoms of Lys24 and Phe33 is 7.9 A which is
in a good agreement with the distance (6.6 = 1 A) be-
tween C, of the critical Lys and the center of the benzene
rings of the neighboring tyrosines in toxins BgK and
ChTx [6]. Thus, Pi2 and Pi3 contain the conserved criti-
cal residues for potassium channel blocking.

23

Recently, we found that the whole soluble venom of
the scorpion Pandinus imperator accelerates the recov-
ery from inactivation of Kv1.3 channels [32]. We inves-
tigated the same effect for purified Pi2, which is the most
effective peptide component of the Pandinus imperator
venom on Kv1.3 channels. We found that Pi2 acceler-
ates the recovery from inactivation of Kv1.3 channels.
This means that the toxin remains bound to the inacti-
vated channel and destabilizes this conformation. The
ability of Pi2 to speed up the recovery from inactivation
of Kv1.3 channels is remarkable.

The kinetics of dissociation of Pi2 and Pi3 from
Kv1.3 is relatively fast, the characteristic time constants
are ~180 and 58 sec, respectively. The fast dissociation
provides that during the recovery process substantial
number of on-off reactions take place to account for the
enhanced recovery from inactivation measured in the
presence of Pi2. We compared the ability of Pi2 and Pi3
to speed up the recovery from inactivation of human
lymphocyte voltage-gated K* channel, Kv1.3. Recovery
from inactivation is enhanced by Pi2, but not by Pi3.
This means that the single amino acid difference between
the two toxins affects the ability of enhancing the recov-
ery rate of Kvl.3. We do not know yet the nature of
molecular interactions responsible for this difference.
Due to the complexity of C-type inactivation and recov-
ery several mechanisms might be involved [28]. For ex-
ample toxins bound to the channel pore might alter di-
versely the extracellular K* modulatory site of recovery
from inactivation [19, 20].

In conclusion, we described the effects of two potent
and closely related peptide toxins on the Kv1.3 channels
in human T lymphocytes and gave an explanation for the
observed differences in their channel blocking ability
and binding kinetics on the basis of the differences in
their 3D structures and by comparing them to structurally
related ChTx mutants. Due to its remarkably low disso-
ciation constant of 44 pM, Pi2 may provide a good model
for developing a nonpeptide drug that could be used to
achieve an immunosuppressive effect by specifically
blocking human lymphocyte voltage-gated K* channels.
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