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Zivalski strupi so bogate meSanice razli¢nih farmakoloko aktivnih beljakovin, ki v $tevilnih
primerih delujejo vzajemno (sinergisti¢no). Tako so bili sinergijski ucinki ze opisani v primeru
proteinov s strukturo sekretorne fosfolipaze A» (sPLAz) in zaviralcev serinskih proteaz iz
proteinske druzine Kunitz/BPTI. V modrasovem strupu (Vipera ammodytes ammodytes; Vaa)
sta obe vrsti molekul, presinapti¢no nevrotoksicni amoditoksin A (AtxA) in kimotripsinski
zaviralec (VaaChi). Preverili smo, ali ti komponenti strupa tvorita kompleks in delujeta
sinergisti¢no. Iz strupa smo s kombinacijo kromatografskih postopkov izolirali stiri frakcije, ki
so vsebovale Sest razlicnih, aktivnih izooblik VaaChi. Pripravili smo rekombinantni AtxA
(rAtxA), ki se v aktivnosti ni razlikoval od naravnega. VaaChi ni vplival na encimsko aktivnost
rAtxA. Elektrofizioloske poskuse smo izvajali na ziv€éno-miSicnem preparatu misje
hemidiafragme, vse meritve pa z meSanico vseh Sestih izooblik VaaChi in rAtxA. Doloc¢ali smo
vpliv rAtxA oziroma VaaChi in predinkubirane meSanice obeh na amplitudo posredno in
potencial (rVm), amplitudo potenciala motori¢ne plosc€ice (PMP) in amplitudo miniaturnih
potencialov motoricne plos¢ice (MPMP). Ucinki rAtxA se niso razlikovali od ucinkov
mesanice TAtxA in VaaChi, zato sklepamo, da AtxA in VaaChi ne delujeta sinergisticno.
Zanimivo je, da je VaaChi statisti¢no znacilno povecal amplitudo posredno izzvane enostavne
miSi¢ne kontrakcije mi§je hemidiafragme ter amplitudi PMP in MPMP. VaaChi je strukturni
homolog a-dendrotoksina, zaviralca napetostno odvisnih K* kanalov iz strupa zelene mambe
(Dendroaspis angusticeps), zato predlagamo, da deluje enako kot a-dendrotoksin, torej zavira
delovanje napetostno odvisnih K" kanalov v presinaptiéni membrani Zivéno-miSi¢nega stika.
VaaChi je tako verjetno sploh prvi primer proteina Kunitzovega tipa iz strupa viperidnih kac,

ki zavira serinske proteaze in napetostno odvisne K* kanale.
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ABSTRACT

Key words: Viper venoms — analysis — chemistry; serine proteinase inhibitors; phospholipases
Ao; potassium channel blockers; muscle contraction; membrane potentials; neuromuscular

junction; motor endplate; electrophysiology.

Animal poisons are rich mixtures of various pharmacologically active proteins that in many
cases interact synergistically. Synergistic effects have already been described in the case of
proteins with the structure of secretory phospholipase Az (sSPLA») and the Kunitz/BPTI serine
protease inhibitor protein family. Both types of molecules, presynaptic neurotoxic
ammodytoxin A (AtxA) and chymotrypsin inhibitor (VaaChi), are present in nose-horned viper
(Vipera ammodytes ammodytes; Vaa) venom. We tested whether these two components of the
poison form a complex and act synergistically. Four fractions containing six VaaChi isoforms
were isolated from the poison by a combination of chromatographic methods. We also prepared
recombinant AtxA (rAtxA), which did not differ in activity from natural AtxA. VaaChi did not
affect the enzymatic activity of rAtxA. Electrophysiological experiments were performed on a
neuromuscular preparation of a mouse hemidiaphragm, and all measurements were performed
with a mixture of all six VaaChi isoforms and with rAtxA. We determined the effects of rAtxA,
VaaChi and a preincubated mixture of both on the amplitude of indirectly and directly evoked
simple and tetanic muscle contractions, resting membrane potential (rVm), the amplitude of the
end-plate potential (EPP) and the amplitude of the miniature end-plate potential (MEPP). The
effects of rAtxA did not differ from the effects of the mixture of rAtxA and VaaChi; therefore,
we concluded that AtxA and VaaChi do not act synergistically. It is interesting to note that
VaaChi significantly increased the amplitude of the indirectly evoked simple muscle
contraction of the hemidiaphragm and the amplitudes of EPP and MEPP. VaaChi is a structural
homologue of a-dendrotoxin, a blocker of voltage-dependent K channels from green mamba
(Dendroaspis angusticeps) venom; therefore, we suggest that VaaChi acts in the same way as
a-dendrotoxin, i.e., inhibits the action of voltage-dependent K™ channels in the presynaptic
membrane of neuromuscular junctions. VaaChi is probably the first example of a Kunitz-type
protein from viperid snake venom that inhibits both serine proteases and voltage-dependent K*

channels.
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X1

TRICRKOVNE IN ENOCRKOVNE OZNAKE ZA AMINOKISLINE

Aminokislina Okrajsava Enocrkovna oznaka
alanin Ala A
cistein Cys C
asparaginska kislina Asp D
glutaminska kislina Glu E
fenilalanin Phe F
glicin Gly G
histidin His H
izolevcin Ile I
lizin Lys K
levcin Leu L
metionin Met M
asparagin Asn N
prolin Pro P
glutamin Gln Q
arginin Arg R
serin Ser S
treonin Thr T
valin Val A%
triptofan Trp w
tirozin Tyr Y
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1 UVOD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Podvrsta modrasa (Vipera ammodytes ammodytes; Vaa) je najpogostejSa in najnevarnejsSa kaca
na Balkanskem polotoku, njegov strup pa vsebuje vec¢ kot 50 razli¢nih proteinov. Patofizioloski
mehanizmi delovanja posameznih proteinov so zelo razli¢ni. Nekateri med seboj tvorijo
komplekse, posledice tega pa so lahko njihovo spremenjeno delovanje, ucinek in tudi
toksi¢nost. Amoditoksin A (AtxA), nevrotoksicna sekretorna fosfolipaza A> (sPLA>) v strupu
modrasa, je pretezno odgovoren za nevrotoksi¢ne ucinke. Dokazano je bilo, da AtxA in
kimotripsinski zaviralec (VaaChi) iz druzine Kunitz/BPTI tvorita kompleks, ki je v poskusih
in vivo na misSih bolj toksi¢en kot AtxA. Ucinki in mehanizem delovanja VaaChi ter
kompleksov AtxA in VaaChi na zivéno-miSi¢ni prenos do danes Se niso bili opisani,
razumevanje in poznavanje mehanizmov njunega delovanja pa lahko prispeva k razvoju terapije

po ugrizu modrasa.
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1.2 CILJ RAZISKOVANJA

Cilji naloge so bili izolirati in ocistiti VaaChi iz strupa modrasa ter z elektrofizioloskimi
metodami (meritve izometricne kontrakcije skeletne miSice in membranskih potencialov
miSicnih vlaken) prouciti fizioloske, farmakoloSke in morebitne toksi¢ne vplive VaaChi ter
hemidiafragem misi. Na podlagi analize vseh pridobljenih rezultatov smo sledili temeljnemu
cilju raziskave, to je opredelitvi mehanizma in soodvisnosti delovanja dveh beljakovin iz

modrasovega strupa.
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1.3 DELOVNE HIPOTEZE

1. VaaChi in AtxA delujeta sinergisticno.
2. Kompleks AtxA-VaaChi je bolj nevrotoksicen kot AtxA.
3. Glede na strukturno podobnost VaaChi in a-dendrotoksina pricakujemo, da VaaChi

prav tako poveca amplitudo enostavne miSicne kontrakcije.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 ZGRADBA IN FUNKCIA ZIVCNO-MISICNEGA STIKA

v w

med kon¢nim delom a-motori¢nega nevrona in skeletnim misi¢nim vlaknom (Eguchi in sod.,
2020). Konéni del motoricnega nevrona brez mielina omejuje Schwannova celica, za katero se
je najprej predvidevalo, da ima le podporno funkcijo, danes pa je znano, da ima pomembno
vlogo pri prenosu signala. Dolg mieliniziran akson motori¢nega nevrona sega od ventralnega
roga hrbtenjace do zivéno-miSi¢nega stika. Ko se pribliza ciljni miSici, se mieliniziran akson
razdeli na 20—100 nemieliniziranih vlaken, od katerih vsako ozivC€uje eno miSi¢no vlakno.
Zgradbo in funkcijo motori€ne ploscice je mogoce preprosto morfolosko razdeliti na
presinapti¢ni del, postsinapti¢ni del in sinapti¢no Spranjo s Sirino priblizno 50 nm. V sinapticni
Spranji se nahajajo razlicne makromolekule, ki modulirajo zivéno-misicno signalizacijo. Te
molekule vkljucujejo acetilholinesterazo (AChE), a in B-laminin ter kolagen (Bittner in Martyn,
2018). V ziveni celici se sintetizira Zivéni prenasalec acetilholin (ACh), ki se skladis¢i v
majhnih, priblizno enako velikih sinapticnih mesickih (Bittner in Martyn, 2018). Sinapti¢ni
mesicki, nastali v telesu motori¢nega nevrona, s hitrim aksonalnim transportom potujejo v
zivéni kon€i¢, kjer encim holin-acetiltransferaza katalizira sintezo ACh iz holina in acetil
koencima A. ACh se v sinapticne mesicke transportira s pomocjo vezikularnega prenasalca za
ACh. Posamezen meSicek vsebuje en kvant nevrotransmiterja ali priblizno 6.000 do 10.000
ACh molekul (Juel, 2019). Pri sprosc¢anju ACh sodelujeta dve zalogi mesickov. Ena je na voljo
takoj, druga pa je rezervna. Zaloga, ki je na voljo takoj, je manjSa in omejena na obmocje, na
katerem so mesSicki vezani na aktivne cone na membrani in na katerem pride do povratnega
odpiranja in zapiranja fuzijske pore (prehodna fuzija) ter sprosc¢anja ACh (Gucek, 2015; Bittner
in Martyn, 2018). Na ta na¢in meSi¢ek ohrani obliko in funkcijo ter zadrzi del vsebine (Gucek,
2015). Rezervna zaloga vsebuje vecino sinapti¢nih mesickov, ki so vezani na citoskelet iz
aktina, sinapsina, sinaptotagmina in spektrina (Bittner in Martyn, 2018). Membrana mesicka se
v tem primeru v celoti zlije z membrano plazmaleme (popolna fuzija) (Gucek, 2015). Med
akcijskim potencialom zunajcelicni Na® ioni prehajajo membrano aksona, posledi¢na
depolarizacija Zivénega konéi¢a pa povzroéi odpiranje od napetosti odvisnih Ca?* kanalov, zato
se v zivénem kon&i¢u hitro poveca koncentracija Ca?" ionov (Bittner in Martyn, 2018). Do zdaj

je bilo odkritih pet razli¢nih napetostno odvisnih Ca** kanalov (T-, L-, N-, P- in Q-kanali), med
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katerimi so za kvantno sproS¢anje ACh odgovorni P-kanali. V konénem delu motori¢nega
nevrona so tudi L- in N-kanali, povezani s presinapticnimi ai- oz. Pi-adrenoreceptorji, ki
olajsajo sproscanje ACh, vendar za njegovo spros€anje niso nujno potrebni (Wessler in sod.,
1995; Wessler, 1996). Visoka koncentracija Ca*" ionov v Zivénem kon¢i¢u povzroéi zlivanje
sinapticnih mesi¢kov s presinapticno membrano in spros¢anje ACh v sinapti¢no Spranjo, ki
zajema prostor med Zivénim konc¢i¢em in postsinaptiéno membrano plazmaleme misi¢ne celice
na obmocju Zivéno-misSi¢nega stika (Bittner in Martyn, 2018). Sledi repolarizacija motoricnega
nevrona, ki jo povzroci tok K™ ionov skozi napetostno odvisne K* kanale (Hawgood in Bon,
1991). ACh se nato veze na nikotinske acetilholinske receptorje (nAChR) miSi¢nega tipa, ki so
pri vretencarjih glavni heteropentamerni od ligandov odvisni kationski kanali, njegova vezava
na receptorje pa povzro¢i priliv Na* ionov v misi¢no celico. Posledica tega je depolarizacija
postsinapti¢ne membrane in aktivacija od napetosti odvisnih Na* kanalov, nastanek akcijskega
potenciala (AP) in kontrakcija miSi¢nega vlakna (Bittner in Martyn, 2018; Riidiger in Straka,
2019). Ob vsakem Zzivénem impulzu se sprosti 100-200 kvantov ACh, ki aktivira priblizno
500.000 nAChR, ki so sestavljeni iz petih podenot. Vsaka podenota je povezana s Stirimi
transmembranskimi segmenti, ki obdajajo kanal, segmenti pa so zgrajeni iz priblizno 400500
aminokislin. nAChR sintetizirajo miSi¢ne celice, na membrano postsinapti¢ne celice pa so
receptorji pritrjeni s proteinom rapsinom (Bittner in Martyn, 2018). Taka funkcionalna
organizacija motori¢ne plos¢ice omogoca hiter sinapti¢ni prenos vzdrazenja z zelo kratkim

zamikom (manj kot 0,7 ms) (Wessler, 1996).

AChE je encim, ki je v visoki koncentraciji prisoten v sinapti¢ni Spranji. Vanjo ga izlo¢ajo
miSicne celice, na bazalno lamino miSi¢nih celic pa je pritrjen s pomocjo kolagena. Molekule
ACh, ki se niso takoj vezale na nikotinski receptor in molekule ACh, ki se sprostijo z receptorja,
AChE hidrolizira na holin in acetat v manj kot 1 ms. Priblizno 50 % spros¢enega ACh je
hidroliziranega na holin in acetat, preden doseZe receptor. Presezek nevrotransmiterja tako
zagotavlja uspesen zivéno-mi$icni prenos. Poseben transporter prevzame holin v presinapti¢ni
ziveéni koncic za ponovno sintezo ACh (Bittner in Martyn, 2018). Na postsinapti¢ni membrani
misi¢ne celice lahko zaznamo tudi vsako majhno spontano depolarizacijo amplitude 0,5-1,5
mV. Ti miniaturni potenciali motori¢ne plos¢ice (MPMP) so posledica spontanega zlivanja
sinapticnih mesickov s presinaptiéno membrano in sproScanja enega kvanta ACh. Njihova

amplituda torej predstavlja priblizno 1 % amplitude potenciala motori¢ne plos¢ice (PMP) ob

.....
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2.2 ZAVIRALCI SERINSKIH PROTEAZ V STRUPU MODRASA

Proteinski zaviralci serinskih proteaz so velika skupina ve¢inoma relativno majhnih proteinov
(Thakur in Mukherjee, 2017). RazvrS€eni so v 48 druzin na podlagi podobnosti
aminokislinskega zaporedja, glede na tridimenzionalne strukture pa je 31 druzin razvr§cenih v
26 klanov. Klan sestavlja skupina druzin, ki kazejo evolucijsko podobnost kljub pomanjkanju
statisticno pomembnih podobnosti v aminokislinskem zaporedju. Znaki daljne povezave
izhajajo primarno iz linearnega zaporedja aminokislinskih ostankov katalitiénega mesta ali
terciarne strukture, obcasno pa se upostevajo tudi posebni vidiki kataliticne aktivnosti, kot sta
specificnost in obcutljivost zaviralca (Rawlings in Barrett, 1993). Druzina govejih pankreasnih
tripsinskih zaviralcev je pogosto poimenovana tudi z imenom druzina Kunitz oz. BPTI, po
prvem zaviralcu, ki so mu dolodili kristalno strukturo, govejem pankreasnem tripsinskem
zaviralcu (ang. bovine pancreatic trypsin inhibitor, BPTI) (Laskowski in Kato, 1980). Druzine
so danes po spremembi klasifikacije peptidaznih zaviralcev poimenovane z veliko tiskano ¢rko
L, ki ji sledi zaporedna Stevilka druzine. Druzino Kunitz/BPTI danes poznamo kot druzino 12,
ki spada skupaj z druzino 152 v klan IB (Rawlings in sod., 2004). Zaviralci serinskih proteaz iz
druzine Kunitz/BPTI so molekule, ki najpogosteje vsebujejo 58—60 aminokislinskih ostankov,
vkljuéno s tremi disulfidnimi mosti¢ki in antiproteaznim mestom P1, ki je odgovorno za
specifino zaviranje ustreznega encima. Mesto P1 tripsinskega zaviralca zaseda pozitivno nabit
aminokislinski ostanek (Arg ali Lys), pri kimotripsinskem zaviralcu pa najdemo na tem mestu
velik hidrofobni aminokislinski ostanek (Leu, Phe ali Tyr), zato je ostanek na mestu P1 kljucen
dejavnik specificnosti zaviralca glede na specifien substrat serinske proteaze (Thakur in

Mukherjee, 2017). Struktura zaviralcev druzine Kunitz/BPTI je prikazana na sliki 1.
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A Zaviralci druzine Kunitz B

prva disulfidna vez

druga disulfidna vez

vezavna domena I

tretja disulfidna vez

prva p-ploskev

druga p-ploskev

Slika 1: Strukturne lastnosti zaviralcev iz druZine Kunitz/BPTI. (A) Shematski linearni prikaz zaviralca iz
druzine Kunitz/BPTI s tremi disulfidnimi mosti¢ki. Prva sta klju¢na za ohranitev izvorne konformacije, tretji
(prekinjena Crta) pa je odgovoren za stabiliziranje dveh vezavnih domen v zankah, ki vsebujejo reaktivno mesto.
(B) Klasi¢no zvitje zaviralca iz druzine Kunitz/BPTI (kristalna struktura BPTI mutanta A16V, PDB: 1LD5).
a-vijacnici sta prikazani z rdeCimi trakovi, antiparalelni B-ploskvi pa z modrimi. Cys oz. tri disulfidne vezi so
prikazane z rumeno barvo. (C) Vezavna domena, ki jo tvorijo koné¢ni del prve B-ploskve, B-zavoj in zacetek druge
B-ploskve, stabilizirana z disulfidom C3—C5. (D) Mesto P1 (Argl5), stabilizirano v kanoni¢ni zanki, ki vkljucuje

reaktivno mesto. Slika je povzeta po de Magalhées in sod., 2018.

Figure 1: Structure of Kunitz/BPTI family inhibitors. (A) Schematic linear representation of a Kunitz/BPTI
inhibitor with three disulfide bridges. The first two are crucial for maintaining the original conformation, and the
third (broken line) is responsible for stabilizing the two binding domains in loops containing the reactive site. (B)
Classic Kunitz/BPTI inhibitor twist (crystal structure of BPTI mutant A16V, PDB: 1LD5). a-Helices are shown
as red bars, and antiparallel -sheets are shown as blue bars. (C) The binding domain formed by the end portion
of the first B-sheet, the B-turn and the onset of the second 3-sheet, stabilized by the C3—CS5 disulfide bond. (D)
Position P1 (Argl5) stabilized in the canonical loop involving a reactive site. The figure is adapted from de

Magalhées et al., 2018.

Zaviralci serinskih proteaz so najpogosteje prisotni v strupih ka¢ iz druzine strupenih gozev
(Elapidae) in gadov (Viperidae). 1z modrasovega (Vipera ammodytes ammodytes, Vaa) strupa

so bili do zdaj izolirani trije proteini, ki delujejo kot zaviralci serinskih proteaz in niso
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nevrotoksi¢ni. Dva sta zaviralca tripsina, VaaTi-I in VaaTi-II, tretji pa je kimotripsinski
zaviralec VaaChi (Ritonja in sod., 1983c). Pozneje so iz cDNA knjiznice modrasove strupne
Zleze izolirali in sekvenirali tudi nukleotidne zapise novih izooblik VaaChi (Zupunski in sod.,
2003). Koli¢ina zaviralcev v modrasovem strupu je relativno majhna. VaaTi-I in VaaTi-II
predstavljata 0,1 %, VaaChi pa 0,25 % celotnega strupa. Vsi trije zaviralci so zelo odporni na
denaturacijo. Inkubacija v 8 M urei za 30 minut (min) pri temperaturi 37 °C in v obmoc¢ju pH
3—11 ni spremenila njihove zaviralne aktivnosti. Prav tako brez vecje izgube aktivnosti
prenesejo segrevanje pri 90 °C za 10 min v obmoc¢ju pH 3—7, vendar pa se njihova aktivnost
zmanj$a za 50 % v obmocju pH 8—11. V nevtralnem pH in raztopinah zmerne ionske jakosti

oblikujejo dimere, podobno kot BPTI (Ritonja in sod., 1983c).

Aminokislinska sestava vseh treh zaviralcev iz strupa modrasa je podobna, zato so podobne
tudi molekulske mase, priblizno 7000 Da, in izoelektri¢ne tocke (pl), pri obeh VaaTi 9,8 in pri
VaaChi 10,0 (Ritonja in sod., 1983a; Ritonja in sod., 1983c). Vsi zaviralci imajo Sest Cys in le
en Trp, le VaaChi pa vsebuje Val. Tripsinska zaviralca lahko med seboj lo¢imo po vsebnosti
Met, ker ga vsebuje le VaaTi-I. VaaTi imata blokirano N-kon¢no aminokislino, medtem ko ima
VaaChi na N-koncu Arg (Ritonja in sod., 1983¢). Ujemanje aminokislinskega zaporedja
VaaTi-I in VaaChi je priblizno 80-odstotno (Ritonja in sod., 1983b). Izmed 61 aminokislinskih
ostankov, ki se prekrivajo med VaaTi in VaaChi, jih je razli¢nih 12 (Ritonja in sod., 1983a).
Stiri najdemo v vezavni zanki zaviralca, ki ga predstavljajo aminokislinski ostanki 11-18, in le
enega na mestu 39, v vezavni domeni II, ki obsega ostanke 34-39. Razli¢na specificnost
zaviralcev iz modrasovega strupa naj bi bila tako posledica razlike v le dveh aminokislinskih
ostankih. Prva je zamenjava Lys na polozaju P; v VaaTi z Leu v VaaChi (Ritonja in sod.,
1983a). Sinteti¢ni derivat BPTI, v katerem je na polozaju P; prav tako Leu, Sibkeje zavira tripsin
(Wenzel in Tschesche, 1981). Druga pomembna zamenjava je na mestu P2, kjer je v VaaChi
Tyr zamenjan s His (Ritonja in sod., 1983b). V skladu s tem je disociacijska konstanta (Kj;)
VaaChi za tripsin (Ki = 5,1 x 10°) priblizno tisockrat vigja kot za a-kimotripsin (Ki= 4,3 x
10° M) (Ritonja in sod., 1983a; Ritonja in sod., 1983c). VaaTi-I in VaaTi-II mo¢no zavirata
tripsin (Ki = 3,4 x 10°M oz. Ki = 5,6 x 10'° M), v nasprotju z VaaChi, ki mo¢no zavira
kimotripsin (Ki = 4,3 x 10 M) (Ritonja in sod., 1983c). Poleg tega VaaTi zavirata, éeprav
slinavke. VaaChi ima ozjo specifi¢nost in poleg mo¢nega zaviranja a-kimotripsina Sibko zavira

le tripsin in ¢loveski plazemski kalikrein (Ritonja in sod., 1983b). Primerjava aminokislinskega
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zaporedja VaaTi-I in VaaChi z zapored;ji zaviralcev iz strupov drugih ka¢ in BPTI je prikazana
na sliki 2. Med VaaChi in zaviralci iz strupa pljuvajoe ovratniCarke (Hemachatus
haemachatus), Russelovega gada (Vipera russelli), kapske kobre (Naja nivea) in ¢rne mambe
(Dendroaspis polylepis polylepis) je identi¢nih 56—63 % aminokislinskih ostankov. Ujemanje
aminokislinskega zaporedja med VaaChi oz. VaaTi-I in BPTI je priblizno 43-odstotno (Ritonja
in sod., 1983b). Primerjava aminokislinskih ostankov VaaChi z BPTI znotraj vezavne domene
I kaze ujemanje le treh ostankov, v vezavni domeni II pa jih je enakih kar pet od Sestih (Ritonja
z odsotnostjo bazi¢nih aminokislinskih ostankov v njegovem zaporedju na klju¢nih mestih,
nujnih za interakcijo z encimom. Potreben je bazicen aminokislinski ostanek na mestu 15 in
dva (izjemoma eden na mestu 17) bazi¢na aminokislinska ostanka na mestu 17, 19 ali 39
(Wachter in sod., 1980). Kot lahko vidimo na sliki 2, je v VaaChi prisoten le bazi¢ni ostanek
(Arg) na mestu 15.

PaP1PiP;

a)VaaTi-I QDHPKFCYLPADPGRCKAHIPREFYYDSASNKCNKFIYGGCPGNANNFKTWDECRQTCGASA--- 61
b) NNV-II —-—-RPRFCELPAETGLCKARIRSFHYNRAAQQCLEFIYGGCGGNANRFKTIDECHRTCVG------ 57
c) HHV-II —-—-RPDFCELPAETGLCKAYIRSFHYNLAAQQCLQFIYGGCGGNANRFKTIDECRRTCVG------ 57
d) BF-IX KNRPTFCNLLPETGRCNALIPAFYYNSHLHKCQKENYGGCGGNANNFKTIDECQRTCAAKYGRSS 65
e)VaaChi RDRPKFCYLPADPGRCLAYMPRFYYNPASNKCEKFIYGGCRGNANNFKTWDECRHTCVASGIQPR 65
f)RS-II HDRPTFCNLAPESGRCRGHLRRIYYNLESNKCKVFFYGGCGGNANNFETRDECRETCGGK—-———-— 60
g) DPP-E LOHRTFCKLPAEPGPCKASIPAFYYNWAAKKCQLFHYGGCKGNANREFSTIEKCRHACVG-————— 59
h) BPTI —-—-RPDFCLEPPYTGPCKARIIRYFYNAKAGLCQTFVYGGCRAKRNNFKSAEDCMRTCGGA--—--- 58

* % *  x . * . * * ok k kK .k Kk . . K . %

Slika 2: Primerjava aminokislinskega zaporedja VaaTi-I in VaaChi z zaporedjem zaviralcev iz strupov
drugih kac in z BPTL. a) VaaTi-1, Vipera ammodytes ammodytes (P00991); b) NNV-II, Naja nivea (P00986); c)
HHV-II, Hemachatus haemachatus (P00985); d) BF-IX, Bungarus fasciatus (P25660); e) VaaChi, Vipera
ammodytes ammodytes (0909196A); f) RS-II, Vipera russelli (P00990); g) DPP-E, Dendroaspis polylepis
polylepis (P00984); in h) BPTI, Bos taurus (P00974). Slika je povzeta po Ritonja in sod., 1983b.

Figure 2: Comparison of the amino acid sequences of VaaTi-I and VaaChi with the sequences of other snake
venom inhibitors and BPTI. a) VaaTi-l, Vipera ammodytes ammodytes (P00991); b) NNV-II, Naja nivea
(P00986); c) HHV-II, Hemachatus haemachatus (P00985); d) BF-IX, Bungarus fasciatus (P25660); e) VaaChi,
Vipera ammodytes ammodytes (0909196A); f) RS-11, Vipera russelli (P00990); g) DPP-E, Dendroaspis polylepis
polylepis (P00984); and h) BPTL, Bos taurus (P00974). The figure is adapted from Ritonja et al., 1983b.
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2.3 FOSFOLIPAZE (PL)

Beljakovine v strupu Stevilnih ka¢ povzro€ajo pri Zivalih nevrotoksi¢ne u¢inke. Nevrotoksi¢ne
beljakovine iz modrasovega strupa pripadajo encimski druzini fosfolipaz (PL) (Krizaj, 2011).
PL hidrolizirajo estrske vezi v fosfolipidih. Skoraj vse imajo tudi drugo lastnost, in sicer so
aktivnejSe na agregiranem substratu nad kriticno micelarno koncentracijo fosfolipidov. PL se
razlikujejo glede na mesto delovanja na fosfolipidu, glede na nacin in tudi regulacijo delovanja.
PL glede na mesto delovanja delimo na fosfolipaze: A; (PLA1), A2 (PLA?), B (PLB), C (PLC)
in D (PLD), kar je prikazano na sliki 3. PL iz modrasovega strupa uvr§¢amo med sekretorne

PLA> (sPLA») (Wilton in Waite, 2002).
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Slika 3: Razvrstitev PL glede na mesto delovanja na molekuli fosfoglicerida. Fosfolipaze A (PLA) so acilne
hidrolaze, razvr$¢ene glede na hidrolizo 1-acil estra (PLA,) ali 2-acil estra (PLA2). PL, ki lahko katalizirajo
hidrolizo obeh acilnih skupin se imenujejo fosfolipaze B (PLB). Cepitev glicerofosfatne vezi katalizirajo
fosfolipaze C (PLC), odstranitev bazne skupine pa katalizirajo fosfolipaze D (PLD). PLC in PLD so torej
fosfodiesteraze. S pus€ico so oznacene vezi, ki jih cepijo razli¢ni tipi PL. Slika je povzeta po Wilton in Waite,
2002.

Figure 3: Classification of PL according to the site of action on the phosphoglyceride molecule.
Phospholipases A (PLA) are acyl hydrolases classified according to their hydrolysis of the 1-acyl ester (PLA;) or
the 2-acyl ester (PLA;). The PL that catalyse the hydrolysis of both acyl groups are called phospholipases B (PLB).
Cleavage of the glycerophosphate bond is catalysed by phospholipases C (PLC), while removal of the base group
is catalysed by phospholipases D (PLD). PLC and PLD are therefore phosphodiesterases. The arrows indicate the
bonds cleaved by different types of PL. The figure is adapted from Wilton and Waite, 2002.
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2.3.1 Sekretorne fosfolipaze Az (sPLA2)

sPLA> najdemo v strupu razli¢nih vrst ka¢, Skorpijonov, pankreasnem soku, sinovialni tekoc¢ini
artriti¢nih sklepov in $tevilnih drugih tkivih sesalcev. Zanje je znacilna nizka molekulska masa
(13—15 kDa), diada His/Asp v katalitiénem mestu encima, Ca>" vezavna zanka in tudi od $est
do osem ohranjenih disulfidnih vezi. Katalizirajo hidrolizo prek mehanizma odvzema protona
iz molekule vode, ki mu sledi nukleofilni napad vezi sn-2. Molekulo vode aktivira kataliti¢na
diada v odvisnosti Ca*" ionov (Burke in Dennis, 2009). Za encimsko katalizo so torej nujno
potrebni Ca** ioni v mikromolarni koncentraciji, hidroliza substrata pa je ucinkovita le v
obmocju pH 7-9. Na podlagi strukturnih znacilnosti sPLA> razdelimo v skupine [-XI (Wilton
in Waite, 2002). sPLA: iz kacjih strupov spadajo v skupino II, ki se prav tako deli na manjSe
skupine IIA-F. Za skupino IIA sPLA: je znacilno podaljSanje C-kon¢nega dela proteina in
sedem disulfidnih mostickov. V to skupino spadajo tudi sPLA> iz strupov razli¢nih kac, tudi
modrasovega (Wilton in Waite, 2002). Kodirajo jih vecgenske druzine, kar razlozi prisotnost
Stevilnih izoencimov sPLA> z razlicnimi farmakoloskimi aktivnostmi. sSPLA> v skupini Il imajo
skupen evolucijski izvor, kar je razvidno iz strukture njihovih genov, saj kaZejo obsezno
ohranitev nekodirajo¢ih delov genov, vklju¢no z vsemi zaporedji intronov. V nasprotju z
nekodirajo¢imi regijami so zreli eksoni, ki kodirajo beljakovine, zelo raznovrstni. Do
raznovrstnosti med vecgenskimi druzinami sPLA> je najverjetneje priSlo zaradi hitre
prilagoditve ka¢ za obrambo in plenjenje Sirokega spektra razlicnega plena, ki vkljucuje tako
zuzelke, ribe, dvozivke in plazilce kot tudi sesalce. Njihov evolucijski razvoj je mogoce
razloziti s procesom ponavljajocega se podvajanja genov od predniske enotne prebavne sPLA>

do njenih Stevilnih vse raznovrstnejSih miotoksic¢nih in nevrotoksi¢nih oblik (Krizaj, 2011).

2.3.2 Amoditoksini (Atx)

Atx so nevrotoksi¢ne sPLA», ki vsebujejo vse strukturne elemente, znacilne za skupino I1A
(Krizaj, 2011). V strupu modrasa najdemo tri izooblike, sestavljene iz 122 aminokislin: AtxA,
AtxB in AtxC. Doza AtxA, ki povzro¢i smrt pri polovici misi (LDso), je 20 pg/kg oz. ~0,4
ug/povprecno tezo misi. Druga dva Atx sta 17- oz. 28-krat manj toksic¢na kot AtxA (Prijatelj in
sod., 2006; Pungercar in sod., 2011). V primarni strukturi se med seboj razlikujejo le v dveh
oz. treh aminokislinah. AtxC je tako dvojna mutanta (F1241/K128E), AtxB pa trojna mutanta
(Y115H/R118M/N119Y) izooblike AtxA. Tridimenzionalna struktura AtxA je prikazana na
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sliki 4. Razlika v dveh aminokislinah med AtxA in AtxC ne povzro¢i pomembnih strukturnih
sprememb, kar kaze, da so razlike v toksi¢nosti obeh izooblik posledica spremembe v
povrsinskem ujemanju toksina in njegovega receptorja (Saul in sod., 2010). Atx so zelo bazi¢ni
proteini s pI 10,2 (AtxA), 10,0 (AtxB) in 9,17 (AtxC) (Pungercar in sod., 2011;). Poleg Atx sta
v strupu modrasa tudi netoksi¢ni sSPLA», imenovani amoditin I; in I (Atnli/12), z 68-odstotnim
ujemanjem aminokislinskega zaporedja z Atx. Prisoten je tudi miotoksi¢en encimsko neaktiven
homolog sPLA;, imenovan amoditin L (AtnL), s 74-odstotnim ujemanjem aminokislinskega

zaporedja z Atx (Brgles in sod., 2014).

Slika 4: Tridimenzionalna struktura AtxA. Z zeleno so obarvane tri aminokisline, ki lo¢ijo AtxB od AtxA
(Y115H/R118M/N119Y), z modro pa sta obarvani aminokislini, ki lo¢ita AtxC od AtxA (F124I/K128E). Slika je
povzeta po Krizaj, 2011.

Figure 4: The three-dimensional structure of AtxA. The three amino acid residues displayed in green
differentiate AtxB from AtxA (Y115H/R118M/N119Y) and the two amino acid residues displayed in blue
differentiate AtxC from AtxA (F124I/K128E). The figure is adapted from Krizaj, 2011.

Atx lahko pridobimo na dva nacina: iz kacjega strupa in s sintezo s pomocjo metode
rekombinantne DNA. Poleg modrasovega strupa so Atx nasli tudi v strupu laskega gada (Vipera
aspis aspis) v jugovzhodni Franciji in pri drugi podvrsti modrasa (Vipera ammodytes
meridionalis) (Krizaj, 2011). Koli¢ina proteinov, ki jo lahko pridobimo iz strupa odraslega
modrasa pri enkratnem odvzemu, je 15-45 mg. Koli¢ina pridobljenih Atx iz takega strupa se

bistveno razlikuje med razli¢nimi populacijami ka¢ in lahko presega 10 % celotnih beljakovin
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strupa (Halassy in sod., 2010). Njihova vsebnost je odvisna tudi od letnega ¢asa, saj lahko v
zimskem casu iz strupa popolnoma izginejo (Gubesek in sod., 1974). Za pridobivanje vecjih
koli¢in Atx se zato uporablja metoda izrazanja rekombinantnih proteinov. Pri metodi pridobitve
rekombinantnega AtxA iz bakterij Escherichia coli se ta proizvaja kot fuzijski protein v obliki
netopnih inkluzijskih teles (Krizaj, 2011). Po ponovnem zvitju proteina in omejeni hidrolizi s
pomocjo encima tripsina je mogoce pridobiti popolnoma aktivni AtxA, ki se po encimski
aktivnosti in toksi¢nosti ne razlikuje od naravnega toksina. Celotni izkoristek tako

pridobljenega toksina znaSa med 0,7 in 6 mg na liter bakterijske kulture (Krizaj, 2011).

2.3.2.1 Vpliv Atx na ziveni sistem

NajizrazitejSi u€inek Atx pri sesalcih je nevrotoksicnost (Krizaj, 2011). V kar 16 %
obravnavanih primerov ugrizov na jugu Hrvaske v 21 letih so se pri 542 Zrtvah pojavili
nevrotoksi¢ni ucinki. Izrazeni so bili v obliki spuScene veke, motnje poziranja, hripavosti,
paralize ocCesnih miSic ali Ziveéno-miSi¢ne oslabelosti. Atx delujejo kot presinapticni
predvsem perifernih holinergi¢nih motori¢nih nevronih vretencarjev (Krizaj, 2011; Brgles in
sod., 2014). Njihov nevrotoksi¢ni ucinek na presinapticne nevrone je povezan s postopnim
zaviranjem sproscanja sinapti¢nih mesickov z ACh iz zivénih koncicev v sinapti¢no Spranjo,
kar privede do popolnega in nepovratnega zavrtja zivéno-misSi¢nega prenosa. (Krizaj, 2011;
Vardjan in sod., 2013). Natan¢nejSi mehanizem delovanja Se ni poznan. Z ugrizom kace se Atx
vnesejo v periferno tkivo plena na mestu ugriza in v normalnih pogojih zaradi svoje velikosti
krvno mozgansko bariero prehajajo le v zelo majhnih koli¢inah. Pri neposredni aplikaciji v
osrednji zivéni sistem so prav tako zelo toksi¢ni, saj AtxA po intracerebroventrikularni
aplikaciji pri miSih (Mus musculus) povzro¢i napade s kr¢i. Nevrotoksi¢na aktivnost AtxA je
odvisna od njegove fosfolipazne aktivnosti, saj njegov miotoksicni neencimski homolog AtnL

ne u¢inkuje na osrednji zivéni sistem (Krizaj, 2011).

Pri poskusih na zivéno-misi¢nem preparatu hemidiafragme misi je ob prisotnosti Atx primarno
kontrakciji ne pride do statisticno znacilnih razlik (Prijatelj in sod., 2006; Krizaj, 2011). Vsi
trije Atx delujejo presinapti¢no in zavirajo izklju¢no posredno izzvano misi¢no kontrakcijo. To

dejstvo potrjuje membranski potencial v mirovanju, ki po popolnem zavrtju misi¢ne kontrakcije
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na zivéno-misicnem preparatu ostane nespremenjen in popolno odziven na neposredno
stimulacijo. AtxA povzro€i najvecje, AtxC manjsSe in AtxB najmanjSe zavrtje posredno izzvane
kontrakcije na zivéno-miSicnem preparatu. Odziv pri posredno izzvanih kontrakcijah ob
prisotnosti Atx je trifazen (slika 5). Prva faza — prehodno zaviranje spros¢anja nevrotransmiterja
ACh se zacne kmalu po dodatku Atx in traja nekaj min (Krizaj, 2011). Sledi druga faza —
povecanje spros¢anja ACh in povecanje moc¢i miSi¢ne kontrakcije v primerjavi s kontrolo, ki
doseze vrh 10-20 min po aplikaciji toksina. V tretji fazi se spros¢anje ACh zmanjsuje in privede
do popolnega nepovratnega zavrtja Zivéno-misSi¢nega prenosa in paralize (Fathi in sod., 2011;
Krizaj, 2011). Enake znacilnosti kazejo tudi meritve MPMP. Frekvenca MPMP v popolnoma
paraliziranem preparatu in preparatu, ki ni bil izpostavljen toksinu, je statisticno popolnoma
enaka. To pomeni, da se kljub preprecenemu Zivéno-miSi¢nemu prenosu zaradi delovanja Atx,
spontano sproscanje sinapticnih mesSickov z ACh Se vedno pojavlja, in da mehanizem, ki je
odgovoren za polnjenje mesSickov z ACh, ob delovanju Atx ni prizadet. Nevrotoksi¢ni ucinek
je temperaturno odvisen. Trifazni u€inek, opazen na zivéno-miSi¢nem preparatu, je prisoten pri
37 °C, ne pa pri sobni temperaturi (23 °C), in to kljub dosezenemu kon¢nemu zavrtju
kontrakcije. Zaviranje spros¢anja nevrotransmiterja v prvi fazi je verjetno odvisno od encimske
aktivnosti Atx in specificne vezave toksina na presinapticno membrano, na kateri obstaja ve¢
potencialnih vezavnih receptorjev za Atx. Eksperimentalni dokazi kazejo, da za povecanje
spros€¢anja ACh v drugi fazi odziva na mi§jem Ziv€no-miSi¢nem preparatu ni odgovorna
fosfolipazna aktivnost Atx. Predvidevalo se je, da je za povecano sproscanje ACh v tej fazi
odgovorna interakcija Atx z napetostno odvisnimi K* kanali, vendar ionski tokovi skozi misje,
podganje in Cloveske napetostno odvisne K' kanale (mK,1.1, rK1.2, mK,1.3, hK,1.5 in
mK,3.1) pri meritvah niso bili spremenjeni. Tretja faza odziva je odvisna od hidrolizne
aktivnosti toksina, vendar za zdaj ni dokazane povezave med letalnostjo izooblike Atx in

hitrostjo katalize (Krizaj, 2011).

AtxA

L DRUGA FAZA TRETJA FAZA
PRVA FAZA

70 min I
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Slika 5: Trifazni odziv Zivéno-miSi¢nega preparata miSje hemidiafragme pri posredno izzvani miSi¢ni
kontrakciji po aplikaciji Atx. Do popolnega zavrtja miSi¢ne kontrakcije pride v priblizno 1 uri od aplikacije 10

mg/mL AtxA. Slika je povzeta po Krizaj, 2011.

Figure 5: Tri-phasic response of the indirectly stimulated neuromuscular preparation of mouse
hemidiaphragm after Atx application. The complete arrest of muscle twitching occurred approximately 1 hour

after application of 10 mg/mL AtxA. The figure is adapted from Krizaj, 2011.

Subpopulacijo nevronskega oz. N-tipa sPLA> receptorja predstavljajo Se nedoloCeni proteini,
ki so veliki 18-24, 3651 in 85 kDa in so najverjetnejsi kandidati za specificne Atx receptorje
na ziveéni celici ter odgovorni za nevrotoksi¢nost (Krizaj, 2011). Nevronska izooblika M-tipa
sPLA> receptorja (R180) je bila prav tako doloCena kot receptor z visoko afiniteto za Atx v
nevronskih plazemskih membranah, vendar ta receptor ni bistven za nevrotoksi¢nost AtxA
(Saul in sod., 2010; Krizaj, 2011). Poleg proteinskih so bili na presinapticnih membranah
odkriti tudi specificni ne-proteinski receptorji, katerih nevrotoksi¢na funkcija Se ni popolnoma
pojasnjena (Krizaj, 2011). Prav tako je bila potrjena visoko-afinitetna interakcija med Atx in
znotrajceli¢nim proteinom kalmodulinom, evolucijsko zelo ohranjeno molekulo, ki se nahaja v
citosolu vseh evkariontskih celic (Krizaj, 2011). Kalmodulin sodeluje pri razli¢nih oblikah
membranskega transporta in v Stevilnih drugih regulacijskih procesih v celici. Zaradi
vpletenosti v te procese bi bil popolna tarca za toksin, za katerega je znano, da zavira spros¢anje
sinaptiénih mesi¢kov (Sribar in sod., 2001). Dokazano je, da AtxA v kompleksu s
kalmodulinom postane bolj stabilen in encimsko aktiven, Se posebej v redukcijskem okolju, kot
je citosol (Kovaci¢ in sod., 2009 in 2010). Potrjena je tudi interakcija Atx z evolucijsko zelo
ohranjenima izooblikama proteinov 14-3-3 vy in 14-3-3 &, ki se prav tako nahajata v citosolu in
jedru evkariontskih celic (Krizaj, 2011; Bergles in sod., 2014;). BioloSka aktivnost Atx v
citosolu evkariontske celice je bila dokazana z uporabo celic kvasovk Saccharomyces
cerevisiae. AtxA, heterologno izrazen v citosolu celice, specificno zavre celi¢ni cikel v fazi G2
zaradi vezave toksina na 14-3-3 vy protein, ki v procesu sodeluje. AtxA, izrazen v celicah
kvasovk, prav tako za priblizno 50 % zmanjSa hitrost endocitoze. Prvi ugotovljeni znotrajceli¢ni
membranski receptor za vezavo sPLA> je visoko-afinitetni mitohondrijski membranski vezavni
protein R25, ki skupaj z drugimi tremi znotrajceli¢nimi proteini postavlja dvom o izklju¢no
zunajcelicnem delovanju sPLA». Fosfolipazno aktivnost Atx v citosolu evkariontske celice je
tako Se vedno treba neposredno dokazati in vivo. Glavni izziv je identifikacija presinapti¢nih

membranskih receptorjev za vezavo Atx, ki so pomembni pri nevrotoksi¢nosti. Ti so pomembni
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za razumevanje mehanizma delovanja in pri razvoju terapije (poleg imunoterapije), ki bi bila

ucinkovita pri ugrizu modrasa (Krizaj, 2011).

2.3.2.2 Citotoksi¢nost amoditoksinov

Atx imajo najvecji ufinek na motoricne nevrone. Pred zastojem dihanja poskusne Zzivali po
intraperitonealni aplikaciji AtxA je na elektronsko mikroskopskih slikah preponskega Zivca
(nervus phrenicus) opazno otekanje mitohondrijev v zivénem konci¢u in Q-invaginacije
aksoleme. Na Zivcu, pridobljenem po zastoju dihanja poskusne Zivali, je opazno zelo majhno
Stevilo sinapti¢nih meSi¢kov v zivénem koncicu, mitohondriji pa so otekli in njihova citoplazma
vakuolizirana (Logonder in sod., 2008; Krizaj, 2011). MisSi¢na vlakna, fibrociti, Schwannove
celice in mielinizirani aksoni v nobenem primeru niso bili prizadeti. AtxA je prav tako
dokazano citotoksic¢en za mi§jo NCS34-motonevronsko celi¢no linijo v kulturi. Citotoksi¢nost
je posledica apoptoze, najverjetneje zaradi mehanizma vmeSavanja toksina v napredovanje
celicnega ciklusa, opazenega v Studiji na celicah kvasovk Saccharomyces cerevisiae, kjer
heterologno izrazen toksin v citosolu celice specificno zavira zaustavitev celi¢nega cikla v fazi
G2. Citotoksi¢ni in apoptoti¢ni ucinki niso bili opazeni v ¢loveskih embrionalnih epitelijskih

ledvi¢nih (HEK293) ali mi§jih mioblastnih (C2C12) celicah (Krizaj, 2011).

2.3.2.3 Strukturna osnova nevrotoksi¢nosti Atx

Tako imenovano nevrotoksi¢no mesto na molekuli AtxA je razprSeno po vsej molekuli, kar
kaze, da so razlicni deli molekule vkljuéeni v razlicne faze vecstopenjskega procesa
nevrotoksi¢nosti. C-kon¢na regija AtxA je zelo pomembna, vendar pri nevrotoksi¢nosti prav
tako sodeluje kombinacija hidrofobnih in bazi¢nih aminokislin na mestu 115-124, Phe na mestu
24 ter aminokislini Met in Gly na mestih 7 in 11 N-kon¢nega dela toksina. Nekaj aminokislin,
ki vplivajo na nevrotoksi¢nost, je prav tako na vezavni povrsini toksina, zato mutacije, ki

vplivajo na nevrotoksi¢nost, prav tako vplivajo na njegovo encimsko aktivnost (Krizaj, 2011).

2.3.3 Kompleksi med sPLA: in drugimi proteini v kaéjih strupih

Kacje strupe sestavljajo pretezno proteini. Modrasov strup na primer vsebuje ve¢ kot 50
razli¢nih proteinov, ki jih lahko razvrstimo v 16 druzin (Leonardi in sod., 2019). Posamezni

proteini lahko v strupu med seboj tvorijo komplekse, posledice pa so lahko njihovo
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spremenjeno delovanje, ucinek in tudi toksi¢nost. Kompleksi med sPLA> in drugimi
molekulami v strupu lahko nastanejo s kovalentnimi, vecinoma pa z nekovalentnimi
interakcijami (Brgles in sod., 2014). Primer kovalentnega heterodimera je B-bungarotoksin,
izoliran iz strupa tajvanskega progastega krajta (Bungarus multicinctus). Tvorita ga razli¢ni
podenoti, ki sta povezani z disulfidnim mosti¢kom. Prva je sPLA;, druga pa zaviralec serinske
proteaze Kunitzovega tipa, vendar nobena od podenot sama ne zadostuje za ohranitev aktivne
konformacije in nevrotoksi¢nega ucinka (Chu in sod., 1994). Primer dveh razli¢nih molekul
sPLA», nekovalentno povezanih v kompleks, je vipoksin v strupu modrasa (Vipera ammodytes
meridionalis). Nekovalentni kompleks treh razlicnih molekul sPLA2 najdemo v strupu obalnega
tajpana (Oxyuranus scutellatus scutellatus). Tudi v strupu Russelovega gada (Daboia russelii)
najdemo trimerni kompleks, imenovan reprotoksin, ki ga sestavljajo sPLA>, serinska proteaza
in tripsinski zaviralec. Kompleks petih razlicnih sPLA> pa je prisoten v strupu rjave kace
(Pseudonaja textilis) (Brgles in sod., 2014). Strup teksaske koralne kace (Micrurus tener tener)
pri ugrizu povzro€i intenzivno in neprekinjeno bolecino zaradi vzdrazenja Stevilnih senzori¢nih
nevronov. Protein iz strupa omenjene kace MitTx je sestavljen iz heterodimernega kompleksa
med zaviralcem serinske proteaze Kunitzovega tipa in sPLA», ki sta nekovalentno povezana.
Kompleks ima toksi¢ni ucinek, ¢eprav ga posamezni komponenti kompleksa nimata. Kompleks
deluje kot mocen, obstojen in selektiven agonist kislinskih ionskih kanalov (ang. acid-sensing
ion channels, ASICs) in ima enak ali vecji u¢inek v primerjavi s kislim pH (Bohlen in sod.,

2011).

2.3.3.1 Kompleks med AtxA in VaaChi

Brgles in sod. (2014) so iz strupa modrasa z uporabo imunoafinitetne kromatografije izolirali
Atx in pokazali, da ti tvorijo nekovalentni kompleks z VaaChi. Specificno interakcijo med Atx
in VaaChi so dokazali tudi z metodo povrSinske plazmonske resonance (SPR), pri kateri so
AtxA vezali na ¢ip s pomocjo imobiliziranih protiteles proti Atx. Pripravili so tudi zmesi AtxA
in VaaChi v razmerju 1 : 1 in 1 : 4 ter njihov fizioloski vpliv testirali na misih. Medtem ko
VaaChi ni imel toksi¢nega ucinka, sta bili zmesi bolj toksicni od samega AtxA. Razlik v
toksi¢nosti med zmesema stehiometrije 1 : 1 in 1 : 4 ni bilo. Dolo¢ili so, da je medsebojna
afiniteta AtxA in VaaChi nizka, tako da tvorita kompleks Sele v mikromolarnem
koncentracijskem obmocju (Brgles in sod., 2014). Ceprav so pri testiranjih na misih klju¢na

toksi¢na komponenta modrasovega strupa prav Atx, njihova nevtralizacija s specifi¢nimi
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protitelesi ne povzro¢i nevtralizacije toksicnosti celotnega strupa (Kurtovi¢ in sod., 2012).
Mozno je, da Atx tvorijo komplekse z drugimi proteini v strupu, kar zakrije epitope in vpliva

na njihovo dostopnost za protitelesa (Brgles in sod., 2014).

2.4 MEHANIZEM VSTOPA Atx in VaaChi V ZIVCNI KONCIC

Mehanizem vstopa Atx in VaaChi v zivéni kon¢i€ in pot do mesta delovanja v nevronu $e nista
pojasnjena. Teoreticni modeli vstopa Atx vkljucujejo razlicne poti, pri ¢emer naj bi imeli
kljucno vlogo do zdaj Se nedoloCeni posebni znotrajceli¢ni in zunajceli¢ni receptorji (Krizaj in
Gubensek, 2000). Modeli zajemajo endocitozo posredovano preko kaveol ali potocitozo,
konstitutivno endocitozo, od klatrina neodvisno endocitozo in s klatrinom posredovano
endocitozo (Krizaj in Gubensek, 2000). Predvidevalo se je, da je za presinapti¢no nevrotoksi¢no
delovanje AtxA potrebna interakcija z receptorji PLA> tipa M, vendar se je pozneje izkazalo,
da ta ni nujno potrebna (Petan in sod., 2005). Obstaja tudi moznost ve¢ alternativnih
mehanizmov vnosa istega toksina v zivéni konci€. Ve¢ nacinov vnosa je prav tako evolucijsko

koristno, saj povecuje farmakoloSko ucinkovitost toksina (Krizaj in Gubensek, 2000).

2.5 DENDROTOKSINI (DTx)

DTx so majhne farmakolosko aktivne beljakovine, ki so jih leta 1980 prvic izolirali iz strupa
vzhodnoafriske zelene mambe (Dendroaspis angusticeps) (Harvey in Karlsson, 1980). V strupu
te kace so Stirje homologni toksi¢ni polipeptidi a-, -, y- in 6-DTX, v strupu zahodnoaftriske
zelene mambe (Dendroaspis viridis) je toksin Dv14 ter v strupu ¢rme mambe (Dendroaspis
polylepis) toksina DTx-I in DTx-K (Strydom, 1973; Harvey in Karlsson, 1982; Mehraban in
sod., 1986; Benishin in sod., 1988). Iz morske vetrnice (Anemonia sulcata) so izolirali Se tri
homologe DTx, ki jih imenujemo kalikludin 1, 2 in 3 (Schweitz in sod., 1995). Vsi DTx in
njihovi homologi so sestavljeni iz 57—-60 aminokislinskih ostankov, vkljucno s Sestimi Cys, ki
tvorijo tri disulfidne mosticke (Strong PN, 1990; Harvey, 2001). DTx so zelo podobni
zaviralcem serinskih proteaz tipa Kunitz, vendar imajo v primerjavi z njimi le Sibko sposobnost
zaviranja tripsina, kimotripsina in drugih serinskih proteaz (Dufton in Harvey, 1998; Harvey,
2001). Slika 6 prikazuje primerjavo primarne strukture a-dendrotoksina (aDTx) z VaaChi in

BPTI. Pomembna lastnost DTx je sposobnost zaviranja od napetosti odvisnih K" kanalov
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druzine Ky1. K" kanali so izjemno pomembni za vzdrazljivost Zivcev in miSic ter veljajo za
najbolj raznovrstno skupino ionskih kanalov. Od napetosti odvisne K* kanale najverjetneje
zavirajo v presinapticnem zivénem koncicu, kar pa ni lastnost zaviralcev serinskih proteaz
(Harvey in Anderson, 1985; Tricaud in sod., 2000; Harvey, 2001). DTx se specificno vezejo na
K" kanale v osrednjem zivénem sistemu, kjer je veliko sinaps, tj. v neokorteksu, talamusu,
srednjih in malih moZganih ter perifernem zivénem sistemu (Balant, 2009). Vezava DTx na K*

kanale ni odvisna od koncentracije zunajceli¢nih Ca** ionov (Strong, 1990).

a)BPTI —-—-RPDFCLEPPYTGPCKARIIRYFYNAKAGLCQTFVYGGCRAKRNNFKSAEDCMRTCGGA——-——— 58

b) aDTx QPRRKLCILHRNPGRCYDKIPAFYYNQKKKQCERFDWSGCGGNSNRFKTIEECRRTCIG--——-— 59

c)VaaChi RDRPKFCYLPADPGRCLAYMPREFYYNPASNKCEKFIYGGCRGNANNFKTWDECRHTCVASGIQPR 65
KoL *ox : I Kook p U RX o R KKk ok xR

Slika 6: Primerjava primarne strukture aDTx z VaaChi in BPTI. a) BPTI, Bos taurus (P00974); b) aDTx,
Dendroaspis angusticeps (P00980); in ¢) VaaChi, Vipera ammodytes ammodytes (0909196A). Aminokisline, ki
so v vseh zaporedjih na istem mestu, so oznacene z zvezdico v vrstici pod vsemi zapored;ji. PoloZaji v sekvencah,
ki vsebujejo konzervativne zamenjave so oznaceni z dvopi¢jem (:), medtem ko so polozaji polkonzervativnih in

nekonzervativnih zamenjav oznaceni s piko (.) 0z. praznim poljem ().

Figure 6: Comparison of the primary structure of aDTx with VaaChi and BPTI. a) BPTI, Bos taurus
(P00974); b) oDTx, Dendroaspis angusticeps (P00980); and c¢) VaaChi, Vipera ammodytes ammodytes
(0909196A). Amino acids present at the same position in all sequences are designated by an asterisk. Positions in
sequences harbouring conservative substitutions are designated by a colon (:), while positions of semi-conservative

and non-conservative substitutions are marked by a period (.) or with an empty field, respectively.

2.5.1 a-dendrotoksin (aDTx)

aDTx sestavlja 59 aminokislin s tremi disulfidnimi vezmi na mestih C7-C57, C16-C40 in
C32-C53 (Belva in sod., 200). Identi¢nost zaporedja med BPTI in aDTx je ~37-odstotna, njuni
funkcionalni mesti pa sta na topografsko nasprotnih regijah proteina. Podro¢je BPTI, ki ga
imenujemo tudi »protiproteazno mesto«, vsebuje ostanke Pro13, Lys15, Argl7, Ile19 in Arg39
in je na vrhu strukture BPTI, medtem ko je funkcionalno mesto aDTx na nasprotnem koncu
proteina. Funkcionalno mesto aDTx vkljucuje Sest glavnih aminokislinskih ostankov, ki so v
N-konénem delu aDTx in so pomembni za vezavo na K kanal, najpomembnej$a med njimi pa
sta Lys5 in Leu9 (Skarzynski, 1992; Gasparini in sod., 1998). Aminokislinski ostanek na mestu
18, ki meji na Tyrl7, ima pomembno vlogo pri zmanjSanju sposobnosti zaviranja aktivnosti

serinskih proteaz z aDTx. Zaviralci tripsina homologni BPTI imajo na tem mestu aminokislino
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Ala ali Gly (tudi VaaChi), pri aDTx pa je na tem mestu Asp (Skarzynski, 1992). Kristalna
struktura aDTx je prikazana na sliki 7. Molekula aDTx je v nevtralnem pH pozitivno nabita,

vendar je razporeditev naboja zelo asimetri¢na (Skarzynski, 1992).

Leu9

Lys5

Slika 7: Kristalna struktura aDTx (PDB: 1DTX). Za zaviranje K* kanalov sta klju¢na aminokislinska ostanka
Lys5 in Leu9, obarvana z rdeco barvo. Cys oz. tri disulfidne vezi, ki stabilizirajo strukturo, so prikazane z rumeno

barvo. Avtorica slike je doc. dr. Adrijana Leonardi.

Figure 7: Crystal structure of aDTx (PDB: 1DTX). The amino acid residues Lys5 and Leu9, coloured in red,
are crucial for the inhibition of K* channels. Cys or the three disulfide bonds that stabilize the structure are shown

in yellow. The author of the figure is doc. dr. Adrijana Leonardi.

aDTx v nevronih zavre podtipe napetostno odvisnih kalijevih kanalov Ky1.1, Ky1.2 in Ky1.6 v
nanomolarnem obmocdju (Kq < 20 nM), drugi kalijevi kanali (Kv1.3, Ky1.4, Ky1.5, K,3.1, K3.4
in Ky4.1) pa niso obcutljivi niti na veliko vi§je koncentracije toksina (Grissmer in sod., 1994;
Dufton in Harvey, 1998; Harvey, 2001). Iz skorje velikih mozganov goveda so izolirali K*
kanale, ki vezejo aDTx. Ti kanali so sestavljeni iz $tirih vecjih a-podenot in Stirih manjSih
B-podenot (Parcej in sod., 1992). Z aDTx morajo za nastanek visoko-afinitetnega vezavnega
mesta soasno reagirati vse §tiri a-podenote K* kanala, za njegovo zavrtje pa je potrebna le ena
molekula aDTx (Tytgat in sod., 1995; Balant, 2009). Vezavna mesta na kanalu, pomembna za
vezavo toksina, so Ala352, Glu353 in Tyr379, ki so v zanki med domenama S5 in S6, kar kaze,
da zanka S5-S6 lezi na zunanjem ustju kanala ali blizu njega, kjer vezava aDTx vodi do njegove

okluzije (Hurst in sod., 1991; Tytgat in sod., 1995). aDTx zavre hitro aktivirajo¢ K tok, kar je
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pomembno za nadzor vzdrazenosti motori¢nih zivénih koncic¢ev. V prisotnosti neselektivnega
zaviralca K kanalov tetraetilamonija, «DTx prav tako zavre K* tok na motori¢nih Ziv¢nih

koncicih s pocasnejSo kinetiko (Harvey, 2001).

2.5.2 U¢inki aDTX na Zivéno-miSi¢ni preparat

aDTx poveca moc¢ posredno izzvane misicne kontrakcije na izoliranem zivéno-misi¢nem
preparatu. Ta ucCinek je predvsem posledica povecanega spros¢anja ACh kot odziv na
presinapti¢no stimulacijo motori¢nih nevronov na zivéno-misi¢nem stiku (Harvey 2001). aDTx
poveca odziv na posredno izzvano stimulacijo Zivéno-miSi¢nega preparata misje
hemidiafragme (slika 8B). V ¢asu najveéjega odziva na stimulacijo Zivca je sprememba v
amplitudi odgovora na stimulacijo holinoreceptorjev in na neposredno izzvano stimulacijo
miSice majhna, kar kaze, da aDTx deluje presinapti¢no. Pove¢ana koncentracija Mg?" ionov
zavira aktivnost aDTx in ne njegove vezave. Kot je prikazano na sliki 8A, aDTx ne izni¢i delne
blokade kontrakcije, povzrocene z raztopino 3 mM magnezija. Po zamenjavi te raztopine z
normalno koncentracijo Mg?" se kontrakcija nemudoma povrne. Zavrtje kontrakcije,
povzroéeno z Mg?* ioni, najverjetneje ni povezano z zmanjsanim prehodom Ca?" ionov v Zivéni
koncic¢, saj je aDTx enako uc¢inkovit pri pove€anju kontrakcije preparata v kopeli z 0,5 mM in

2,5 mM raztopino kalcija (Harvey in Anderson, 1985).

e
fin

R

DTx

Slika 8: U¢inki aDTx (4,2 pM) na posredno izzvano stimulacijo Zivéno-miSi¢nega preparata misje
hemidiafragme. (A) Delna paraliza, povzroc¢ena z dodatkom 3 mM magnezija. (B) U¢inek v fizioloski raztopini

z nizko vsebnostjo kalcija (0,5 mM). Slika je povzeta po Harvey in Anderson, 1985.
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Figure 8: Effects of aDTx (4,2 nM) on the indirectly stimulated neuromuscular preparation of mouse
hemidiaphragm. (A) Partial paralysis caused by the addition of 3 mM magnesium. (B) Effect in low calcium (0,5
mM) physiological salt solution. The figure is adapted from Harvey and Anderson, 1985.

Trenutno poznamo dva ucinka na sproSc¢anje ACh, ki ju aDTx povzrocijo na miSjem
zivéno-misi¢nem preparatu. aDTx (1,4-5,6 uM) v 2—15 min po dodatku v kopel pri priblizno
tretjini zivéno-miSi¢nih preparatov in temperaturi 37 °C povzro¢i prehodno povecanje
amplitude PMP za 20-50 %. Vecja amplituda PMP kaZe povecano sprosScanje
nevrotransmiterja ACh. Do povecanja amplitude PMP pride pri zivéno-miSi¢nem preparatu v
kopeli, ki vsebuje normalno koncentracijo Ca?" ionov, in tudi v kopeli, ki vsebuje niZjo
37 °C. Po 60—-105 min izpostavljenosti preparata aDTx pri 20 °C, kot odgovor na posamezno
stimulacijo Zivca, ne pride do povecanja amplitude PMP. Drugi u¢inek opazimo 20—60 min po
1988). Kot odgovor na vsak posamezen drazljaj Zivca nastaneta pri podganah dva PMP
(ponavljajoca se PMP), obc¢asno pa celo trije (Harvey in Anderson 1985; Anderson in Harvey,
Cas za pojav drugega uinka ni odvisen od koncentracije uporabljenega toksina. V raztopini z
nizjo vsebnostjo Ca’" ionov se pojavi 20-30 min po aplikaciji toksina, v raztopini z normalno
vsebnostjo Ca>" ionov pa po 45—60 min. Ko se ponavljajo¢i PMP pojavijo prvi¢, je med njimi
6—8 ms razlike, s podaljSevanjem casa od aplikacije toksina pa je asovni razmik med njimi vse
kraj$i. PMP se po aplikaciji aDTx pojavljajo tudi spontano posami¢no ali v rafalih pri
raztopinah z razliénima koncentracijama Ca’* ionov s frekvenco 15-20 Hz. Izpiranje z
raztopino, ki ne vsebuje toksina, ne prekine ponavljajocih se PMP. Ponavljajo¢e se in tudi
spontane PMP prekine aplikacija zaviralca od napetosti odvisnih Na" kanalov tetrodotoksina
(3—15,6 nM). Razlika med Zabjim in misjim Zivéno-miSi¢nim preparatom je v odzivu na
spremembo frekvence stimulacije po dodatku toksina. Pri zivéno-miSicnem preparatu
(musculus cutaneus pectoris) zabe se ob znizanju frekvence stimulacije z 0,5 Hz na 0,1 Hz kot
odgovor na vsak posamezni drazljaj Zivca skrajSa interval med ponavljajo¢imi se PMP in
poveca njihova frekvenca. Po drugi strani pa povecanje frekvence stimulacije na 1-5 Hz zavre
ponavljajo¢e se PMP. Pri mi§jem zivéno-miSicnem preparatu se v nasprotju z zabjim

preparatom aktivnost ponavljajocih se PMP poveca ob poveCanju frekvence stimulacije z

v w
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neobcutljivi na aDTX, saj pri 7 preparatih od 31 ni bilo mogoce opaziti pove€anja amplitude
PMP niti ponavljajo¢ih se PMP. aDTx naj ne bi vplival na amplitudo MPMP in njegov ¢asovni
potek oz. razpolovni ¢as (Hawgood in Bon, 1991). V prvih 5 min po aplikaciji aDTx pride do
hitrega zmanjSanja frekvence MPMP, vendar se ta po navadi povrne v 30 min po aplikaciji
toksina. Podobno aDTx nima vecjega vpliva na frekvenco MPMP Zabjih Zivéno-miSi¢nih

preparatov (Anderson in Harvey, 1988).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

Z namenom opredelitve mehanizma delovanja in soodvisnosti med VaaChi in AtxA,
beljakovinama iz modrasovega strupa, smo za izolacijo, ¢iS€enje in karakterizacijo VaaChi ter
AtxA in za delo na Ziv€no-miSi¢nem preparatu uporabili kemikalije in drobno opremo navedeno

v tabeli 1, laboratorijsko opremo navedeno v tabeli 2 ter pufre in raztopine navedene v tabeli 3.

3.1.1 Kemikalije in drobna oprema

Tabela 1: Kemikalije in drobna oprema

Table 1: Chemicals and small equipment

Kemikalija Proizvajalec
acetonitril Merck, Darmstadt, Nemcjia
AgNO; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
akrilamid, 40-odstotni Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
APS Serva, Heidelberg, Nemcija
B-alanin Merck, Darmstadt, Nem¢jia
BSA Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
CAA Acros Organics, Morris Plains, NJ, ZDA
CaCl, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
DTT Fluka, Volketswil, Svica

d-tubokurarin klorid pentahidrat
EtOH, > 99,8-odstotni
glicerol

glukoza

HCl

HEPES

izopropanol, 99,9-odstotni
KCl1

kimotripsin

MgCl,

modrasov strup

mravlji¢na kislina

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Merck, Darmstadt, Nemcjia
VWR chemicals, Leuven, Belgija
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
J.T.Baker, Deventer, Nizozemska
Serva, Heidelberg, Nemcija
Carlo Erba Reagents, Val de Reuil, Francija
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Merck, Dermstadt, Nemcija
Imonoloski zavod, Zagreb, Hrvaska

Thermo Scientific, Waltham, MA, ZDA
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Nadaljevanje tabele 1.

Table 1 (continued).

Kemikalija

Proizvajalec

NaCl
Na;COs
NaDS
NaOH

Page Blue, koloidalno commassie G-250 barvilo

za proteine

proteinski standard (PageRuler Unstained
Protein Ladder)

PyrPG

Sephacryl S-200 HR gel

SP Sepharose Fast Flow gel

substrat za kimotripsin (Ala-Ala-Phe-4-metil-
kumaril-7-amid; Ala-Ala-Phe-MCA)
substrat za tripsin (Z-Phe-Arg-7-amido-4-
metilkumarin; Z-Phe-Arg-AMC)

TCEP

TEMED

TFA

toluen

tripsin

Tris

urea

u-konotoksin GIIIB

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Thermo Scientific, Waltham, MA ZDA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Thermo Scientific, Waltham, MA, ZDA

Thermo Scientific, Waltham, MA, ZDA

Molecular Probes, Eugene, OR, ZDA
GE Healthcare, Uppsala, Svedska
GE Healthcare, Uppsala, Svedska

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA

Acros Organics, Morris Plains, NJ, ZDA
Merck, Darmstadt, Nemcjia
Thermo Scientific, Waltham, MA, ZDA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Serva, Heidelberg, Nemcija
Merck, Darmstadt, Nemcjia

Bachem, Bubendorf, Svica
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3.1.2 Laboratorijska oprema

Tabela 2: Laboratorijska oprema

Table 2: Laboratory equipment

Laboratorijska oprema

Proizvajalec

analogno-digitalni pretvornik Digidata 1440A
naprava za poliakrilamidno gelsko elektroforezo
(PAGE) Mini Protean II

avtomatski sekvenator proteinov Procise 492A
avtomati¢ni zbiralnik frakcij (fraction collector
FRAC-100)

barvilo metil zeleno

centrifuga MiniSpin plus

centrifuga Rotina 380R

citalnik mikrotitrskih plos¢ Infinite M1000
¢rna mikrotitrska plosca (brez vezave)

¢rpalka VP100

digitalni merilnik podtlaka DVG 50

filter Minisart (0,2 pm)

filtrirna nuca (100 mL)

hladilnik in zamrzovalnik (4°C, —20°C)

hlajeni zbiralnik hlapov RVT400

izometri¢ni mehanoelektri¢ni pretvornik Grass FT03

kolona za HPLC BIOshell A400 Protein (C4)
kolona za HPLC Symmetry Shield RP18
kolona za HPLC Zorbax 300SB-C3

kvarcne kivete za spektrofotometer QS 1000
magnetno meSalo Rotamix SHP-10

masni spektrometer Q-TOF Premier
membrana Empore™ C18
mikrocentrifugirke z nizko vezavo proteinov
napajalnik za elektroforezo PowerPac basic

napetostni stimulator S-48

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, ZDA
Bio-Rad, Hercules, CA, ZDA

Applied Biosystems, Foster City, CA, ZDA
Pharmacia Biotech, Uppsala, Svedska

Thermo Scientific, Waltham, MA, ZDA
Eppendorf, Hamburg, Nemcija
Hettich, Tuttlingen, Nemcija
Tecan, Ménnedorf, Svica
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Nemcija
Savant, Farmingdale, NY, ZDA
Savant, Farmingdale, NY, ZDA
Sartorius, Goettingen, Nemcija
Robu, Hattert, Nemcija
Gorenje, Velenje, Slovenija
Savant, Farmingdale, NY, ZDA
Grass Instruments, West Warwick, RI, ZDA
Merck, Darmstadt, Nemcija
Waters, Dublin, Irska
Agilent, Santa Clara, CA, ZDA
Hellma Analytics, Miillheim, Nem¢ija
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija
Waters-Micromass, Manchester, Velika Britanija
3M, St. Paul, MN, ZDA
Costar, Salt Lake City, UT, ZDA
Bio-Rad, Hercules, CA, ZDA
Grass Instruments, West Warwick, RI, ZDA
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Nadaljevanje tabele 2.
Table 2 (continued).

Laboratorijska oprema

Proizvajalec

naprava za izdelavo mikropipet (Fleming/Brown
micropipette puller P-97)

ogrevalni in hladilni blok ThermoE

ojacevalnik elektri¢nega signala Axoclamp 900A
ojacevalnik elektri¢nega signala P122
peristalti¢na ¢rpalka AutoAnalyzer

pH-meter SevenEasy S20

sistem za dokumentiranje gelov ChemiDoc XRS+
spektrofotometer NanoDrop 2000c

stresalnik Rotamax 120

stresalnik za epruvete VP-1

tehtnica Analytical Balance GH-252

tehtnica Vibra AJH-4200CE

ultrafilter Amicon 8200 ali 8400

ultrafiltracijska membrana OMEGA 3K oz. 10K
vakuumski koncentrator miVac Duo
visokozmogljivostni teko¢inski kromatograf

(HPLC) Series 1100

Sutter Instruments, Novato, CA, ZDA

Bioer Technology, Tokyo, Japonska
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, ZDA
Grass Instruments, West Warwick, RI, ZDA
Technicon, Tarrytown, NY, ZDA
Mettler Toledo, Schwerzenbach, Svica
Bio-Rad, Hercules, CA, ZDA
Thermo Scientific, Waltham, MA, ZDA
Heidolph Instruments, Schwabach, Nemcija
Grant Instruments, Cambridge, Velika Britanija
A and D Instruments, Adelaide, Avstralija
Shinko Denshi Co., Tokyo, Japonska
Amicon, Billerica, MA, ZDA
Pall, Port Washington, NY, ZDA
Genevac, Sproughton, Velika Britanija
Hewlett Packard, Palo Alto, CA, ZDA
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3.1.3 Uporabljeni pufri in raztopine

Tabela 3: Uporabljeni pufri in raztopine

Table 3: Buffers and solutions used

Pufer/raztopina Sestava

Namen

A 50 mM HEPES, pH 8,2

ionska izmenjevalna

kromatografija

50 mM HEPES, pH 8,2

ionska izmenjevalna

B
0,4 M NaCl kromatografija
0,35 M B-alanin/ocetna B
C gelska filtracija
kislina, pH 4,4
D 0,1-odstotna (v/v) TFA v vodi RP-HPLC
0,1-odstotna (v/v) TFA,
E RP-HPLC
90-odstotni (v/v) ACN v vodi
. 15 mM Tris, pH 7,8 test zaviranja tripsinske in
0,1 M KCl1, 20 mM CaCl, kimotripsinske aktivnosti
G 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 merjenje fosfolipazne
50 mM KCI, 1 mM CaCl, aktivnosti s PyrPG
250 mM Tris/HCI, pH 8,3 ) )
10-kratni elektroforezni pufer
H 1,92 M glicin, 1-odstotni (m/v)
za NaDS-PAGE elektroforezo
NaDS
. 50 mM Tris/HCI, pH 7,0 elektroforezni pufer za
1 mM CaCl nativno elektroforezo
5 mM HEPES, pH 7,4
154 mM NacCl, 5 mM KClI, ] o
K-R 7ivéno-misicni preparat

2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2,
11 mM glukoza
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3.2 METODE

3.2.1 Metode izolacije in karakterizacije VaaChi
3.2.1.1 lonska izmenjevalna kromatografija

Ionsko izmenjevalno kromatografijo (IIK) smo uporabili v prvem (IIK-1) in zadnjem koraku
(ITK-2) izolacije VaaChi. Izvajali smo jo na kationskem nosilcu SP Sepharose Fast Flow pri
pretoku 42 mL/h in temperaturi 4 °C. Za [IK-1 smo uporabili kolono, ki je bila velika 23 cm x
1,5 cm (dolZzina x premer) in jo uravnotezili v pufru A. Nanjo smo nanesli 4 g liofiliziranega
modrasovega strupa, predhodno raztopljenega v 25 mL pufra A. IIK-2 smo izvedli na koloni,
ki je bila velika 18 cm % 1 cm in predhodno uravnotezena v pufru A. V njej smo locevali vzorec
po gelski kromatografiji. Obe koloni smo po nanosu vzorca najprej izpirali s pufrom A, da smo
izprali nevezane proteine. Vezane proteine smo izprali z linearnim gradientom pufra B. Frakcije
smo zbirali avtomatsko na 7 oz. 5 min in jim izmerili absorbanco s spektrofotometrom pri
valovni dolzini 280 nm (Azg0). Prisotnost zaviralcev v posameznih frakcijah smo potrdili s
testom zaviranja aktivnosti encima tripsina. Aktivne frakcije smo nato zdruzili in skoncentrirali,

kot je opisano v podpoglavju 3.2.1.9.

3.2.1.2 Gelska filtracija

Z gelsko filtracijo smo loc€ili nizkomolekulske zaviralce od visokomolekulskih proteinov.
Skoncentriran in dializiran vzorec po I1IK-1 smo loc¢evali z gelsko filtracijo v pufru C pri 4 °C.
Izvedli smo jo na koloni, veliki 110 cm % 3,8 cm (dolzina X premer), napolnjeni z gelom
Sephacryl S-200 HR, ki lo¢uje proteine v obmocju molekulskih mas 5-250 kDa, pri pretoku
33,6 mL/h. Frakcije smo zbirali na 15 min s pomoc¢jo avtomati¢nega zbiralnika in jim nato

izmerili Ajgo.

3.2.1.3 Tekocinska kromatografija visoke locljivosti z obrnjenima fazama (RP-HPLC)

RP-HPLC smo uporabili v analitske namene, za preverjanje sestave in Cistosti vzorcev v
posameznih korakih izolacije ter tudi za pripravo vzorcev za strukturno analizo. Uporabili smo
kolono BIOshell A400 protein (C4) veliko 15 cm x 0,46 cm, z delci premera 3,4 pm in
velikostjo por 400 A. Kolono smo uravnoteZili z raztopino D pri pretoku 0,8 mL/min. Za analizo

smo nanesli 250 uL posameznega vzorca, razred¢enega z raztopino D do 1 mL. Vezane proteine
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smo izprali z ve€stopenjskim gradientom raztopine E po protokolu, opisanem v tabeli 4, pri
pretoku 0,8 mL/min. Potek kromatografije smo spremljali s kontinuiranim merjenjem

absorbance izpirka pri valovni dolZini 215 nm (A2i5).

Tabela 4: Potek izpiranja RP-HPLC kolone C4

Table 4: Washing protocol of RP-HPLC column C4

Cas [min] Gradient [% raztopine EJ
0-5 0

5-10 0-15

10-45 15-50

4546 50-100

46-50 100

50-51 100-0

3.2.1.4 Zaviranje tripsinske aktivnosti

Frakcije, pridobljene z IIK-1, smo testirali na sposobnost zaviranja encimske aktivnosti tripsina.
V 1,5 mL veliko mikrocentrifugirko smo odpipetirali 5 pL tripsina s koncentracijo 0,429 uM
in dodali 25 pL posamezne frakcije, ki je vsebovala zaviralec in 2 uL 2 M CaCl,. Zmes smo
inkubirali 10 min pri sobni temperaturi. Nato smo v vsako zmes dodali 58 pL pufra F in 10 pL
fluorogenega substrata za tripsin (Z-Phe-Arg-AMC) s koncentracijo 0,1 mM.
Mikrocentrifugirke smo nato inkubirali 10 min pri 37 °C. Reakcijo smo prekinili z dodatkom
100 pL 0,2 M HCI. Iz mikrocentrifugirk smo reakcijske zmesi prenesli v posamezne jamice
¢rne mikrotitrske plosce s 96 vdolbinicami in ravnim dnom ter izmerili fluorescenco s
¢italnikom mikrotitrskih ploS¢ Infinite M1000 pri valovni dolZini eksitacije 360 nm in emisije
470 nm. Kontrolni in slepi vzorec sta namesto posamezne frakcije vsebovala ustrezno koli¢ino

pufra F. Slepi vzorec je tudi namesto encima vseboval ustrezno koli¢ino pufra F.

3.2.1.5 Zaviranje kimotripsinske aktivnosti

Merjenje encimske aktivnosti kimotripsina v prisotnosti kimotripsinskega zaviralca (VaaChi)
smo izvedli enako, kot je opisano za tripsin, le da smo uporabili specifi¢ni fluorogeni substrat
za kimotripsin (Ala-Ala-Phe-MCA). V mikrocentrifugirke z volumnom 1,5 mL smo v treh

paralelkah odpipetirali 2,5 pL kimotripsina s koncentracijo 0,02 pg/uL in dodali 2,5 uL, 12,5
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uL oziroma 25 pL VaaChi s koncentracijo 6,12 ng/uL. Tako smo pripravili vzorce, ki so
vsebovali kimotripsin in zmes izooblik VaaChi v molskem razmerju 1 : 1,1 :51in 1 : 10. Test
zaviranja kimotripsinske aktivnosti s posameznimi vrhovi RP-HPLC, ki so vsebovali
posamezno izoobliko VaaChi, smo izvedli le v molskem razmerju 1 : 1 in 1 : 5.
Mikrocentrifugirke smo predinkubirali 10 min pri sobni temperaturi in potem v vsako dodali
pufer F do 100 pL in po 10 pL substrata za kimotripsin s koncentracijo 200 uM. Reakcijske
zmesi smo inkubirali 10 min pri 37 °C in reakcijo prekinili z dodatkom 100 pL 30-odstotne
ocetne kisline. 1z mikrocentrifugirk smo reakcijske zmesi prenesli v posamezne jamice ¢rne
mikrotitrske plosce s 96 vdolbinicami in ravnim dnom ter izmerili fluorescenco. Kontrolni in
slepi vzorec sta namesto zaviralca vsebovala ustrezno koli¢ino reakcijskega pufra F, ki je bil

namesto encima dodan tudi v slepi vzorec.

3.2.1.6 Vpliv VaaChi na encimsko aktivnost naravnega AtxA

Fosfolipazno aktivnost sPLA> ob prisotnosti VaaChi smo merili z modificirano pirensko
metodo po Radvanyiju (1989). 1-heksadekanoil-2-(1-pirendecanoil)-sn-glicero-3-fosfoglicerol
(PyrPG), ki ima na mestu sn-2 vezano mascobno kislino, oznaceno s pirenom, smo uporabili
kot substrat. Aktivnost smo merili s pomocjo fluorescence 1-pirendekanojske kisline, ki se pri
delovanju sPLA; na fosfolipid sprosti z mesta sn-2. Pirendekanojska kislina ni topna v vodi in
vezana na fosfolipid ne oddaja fluorescence. To zaznamo Sele, ko se pirendekanojska kislina
veze na molekule govejega serumskega albumina (BSA) (Petan, 2003). Za pripravo veziklov,
ki so vsebovali PyrPG, smo naprej pripravili zalozno raztopino fluorogenega substrata PyrPG
v koncentraciji 1 mg/mL, tako da smo PyrPG raztopili v zmesi 1 : 1 (v : v) toluena in
izopropanola. Hranili smo jo v steklenicki s teflonskim zamaSkom pri 20 °C. V
mikrocentrifugirko smo odpipetirali 200 uL zalozne raztopine in v vakuumskem koncentratorju
miVac Duo odparili topilo. Fosfolipidu smo nato dodali 1 mL etanola (EtOH) visoke Cistosti
(>99,8 %). Med dodajanjem topila in Se nekaj min pozneje smo raztopino vrtin€ili na meSalniku
in jo segrevali v rokah, nato pa jo 2 min centrifugirali pri 14.000 obratih na min. V drugo
steklenicko s teflonskim zamaskom smo prenesli 5 pL supernatanta, ga stokrat red¢ili v EtOH
in mu nato na spektrofotometru NanoDrop 2.000c proti slepemu vzorcu EtOH izmerili
absorbanco pri valovni dolzini 342 nm. Glede na izmerjeno absorbanco etanolne raztopine
PyrPG, ki je znasala 0,12 mg/mL, smo prek molarnega absorpcijskega koeficienta PyrPG

(40.000 M cm™) izradunali njeno koncentracijo (300 uM). Za pripravo veziklov, ki so
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vsebovali PyrPG smo etanolno raztopino segrevali v rokah in jo med tem veckrat mocno
zvrtin€ili. Med konstantnim vrtin€enjem smo v delovni pufer G prenesli ustrezno koli¢ino
etanolne raztopine, tako da je kon¢na koncentracija PyrPG v delovnem pufru znaSala 4,2 uM.
Pripravljeno raztopino veziklov smo pred uporabo hranili na ledu, Se isti dan pa smo jo
izpostavili vzorcem naravnega AtxA in VaaChi. S cepitvijo estrske vezi z AtxA na mestu sn-2
se sprosti 1-pirendekanojska kislina, kar zaznamo kot povecanje fluorescencnega signala na
¢italniku mikrotitrskih ploS¢. Vzorec IIK-2-A (podpoglavje 3.2.1.1) smo nato lahko testirali na
sposobnost zaviranja encimske aktivnosti AtxA. Test smo izvedli tako, da smo v posamezne
jamice ¢rne mikrotitrske plos¢e s 96 vdolbinicami in ravnim dnom dodali 190-200 pL
0,09-odstotnega (m/v) BSA (brez vezanih mas¢obnih kislin) v delovnem pufru G. Volumen
dodanega BSA je bil odvisen od volumna, dodanih AtxA in VaaChi, tako da je kon¢ni volumen
reakcijske zmesi vedno znasal 200 pL. V vdolbinice smo nato dodali 2 pL vzorca AtxA s
koncentracijo 1 ng/200 pL reakcijske zmesi. Ustrezno razredCitev vzorca IIK-2-A smo
pripravili z red¢enjem v 0,09-odstotnem (m/v) BSA in nato v jamice mikrotitrske plosce v treh
paralelkah dodali 2 pL oziroma 8 pL vzorca IIK-2-A. Tako smo pripravili vzorce, ki so
vsebovali AtxA in VaaChi v molskem razmerju 1 : 1 in 1 : 4. Slepi vzorec je vseboval le 200
puL BSA. Negativna in pozitivna kontrola sta v ustreznem volumnu BSA vsebovali 2 pL. VaaChi
oziroma AtxA. Po 30-minutni predinkubaciji pri sobni temperaturi smo v vse vdolbinice hkrati
s pomoc¢jo multikanalne pipete dodali po 100 puL 4,2 uM raztopine veziklov PyrPG. Merjenje
fluorescence s Citalnikom mikrotitrskih plos¢ Infinite M1000 pri valovni dolzini ekscitacije 342

nm in emisije 495 nm smo zaceli takoj po dodatku veziklov.

3.2.1.7 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE)

Z NaDS-PAGE smo preverjali molekulsko maso in Cistost izoliranih proteinov. Analizo smo
izvedli na diskontinuiranem gelu, ki sta ga sestavljala 4-odstotni (m/v) koncentracijski (tabela
5) in 15-odstotni (m/v) locevalni (tabela 6) poliakrilamidni gel debeline 0,75 mm. Pripravili
smo gele in izvedli elektroforezo po navodilih proizvajalca v napravi Mini Protean II. Vzorce
smo pripravili v redukcijskem pufru (tabela 7) in jih 5 min segrevali pri 90 °C. Pred nanosom
v Zepke smo jih centrifugirali 30 s na 10.000 obratov/min (4.500 g). V enega od Zepkov smo
prav tako nanesli 5 puL proteinskih standardov (PageRuler Unstained Protein Ladder), velikih
10-200 kDa. Elektroforeza je potekala priblizno 45 min pri konstantnem elektri¢nem toku 20

mA v pufru H. Po koncani elektroforezi smo gel najprej izpirali s 100 mL destilirane vode
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(dH20) trikrat po 10 min in ga nato 15 min fiksirali v enakem volumnu raztopine 25-odstotnega
(v/v) izopropanola in 10-odstotne (v/v) ocetne kisline. Gel smo nato na stresalniku ¢ez no¢
barvali v 30 mL raztopine barvila PageBlue. Po konanem barvanju smo gel ob stresanju

razbarvali v 100 mL dH-O.

Tabela 5: Sestava 4-odstotnega koncentracijskega gela

Table 5: Composition of 4 % stacking gel

Reagenti Volumen
dH,O 3,175 mL
1 M Tris/HCI (pH 8,8) 1,25 mL
10-odstotni NaDS 50 uL
40-odstotni akrilamid 0,5 mL
10-odstotni APS 25 uL
TEMED 5uL

Tabela 6: Sestava 15-odstotnega locevalnega gela

Table 6: Composition of 15 % separating gel

Reagenti Volumen
dH,O 3,6 mL

1 M Tris/HCI (pH 8,8) 2,5 mL
10-odstotni NaDS 100 uL
40-odstotni akrilamid 3,75 mL
10-odstotni APS 50 uL
TEMED 5uL

Tabela 7: Sestava redukcijskega pufra
Table 7: Composition of reducing buffer

Reagenti Kolicina

0,5 M Tris/HCI (pH 6,8) 2,5 mL
10-odstotni (m/v) NaDS 4 mL

glicerol 2 mL
bromfenol modro 2 mg
DTT 310 mg

dH,O dopolnili do 10 mL
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3.2.1.8 Dolocitev N-kon¢nega aminokislinskega zaporedja

Aminokislinsko zaporedje na N-koncu proteinov smo dolocili z Edmanovo metodo. Uporabili
smo sistem za doloCevanje aminokislinskega zaporedja proteinov, ki je sestavljen iz treh
podenot: avtomatskega proteinskega sekvenatorja (Procise 492A), visokozmogljivostnega
tekocCinskega kromatografa (model 140C) in UV-detektorja (model 785A), s pomocjo katerih
dolo¢imo produkte razgradnje. Vzorce VaaChi, pridobljene z metodo RP-HPLC, smo pred
analizo skoncentrirali v vakuumskem koncentratorju. Analizo aminokislinskega zaporedja je
izvedla doc. dr. Adrijana Leonardi iz Odseka za molekularne in biomedicinske znanosti

Instituta Jozef Stefan.

3.2.1.9 Ultrafiltracija

Metodo ultrafiltracije smo uporabili za koncentriranje in dializiranje vzorcev med izolacijo.
Uporabili smo ultrafilter Amicon in membrano 10K, ki zadrzuje molekule z maso nad 10 kDa.
Ultrafiltracijo smo izvajali pri 4 °C. Z merjenjem Aago filtrata smo preverjali, da membrana ne
prepusca molekul, ve¢jih od 10 kDa. Po konc¢anem koncentriranju smo vzorce dializirali tako,
da smo dodali 100 mL pufra A in raztopino ponovno koncentrirali. Postopek smo ponovili
trikrat. Vzorec VaaChi, ki smo ga testirali na Zivéno-miSi¢nem preparatu, pa smo dializirali

proti 50 mM HEPES pufru, pH 7.0.

3.2.2 Metode ciS¢enja in karakterizacije rekombinantnega AtxA (rAtxA)
3.2.2.1 RP-HPLC na kolonah C3 in C18

42 mL ze pripravljene renaturacijske meSanice rAtxA s koncentracijo 15 mg/mL smo zmesali
z raztopino D (0,1-odstotna (v/v) TFA) v razmerju 1 : 1 in jo ¢ez noc€ pustili pri 4 °C. MeSanico
smo nato centrifugirali 10 min pri 4 °C in 4.500 g v centrifugi Rotina 380R ter supernatant s
pomocjo brizge prefiltrirali skozi filter Minisart z velikostjo por 0,2 pm. Za ¢iSenje rAtxA z
RP-HPLC smo uporabili kolono Zorbax 300SB-C3, veliko 15 cm X 0,46 cm, z delci premera
3,5 pm in velikostjo por 300 A (kolona C3). Kolono smo uravnoteZili s 5-odstotno (v/v)
raztopino E (0,1-odstotna (v/v) TFA, 90-odstotni (v/v) acetonitril) v raztopini D in nanesli

13-krat po 1 mL vzorca pri pretoku 2 mL/min. Kolono smo nato pri enakem pretoku izpirali po

protokolu, opisanem v tabeli 8. Postopek smo ponovili Sestkrat. Analizo smo spremljali s
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kontinuiranim merjenjem Aois. Frakcije, ki so vsebovale rAtxA, smo zdruzili in skoncentrirali
v vakuumskem koncentratorju. Nato smo dodali dvakrat po 0,5 mL dH>O in vzorec ponovno

skoncentrirali s pomocjo vakuuma ter nadaljevali z njihovim ¢is¢enjem.

Tabela 8: Potek izpiranja RP-HPLC kolone C3

Table 8: Washing protocol of RP-HPLC column C3

Cas [min] Gradient [% raztopine E|
0-5 0-5

5-11 5-35

11-31 35-55

31-34 55-100

34-39 100

3941 100-5

Cis¢enje rAtxA smo nadaljevali z uporabo kolone Symmetry Shield RP18, velike 25 cm x 0,46
cm, z delci premera 5 um in velikostjo por 100 A (kolona C18). Kolono smo najprej uravnoteZili
s 30-odstotno (v/v) raztopino E pri pretoku 1 mL/min. Nanesli smo 100 pL vzorca, ki smo ga
razred€ili s 700 uL raztopine D. Kolono smo nato izpirali pri pretoku 2 mL/min po protokolu,
opisanem Vv tabeli 9. Postopek smo ponovili trikrat. Tudi tokrat smo frakcije, ki so vsebovale
rAtxA, zdruzili in skoncentrirali v vakuumskem koncentratorju, jim dodali dvakrat po 0,5 mL

dH>20, vmes pa jih susili v vakuumskem koncentratorju.

Tabela 9: Potek izpiranja RP-HPLC kolone C18

Table 9: Washing protocol of RP-HPLC column C18

Cas [min] Gradient [% raztopine E]
0-5 30

5-38,33 30-40

38,3341 40-100

41-46 100

4648 100-30
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3.2.2.2 Preverjanje Cistosti rAtxA z NaDS-PAGE

NaDS-PAGE smo izvedli, kot je opisano v podpoglavju 3.2.1.7. Gel smo po koncani
elektroforezi 30 min ob stresanju fiksirali v 200 mL raztopine 30-odstotnega (v/v) EtOH in
10-odstotne ocetne kisline. Nato smo ga veckrat dobro izprali z dH>O in pustili na stresalniku
10 min. Proteine v gelu smo reducirali v raztopini DTT (0,5 mg/100 mL dH>O) 30 min, nato
pa gel za 60 min prestavili v 0,1-odstotno (v/v) raztopino AgNOs v vodi. Gel smo izprali s 50
mL dH20 in ga nato razvili v 100 mL razvijalne raztopine (28,5 g NaxCO3 in 0,5 mL
37-odstotnega (v/v) formaldehida/L). Razvijanje smo prekinili ob pojavu dobro vidnih

proteinskih lis z dodatkom 5 g trdne citronske kisline na 100 mL razvijalne raztopine.

3.2.2.3 Merjenje encimske aktivnosti ofiSCenega rAtxA

Encimsko aktivnost o¢iS¢enega rAtxA, pridobljenega z RP-HPLC na koloni C18 (podpoglavje
3.2.2.1), smo testirali z modificirano pirensko metodo. Test smo izvedli tako, da smo v
posamezne jamice ¢rne mikrotitrske plosce s 96 vdolbinicami in ravnim dnom dodali 198 pL
0,09-odstotnega (m/v) BSA (brez vezanih masS¢obnih kislin) v delovnem pufru. V paralelkah
smo v vdolbinice dodali po 2 uL vzorca rAtxA s koncentracijo 0,27 ng/pL. Ustrezno razredCitev
smo pripravili z red¢enjem vzorca v 0,09-odstotnem BSA. Slepi vzorec je vseboval le 200 pL
0,09-odstotnega BSA, pozitivni kontroli pa poleg tega Se 2 uL naravnega AtxA (AtxA) s
koncentracijo 0,5 ng/uL. V vse vdolbinice smo s pomoc¢jo multikanalne pipete hkrati dodali po
100 pL 4,2 uM raztopine PyrPG veziklov, ki smo jo pripravili na enak nacin, kot je opisano v
podpoglavju 3.2.1.6. Merjenje fluorescence s Citalnikom mikrotitrskih plos¢ Infinite M 1000 pri

valovni dolzini ekscitacije 342 nm in emisije 495 nm smo zaceli takoj po dodatku veziklov.

3.2.3 Masna spektrometrija (MS)
3.2.3.1 Dolo¢itev molekulske mase

Vzorce VaaChi in rAtxA, ocis¢ene z RP-HPLC (podpoglavji 3.2.1.3 in 3.2.2.1), smo do suhega
posusili v vakuumskem koncentratorju, jim dodali I mL dH>O in jih ponovno posusili. To smo
ponovili Se dvakrat, da smo odstranili vse ostanke topil. Molekulsko maso posameznega vzorca
smo dolocili na masnem spektrometru Q-TOF Premier (Waters-Micromass, VB). Gre za

tandemski kvadrupolni masni spektrometer, ki vzorce analizira na osnovi ¢asa preleta ionov.
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Vzorce smo analizirali z uporabo metode ionizacije z elektrorazprSevanjem raztopin v
elektriénem polju (ESI-MS). Analize je izvedel dr. Dusan Zigon iz Odseka za znanosti o okolju

Instituta Jozef Stefan.

3.2.3.2 Dolocitev delne primarne strukture

Za dolocitev delnega aminokislinskega zaporedja smo reducirane in alkilirane proteine
razgradili s tripsinom in dobljene peptide analizirali z masno spektrometrijo. 1 pg (3—5 pL)
posameznega vzorca VaaChi smo posusili do suhega v vakuumskem koncentratorju. Vzorcem
smo dodali 10 uL pufra za redukcijo in alkilacijo, ki je vseboval 50 mM NH4sHCOs3, 6 M ureo,
10 mM TCEP in 40 mM CAA. Reakcija je potekala 30 min v temi pri sobni temperaturi. Nato
smo vzorce razred¢ili do 100 pL s 25 mM NH4HCO;3 in dodali 2 pL (20 ng) tripsina. Vzorce
smo nezno premesali, jih kratko centrifugirali v centrifugi MiniSpin plus in jih pustili stati ¢ez
no¢ na 37 °C. Reakcijo smo prekinili z dodatkom 1 uL mravlji¢ne kisline. Nastale peptide smo
pred MS-analizo ocistili na C18-mikrokolonah, ki smo jih pripravili sami, tako da smo v
nastavek za pipete z volumnom 200 pL dali kos¢ek membrane Empore™ C18. V pokrov
mikrocentrifugirke z volumnom 1,5 mL smo naredili luknjico in vanjo namestili pripravljeno
kolono. Posamezno kolono smo aktivirali z izpiranjem z metanolom, izpiranje smo nadaljevali
z raztopino 80-odstotnega (v/v) acetonitrila (ACN) in 3-odstotne (v/v) ocetne kisline, na koncu
pa Se dvakrat izprali z 0,1-odstotno (v/v) mravlji¢no kislino. Za vsako izpiranje smo uporabili
50 puL posamezne raztopine. Raztopine smo skozi kolono potiskali z brizgo. Kolone smo
namestili na nove, ¢iste mikrocentrifugirke, nanesli vzorce in po vezavi izprali necistoce s 50
uL 0,1-odstotne (v/v) mravlji¢ne kisline. Se enkrat smo zamenjali mikrocentrifugirke in vezane
peptide dvakrat izprali s po 50 pL raztopine 60-odstotnega (v/v) ACN in 0,1-odstotne (v/v)
mravlji¢ne kisline. Na koncu smo vzorcem dodali 50 pL 0,1-odstotne (v/v) mravlji¢ne kisline
in jih skoncentrirali v vakuumskem koncentratorju do volumna 10 uL. Tandemsko MS-analizo
na masnem spektrometru z ionsko pastjo ESI-LC/MSD Trap XCT Ultra (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, ZDA) in identifikacijo peptidov je izvedla doc. dr. Adrijana Leonardi iz Odseka

za molekularne in biomedicinske znanosti Instituta Jozef Stefan.
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3.2.4 Preverjanje nastanka kompleksov z nativno elektroforezo

Z nativno elektroforezo smo preverjali ali rAtxA in VaaChi tvorita kompleks. Analizo smo
izvedli na 12,5-odstotnem loCevalnem gelu debeline 0,75 mm (tabela 10). Pripravili smo
vzorce, ki so vsebovali rAtxA in zmes izooblik VaaChi v molskem razmerjul:1,1:51in1 : 10,
jih 15 sekund centrifugirali v centrifugi MiniSpin plus na 10.000 obratov/min (4.500 g) in jih
nato do suhega posusili v vakuumskem koncentratorju. Vzorcem smo dodali 9 pL pufra za
elektroforezo (pufer I) in jih inkubirali 30 min na sobni temperaturi. Vzorcem smo pred
nanosom v Zepke gela dodali 3 pL nanaSalnega pufra (tabela 11) in jih ponovno 15 sekund
centrifugirali. Proteinskih standardov pri tej metodi nismo uporabili. Elektroforeza je potekala
priblizno 1 uro pri konstantnem elektriénem toku 20 mA v pufru I. Po koncani elektroforezi
smo gel brez predhodnega spiranja z dH>O najprej 15 min fiksirali v 100 mL raztopine
25-odstotnega (v/v) izopropanola in 10-odstotne (v/v) ocetne kisline. Gel smo nato na
stresalniku ¢ez no¢ barvali v 30 mL raztopine barvila PageBlue. Po kon¢anem barvanju smo

gel ob stresanju razbarvali v 100 mL dH>O.

Tabela 10. Sestava 12,5-odstotnega lo¢evalnega gela

Table 10. Composition of 12,5 % separating gel

Reagenti Volumen
dH0O 6,3 mL
40-odstotni akrilamid 4,75 mL
pufer I 3,75 mL
10-odstotni APS 75 uL
TEMED 11,25 uLb

Tabela 11. Sestava nanasSalnega pufra

Table 11. Composition of application buffer

Reagenti Volumen
pufer I 2,5 mL
glicerol 2,5 mL
dH,O 0,4 mL

10 mg barvila metil zeleno v 500 uL. dH>O 100 uL
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3.2.5 Metode dela na Zivéno-miSi¢nem preparatu

3.2.5.1 Priprava zivéno-miSi¢nega preparata

Uprava Republike Slovenije za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin je z dovoljenjem
St. 34401-12/2012/2 odobrila delo na izoliranih organih. Delo je potekalo v skladu z eti¢nimi
standardi. Izolirane organe smo pridobili od 16 odraslih misjih samcev (starost 5—7 mesecev)
linijje BALB/c. MiSi so izvirale iz Centra za genomiko InStituta za predklini¢ne vede
Veterinarske fakultete. Po zrtvovanju miSi z metodo cervikalne dislokacije s takojSnjo
izkrvavitvijo smo s preparacijo izolirali diafragmo, jo prepolovili in dobili hemidiafragmi s
pripadajo¢ima preponskima Zzivcema. Iz posamezne diafragme smo pridobili dva
zivéno-misicna preparata, ki smo ju do zacetka poskusa hranili v oksigenirani Krebs-Ringerjevi
(K-R) raztopini pri sobni temperaturi (21-23 °C, pH 7,4). Pripravo Zivéno-miSi¢nega preparata

je izvedla doc. dr. Monika C. Zuzek, dr. vet. med., z Veterinarske fakultete v Ljubljani.

3.2.5.2 Meritve vpliva VaaChi ter socasne aplikacije VaaChi in rAtxA na izometri¢no misi¢no

kontrakcijo izoliranih hemidiafragem misi

S posebnimi entomoloskimi iglami smo lateralni del hemidiafragme pricvrstili na dno s
silikonsko prevleko prekrite kopeli za izolirane organe, napolnjene s 4 mL K-R raztopine, ki je
bila ves ¢as poskusa oksigenirana. Z ro€ico izometri¢nega mehano-elektricnega pretvornika
Grass FT03 smo povezali tetivni del hemidiafragme, v lumen sukcijske elektrode pa smo s
pomocjo podtlaka vsesali prosti del preponskega zivca. Med raztezanjem miSice smo pri delni
raztegnitvi za posredno in neposredno izzvane miSicne kontrakcije najprej dolocili
supramaksimalno napetost drazljaja. Raztezanje hemidiafragme smo nadaljevali do meje, pri
kateri je bila amplituda enostavne miSi¢ne kontrakcije pri posredni supramaksimalni stimulaciji
maksimalna. Cas zatezanja je trajal med 30 in 45 min. Misi¢na tenzija v mirovanju (MT), pri
kateri je bila amplituda kontrakcije najvisja, je znasala od 1,2 do 2,2 g. Meritve smo zaceli ob
stabilni MT in doseZeni maksimalni amplitudi kontrakcije, izvajali pa smo jih pri sobni
temperaturi (21-23 °C). Hemidiafragmo smo stimulirali z napetostnim stimulatorjem Grass
S-48. Pri posredni miSi¢ni stimulaciji smo preponski Zivec vzdrazili prek sukcijske elektrode s
supramaksimalno napetostjo, ki je bila med 5 in 7 V. Frekvenca stimulacije je bila 0,1 Hz in
drazljaj je trajal 0,1 ms. Neposredno miSi¢no stimulacijo smo izzvali z elektrodama iz platine,

ki sta bili vpeti v kopel in sta potekali precno na skeletna misi¢na vlakna hemidiafragme. V tem
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primeru smo hemidiafragmo vzdrazili s supramaksimalno napetostjo med 50 in 60 V ter z enako
neposredno izzvane tetaniCne kontrakcije smo izzvali s supramaksimalnimi napetostnimi
drazljaji s frekvenco 80 Hz in trajanjem stimulacije 1 s. Razlika je bila le v napetosti, ki je pri
posredni tetani¢ni stimulaciji znaSala med 5 in 7 V, pri neposredni tetani¢ni stimulaciji pa med
50 in 60 V. Izometri¢ne miSi¢ne kontrakcije smo belezili s pomoc¢jo mehano-elektricnega
pretvornika Grass FT03, jih ojacali z ojaevalnikom P122 in nato digitalizirali s 16-bitnim
analogno-digitalnim pretvornikom Digidata 1440A. Frekvenca vzorCenja signala je ves cas

poskusa znasala 0,5 kHz (Trobec, 2018).

Proucevali smo u¢inek VaaChi pri 7 pM koncentraciji ter u¢inek mesanice predinkubiranega
rAtxA v 0,845 uM koncentraciji in VaaChi v 7 uM koncentraciji (molsko razmerje 1 : 8,3) na
Pri vseh poskusih na Zivéno-miSi¢nem preparatu smo uporabili le rAtxA. Po empiri¢nih
izkuSnjah pri koncentraciji 10 pg/mL oz. pri 0,72 puM koncentraciji AtxA v kopeli
zivéno-misicnega preparata, zagotovo dosezemo popolno blokado zivéno-miSi¢nega prenosa
(Logonder in sod., 2008). V poskusih smo uporabili Se nekoliko vi§jo koncentracijo AtxA, tako
da smo bili lahko prepri¢ani o zanesljivosti ucinka in hkrati karseda var¢ni z materialom. V
poskusih smo uporabili priblizno 10-krat visjo koncentracijo VaaChi. Predvidevali smo, da bi
morali ob tako visokem molarnem presezku zaviralca izmeriti u¢inek, e ta obstaja. VaaChi je
v obeh primerih predstavljal vzorec I1K-2-A, pridobljen z ionsko izmenjevalno kromatografijo
2 (podpoglavje 3.2.1.1, analizo vzorca prikazuje slika 16A), v katerem je bilo vsaj Sest razli¢nih
naravnih izooblik VaaChi. rAtxA in VaaChi smo pred aplikacijo v kopel z K-R raztopino skupaj
inkubirali 30 min na sobni temperaturi (21-23°C). Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 0,845
UM rAtxA, ki je znan zaviralec spros¢anja ACh. K-R raztopino smo uporabili kot kontrolo.
Meritve izometricne kontrakcije smo na vseh zZivéno-misi¢nih preparatih izvajali po sledecem

protokolu:

1. Skupno 24 min zapisa posredno in neposredno izzvane najprej enostavne in nato
tetani¢ne miSic¢ne kontrakcije, ki so jim ponovno sledile posredno in neposredno izzvane
enostavne misi¢ne kontrakcije;

2. 10 min kontrolnega zapisa posredno izzvane enostavne misi¢ne kontrakcije;
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3. aplikacija VaaChi ali predinkubirane meSanice rAtxA in VaaChi v K-R raztopino v
kopeli in 150 min zapisa posredno izzvane enostavne misSi¢ne kontrakcije;

4. 5 min zapisa neposredno izzvane enostavne miSi¢ne kontrakcije in nato Se obeh

posredno in neposredno izzvanih tetani¢nih kontrakcij;

trikratno izpiranje zivéno-misicnega preparata s 4 mL oksigenirane K-R raztopine;

15 min zapisa posredno izzvane enostavne miSi¢ne kontrakcije;

5 min zapisa neposredno izzvane enostavne misic¢ne kontrakcije;

e

zapis posredno in neposredno izzvanih tetani¢nih kontrakeij.

V nadaljevanju smo ucinek VaaChi na amplitudo neposredno izzvane enostavne in tetani¢ne
miSi¢ne kontrakcije preverjali na Zivéno-miSiénem preparatu po predhodni aplikaciji
d-tubokurarina (dTC), ki deluje kot kompetitivni antagonist nAChR (Spirova in sod., 2019).
Tako smo ob neposredno izzvani misicni stimulaciji preprecili u€inke posredno izzvane misi¢ne
stimulacije. Uporabili smo 10 uM koncentracijo dTC in 7 pM koncentracijo VaaChi. Meritve
izometri¢ne kontrakcije smo do 3. tocke izvajali po enakem protokolu kot pri poskusih brez

dTC, ki je opisan zgoraj, v nadaljevanju pa smo jih izvajali po sledeCem protokolu:

3. Zapis 10 kontrakcij neposredno izzvane enostavne misSi¢ne kontrakcije;

4. aplikacija dTC v K-R raztopino v kopeli in zapis posredno izzvane enostavne misSi¢ne
kontrakcije do popolnega zavrtja;

5. zapis 10 kontrakcij neposredno izzvane enostavne miSi¢ne kontrakcije;

6. aplikacija VaaChi v K-R raztopino v kopeli in 150 min zapisa neposredno izzvane
enostavne misi¢ne kontrakcije;

7. 5 min zapisa posredno izzvane enostavne miSi¢ne kontrakcije in nato Se obeh posredno
in neposredno izzvanih tetani¢nih kontrakcij;

8. trikratno izpiranje Zivéno-miSi¢nega preparata s 4 mL oksigenirane K-R raztopine;

9. 15 min zapisa posredno izzvane enostavne misi¢ne kontrakcije;

10. 10 min zapisa neposredno izzvane enostavne misicne kontrakcije;

11. zapis posredno in neposredno izzvanih tetani¢nih kontrakcij.

Za analizo in vidni prikaz registriranih sprememb smo uporabili program pClamp-Clampfit
10.7 (Molecular Devices, Union City, CA, ZDA), ki v realnem ¢asu omogoc¢i na zaslonu
monitorja prikaz zapisa miSicne kontrakcije in njegovo shranjevanje na trdi disk raCunalnika.

Izmerili smo: (i) amplitudo posredno izzvane enostavne misi¢ne kontrakcije; (i) amplitudo
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neposredno izzvane enostavne misicne kontrakcije; (iii) amplitudo posredno izzvane tetani¢ne
misi¢ne kontrakcije in (iv) amplitudo neposredno izzvane tetanicne miSi¢ne kontrakcije. Vpliv
testiranih snovi na amplitudo miSi¢ne kontrakcije smo izrazili kot odstotek maksimalne
amplitude kontrakcije glede na maksimalno amplitudo kontrakcije pred aplikacijo testirane

snovi.

3.2.5.3 Meritve vpliva VaaChi na membranske potenciale miSicnih vlaken izoliranih

hemidiafragem misi

Hemidiafragme smo pred izvedbo poskusov 30 min inkubirali v oksigenirani K-R raztopini z
dodatkom 2 uM p-konotoksina, ki je v sarkolemi zavrl od napetosti odvisne Na" kanale. Ob
nastanku PMP tako ne nastane AP, miSi¢no vlakno se ne kr¢i in s tem zagotavlja mehansko
stabilnost merilne mikroelektrode pri meritvah membranskih potencialov. Hemidiafragmo smo
enako kot pri meritvah vpliva na izometri¢no misi¢no kontrakcijo pri¢vrstili na dno s silikonsko
prevleko prekrite kopeli za izolirane organe s pomocjo entomoloskih igel in kopel napolnili s 3
mL K-R raztopine z dodatkom 2 uM p-konotoksina. Tudi tokrat smo preponski Zivec s pomocjo
podtlaka vsesali v sukcijsko elektrodo, ki je omogocala posredno elektri¢no stimulacijo Zivca.
Z napravo za izdelavo mikropipet P-97 smo pripravili borosilikatne mikroelektrode, napolnjene
s 3 M KCl, in uporabili le tiste z uporom od 10 do 20 MQ. Mikroelektrodo smo z uporabo
natancnega mehanskega mikromanipulatorja nato na obmocju motoricne plos¢ice uvedli v
miSicno vlakno in izmerili membranske potenciale. Vrednost mirovnega membranskega
potenciala (rVm) je bila med —55 in =75 mV. Da smo resni¢no na obmoc¢ju motori¢ne ploscice,
smo potrdili s pojavljanjem MPMP v registriranem zapisu. Registrirali smo spontane MPMP in
posredno z elektri¢no stimulacijo izzvane PMP. Za prozenje PMP smo uporabili napetostni
stimulator Grass S-48 s parametri stimulacije: supramaksimalni drazljaj 10 V, frekvenca
stimulacije zivca 0,1 Hz in trajanje pravokotnega napetostnega impulza 0,1 ms. Vse meritve
membranskih potencialov misi¢nih vlaken so bile opravljene ob neprekinjeni oksigenaciji K-R
raztopine pri sobni temperaturi (20-24 °C). Za registracijo in oja¢anje merjenih signalov smo
uporabili ojacevalnik Axoclamp 900A. Signale smo nato s frekvenco vzorcenja 25 kHz
digitalizirali s 16-bitnim analogno-digitalnim pretvornikom Digidata 1440A, krmiljenim s
programskim paketom pClamp-Clampfit 10.7 (Molecular Devices, Union City, CA, USA).
Meritve potencialov so bile opravljene pred aplikacijo, 30, 90 in 150 min po aplikaciji testirane

snovi ter 15 min po izpiranju s K-R raztopino. V vsakem izbranem ¢asovnem obdobju smo
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opravili meritve membranskih potencialov na 5-15 miSi¢nih vlaknih na posamezni
hemidiafragmi. Proucevali smo u¢inek VaaChi pri izbrani 7 uM koncentraciji. Pri kontrolnih
meritvah smo namesto izbrane snovi v kopel aplicirali ustrezno koli¢ino K-R raztopine. VaaChi

je ponovno predstavljal vzorec IIK-2-A, pridobljen z ionsko izmenjevalno kromatografijo 2.

Tudi tokrat smo meritve analizirali s programom pClamp-Clampfit 10.7. Dolo¢ali smo: (i) rVm,
(i1) amplitudo in razpolovni ¢as PMP; (iii) amplitudo in razpolovni ¢as MPMP ter (iv) frekvenco

MPMP. Uporabili smo absolutne vrednosti navedenih parametrov.

3.2.6 Analiza podatkov in statistika

S programom pClamp-Clampfit 10.7 smo analizirali rezultate meritev miSi¢nih kontrakcij in
membranskih potencialov. Za statisticno analizo pridobljenih vrednosti in izdelavo grafov smo
uporabili programa SigmaPlot za Windows 11.0 (Systat Software Inc., Erkrath, Nemcija) in
GraphPad Prism7 (GraphPad Software, San Diego, CA, ZDA).

Rezultati zaviranja tripsinske aktivnosti, zaviranja aktivnosti kimotripsina, vpliva VaaChi na
encimsko aktivnost naravnega AtxA, encimske aktivnosti ofiS¢enega rAtxA in rezultati meritev
miSicne kontrakcije, razen amplitude neposredno izzvane enostavne misi¢ne kontrakcije, so
predstavljeni kot srednja vrednost deleza amplitude miSicne kontrakcije = S.E. Vrednosti
amplitude neposredno izzvane enostavne miSi¢ne kontrakcije in vrednosti membranskih
potencialov (rVm, amplituda PMP in MPMP, razpolovni ¢as padajoc¢e faze PMP in MPMP ter
frekvenca MPMP na min) niso bile normalno porazdeljene, zato so rezultati predstavljeni z

mediano in grafikoni kvartilov.

Vrednosti smo najprej analizirali s testom normalnosti porazdelitve (Shapiro-Wilk). Ce so bile
te normalno porazdeljene, smo za statisti¢no analizo uporabili Studentov t-test, pri Cemer je p
<0,05 stel za statisticno znacilen. Vrednosti, ki niso bile normalno porazdeljene, smo analizirali
s testom Mann-Whitney, ki se pogosto uporablja kot neparametri¢na alternativa t-testa.
Omenjeni statisticni analizi smo izbrali, ker je bila za potrditev dejanskih u¢inkov VaaChi in
predinkubirane mesanice rAtxA in VaaChi pomembna le primerjava vrednosti s kontrolo v

istem ¢asovnem obdobju.
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Za izraCun statisti¢no znacilnih razlik povpre¢nih vrednosti amplitude miSi¢ne kontrakcije med
skupinami smo uporabili enosmerno analizo variance, pri ¢emer je p < 0,05 Stel za statisti¢no
znacilen. Statisti¢no znacilne razlike za pare skupin smo pri normalno porazdeljenih vrednostih
spremenljivk izracunali s post hoc Holm-Sidak testom, pri Cemer je bila mejna vrednost p <
0,001. Zaradi nenormalne porazdelitve numeri¢nih spremenljivk smo za neposredno izzvano
enostavno miSi¢no kontrakcijo uporabili Kruskal-Wallis enosmerno analizo variance,
statisti¢no znacilne razlike za pare skupin pa smo izrac¢unali z neparametricnim post hock Dunn

testom, pri cemer je bila mejna vrednost p < 0,05.
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4 REZULTATI

4.1 IZOLACIJA VaaChi IZ STRUPA MODRASA

Prva stopnja izolacije VaaChi iz surovega modrasovega strupa je bila ionska izmenjevalna
kromatografija 1 (IIK-1), s katero smo locili proteine iz skupno 4 g strupa, kot prikazuje slika
9. Kromatografijo smo izvedli po postopku, opisanem v podpoglavju 3.2.1.1. V prvem vrhu so
nevezani proteini, vezani pa so se izprali v nekaj med seboj slabo loc¢enih vrhovih. Vezane
proteine smo testirali na sposobnost zaviranja aktivnosti tripsina (slika 10), kot je opisano v
podpoglavju 3.2.1.4. Najvecjo zaviralno aktivnost so imeli proteini v frakcijah 95 (82,4 %), 145
(80,1 %), 150 (82,2 %) in 155 (85,3 %). Ker smo sklepali, da sta za visoko zaviralno aktivnost
frakcije 95 odgovorna v njej prisotna tripsinska zaviralca (VaaTi), ki se z ionsko izmenjevalno
kromatografijo izpereta pred kimotripsinskim zaviralcem (Ritonja in sod., 1983c), smo v
posamicna vzorca zdruzili le aktivne frakcije zadnjega vrha na sliki 9. Frakcije 136—139 smo

zdruzili v vzorec IIK-1-A, 140-160 pa v vzorec IIK-1-B.
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Slika 9: Ionska izmenjevalna kromatografija 1 modrasovega strupa. 4 g modrasovega strupa smo nanesli na
kolono, ki je bila velika 23 cm X 1,5 cm (dolzina X premer) in je vsebovala 80 mL gela SP Sepharose Fast Flow.
Nevezane proteine smo izprali s pufrom A, vezane pa z gradientom 0-100-odstotnega pufra B pri pretoku 42
mL/min. Avtomati¢ni zbiralnik je zbiral frakcije z volumnom 7 mL, ki smo jim izmerili absorbanco pri 280 nm
(A2s0) in jih testirali na sposobnost zaviranja tripsina. Zaviralno aktivne frakcije zadnjega vrha 136-139 smo

zdruzili v vzorec IIK-1-A, 140-160 pa v vzorec IIK-1-B. Postopek je podrobno opisan v podpoglavju 3.2.1.1.
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Figure 9: Ion exchange chromatography 1 of nose-horned viper venom. 4 g of nose-horned viper venom was
applied to a column with dimensions of 23 cm x 1,5 cm (length x diameter) containing 80 mL of SP Sepharose
Fast Flow gel. Unbound proteins were washed with buffer A, whereas bound proteins were washed with a gradient
of 0—100 % buffer B at a flow rate of 42 mL/min. The automatic fraction collector collected 7 mL fractions. We
measured absorbance of the fractions at 280 nm (Aazs0) and tested them for trypsin inhibition. Inhibitory active
fractions of the last peak 136—139 were combined into sample IIK-1-A, and fractions 140-160 were combined

into sample 1IK-1-B. The procedure is described in detail in section 3.2.1.1.
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Slika 10: Zaviranje tripsinske aktivnosti frakcij. Proteine v posameznih frakcijah, pridobljene z ionsko
izmenjevalno kromatografijo 1, smo testirali na sposobnost zaviranja aktivnosti tripsina, kot je opisano v
podpoglavju 3.2.1.4. Delez zaviranja v odstotkih je bil izracunan glede na kontrolni vzorec, tj. aktivnost tripsina
brez zaviralca. Najvisjo zaviralno aktivnost smo dolo¢ili v frakcijah 95, 145, 150 in 155. Meritve smo izvedli samo

enkrat brez ponovitev. Postopek je podrobno opisan v podpoglavju 3.2.1.4.

Figure 10: Inhibition of trypsin activity by fractions. Proteins in individual fractions obtained by ion exchange
chromatography 1 were tested for their ability to inhibit trypsin activity as described in section 3.2.1.4. The percent
inhibition was calculated according to the control sample, i.e., the activity of trypsin without inhibitor. The highest
inhibitory activity was determined in fractions 95, 145, 150 and 155. Measurements were performed only once

without repetition. The procedure is described in detail in section 3.2.1.4.

Vzorca IIK-1-A in IIK-1-B smo v analitske namene, za preverjanje sestave in Cistosti, naprej
lo¢evali z metodo RP-HPLC na koloni BIOshell A400 protein (C4), po postopku opisanem v
podpoglavju 3.2.1.3. Kromatograma analiz sta prikazana na sliki 11, iz katerih je razvidno, da

oba vzorca vsebujeta primesi drugih proteinov.
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Slika 11: Analiza vzorcev IIK-1-A in IIK-1-B z metodo RP-HPLC. Vzorca (A) IIK-1-A in (B) IIK-1-B smo

locevali na koloni BIOshell A400 protein (C4), uravnoteZeni z raztopino D. Vezane proteine smo izprali z

gradientom raztopine E, kot je opisano v podpoglavju 3.2.1.3. Izpiranje proteinov smo spremljali z merjenjem

absorbance pri 215 nm (Az;5). Z N-terminalnim sekveniranjem smo pokazali, da so VaaChi prisotni v vrhovih

HPLC-1-A1 do A4 in HPLC-2-A1 do A2. Vrhova HPLC-1-A1 in HPLC-2-Al imata v obeh analizah enak

retencijski Cas, kar verjetno pomeni, da vsebujeta enake ali zelo podobne proteine, enako pa velja tudi za vrhova

HPLC-1-A2 in HPLC-2-A2, ki imata prav tako enak retencijski Cas.
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Figure 11: Analysis of samples IIK-1-A and IIK-1-B by RP-HPLC. Samples (A) IIK-1-A and (B) IIK-2-B were
separated on a BIOshell A400 protein (C4) column equilibrated with solution D. Bound proteins were eluted with
a gradient of solution E as described in section 3.2.1.3. Protein elution was monitored by absorbance measurements
at 215 nm (A215). N-terminal sequencing showed that VaaChi were present in the peaks of HPLC-1-Al to A4 and
HPLC-2-A1 to A2. Peaks HPLC-1-Al and HPLC-2-A1 have the same retention time in both analysis, which
suggests that they contain identical or very similar proteins and the same applies to peaks HPLC-1-A2 and

HPLC-2-A2, which also have the same retention time.

Z Edmanovo metodo, ki je opisana v podpoglavju 3.2.1.8, smo nato dolo¢ili aminokislinsko
zaporedje na N-koncu izoliranih proteinov. Prisotnost €istih zaviralcev smo potrdili v vrhovih
HPLC, ki so na sliki 11 oznaceni z A1-A4. Vsi so imeli zaporedje Arg-Asp-Arg-Pro-Lys
(RDRPK), kar ustreza predhodno dolo¢enemu aminokislinskemu zaporedju VaaChi iz strupa
modrasa. Na sliki 12 je primer kromatograma Edmanovega sekveniranja vzorca HPLC-2-Al,

iz katerega je razvidno, da vzorec ne vsebuje primesi drugih proteinov.
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Slika 12: Analiza N-kon¢nega aminokislinskega
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zaporedja vzorca HPLC-2-Al. Uporabili smo metodo

Edmanove razgradnje (podpoglavje 3.2.1.8). Prikazanih je Sest kromatogramov. Cikel 2 prikazuje standardne

aminokisline oziroma pripadajoce feniltiohidantoinske (PTH) derivate, ki so produkt Edmanove razgradnje in s

pomocjo katerih glede na retencijski ¢as dolocimo odcepljene PTH-derivate aminokislin preiskovanega vzorca v

posameznem ciklu. Standardne aminokisline so oznacene z dogovorjenim enoc¢rkovnim zapisom. Cikli 3, 4, 5, 6

in 7 prikazujejo po vrsti odcepljene posamezne aminokisline. Dolo¢eno zaporedje, Arg-Asp-Arg-Pro-Lys

(RDRPK), je identi¢no N-konénemu zaporedju VaaChi.
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Figure 12: Analysis of the N-terminal amino acid sequence of the HPLC-2-A1 sample. Edman degradation
method was used for this analysis (section 3.2.1.8). Six chromatograms are shown. Cycle 2 shows the standard
amino acids or the corresponding phenylthiohydantoin (PTH) derivatives, which were the product of Edman
degradation. The separated PTH derivatives of the examined sample in a respective cycle were determined by
retention time and are named using the standard single-letter amino acid code. Cycles 3, 4, 5, 6 and 7 show
consecutively separated amino acids. The determined sequence, Arg-Asp-Arg-Pro-Lys (RDRPK), was identical

to the N-terminal sequence of VaaChi.

Ker smo v vzorcih IIK-1-A in IIK-1-B dokazali prisotnost VaaChi, smo ju zdruzili ter
skoncentrirali in dializirali, kot je opisano v podpoglavju 3.2.1.9. Nato smo zdruZene proteine
locevali po molekulskih masah z gelsko filtracijo (GF) v pufru C (podpoglavje 3.2.1.2). Dobili

smo pet lepo loCenih vrhov z razli¢no intenziteto, ki smo jih poimenovali GF-A do E (slika 13).
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Slika 13: Gelska filtracija vzorca VaaChi po IIK-1. Vzorca IIK-1-A in IIK-1-B smo zdruzili, skoncentrirali in
nanesli na kolono, ki je bila velika 110 cm x 3,8 cm (dolzina X $irina) in je vsebovala gel Sephacryl S-200 HR,
uravnotezen s pufrom C. Proteine smo izpirali z istim pufrom pri pretoku 33,6 mL/h, kot je opisano v podpoglavju
3.2.1.2. Frakcijam smo izmerili absorbanco pri valovni dolZini 280 nm (Azgo) in jih zdruzili v pet vrhov, oznacenih

GF-A do E.

Figure 13: Gel filtration of the VaaChi sample obtained by IIK-1. Samples I1IK-1-A and IIK-1-B were
combined, concentrated and applied to a 110 cm x 3,8 cm (length x width) column containing Sephacryl S-200
HR gel equilibrated with buffer C. Proteins were eluted with the same buffer at a flow rate of 33,6 mL/h, as
described in section 3.2.1.2. The absorbance of the fractions was measured at 280 nm (Axgo). The sample was

separated into five peaks named GF-A to E.
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Glede na molekulsko maso VaaChi smo te pri¢akovali v zadnji frakciji, GF-E. Zdruzene
frakcije tega vrha smo zato analizirali z RP-HPLC na koloni C4, kot je opisano zgoraj. Kot
lahko vidimo na sliki 14, se je vzorec VaaChi ponovno lo¢il v §tiri vchove (HPLC-3-A1 do A4),

vendar je veliko manj primesi drugih proteinov.
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Slika 14: Analiza RP-HPLC vzorca GF-E. Sestava mobilne faze je prikazana kot vsebnost topila E (0,1 % (v/v)
TFA, 90 % (v/v) acetonitril) v topilu D (0,1 % (v/v) TFA) v odvisnosti od ¢asa. Kolono smo izpirali pri pretoku
0,8 mL/min. Izpiranje proteinov smo spremljali z merjenjem absorbance pri 215 nm (Az;s). Stiri loene vrhove

VaaChi z retencijskimi ¢asi med 23,6 in 26,7 min smo poimenovali HPLC-3-A1 do A4.

Figure 14: RP-HPLC analysis of the GF-E sample. The composition of the mobile phase is shown as the percent
of solvent E (0,1 % (v/v) TFA, 90 % (v/v) acetonitrile) in solvent D (0,1 % (v/v) TFA), as a function of time. The
column was washed at a flow rate of 0,8 mL/min. The elution of proteins was monitored by measuring the
absorbance at 215 nm (A2is). Four separated VaaChi peaks with retention times between 23,6 and 26,7 min were

named HPLC-3-A1 to A4.

Z gelsko filtracijo pridobljen vzorec GF-E smo nato skoncentrirali in dializirali po postopku, ki
je opisan v podpoglavju 3.2.1.9. Zadnji korak izolacije VaaChi je bila ionska izmenjevalna
kromatografija 2 (IIK-2), ki smo jo izvedli na ionskem izmenjevalcu SP Sepharose Fast Flow
po postopku, opisanem v podpoglavju 3.2.1.1. Frakcijam smo izmerili Asgo in jih zdruzili v

vrhova IIK-2-A in [IK-2-B, kot prikazuje slika 15.
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Slika 15: Ionska izmenjevalna kromatografija 2. Vzorec GF-E smo nanesli na kolono, ki je bila velika 18 cm x
1 cm (dolzina X premer) in je vsebovala 20 mL gela SP Sepharose Fast Flow. Pred nanosom vzorca smo kolono
uravnotezili s pufrom A pri pretoku 42 mL/min. Nevezane proteine smo s kolone izprali s pufrom A, vezane pa z
linearnim gradientom pufra B. Frakcijam z volumnom priblizno 3,5 mL smo izmerili absorbanco pri 280 nm (A2so).

Frakcije 82-93 smo zdruzili v vzorec IIK-2-A, frakcije 94101 pa v vzorec I1IK-2-B.

Figure 15: Ton exchange chromatography 2. The GF-E sample was applied to an 18 cm x 1 cm (length x
diameter) column containing 20 mL of SP Sepharose Fast Flow gel. Prior to sample application, the column was
equilibrated with buffer A at a flow rate of 42 mL/min. The unbound proteins were washed from the column with
buffer A, while the bound proteins were washed with a linear gradient of buffer B. The absorbances of the fractions
with a volume of approximately 3,5 mL were measured at 280 nm (Axgo). Tubes 8293 and 94-101 were combined

to form samples I1K-2-A and I1K-2-B, respectively.

Vrhova IIK-2-A in IIK-2-B smo nato lo¢eno skoncentrirali in dializirali, kot je opisano v
podpoglavju 3.2.1.9. Vzorca smo v nadaljevanju v analitske namene ponovno locevali z
RP-HPLC na koloni C4. Kromatograma analiz RP-HPLC sta prikazana na sliki 16. V vzorcu
[IK-2-A so posamezni vrhovi VaaChi prisotni v podobnih koli¢inah, medtem ko v vzorcu

IIK-2-B prevladujeta prva dva.



S. Drofenik: Opredelitev mehanizma in soodvisnosti delovanja dveh beljakovin iz modrasovega strupa...

53

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2020, Raziskovalna naloga

A A2
800 — vzorec IIK-2-A . . 100
----- gradient :" E. - 90
600- Al A3 80
A4 i if70
%’ i ire0 2
E 400 iLso £
= e S
< 1 a0 5
- =30 °
2001 0 '
_________ - 20
~ L))A/N\/\/L- 10
0-‘_}\‘ I/' L] L] L] L] L] L] L] L] L] O
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
t [min]
B - A2 _
1400 — vzorec [IK-2-B ; : 100
12004 gradient :: 'E - 90
Al N 80
_ 1000- P70
=) ! L )
Z 800 A U
= +r fops0 S
<: L Y kg0 E
------ ! ©
4001 i} =30 °
200- , 20
- 10
0- L] . L] L] L] L] IA L] L] L] Vr 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
t [min]

Slika 16: Analiza RP-HPLC vzorcev IIK-2-A in IIK-2-B. Vzorca smo analizirali na koloni BIOshell A400

protein (C4), uravnotezeni z raztopino D pri pretoku 0,8 mL/min. Vezane proteine smo izpirali z gradientom topila

E ob sprotnem merjenju absorbance pri 215 nm (Azis). (A) Vzorec 1IK-2-A se je locil v stiri vchove HPLC-4-A1

do A4 s podobno intenziteto. (B) Vzorec IIK-2-B se je prav tako lo¢il v §tiri vchove HPLC-5-A1 do A4, od katerih

prevladujeta prva dva.

Figure 16: RP-HPLC analysis of samples IIK-2-A and IIK-2-B. The samples were analysed on a BIOshell A400

protein (C4) column equilibrated with solution D at a flow rate of 0,8 mL/min. Bound proteins were eluted with a

gradient of solvent E while continuously measuring the absorbance at 215 nm (Azis). (A) The IIK-2-A sample was
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separated into four peaks, HPLC-4-A1 to A4, of similar intensity. (B) The IIK-2-B sample was also separated into
four peaks, HPLC-5-A1 to A4, of which the first two predominated.

.....

posameznih vrhov (slika 17), kot je opisano v podpoglavju 3.2.1.7. Kot referen¢ni vzorec smo
uporabili vzorec VaaChi, ki ga je leta 1983 izolirala dr. Anka Ritonja. Na sliki se vidi, da je
vzorec VaaChi po IIK-1 (steza 1) vseboval veliko proteinov z vi§jimi molekulskimi masami, ki
smo jih uspesno locili z GF (steza 2). Preostanek necisto¢ smo nato odstranili z IIK-2 (stezi 4
in 5).

M [kDa]

— 200

— 50

Slika 17: Preverjanje €istosti razli¢nih frakcij z VaaChi z NaDS-PAGE. Vzorce smo analizirali z NaDS-PAGE
na 15-odstotnem poliakrilamidnem gelu pod redukcijskimi pogoji. Steza 1 — zdruzena vzorca IIK-1-A in IIK-1-B,
pridobljena z ionsko izmenjevalno kromatografijo 1; steza 2 — vzorec GF-E, pridobljen z gelsko filtracijo; steza 3
— proteinski standardi, veliki od 10 do 200 kDa; steza 4 — vzorec IIK-2-A, pridobljen z ionsko izmenjevalno
kromatografijo 2; steza 5 — vzorec IIK-2-B, pridobljen z ionsko izmenjevalno kromatografijo 2; steza 6 — referen¢ni

vzorec VaaChi.

Figure 17: Purity checking of the VaaChi-containing fractions with NaDS-PAGE. Samples were analysed by
NaDS-PAGE on a 15 % polyacrylamide gel under reducing conditions. Lane 1 — combined samples IIK-1-A and
IIK-1-B obtained by ion exchange chromatography 1; lane 2 — sample GF-E obtained by gel filtration; lane 3 —
protein marker in the range from 10 to 200 kDa; lane 4 — sample IIK-2-A obtained by ion exchange
chromatography 2; lane 5 — sample IIK-2-B obtained by ion exchange chromatography 2; lane 6 — reference

VaaChi sample.
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4.2 CISCENJE IN KARAKTERIZACIJA rAtxA

Vzorec renaturacijske mesanice rAtxA smo Cistili na koloni C3 RP-HPLC sistema (podpoglavje
3.2.2.1) po Ze uveljavljenem postopku. Iz kromatograma na sliki 18A je razvidno, da se je ta
izpral z retencijskim ¢asom 24,2 min oziroma pri 50 % (v/v) topila E. Izprano frakcijo rAtxA
smo nato analizirali z NaDS-PAGE. Gel smo obarvali s koloidnim srebrom (slika 18B).
Dokazali smo protein, velik 14 kDa (¢rna puscCica), kar ustreza velikosti AtxA, in njegov
homodimer, velik 28 kDa (rdeca puscica). Na podlagi rezultata obeh metod smo se odlo¢ili za
nadaljnje ¢isenje rAtxA, saj je vzorec e vedno vseboval primesi drugih proteinov. Cis¢enje
rAtxA smo nadaljevali na koloni C18 po postopku, opisanem v podpoglavju 3.2.2.1. rAtxA se

je tokrat izpral z retencijskim ¢asom 26,3 min oziroma pri 37 % (v/v) topila E (slika 18C).
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Slika 18: Cis¢enje rAtxA.Z metodo RP-HPLC smo ¢istili vzorec renaturacijske mesanice rekombinantno
pridobljenega AtxA, kot je opisano v podpoglavju 3.2.2.1. (A) Kolono C3 smo pred nanosom vzorca uravnotezili
z raztopino D pri pretoku 2 mL/min. Vezane proteine smo izpirali z gradientom topila E, njihovo izpiranje pa smo
spremljali z merjenjem absorbance pri 215 nm (Aais). rAtXA se izpere z retencijskim ¢asom 24,2 min. (B) Izprano
frakcijo rAtxA smo analizirali z NaDS-PAGE na 15-odstotnem poliakrilamidnem gelu pod neredukcijskimi
pogoji. Proteine v gelu smo obarvali s koloidnim srebrom. Monomerni rAtxA z maso 14 kDa je oznacen s ¢rno
puscico, njegov homodimer, velik 28 kDa, pa z rdeco. (C) Vzorec rAtxA, pridobljen s ¢is¢enjem na koloni C3,
smo dodatno Cistili na koloni C18. Vezane proteine smo izprali z gradientom topila E, rAtxA pa se je izpral z

retencijskim ¢asom 26,3 min.

Figure 18: Purification of rAtxA. Recombinantly obtained AtxA was purified from the renaturation mixture using
the RP-HPLC method as described in section 3.2.2.1. (A) Before applying the sample, column C3 was equilibrated
with solution D at a flow rate of 2 mL/min. Bound proteins were washed with a gradient of solvent E, and the
elution was monitored by measuring the absorbance at 215 nm (Azis). rAtxA eluted with a retention time of 24,2
min. (B) The eluted rAtxA fraction was analysed by NaDS-PAGE on a 15 % polyacrylamide gel under
non-reducing conditions. The proteins in the gel were stained with colloidal silver. The monomeric rAtxA with a
molecular mass of 14 kDa and its homodimer with a molecular mass of 28 kDa are indicated by black and red
arrows, respectively. (C) The AtxA sample obtained by purification on a C3 column was further purified ona C18
column. Bound proteins were eluted with a gradient of solvent E, and rAtxA eluted with a retention time of 26,3

min.

Molekulsko maso in stopnjo Cistosti pridobljenega rAtxA smo preverili z MS na instrumentu
Q-TOF Premier, kot je opisano v podpoglavju 3.2.3.1. S slike 19 je razvidno, da v vzorcu

prevladuje protein z molekulsko maso 13774 Da, kar ustreza molekulski masi AtxA.
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Slika 19: Preverjanje mase in €istosti rAtxA z MS. V vzorcu prevladuje protein z molekulsko maso 13774 Da,

to je molekulsko maso AtxA.

Figure 19: Mass and purity verification of rAtxA by MS. The predominant protein in the sample was a protein

with a molecular mass of 13774 Da, which is the same molecular mass as that of AtxA.

43 DOLOCITEV MOLEKULSKE MASE IN DELNEGA AMINOKISLINSKEGA
ZAPOREDIJA IZOLIRANIM ZAVIRALCEM SERINSKIH PROTEAZ

Stirim vzorcem VaaChi, ki smo jih izolirali s HPLC-3 (slika 14), smo dolo¢ili molekulsko maso
z MS analizo, opisano v podpoglavju 3.2.3.1. Kot lahko vidimo na sliki 20, v vzorcu
HPLC-3-A1 prevladujeta proteina z molekulskima masama 7531 in 7565 Da, v vzorcu
HPLC-3-A2 proteina z molekulskima masama 7549 in 7648 Da, v vzorcu HPLC-3-A3 protein
z molekulsko maso 7451 Da in v vzorcu HPLC-3-A4 protein z molekulsko maso 7469 Da.
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Slika 20: Preverjanje mase in ¢istosti VaaChi z MS. Vzorci HPLC-3-A1 do A4 vsebujejo ve¢ izooblik VaaChi,
ki se med seboj razlikujejo po molekulski masi. V vzorcu (A) HPLC-3-A1 prevladujeta proteina z molekulskima
masama 7531 in 7565 Da, v vzorcu (B) HPLC-3-A2 pa proteina z masama 7549 in 7648 Da. V vzorcih (C)
HPLC-3-A3 in (D) HPLC-3-A4 prevladuje po en protein z molekulsko maso 7451 Da oz. 7469 Da.

Figure 20: Mass and purity verification of VaaChi by MS. Samples HPLC-3-A1 to A4 contain several VaaChi
isoforms that differ in their molecular masses. In (A) HPLC-3-A1, the dominant molecular masses are 7531 and
7565 Da, whereas in (B) HPLC-3-A2, 7549 and 7648 Da dominate. In both (C) HPLC-3-A3 and (D) HPLC-3-A4,

there is only one dominant protein with molecular mass of 7451 and 7469 Da, respectively.

Vzorce VaaChi HPLC-4-A1 do A4 (slika 16A) smo razgradili s tripsinom in nastale peptide
analizirali z MS, kot je opisano v podpoglavju 3.2.3.2. Zbrane MS in MS/MS spektre smo
primerjali z bazo proteinskih zaporedij UniProt in dolocili peptidne sekvence. Rezultati so
zbrani v tabeli 12. V vseh analiziranih vzorcih smo dolocili le VaaChi, kar je potrdilo njihovo
¢istost. V vzorcih Al in A2 smo dolocili ve¢ razli¢nih izooblik zaviralca, od katerih sta bili dve,
VaaChi (0909196A) in VaaChi-3 (P00992), Ze prej doloc¢eni na proteinski ravni, druge pa le na
nukleotidni. V vzorcih A3 in A4 smo dolo¢ili le po en peptid iz VaaChi-3 (P00992). Molekulska

masa 7469 Da (frakcija A4) ustreza teoreticni masi doloceni za to izoobliko.
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Tabela 12: Strukturna karakterizacija VaaChi.

Table 12: Structural characterization of VaaChi.

HPLC-4 | Molekulska | N-kon¢no | MS peptidne sekvence Doloceni proteini | UniProt-Stevilka
frakcija | masa [Da] zaporedje proteina

Al 7531,7565 | RDRPK FCYLPADPGR VaaChi 0909196A
FYYNPASNK
TWDECRHTCVASGIQPR
FCYLPADPGR VaaChi-3 P00992
CLAYMPSFYYDSASNK
TWDECRHTCVASGIQPR
FCYLPADPGR cVaaChi-2 AO0A1S5QIK2
FYYNPASNK
EFITYGGCRGNANNFK
TWDECRHTCVASGIQPR

A2 7549,7648 | RDRPK FCYLPADPGR VaaChi 0909196A
FYYNPASNKCEKFIYGGCR
GNANNFKTWDECR
GNANNFKTWDECRHTCVASGIQPR
TWDECRHTCVASGIQPR
FCYLPADPGR VaaChi-3 P00992
CLAYMPSFYYDSASNK
GNANNFKTWDECR
GNANNFKTWDECRHTCVASGIQPR
TWDECRHTCVASGIQPR
FCYLPADPGR cVaaChi-2,-3,-5 AO0A1S5QIK2,
CKEFTY GGCRGNANNFK AO0AI1S5QII1,
GNANNFKTWDECR AO0AIS5QK73

A3 7451 RDR CLAYMPSFYYDSASNK VaaChi-3 P00992

A4 7469 RDR CLAYMPSFYYDSASNK VaaChi-3 P00992

Aminokislinsko poravnavo dolocenih kimotripsinskih zaviralcev smo izvedli s programom

Clustal Omega (Madeira in sod., 2019), prikazuje pa jo slika 21. Zaviralci iz modrasovega

strupa se med seboj razlikujejo v sedmih aminokislinah, na polozajih 19 (Tyr ali Glu), 22 (Arg
ali Ser), 26 (Asn ali Asp), 27 (Pro ali Ser), 33 (Glu ali Lys), 34 (Glu ali Lys) in 65 (GlIn ali His).

a)VaaChi RDRPKFCYLPADPGRCLAYMPREFYYNPASNKCEKFIYGGCRGNANNFKTWDECRHTCVAS--GIQPR
b)VvaaChi-3 RDRPKFCYLPADPGRCLAYMPSEFYYDSASNKCKKFIYGGCRGNANNFKTWDECRHTCVAS--GIQPR
c)cVaaChi-2 RDRPKFCYLPADPGRCLAEMPREFYYNPASNKCKEFIYGGCRGNANNFKTWDECRHTCVAS--GIQPR
d) cVaaChi-3 RDRPKFCYLPADPGRCLAYMPRFYYNPASNKCKEFIYGGCRGNANNFKTWDECRHTCVASGKGIQPR
e)cVaaChi-5 RDRPKFCYLPADPGRCLAYMPREYYNPASNKCKEFIYGGCRGNANNFKTWDECRHTCVAS--GIHPR

KAKRKA AR KA AR A AR A AR KK Ak Ahkke KAhhkhkkeoohkhAkhAhAAAAkA A A AkA Ak AkA Ak AKXk hkkkkx*k * k. kK

65
65
65
67
65

% identi¢nosti
100
94
95
97
95

Slika 21: Aminokislinska poravnava doloc¢enih kimotripsinskih zaviralcev. a) VaaChi, Vipera ammodytes
ammodytes (Vaa) (0909196A); b) VaaChi-3, Vaa (P00992); c¢) cVaaChi-2, Vaa (A0OA1S5QJK?2); d) cVaaChi-3,
Vaa (AOA1S5QJJ1); in e) cVaaChi, Vaa (AOA1S5QK73). Osencena so zaporedja, ki smo jih dolo¢ili z MS ali

metodo Edmanove razgradnje. Aminokislinski ostanki, ki so v vseh zaporedjih na istem mestu, so oznaceni z

zvezdico v spodnji vrstici. Polozaji v sekvencah, ki vsebujejo konzervativne zamenjave, so oznaceni z dvopi¢jem

(%), polozaji polkonzervativnih in nekonzervativnih zamenjav pa so oznaceni s praznim poljem ( ).
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Figure 21: Amino acid alignment of the identified chymotrypsin inhibitors. a) VaaChi, Vipera ammodytes
ammodytes (Vaa) (0909196A); b) VaaChi-3, Vaa (P00992); c¢) cVaaChi-2, Vaa (A0A1S5QJK?2); d) cVaaChi-3,
Vaa (AOA1S5QIJ1); and e) cVaaChi, Vaa (AOA1S5QK73). The sequences determined by MS or Edman
degradation are shaded. Amino acid residues present at the same position in all sequences are designated by an
asterisk. Positions in sequences harbouring conservative substitution are designated by a colon (:), while positions

of semi-conservative and non-conservative substitutions are designated with an empty field ( ), respectively.

4.4 ZAVIRANJE KIMOTRIPSINSKE AKTIVNOSTI z VaaChi

Vzorec 1IK-2-A, v katerem je prisotnih vsaj Sest izooblik VaaChi, smo testirali na sposobnost
zaviranja aktivnosti kimotripsina (slika 22A). Analizo smo izvedli po postopku, opisanem v
podpoglavju 3.2.1.5. Reakcijske zmesi so vsebovale encim in VaaChi v molskem razmerju 1 : 1,
1 :5in 1:10. Pri molskem razmerju 1 : 1 je prislo do ~55-odstotnega zaviranja encimske
aktivnosti, pri razmerju 1 : 5in 1 : 10 pa do ~90-odstotnega. Enako smo testirali zaviralno
aktivnost vzorcev HPLC-3-A1 do A4 (slika 22B). Pri molskem razmerju 1 : 1 so vse posamezne
frakcije VaaChi imele vi§jo zaviralno aktivnost kot zgoraj omenjena frakcija 1IK-2-A in so
povzrocile ~88-odstotno zaviranje kimotripsina. Pri molskem razmerju 1 : 5 smo dosegli skoraj

100-odstotno zaviranje.
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Slika 22: Zaviranje aktivnosti kimotripsina. (A) Dolocili smo aktivnost encima kimotripsina v prisotnosti
zbirnega vzorca kimotripsinskih zaviralcev (IIK-2-A) v molskem razmerju 1 : 1, 1 : 5in 1 : 10. (B) Zaviranje
aktivnosti encima kimotripsina v prisotnosti lo¢enih frakcij VaaChi (HPLC-3-A1 do A4) v molskem razmerju 1 : 1
in 1 : 5. Metoda je opisana v podpoglavju 3.2.1.5. Meritve smo izvedli v treh ponovitvah, rezultati pa so prikazani

kot srednje vrednosti zaviranja aktivnosti encima + S.E.
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Figure 22: Inhibition of chymotrypsin activity. (A) The activity of the chymotrypsin enzyme in the presence of
a pooled sample of chymotrypsin inhibitors (IIK-2-A) was determined in molar ratiosof 1 : 1,1 :5and 1 : 10. (B)
The graph shows the inhibition of chymotrypsin enzyme activity in the presence of RP-HPLC separated VaaChi
fractions (HPLC-3-A1 to A4) at molar ratios of 1 : 1 and 1 : 5. The method is described in section 3.2.1.5. The
results were obtained from 3 independent measurements and are shown as the mean percent enzyme inhibition +

SEM.

4.5 VPLIV VaaChi NA ENCIMSKO AKTIVNOST AtxA

Fosfolipazno aktivnost naravnega AtxA v prisotnosti VaaChi (frakcija IIK-2-A) smo merili z
modificirano pirensko metodo po Radvanyiju, ki je opisana v podpoglavju 3.2.1.6. Pripravili
smo vzorce, ki so vsebovali AtxA in VaaChi v molskem razmerju 1 : 1 in 1 : 4, in izmerili
spremembo fluorescence (AF) v prvih 50 sekundah po dodatku veziklov (slika 23A). V
prisotnosti VaaChi ni bilo statisti¢no znacilne spremembe encimske aktivnosti AtxA (slika

23B).
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Slika 23: Vpliv VaaChi na encimsko aktivnost naravnega AtxA. Pripravili smo reakcijske zmesi, ki so
vsebovale naravni AtxA (1 ng/200 pL) in VaaChi (frakcija IIK-2-A) v molskem razmerju 1 : 1 in 1 : 4. Slepi
vzorec je namesto VaaChi in AtxA vseboval ustrezno koli¢ino BSA. Negativna in pozitivna kontrola sta vsebovali
ustrezno koli¢ino VaaChi oziroma AtxA. (A) Sprememba fluorescence (AF) v prvih 50 sekundah po dodatku
veziklov. (B) Naklon spremembe fluorescence (AF) v ¢asu ne kaze statistiCno znadilnih razlik v aktivnosti AtxA
v prisotnosti VaaChi v razmerju 1 : 1 ali 1 : 4. Meritve smo izvedli v treh ponovitvah, rezultati pa so prikazani kot

srednje vrednosti + S.E.
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Figure 23: The influence of VaaChi on the enzymatic activity of natural AtxA. Reaction mixtures containing
natural AtxA (1 ng/200 pL) and VaaChi (fraction ITK-2-A) were prepared in molar ratios of 1 : 1 and 1 : 4. The
blank sample contained an adequate amount of BSA instead of VaaChi and AtxA. The negative and positive
controls contained an adequate amount of VaaChi or AtxA, respectively. (A) The change in fluorescence (AF)
within the first 50 seconds after vesicle addition. (B) The slope of the fluorescence change did not show a
significant difference in AtxA activity in the presence of VaaChi in the ratios of 1 : 1 or 1 : 4. The results were

obtained from 3 independent measurements and are shown as the mean + SEM.

4.6 MERJENJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI rAtxA

Z modificirano pirensko metodo po Radvanyiju, ki je opisana v podpoglavju 3.2.2.3, smo
testirali encimsko aktivnost o¢iS¢enega rAtxA in jo primerjali z aktivnostjo naravnega AtxA v
enaki koncentraciji. Oba vzorca imata primerljivo encimsko aktivnost (slika 24), s ¢imer smo

potrdili uspesno pripravo rAtxA.
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Slika 24: Meritve encimske aktivnosti o¢iS¢enega rAtxA. Vzorcu ociSenega rAtxA smo s pirensko metodo
izmerili encimsko aktivnost in jo primerjali z encimsko aktivnostjo naravnega AtxA. (A) Spremembo fluorescence
(AF) smo merili prvih 50 sekund po dodatku veziklov. (B) Naklon spremembe fluorescence (AF) v ¢asu ne kaze
statisticno znaCilnih razlik v aktivnosti rekombinantnega in naravnega AtxA. Meritve smo izvedli v dveh

ponovitvah, rezultati pa so prikazani kot srednje vrednosti + S.E.

Figure 24: Enzymatic activity measurements of the purified rAtxA. The enzymatic activity of the purified
rAtxA was tested with the pyrene method and compared with the enzymatic activity of natural AtxA. (A) The
change in the fluorescence (AF) was measured within the first 50 seconds after the addition of vesicles. (B) The
slope of the fluorescence change did not show a significant difference in the activity of recombinant and natural

AtxA. The results were obtained from 2 independent measurements and are shown as the mean + SEM.
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4.7. PREVERJANJE NASTANKA KOMPLEKSOV MED rAtxA in VaaChi

Nastanka kompleksov med rAtxA in VaaChi z metodo nativne elektroforeze nismo uspeli

dokazati, rezultat zato ni prikazan.

4.8 VPLIV VaaChi TER MESANICE rAtxA IN VaaChi NA IZOMETRICNO MISICNO
KONTRAKCIJO IZOLIRANIH HEMIDIAFRAGEM MISI

Reprezentativni zapis celotnih meritev vpliva VaaChi in rAtxA na amplitudo posredno in
neposredno izzvane enostavne in tetanicne miSi¢ne kontrakcije so prikazani na sliki 25. Slika
25A prikazuje zapis kontrole (K-R raztopina), slika 25B vpliv 0,845 pM rAtxA, slika 24C vpliv
7 uM VaaChi ter slika 25D wvpliv predinkubirane meSanice rAtxA in VaaChi enakih
koncentracij kot posami¢no. VaaChi povzro¢i statisticno znacilno povecanje amplitude
posredno izzvane enostavne miSicne kontrakcije, ne pa tudi posredno izzvane tetani¢ne
kontrakcije. U¢inek na posredno izzvano enostavno misi¢no kontrakcijo je povraten v 15 min
po izpiranju Zivéno-misSi¢nega preparata s K-R raztopino, saj se v tem ¢asu amplituda povrne
na vrednost, ki se statisti¢no ve¢ ne razlikuje od vrednosti kontrole (slika 25C). Ob aplikaciji
rAtxA opazimo izrazit padec amplitude posredno in neposredno izzvane enostavne in tetani¢ne
miSi¢ne kontrakcije, padanje moci kontrakcije pa se nadaljuje tudi po izpiranju, kar kaze, da je
ucinek nepovraten (slika 25B). Pri vseh Stirih poskusih z 0,845 uM rAtxA smo prav tako opazili
dvig MT oz. kontrakturo, ki se za¢ne v 5 min po aplikaciji rAtxA in v povpre¢ju doseze vrh
113,5 + 7,3 min po aplikaciji. Vrednost najvecjega dviga MT je v povpre¢ju znasala 1,4 £ 0,1 g
0z. 95,1 + 0,6 % vrednosti bazalne tenzije pred aplikacijo toksina. Dvig MT v povprecju za 0,9
+ 0,1 g je bil opazen tudi 15 min po izpiranju zivéno-misi¢nega preparata s K-R raztopino,
vrednost pa je predstavljala 97 = 0,3 % vrednosti bazalne tenzije pred aplikacijo toksina, kar
ponovno kaze, da je u€inek nepovraten. Enake u¢inke na amplitudo miSi¢ne kontrakcije kot pri
rAtxA, ne glede na nacin stimulacije, opazimo tudi po izpostavitvi zivéno-misSi¢nega preparata
mesanici rAtxA in VaaChi (slika 25D). Pri vseh Stirih poskusih z meSanico rAtxA in VaaChi
smo enako kot pri samem rAtxA opazili dvig MT, ki se za¢ne v 5 min po aplikaciji meSanice
in v povpre¢ju doseze vrh 101,3 + 15,7 min po aplikaciji. Vrednost najvecjega dviga MT je v
povprecju znasala 1,2 + 0,2 g 0z. 96,7 + 0,4 % vrednosti MT pred aplikacijo toksina. Dvig MT

v povpre¢ju za 0,6 = 0,2 g je bil prav tako opazen 15 min po izpiranju Zivéno-miSi¢nega
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preparata s K-R raztopino, vrednost pa je predstavljala 98,3 + 0,6 % vrednosti bazalne tenzije

pred aplikacijo toksina, kar ponovno kaze, da je u€inek nepovraten.
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Slika 25: U¢inek rAtxA, VaaChi ter meSanice rAtxA in VaaChi na izometri¢no misi¢no kontrakcijo misje
hemidiafragme v odvisnosti od ¢asa. Slika prikazuje (A) kontrolni zapis, (B) vpliv 0,845 pM rAtxA, (C) vpliv 7
pM VaaChi ter (D) vpliv predinkubirane mesanice rAtxA in VaaChi prej omenjenih koncentracij na izometri¢no
misi¢no kontrakcijo v odvisnosti od €asa. N oznacuje posredno izzvano enostavno misi¢no kontrakcijo; D oznacuje
neposredno izzvano enostavno misi¢no kontrakcijo; Tn oznacuje posredno izzvano tetanicno misi¢no kontrakcijo;
Td oznacuje neposredno izzvano tetanicno misicno kontrakcijo; W oznacuje zamenjavo medija s K-R raztopino

in MT oznacuje potek miSi¢ne tenzije v mirovanju.

Figure 25: Effects of rAtxA, VaaChi and the mixture of rAtxA and VaaChi on isometric muscle contraction
of the mouse hemidiaphragm as a function of time. The figure (A) shows the control recording, (B) the effect
0f 0,845 uM rAtxA, (C) 7 uM VaaChi and (D) the preincubated mixture of rAtx A and VaaChi at the concentrations
mentioned above on isometric muscle contraction as a function of time. N denotes nerve-evoked muscle
contraction; D denotes directly elicited muscle contraction; Tn denotes nerve-evoked tetanic contraction; Td
denotes directly elicited tetanic contraction; W denotes the wash-out of hemidiaphragm with K-R solution, and

MT denotes the resting muscle tension.

4.8.1 Vpliv VaaChi ter meSanice rAtxA in VaaChi na posredno izzvano enostavno misi¢no

kontrakcijo

VaaChi pri 7 uM koncentraciji povzroci povecanje amplitude posredno izzvane enostavne
miSi¢ne kontrakcije (slika 26). Povecanje amplitude posredno izzvane enostavne miSi¢ne
kontrakcije je statisti¢no znacilno 60, 90, 120 in 150 min po aplikaciji v primerjavi s kontrolo.
V navedenih ¢asovnih obdobjih je amplituda kontrakcije v povpre¢ju povecana za 11,7 + 1,8;
17,1 +2,6;21,6 £3,31n26,5 + 3,0 %. Ucinek je 15 min po izpiranju zZivéno-miSi¢nega preparata
s K-R raztopino povraten. Aplikacija predinkubirane mesanice rAtxA (0,845 uM) in VaaChi
(7 uM) povzroc¢i zmanjSanje amplitude posredno izzvane enostavne misi¢ne kontrakcije (slika
26). Padec amplitude posredno izzvane enostavne misSi¢ne kontrakcije je statisticno znacilen
90, 120 in 150 min po aplikaciji in 15 min po izpiranju hemidiafragem s K-R raztopino v
primerjavi s kontrolo. V navedenih casovnih obdobjih je amplituda kontrakcije po aplikaciji
mesanice v povprecju zmanjsana za 23,5 + 2,1; 37,2 + 4,6 in 47;6 + 5,9 %, po izpiranju pa za
63,5 = 5,9 %. Ucinek meSanice rAtxA in VaaChi se statisticno ne razlikuje od ucinka

samostojno apliciranega rAtxA (0,845 uM).
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Slika 26: U€inek VaaChi ter meSanice rAtxA in VaaChi na amplitudo posredno izzvane enostavne miSi¢ne
kontrakcije izoliranih hemidiafragem misi. Prikazani so vplivi K-R raztopine (kontrola), 7 pM VaaChi, 0,845
UM rAtxA ter predinkubirane meSanice rAtxA in VaaChi prej omenjenih koncentracij na amplitudo posredno
izzvane enostavne misi¢ne kontrakcije izoliranih hemidiafragem misi 30, 60, 90, 120, 150 min po aplikaciji in po
izpiranju s K-R raztopino. Prikazane so srednje vrednosti deleza amplitude miSi¢ne kontrakcije + S.E. 4 razli¢nih
izoliranih hemidiafragem misi v poskusni skupini. * oznacuje statisti¢no znacilno razliko (p < 0,05) med izbrano
vrednostjo in kontrolo v istem ¢asovnem obdobju. ** oznacuje statisticno znacilno razliko (p < 0,05) med izbrano
vrednostjo in rAtxA v istem ¢asovnem obdobju. *** oznacuje statisti¢no znacilno razliko (p < 0,05) med izbrano

vrednostjo in vrednostjo predinkubirane mesanice rAtxA in VaaChi v istem casovnem obdobju.

Figure 26: Effects of VaaChi and the mixture of rAtxA and VaaChi on the amplitude of nerve-evoked single
twitch of the isolated mouse hemidiaphragm preparations. The effects of K-R solution (control), 7 uM VaaChi,
0,845 uM rAtxA and a preincubated mixture of rAtxA and VaaChi at the concentrations mentioned above on the
amplitude of nerve-evoked single twitch in the mouse hemidiaphragm preparations after 30, 60, 90, 120, and 150
min of exposure and after wash-out with K-R solution are shown. All values are expressed as the mean = SEM
from 4 different nerve-muscle preparations in the experimental group. * Indicates a significant difference (p <
0,05) between the selected value and the control over the same period. ** Indicates a significant difference (p <
0,05) between the selected value and rAtxA over the same period. *** Indicates a significant difference (p <0,05)

between the selected value and the preincubated mixture of rAtxA and VaaChi over the same period.
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4.8.2 Vpliv VaaChi ter meSanice rAtxA in VaaChi na neposredno izzvano enostavno

miSi¢no kontrakcijo

VaaChi pri 7 uM koncentraciji povzro¢i povecanje amplitude neposredno izzvane enostavne
miSicne kontrakcije (slika 27). Povecanje amplitude neposredno izzvane enostavne misicne
kontrakcije je statisticno znacilno 150 min po aplikaciji in po izpiranju hemidiafragem s K-R
raztopino v primerjavi s kontrolo. Po 150 min je mo¢ kontrakcije v povprecju povecana za 28,1
+ 2,8 %, po izpiranju pa za 12,6 = 1,6 %. Aplikacija predinkubirane meSanice 0,845 uM rAtxA
in 7 uM VaaChi povzroci padec amplitude neposredno izzvane enostavne miSi¢ne kontrakcije
(slika 27). Ta je statisti¢no znacilen 150 min po aplikaciji in po izpiranju hemidiafragem s K-R
raztopino v primerjavi s kontrolo. Po 150 min po aplikaciji meSanice je mo¢ kontrakcije v
povpre€ju zmanjSana za 45,0 = 7,1 %, po izpiranju pa za 56,4 + 4,4 %. Uc¢inek meSanice rAtxA
in VaaChi se statisticno ne razlikuje od ucinka samostojno apliciranega rAtxA (0,845 uM).
Uc¢inek VaaChi na amplitudo neposredno izzvane enostavne miSi¢ne kontrakcije smo nato
preverjali na zivéno-miSi¢nem preparatu ob prisotnosti dTC, kot je opisano v podpoglavju
3.2.5.2. Uporabili smo 10 uM dTC in 7 uM VaaChi. VaaChi v teh pogojih ne povzroci

spremembe v amplitudi neposredno izzvane enostavne misicne kontrakcije (slika 27).
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Slika 27: U¢inek VaaChi ter meSanice rAtxA in VaaChi na amplitudo neposredno izzvane enostavne misicne
kontrakcije izoliranih hemidiafragem misi. Prikazani so vplivi K-R raztopine (kontrola), 7 uM VaaChi, 7 uM
VaaChi po aplikaciji 10 uM dTC, 0,845 uM rAtxA in predinkubirane mesanice rAtxA in VaaChi prej omenjenih
koncentracij na amplitudo neposredno izzvane enostavne misicne kontrakcije izoliranih hemidiafragem misi 150

min po aplikaciji in po izpiranju s K-R raztopino. Vse vrednosti deleza amplitude misi¢ne kontrakcije so
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predstavljene kot mediane in kvartilni rangi 3 oz. 4 razli¢nih hemidiafragem misi v poskusni skupini. * oznacuje
statisti¢no znacilno razliko (p < 0,05) med izbrano vrednostjo in kontrolo v istem ¢asovnem obdobju. ** oznacuje
statisti¢no znacilno razliko (p < 0,05) med izbrano vrednostjo in rAtxA v istem ¢asovnem obdobju. *** oznacuje
statisti¢no znacilno razliko (p < 0,05) med izbrano vrednostjo in vrednostjo predinkubirane mesanice rAtxA in

VaaChi v istem ¢asovnem obdobju.

Figure 27: Effects of VaaChi and the mixture of rAtxA and VaaChi on directly elicited single twitch of the
isolated mouse hemidiaphragm preparations. The effects of K-R solution (control), 7 uM VaaChi, 7 uM
VaaChi after 10 uM dTC application, 0,845 uM rAtxA and the preincubated mixture of rAtxA and VaaChi at the
concentrations mentioned above on directly elicited single twitch in the isolated mouse hemidiaphragm
preparations after 150 min of exposure and after wash-out with K-R solution are shown. All values are expressed
as box and whisker plots of 3 or 4 different nerve-muscle preparations in the experimental group. * Indicates a
significant difference (p < 0,05) between the selected value and the control over the same period. ** Indicates a
significant difference (p < 0,05) between the selected value and rAtxA over the same period. *** Indicates a
significant difference (p < 0,05) between the selected value and the preincubated mixture of rAtxA and VaaChi

over the same period.

4.8.3 Vpliv VaaChi ter meSanice rAtxA in VaaChi na posredno izzvano tetani¢no misi¢no

kontrakcijo

VaaChi pri 7 uM koncentraciji ne vpliva na amplitudo posredno izzvane tetanicne miSi¢ne
kontrakcije (slika 28). Aplikacija predinkubirane mesanice 0,845 uM rAtxA in 7 uM VaaChi
zmanjSa amplitudo posredno izzvane tetanicne misi¢ne kontrakcije (slika 28). Padec amplitude
posredno izzvane tetani¢ne misSi¢ne kontrakcije je statisticno znacilen 150 min po aplikaciji in
po izpiranju hemidiafragem s K-R raztopino v primerjavi s kontrolo. Po 150 min je moc¢
kontrakcije v povprecju zmanjSana za 72,1 = 5,1 %, po izpiranju pa za 79,8,0 = 5,0 %. Uc¢inek
mesanice rAtxA in VaaChi na amplitudo posredno izzvane tetani¢ne miSi¢ne kontrakcije se

statisti¢no ne razlikuje od u¢inka samostojno apliciranega rAtxA (0,845 uM).
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Slika 28: Uc¢inek VaaChi ter meSanice rAtxA in VaaChi na amplitudo posredno izzvane tetani¢ne miSi¢ne
kontrakcije izoliranih hemidiafragem misi. Prikazani so vplivi K-R raztopine (kontrola), 7 pM VaaChi, 0,845
UM rAtxA in predinkubirane mesanice rAtxA in VaaChi prej omenjenih koncentracij na amplitudo posredno
izzvane tetani¢ne misi¢ne kontrakcije izoliranih hemidiafragem misi 150 min po aplikaciji in po izpiranju s K-R
raztopino. Prikazane so srednje vrednosti deleza amplitude miSicne kontrakcije = S.E. 4 razli¢nih izoliranih
hemidiafragem misi v poskusni skupini. * oznacuje statisticno znacilno razliko (p < 0,05) med izbrano vrednostjo
in kontrolo v istem ¢asovnem obdobju. ** oznacuje statisticno znacilno razliko (p < 0,05) med izbrano vrednostjo
in rAtxA v istem ¢asovnem obdobju. *** oznacduje statisticno znacilno razliko (p < 0,05) med izbrano vrednostjo

in vrednostjo predinkubirane meSanice rAtxA in VaaChi v istem ¢asovnem obdobju.

Figure 28: Effects of VaaChi and the mixture of rAtxA and VaaChi on the amplitude of nerve-evoked tetanic
contractions of the isolated mouse hemidiaphragm preparations. The effects of K-R solution (control), 7 uM
VaaChi, 0,845 uM rAtxA and the preincubated mixture of rAtxA and VaaChi at the concentrations mentioned
above on the amplitude of nerve-evoked tetanic contractions in the isolated mouse hemidiaphragm preparations
after 150 min of exposure and after wash-out with K-R solution are shown. All values are expressed as the mean
+ SEM from 4 different nerve-muscle preparations in the experimental group. * Indicates a significant difference
(p £0,05) between the selected value and the control over the same period. ** Indicates a significant difference (p
< 0,05) between the selected value and rAtxA over the same period. *** Indicates a significant difference (p <

0,05) between the selected value and the preincubated mixture of rAtxA and VaaChi over the same period.

4.8.4 Vpliv VaaChi ter meSanice rAtxA in VaaChi na neposredno izzvano tetani¢no

miSi¢no kontrakcijo

VaaChi pri 7 uM kocentraciji ne povzroCi statisticno znacilne spremembe v amplitudi
neposredno izzvane tetani¢ne miSicne kontrakcije (slika 29). Izpostavitev zivéno-miSi¢nega

preparata predinkubirani meSanici 0,845 pM rAtxA in 7 uM VaaChi zmanj$a amplitudo
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neposredno izzvane tetani¢ne misicne kontrakcije (slika 29). Padec amplitude neposredno
izzvane tetanicne miSi¢ne kontrakcije je statisticno znacilen 150 min po aplikaciji in po
izpiranju hemidiafragem s K-R raztopino v primerjavi s kontrolo. Po 150 min je moc
kontrakcije v povpre€ju zmanjSana za 64,5 + 4,0 %, po izpiranju pa za 68,9 = 5,0 %. Ucinek
mesanice rAtxA in VaaChi se statisti¢no ne razlikuje od uc¢inka samostojno apliciranega rAtxA
(0,845 uM). Ucinek VaaChi na amplitudo neposredno izzvane tetani¢ne miSicne kontrakcije
smo nato preverjali tudi na Zivéno-miSi¢nem preparatu ob prisotnosti dTC, kot je opisano v
podpoglavju 3.2.5.2. Uporabili smo 10 uM koncentracijo dTC in 7 uM koncentracijo VaaChi.
VaaChi pri tej koncentraciji dTC ne povzro€i statisti¢no znacilne spremembe v amplitudi
neposredno izzvane tetani¢ne miSicne kontrakcije 150 min po aplikaciji in po izpiranju (slika

29).

X 1254

° Kontrola

5 B dTC + VaaChi
& 1004 .

E SN VaaChi

=1 3 rAtxA

) 754 _— )
v rAtxA + VaaChi

50+

wew

254

¢ne miSi¢ne

W

Amplituda neposredno izzvane

tetani

po 150 min po spiranju

Slika 29: U¢inek VaaChi ter meSanice rAtxA in VaaChi na amplitudo neposredno izzvane tetani¢ne misicne
kontrakcije izoliranih hemidiafragem misi. Prikazani so vplivi K-R raztopine (kontrola), 7 uM VaaChi, 7 uM
VaaChi po aplikaciji 10 pM dTC, 0,845 uM rAtxA in predinkubirane mesanice rAtxA in VaaChi prej omenjenih
koncentracij na amplitudo neposredno izzvane tetani¢ne miSicne kontrakcije izoliranih hemidiafragem misi 150
min po aplikaciji in po izpiranju s K-R raztopino. Prikazane so srednje vrednosti deleza amplitude miSicne
kontrakcije + S.E. 4 razli¢nih izoliranih hemidiafragem misi v poskusni skupini. * oznacuje statisticno znacilno
razliko (p < 0,05) med izbrano vrednostjo in kontrolo v istem ¢asovnem obdobju. ** oznacuje statisticno znacilno
razliko (p < 0,05) med izbrano vrednostjo in rAtxA v istem ¢asovnem obdobju. *** oznacuje statisticno znacilno
razliko (p < 0,05) med izbrano vrednostjo in vrednostjo predinkubirane meSanice rAtxA in VaaChi v istem

¢asovnem obdobju.
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Figure 29: Effects of VaaChi and the mixture of rAtxA and VaaChi on the amplitude of directly elicited
tetanic contractions of the isolated mouse hemidiaphragm preparations. The effects of K-R solution (control),
7 uM VaaChi, 7 uM VaaChi after 10 uM dTC application, 0,845 uM rAtxA and the preincubated mixture of
rAtxA and VaaChi at the concentrations mentioned above on the amplitude of directly elicited tetanic contractions
in the isolated mouse hemidiaphragm preparations after 150 min of exposure and after wash-out with K-R solution
are shown. All values are expressed as the mean + SEM from 4 different nerve-muscle preparations in the
experimental group. * Indicates a significant difference (p < 0,05) between the selected value and the control over
the same period. ** Indicates a significant difference (p < 0,05) between the selected value and rAtxA over the
same period. *** Indicates a significant difference (p < 0,05) between the selected value and the preincubated

mixture of rAtxA and VaaChi over the same period.

4.9 VPLIV VaaChi NA ELEKTROFIZIOLOSKE PARAMETRE MISICNIH VLAKEN
Proucevali smo vpliv VaaChi na rVu, vpliv na amplitudo in razpolovni ¢as padajoce faze PMP
ter vpliv na amplitudo, razpolovni ¢as padajoce faze in frekvenco MPMP.

4.9.1 Vpliv VaaChi na rVm

VaaChi pri 7 uM koncentraciji ne vpliva na vrednost rVm v odvisnosti od Casa izpostavljenosti

v primerjavi s kontrolo (slika 30).
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izpostavljenosti (pred aplikacijo, po 30, 90 in 150 min ter po izpiranju). Vrednosti po izpiranju smo dobili z
meritvami, opravljenimi 15 min po izpiranju zivéno-miSi¢nega preparata s K-R raztopino. Vse vrednosti so

predstavljene kot mediane in kvartilni rangi izmerjenih vrednosti 4 razli¢nih hemidiafragem mi$i v poskusni

vt

Figure 30: Effects of VaaChi on the rVm in skeletal muscle fibres of mouse hemidiaphragms. Effects of control
(K-R solution) and VaaChi (7 uM) on the rVy, in skeletal muscle fibres of mouse hemidiaphragms as a function
of exposure time (before application, after 30, 90 and 150 min, and after washout) are shown. The values after
washout represent measurements 15 min after washout of the neuromuscular preparation with K-R solution. All
values are expressed as box and whisker plots of 4 different isolated mouse hemidiaphragms in the experimental

group (n = 5-15 skeletal muscle fibres from each hemidiaphragm).

4.9.2 Vpliv VaaChi na amplitudo PMP

VaaChi pri 7 uM koncentraciji poveca amplitudo PMP skeletnih misi¢nih vlaken v odvisnosti
od Casa izpostavljenosti (slika 31). Amplituda PMP je statisti¢no znacilno povecana 90 in 150
min po aplikaciji VaaChi ter 15 min po izpiranju hemidiafragem s K-R raztopino v primerjavi
s kontrolo. V navedenih ¢asovnih obdobjih je amplituda PMP v povprecju povecana za 5,4 mV

0z.21,4 % in 5,5 mV oz. 22,3 %, po izpiranju pa za 4 mV oz. 14,8 %.

A B
-— VaaChi — Kontrola

{ 3 VaaChi
Kontrola

10 mV
Amplituda PMP [mV]

Slika 31: Vpliv VaaChi na amplitudo PMP skeletnih miSi¢nih vlaken hemidiafragem miSi. (A)
Reprezentativna zapisa PMP 150 min po aplikaciji K-R raztopine (kontrola) in VaaChi (7 uM). (B) Vpliv kontrole
in VaaChi (7 uM) na PMP skeletnih misi¢nih vlaken v odvisnosti od ¢asa izpostavljenosti (pred aplikacijo, po 30,
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90 in 150 min ter po izpiranju). Vrednosti po izpiranju smo dobili z meritvami, opravljenimi 15 min po izpiranju
zivéno-miSi¢nega preparata s K-R raztopino. Vse vrednosti so predstavljene kot mediane in kvartilni rangi
izmerjenih vrednosti 4 razlicnih hemidiafragem misi v poskusni skupini (n = 515 skeletnih misi¢nih vlaken vsake
hemidiafragme). * oznacuje statisti¢no znacilno razliko (p < 0,05) med izbrano vrednostjo in kontrolo v istem

¢asovnem obdobju.

Figure 31: Effects of VaaChi on the end-plate potential (EPP) amplitudes in skeletal muscle fibres of mouse
hemidiaphragms. (A) Representative examples of EPP amplitude recordings 150 min after application of K-R
solution (control) and VaaChi (7 uM). (B) Effects of control and VaaChi (7 uM) on EPP amplitudes in skeletal
muscle fibres of mouse hemidiaphragms as a function of exposure time (before application, after 30, 90 and 150
min, and after washout). The values after washout represent measurements 15 min after washout of the
neuromuscular preparation with K-R solution. All values are expressed as box and whisker plots of 4 different
isolated mouse hemidiaphragms in the experimental group (n = 5-15 skeletal muscle fibres from each
hemidiaphragm). * Indicates a significant difference (p < 0,05) between the selected value and the control over the

same period.

4.9.3 Vpliv VaaChi na razpolovni ¢as padajoce faze PMP

VaaChi pri 7 uM koncentraciji skrajSa razpolovni ¢as padajoCe faze PMP skeletnih miSi¢nih
vlaken v odvisnosti od Casa izpostavljenosti (slika 32). Razpolovni Cas je statisticno znacilno
skrajSan 150 min po aplikaciji v primerjavi s kontrolo. V navedenem ¢asovnem obdobju je

razpolovni ¢as padajoce faze PMP v povprecju skrajsan za 0,1 ms oz. 5,1 %.
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Slika 32: Vpliv VaaChi na razpolovni ¢as padajoce faze PMP skeletnih miSi¢nih vlaken hemidiafragem misi.

Prikazan je vpliv kontrole (K-R raztopina) in VaaChi (7 uM) na razpolovni ¢as padajoce faze PMP skeletnih
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ter po izpiranju). Vrednosti po izpiranju smo dobili z meritvami, opravljenimi 15 min po izpiranju
zivéno-misi¢nega preparata s K-R raztopino. Vse vrednosti so predstavljene kot mediane in kvartilni rangi
izmerjenih vrednosti 4 razlicnih hemidiafragem misi v poskusni skupini (n = 7—-13 skeletnih misi¢nih vlaken vsake
hemidiafragme). * oznacuje statisti¢no znacilno razliko (p < 0,05) med izbrano vrednostjo in kontrolo v istem

¢asovnem obdobju.

Figure 32: Effects of VaaChi on the half-decay time of EPP amplitudes in skeletal muscle fibres of mouse
hemidiaphragms. Effects of control (K-R solution) and VaaChi (7 pM) on the half-decay time of EPP amplitudes
in skeletal muscle fibres of mouse hemidiaphragms as a function of exposure time (before application, after 30,
90 and 150 min, and after washout) are shown. The values after washout represent measurements 15 min after
washout of the neuromuscular preparation with K-R solution. All values are expressed as box and whisker plots
of 4 different isolated mouse hemidiaphragms in the experimental group (n = 5-15 skeletal muscle fibres from
each hemidiaphragm). * Indicates a significant difference (p < 0,05) between the selected value and the control

over the same period.

4.9.4 Vpliv VaaChi na amplitudo MPMP

v w

od Casa izpostavljenosti (slika 33). Amplituda MPMP je statisti¢no znacilno povecana 150 min
po aplikaciji VaaChi v primerjavi s kontrolo (K-R raztopina). V navedenem ¢asovnem obdobju

je amplituda MPMP v povprecju povecana za 0,4 mV oz. 30,1 %.
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Slika 33: Vpliv VaaChi na amplitudo MPMP skeletnih miSi¢nih vlaken hemidiafragem misi. (A)
Reprezentativna zapisa MPMP 150 min po aplikaciji K-R raztopine (kontrola) in VaaChi (7 uM). (B) Prikazan je
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vpliv kontrole in VaaChi (7 pM) na MPMP skeletnih miSi¢nih vlaken hemidiafragem misi v odvisnosti od ¢asa
izpostavljenosti (pred aplikacijo, po 30, 90 in 150 min ter po izpiranju). Vrednosti po izpiranju smo dobili z
meritvami, opravljenimi 15 min po izpiranju zivéno-miSi¢nega preparata s K-R raztopino. Vse vrednosti so
predstavljene kot mediane in kvartilni rangi izmerjenih vrednosti 4 razli¢nih hemidiafragem mi$i v poskusni
skupini (n = 5-15 skeletnih miSi¢nih vlaken vsake hemidiafragme). * oznacuje statisti¢no znacilno razliko (p <

0,05) med izbrano vrednostjo in kontrolo v istem ¢asovnem obdobju.

Figure 33: Effects of VaaChi on the miniature end-plate potential (MEPP) amplitudes in skeletal muscle
fibres of mouse hemidiaphragms. (A) Representative examples of MEPP amplitude recordings 150 min after
application of K-R solution (control) and VaaChi (7 uM). (B) Effects of control and VaaChi (7 uM) on MEPP
amplitudes in skeletal muscle fibres of mouse hemidiaphragms as a function of exposure time (before application,
after 30, 90 and 150 min, and after washout). The values after washout represent measurements 15 min after
washout of the neuromuscular preparation with K-R solution. All values are expressed as box and whisker plots
of 4 different isolated mouse hemidiaphragms in the experimental group (n = 5-15 skeletal muscle fibres from
each hemidiaphragm). * Indicates a significant difference (p < 0,05) between the selected value and the control

over the same period.

4.9.5 Vpliv VaaChi na razpolovni ¢as padajoce faze MPMP

VaaChi pri 7 uM koncentraciji podaljSa razpolovni ¢as padajoce faze MPMP skeletnih miSi¢nih
vlaken v odvisnosti od casa izpostavljenosti (slika 34). Razpolovni ¢as padajoce faze je
statisti¢no znacilno podaljSan 30 min po aplikaciji v primerjavi s kontrolo (K-R raztopina). V
navedenem ¢asovnem obdobju je razpolovni ¢as padajo¢e faze MPMP v povprecju podaljsan

za 0,08 ms oz. 5,4 %.
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Slika 34: Vpliv VaaChi na razpolovni ¢as padajoce faze MPMP skeletnih miSi¢nih vlaken hemidiafragem
vlaken hemidiafragem misi v odvisnosti od Casa izpostavljenosti (pred aplikacijo, po 30, 90 in 150 min ter po
izpiranju). Vrednosti po izpiranju smo dobili z meritvami, opravljenimi 15 min po izpiranju zivéno-misi¢nega
preparata s K-R raztopino. Vse vrednosti so predstavljene kot mediane in kvartilni rangi izmerjenih vrednosti 4
razli¢nih hemidiafragem misi v poskusni skupini (n = 5-15 skeletnih miSi¢nih vlaken vsake hemidiafragme). *

oznacuje statisticno znacilno razliko (p < 0,05) med izbrano vrednostjo in kontrolo v istem ¢asovnem obdobju.

Figure 34: Effects of VaaChi on the half-decay time of MEPP amplitudes in skeletal muscle fibres of mouse
hemidiaphragms. Effects of control (K-R solution) and VaaChi (7 uM) on the half-decay time of MEPP
amplitudes in skeletal muscle fibres of mouse hemidiaphragms as a function of exposure time (before application,
after 30, 90 and 150 min, and after washout) are shown. The values after washout represent measurements 15 min
after washout of the neuromuscular preparation with K-R solution. All values are expressed as box and whisker
plots of 4 different isolated mouse hemidiaphragms in the experimental group (n = 5-15 skeletal muscle fibres
from each hemidiaphragm). * Indicates a significant difference (p < 0,05) between the selected value and the

control over the same period.

4.9.6 Vpliv VaaChi na frekvenco MPMP

Statisti¢no znacilna razlika v frekvenci MPMP na min med kontrolo (K-R raztopina) in VaaChi
(7 uM) je opazna 30, 90 in 150 min po aplikaciji in 15 min po izpiranju Zivéno-miSi¢nega
preparata s K-R raztopino (slika 35). Po aplikaciji VaaChi je frekvenca MPMP v navedenih
casovnih obdobjih v povprecju zmanjsana za 21,3, 64,5 in 73,4 %, po izpiranju pa za 30,3 %.

Pri kontroli Stevilo na min do izpiranja postopno narasca, pri VaaChi pa ostane priblizno enako.
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Slika 35: Vpliv VaaChi na frekvenco MPMP skeletnih miSi¢nih vlaken hemidiafragem misi. Prikazan je vpliv
odvisnosti od ¢asa izpostavljenosti (pred aplikacijo, po 30, 90 in 150 min ter po izpiranju). Vrednosti po izpiranju
smo dobili z meritvami, opravljenimi 15 min po izpiranju zivéno-misSi¢nega preparata s K-R raztopino. Vse
vrednosti so predstavljene kot mediane in kvartilni rangi izmerjenih vrednosti 4 razli¢nih hemidiafragem misi v
poskusni skupini (n = 5-15 skeletnih miSi¢nih vlaken vsake hemidiafragme). * oznacuje statisticno znacilno

razliko (p < 0,05) med izbrano vrednostjo in kontrolo v istem ¢asovnem obdobju.

Figure 35: Effects of VaaChi on the frequency of MEPP amplitudes in skeletal muscle fibres of mouse
hemidiaphragms. Effects of control (K-R solution) and VaaChi (7 pM) on the frequency of MEPP in skeletal
muscle fibres of mouse hemidiaphragms as a function of exposure time (before application, after 30, 90 and 150
min, and after washout) are shown. The values after washout represent measurements 15 min after washout of the
neuromuscular preparation with K-R solution. All values are expressed as box and whisker plots of 4 different
isolated mouse hemidiaphragms in the experimental group (n = 5-15 skeletal muscle fibres from each
hemidiaphragm). * Indicates a significant difference (p < 0,05) between the selected value and the control at the

same period.
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5 RAZPRAVA

Ze v 80. letih prejsnjega stoletja so iz modrasovega strupa prvi¢ izolirali kimotripsinski
zaviralec (VaaChi), ki mocno zavira a-kimotripsin ter Sibko tripsin in ¢loveski plazemski
kalikrein (Ritonja in sod., 1983a; Ritonja in sod., 1983c). U¢inki in mehanizem delovanja
VaaChi na Zivéno-misi¢ni prenos niso bili znani, ugotovili pa so, da molekula lahko tvori
kompleks s presinapti¢no nevrotoksicno sPLA>, AtxA (Brgles in sod., 2014). V tej nalogi smo
prvi¢ pokazali tudi u¢inke VaaChi na prenos zivénega signala med motori¢nim nevronom in
skeletno miSico. Iz surovega modrasovega strupa smo z ionsko izmenjevalno kromatografijo,
gelsko filtracijo in HPLC v Stirih frakcijah izolirali vsaj Sest razlicnih izooblik VaaChi (tabela
12). Cistost izoliranih frakcij smo preverjali z NaDS-PAGE (slika 17) in s strukturnimi
analizami, s sekveniranjem po Edmanu (slika 12) in MS (slika 20). Na osnovi navidezne
molekulske mase (~10 kDa) in N-kon¢nega aminokislinskega zaporedja (RDRPK), ki je
znacCilno za VaaChi (Ritonja in sod., 1983a), smo potrdili, da smo izolirali kimotripsinski
zaviralec. Glede na to, da ima VaaTi podobno navidezno maso kot VaaChi in blokirano
N-kon¢no aminokislino, zaradi ¢esar mu z Edmanovo razgradnjo ne moremo dolociti
aminokislinskega zaporedja, smo vse vzorce VaaChi analizirali $e z MS (slika 20). MS-analiza
je razkrila masno heterogenost, predvsem v prvih dveh frakcijah. V prvi frakciji prevladujeta
zaviralca z masama 7531 in 7565 Da, v drugi pa zaviralca z masama 7549 in 7648 Da. Nobena
izmed doloCenih mas se ni skladala z znanima masama znanih zaviralcev VaaTi-I in VaaTi-II,
ki znasata 6869 Da oziroma 7010 Da (Ritonja in sod., 1983c). Nato smo proteine v frakcijah
razgradili s tripsinom in nastale peptide analizirali z MS. Ponovno smo potrdili prisotnost le
VaaChi. V prvih dveh frakcijah smo dolocili dele zaporedja petih razli¢nih izooblik modrasovih
VaaChi, od katerih sta bili le dve Ze prej opisani na proteinski ravni (VaaChi in VaaChi-3),
druge (cVaaChi-2, cVaaChi-3 in cVaaChi-5) pa le na ravni genoma (tabela 12). V preostalih
dveh frakcijah smo z MS dolo¢ili le VaaChi-3 z molekulskima masama 7451 Da in 7469 Da.
Ker eksperimentalno doloCene molekulske mase treh cVaaChi ne ustrezajo masam,
izraCunanim na osnovi primarnih zaporedij, in ker smo z MS uspeli dolo¢iti le aminokislinsko
zaporedje peptidov, ki so identi¢ni v vseh treh zaviralcih, jih med seboj ne moremo razlikovati.
Obstaja torej moznost, da smo prvi¢ v aktivni obliki uspeli izolirati le eno ali dve izmed njih
oziroma celo vse tri izooblike. Primarna zaporedja doloCenih zaviralcev se med seboj
razlikujejo le v sedmih aminokislinah, na polozajih 19 (Tyr ali Glu), 22 (Arg ali Ser), 26 (Asn
ali Asp), 27 (Pro ali Ser), 33 (Glu ali Lys), 34 (Glu ali Lys) in 65 (Gln ali His) (slika 21). Mesta
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sprememb niso pomembna za aktivnost oz. specificnost zaviralcev, saj mesto P1, ki klju¢no
doloca specifi¢nost, v vseh izooblikah zaseda hidrofobni aminokislinski ostanek Leul7 (Thakur
in Mukherjee, 2017). Vse izolirane frakcije, ne glede na sestavo, so izrazale podobno zaviralno
aktivnost. V molskem razmerju 1 : 1 (encim : zaviralec) so vse frakcije aktivnost kimotripsina
inhibirale ~88-odstotno, v razmerju 1 : 5 pa vse skoraj 100-odstotno (slika 22A). Zato
predvidevamo, da posamezne izooblike VaaChi s primerljivo mo¢jo zavirajo kimotripsin,
¢eprav ne moremo izkljuciti, da je prispevek posamezne izooblike k zaviranju v heterogenih
frakcijah razlicen. Za odgovor na to vpraSanje bi bilo treba popolnoma lociti izooblike, prisotne
v prvih dveh frakcijah, in jih samostojno testirati. Tega v okviru te naloge zaradi pomanjkanja

materiala zal nismo mogli izvesti.

Brgles in sod. (2014) so pokazali, da VaaChi lahko tvori komplekse z AtxA, in na osnovi
preliminarnih rezultatov predlagali, da na ta nacin poveca njegovo nevrotoksi¢nost. Porocali
so, da je bila LDso zmesi AtxA in VaaChi za priblizno 11 % nizja od LDso za AtxA v in vivo

poskusih na misih, sam VaaChi pa ni imel nevrotoksi¢nega uc¢inka. V tej raziskavi smo zeleli

Tvtw

v w

komponent. S pomocjo proteinskega inzenirstva smo pripravili vecjo koli¢ino rekombinantnega
AtxA (rAtxA). Cistost proteina smo preverili z MS, s katero smo dolo¢ili le en vrh z molekulsko
maso 13774 Da, kar ustreza teoreti¢ni masi naravnega AtxA (slika 19) (Ritonja in Gubensek,
1985). Z encimskim testom smo pokazali, da ima rekombinantni protein enako fosfolipazno
aktivnost kot naravni AtxA, zato smo ga lahko uporabili v elektrofizioloskih poskusih (slika
24). Za tvorbo kompleksa AtxA-VaaChi in vse nadaljnje Studije smo uporabili rAtxA in
mesSanico vseh izoliranih izooblik VaaChi. Nastanka kompleksa med rAtxA in VaaChi z
nativno elektroforezo nismo uspeli dokazati (rezultat ni prikazan), zato le predvidevamo, da se
ta dejansko tvori. Najverjetnejsi razlog za neuspeh je, da AtxA in VaaChi v izbranih pogojih
izvedbe nativne elektroforeze nista tvorila dovolj stabilnega kompleksa, da bi ga lahko zaznali.
Kompleksi med naravnim AtxA in VaaChi so bili do zdaj dokazani z uporabo AtxA-afinitetne
kromatografije in z metodo SPR, mi pa smo uporabili drugo metodo in rekombinantni AtxA
(Brgles in sod., 2013). Eno ali drugo bi lahko bilo vzrok, da nastanka kompleksa nismo uspeli
dokazati. VaaChi v molskem razmerju 1 : 1 in 1 : 5 (encim : zaviralec) ni vplival na encimsko

aktivnost naravnega AtxA (slika 23).
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Po izpostavitvi zivéno-miSi¢nega preparata misje hemidiafragme predinkubirani meSanici
rAtxA (0,845 uM) in VaaChi (7 pM) ali samemu rAtxA v enaki koncentraciji v obeh primerih
pride do znizanja amplitude posredno in neposredno izzvanih enostavnih in tetani¢nih misicnih
kontrakcij (slike 25-29). U¢inek je bil nepovraten, saj se 15 min po izpiranju zivéno-misi¢nega
preparata s K-R raztopino amplituda kontrakcije ni vrnila na vrednost kontrole. Statisti¢no
pomembnih razlik v u€inkih meSanice rAtxA in VaaChi ter samega rAtxA nismo ugotovili,
zato sklepamo, da AtxA in VaaChi ne delujeta niti sinergisti¢no niti antagonisti¢no. Znano je,
da AtxA deluje presinapticno in da zavira izklju¢no posredno izzvano misi¢no kontrakcijo. To
dejstvo potrjuje membranski potencial v mirovanju, ki po popolnem zavrtju misic¢ne kontrakcije
na zivéno-misicnem preparatu ostane nespremenjen in popolno odziven na neposredno
stimulacijo (Krizaj, 2011). V poskusih smo poleg vpliva samega rAtxA ter meSanice rAtxA in
VaaChi na posredno in neposredno stimulacijo opazili tudi dvig MT oziroma ocitno
kontrakturo, ki se ne povrne tudi 15 min po izpiranju Zivéno-misi¢nega preparata s K-R
raztopino (slika 25). Kontraktura in uc¢inek na neposredno izzvano misi¢no kontrakcijo naj bi
nakazovala miotoksi¢no delovanje AtxA in s tem vzbujala pomislek o do zdaj znanem dejstvu,
da AtxA deluje le presinapticno (Harvey in sod., 1994; Vardjan in sod., 2013). Izklju¢no
presinapti¢no delovanje AtxA bi bilo treba preveriti Se na zivéno-miSicnem preparatu po

dodatku dTC, dobro znanega antagonista nAChR miSi¢nega tipa.

Nasprotno od zgoraj opisanih u¢inkov je sam VaaChi (7 uM) statisticno znacilno povecal
amplitudo posredno izzvane enostavne miSicne kontrakcije misje hemidiafragme (po 150 min
za 26,5 + 3,0 %) (sliki 25C in 26), ni pa vplival na amplitudo neposredno izzvane enostavne
misSi¢ne kontrakcije ob prisotnosti dTC (slika 27) niti na amplitudo posredno in neposredno
izzvane tetani¢ne misi¢ne kontrakcije (sliki 28 in 29). V eni od hipotez smo predvidevali, da je
kompleks AtxA-VaaChi bolj nevrotoksi¢en od samega AtxA. Ker ima sam VaaChi ocitno
ravno nasprotni u¢inek kot AtxA in poveca amplitudo posredno izzvane enostavne miSi¢ne
kontrakcije, stopnje nevrotoksi¢nosti na osnovi elektrofizioloskih meritev misi¢ne kontrakcije
ni mogoce primerjati. Enaka uc¢inka na amplitudo posredno in neposredno izzvane enostavne
misi¢ne kontrakcije sta znacilna tudi za naravni zaviralec napetostno odvisnih K™ kanalov
aDTx, izoliran iz strupa elapidne vrste kace zelene mambe (Dendroaspis angusticeps), zato
sklepamo, da podobno kot aDTx tudi VaaChi deluje presinapticno (Harvey in Anderson, 1985).
Primarni strukturi aDTx in VaaChi kazeta ~49-odstotno identi¢nost (slika 6). Funkcionalno

mesto aDTx vkljucuje Sest glavnih aminokislinskih ostankov, ki so v N-kon¢nem delu proteina
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in so pomembni za vezavo na K" kanal, najpomembnej$a med njimi pa sta Lys5 in Leu9, ki ju
vsebuje tudi VaaChi (Gasparini in sod., 1998; Banijamali in sod., 2019a). Drugi Stirje
pomembni aminokislinski ostanki so Arg3, Arg4, Leu6 in Ile8, od katerih VaaChi vsebuje le
prvega od nastetih (Gasparini in sod., 1998). Na osnovi strukturne podobnosti in ugotovljenih
ucinkov VaaChi na Zivéno-miSi¢nem preparatu predpostavljamo, da je povecanje amplitude
posredno izzvane enostavne miSicne kontrakcije posledica zaviralnega delovanja VaaChi na
napetostno odvisne K kanale v presinapti¢ni membrani motori¢nega nevrona. Za potrditev
predlaganega mehanizma delovanja bi bilo treba opraviti dodatne elektrofizioloske meritve
vpliva VaaChi neposredno na tok skozi K* kanale, kar pa presega okvir te raziskave. Ce se z
elektrofizioloskimi metodami potrdi delovanje na K' kanale, bi bil VaaChi prva molekula
izolirana iz strupov viperidnih kac s potrjenim dvojnim delovanjem, tj. kot zaviralec serinskih
proteaz in zaviralec K kanalov. Na splo$no je znanih le nekaj proteinov s takim dvojnim
delovanjem. Njihova skupna lastnost je, da je u¢inek na eno od fizioloskih funkcij Sibkejsi od
drugega (Banijamali in sod., 2019b). Tak protein je dendrotoksin-I (DTx-I) iz strupa elapidne
kace, ki je uinkovit zaviralec K™ kanalov in le §ibko zavira proteazno aktivnost kimotripsina
(Banijamali in sod., 2019a). Pred kratkim so na podlagi 3-D-strukturne podobnosti z aDTx in
racunalniSkega modeliranja kompleksa s K" kanali postavili hipotezo, da bi tako dvojno
delovanje lahko izrazal tudi zaviralec tripsina PPTI iz strupa viperidne kace Pseudocerastes

Persicus (PPTI) (Banijamali in sod., 2019a).

Z namenom raziskovanja mehanizmov delovanja VaaChi na periferni zivéno-mi$i¢ni sistem
smo poleg vpliva na izometricno misi¢no kontrakcijo proucevali tudi njegov vpliv na
elektrofizioloske parametre miSicnih vlaken misje hemidiafragme. Proucevali smo vpliv
VaaChi na naslednje parametre membranskih potencialov: (i) rVm, (i1) amplitudo in razpolovni
¢as PMP; (iii) amplitudo in razpolovni ¢as MPMP in (iv) frekvenco MPMP. VaaChi (7 uM)
povzro€i statisticno znacilno povecanje amplitude PMP skeletnih miSi¢nih vlaken 90 in 150
min po izpostavitvi (v povprecju za 21,4 in 22,3 %) (slika 31), ki je tudi 15 min po izpiranju
zivéno-misi¢nega preparata s K-R raztopino nepovratno. Ucinek se razlikuje od ucinka aDTXx,
ki 2—15 min po izpostavitvi povzro¢i le prehodno povecanje amplitude PMP (Anderson in
Harvey, 1988). aDTx zaradi zavrtja K* kanalov prepre¢i tok K" ionov iz celice med fazo
repolarizacije akcijskega potenciala, kar podaljsa trajanje depolarizacije in tako pove&a tok Ca®"
ionov v celico, posledica tega pa je poveCanje z vsakim zivénim impulzom sproSc¢enega ACh

in povecanje amplitude PMP (Hawgood in Bon, 1991; Atchison, 2017). Menimo, da je
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mehanizem povecanja amplitude PMP po izpostavitvi VaaChi enak mehanizmu, opisanemu v
primeru aDTx. VaaChi 150 min po izpostavitvi prav tako statisti¢no znacilno nekoliko skrajSa
razpolovni ¢as padajoc¢e faze PMP (v povpre€ju za 5,1 %) (slika 32) in poveca amplitudo
MPMP (v povprec€ju za 30,1 %) (slika 33), kar nakazuje povecano kvantno sproS¢anje ACh.
VaaChi 30 min po izpostavitvi le prehodno nekoliko podaljSa razpolovni ¢as padajoce faze
MPMP (v povprecju za 5,4 %) (slika 34), vendar je ucinek majhen in se pozneje ne razlikuje
ve¢ od kontrole. V nasprotju z VaaChi aDTx naj ne bi vplival na amplitudo MPMP in njegov
casovni potek oz. razpolovni ¢as (Hawgood in Bon, 1991). Ugotovili smo tudi vpliv VaaChi na
frekvenco MPMP. VaaChi povzro¢i zmanjSanje frekvence MPMP 30, 90 in 150 min po
aplikaciji (v povprec¢ju za 21,3, 64,5 in 73,4 %) in izpiranju zivéno-miSi¢nega preparata s K-R
raztopino (v povprecju za 30,3 %) (slika 35), kar kaZe, da je uc¢inek nepovraten. Pri kontroli
frekvenca MPMP na min do izpiranja postopno narasca, pri VaaChi pa ostane priblizno enaka
ves Cas poskusa. Tudi aDTx 5 min po izpostavitvi povzro€i znizanje frekvence MPMP, vendar
se ta obiajno povrne v 30 min po aplikaciji toksina, kar kaze, da povecanje kvantov
spros¢enega ACh ni posledica dolgotrajnega dviga koncentracije Ca** v citosolu, v primeru
VaaChi pa menimo, da bi dvig koncentracije lahko vztrajal dalj ¢asa (Anderson in Harvey,
1988; Hawgood in Bon, 1991). Povecana amplituda MPMP in znizana frekvenca MPMP na
min kazeta, da VaaChi povzro¢i povecanje Stevila ACh molekul, ki jih vsebuje en kvant
nevrotransmiterja in da deluje zaviralno na napetostno odvisne K" kanale v presinapti¢ni
membrani motoricnega nevrona. Na opazene razlike v delovanju med aDTx in VaaChi bi lahko
vplivala tudi razlika v temperaturi, pri kateri so bili opravljeni poskusi, saj smo svoje poskuse
izvajali pri sobni temperaturi in smo zaznavanje sprememb omogocili s podaljSanjem poskusa,
poskusi z aDTx pa so bili opravljeni pri temperaturi 37 °C, ki je blizja fizioloskim pogojem.
Prav tako je znano, da ima aDTx manjsi u€inek na zivéno-misicni preparat pri 32 °C kot pri
37 °C, kar bi lahko veljalo tudi za VaaChi. Pri 20 °C po 60-105 min izpostavljenosti
zivéno-misi¢nega preparata aDTx toksin prav tako ne vpliva ve¢ na amplitudo PMP (Anderson
Stevilo PMP (spontani ponavljajo¢i PMP), ki se pri poskusih z VaaChi niso pojavljali
(Anderson in Harvey, 1988). VaaChi prav tako ni vplival na rVy, (slika 30), kar potrjuje, da
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VaaChi ne deluje direktno na misi¢na vlakna, jih ne depolarizira, torej ne vpliva na njihove

pasivne elektrofizioloske lastnosti.

V tabeli 13 so povzeti vsi ugotovljeni vplivi VaaChi (7 uM) ter meSanice rAtxA (0,845 uM) in
VaaChi (7 uM) na merjene elektrofizioloske parametre motori¢ne plos¢ice zivéno-misi¢nega
preparata misje hemidiafragme, ki omogo&ajo hiter pregled vseh uginkov. Ce na kratko
povzamemo, VaaChi pri 7 uM koncentraciji povec¢a amplitudo posredno izzvane enostavne
miSicne kontrakcije ter ne vpliva na amplitudo neposredno izzvane enostavne miSi¢ne
kontrakcije niti na amplitudo tetani¢ne miSicne kontrakcije. VaaChi prav tako poveca
amplitudo PMP in MPMP ter zniza frekvenco MPMP. Vpliv VaaChi na razpolovni ¢as PMP in
MPMP je manjsi, in sicer nekoliko skrajSa razpolovni ¢as padajoce faze PMP in prav nasprotno
nekoliko podaljsa razpolovni cas MPMP. Ucinek na zadnja parametra je relativno majhen in
biolosko ni pomemben, saj ne vpliva na fiziologijo kréenja miSice. U¢inek meSanice rAtxA in
VaaChi se statisticno znacilno ne razlikuje od u¢inkov samostojno dodanega rAtxA, amplituda
miSicne kontrakcije pa je ne glede na nacin stimulacije in prou¢evane parametre v vseh primerih
znizana. Pomembno je tudi dejstvo, da smo vse poskuse na Zivéno-miSi¢nem preparatu misje
hemidiafragme izvajali z vzorcem VaaChi, ki je vseboval vsaj Sest razlicnih naravnih izooblik,

zato bi jih bilo treba v nadaljnjih raziskavah lo€iti in testirati njihove posami¢ne ucinke.

Tabela 13: Vpliv VaaChi ter meSanice rAtxA in VaaChi na elektrofizioloSke parametre motori¢ne ploscice

Table 13: Effects of VaaChi and the mixture of rAtxA and VaaChi on neuromuscular junction

Nacin stimulacije Proucevani parametri VaaChi  rAtxA+VaaChi rAtxA
amplituda enostavne miSi¢ne kontrakcije " N\ N\
posredna amplituda tetani¢ne mi§i¢ne kontrakcije - N N
stimulacija prek
sivea amplituda PMP v
razpolovni ¢as PMP N
neposredna amplituda enostavne miSi¢ne kontrakcije — N\ N\
stimulacija misice amplituda tetani¢ne misi¢ne kontrakcije — N\ N\
amplituda MPMP v
razpolovni ¢as MPMP v
brez stimulacije
frekvenca MPMP N
rVm —

Legenda: — nespremenjeno; /7 poveanje/podaljianje; ™ zniZanje/skrajSanje

Legend: — unchanged; 7 increase/extension; “ reduction/shortening
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6 SKLEPI

vt w

mesanici rAtxA ter VaaChi. Razlik v amplitudi posredno in neposredno izzvane enostavne
ter tetanicne miSi¢ne kontrakcije med poskusi nismo ugotovili, zato sklepamo, da AtxA in

VaaChi ne delujeta sinergisti¢no, kot smo predvidevali v prvi hipotezi.

2. Na podlagi pridobljenih rezultatov na zivéno-miSi¢nem preparatu misi ima VaaChi ravno
nasprotni u¢inek kot rAtxA, torej poveca amplitudo posredno izzvane enostavne misSi¢ne
kontrakcije. V drugi hipotezi smo predvidevali, da je kompleks AtxA-VaaChi bolj
nevrotoksi¢en od samega AtxA, vendar stopnje nevrotoksiCnosti, zaradi nasprotnega
delovanja vsake od komponent potencialnega kompleksa, na osnovi opravljenih

elektrofizioloskih meritev ni mogoce primerjati.

3. VaaChi je statisticno znacilno povecal amplitudo posredno izzvane enostavne misicne
kontrakcije misje hemidiafragme, amplitudo PMP in amplitudo MPMP. Tretjo hipotezo nam
je s poskusi torej uspelo potrditi. Ker je VaaChi strukturno zelo podoben aDTx, zaviralcu
napetostno odvisnih K* kanalov iz strupa zelene mambe, menimo, da so opazeni uginki
VaaChi posledica zaviralnega delovanja na napetostno odvisne K™ kanale v presinapti¢ni
membrani zivéno-miSi¢nega stika. Presinapti¢ne ucinke potrjuje tudi dejstvo, da VaaChi v

prisotnosti dTC ni povecal amplitude neposredno izzvane misi¢ne kontrakcije.
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7 POVZETEK

Za ugotavljanje mehanizmov delovanja in u¢inkov VaaChi ter meSanice rAtxA in VaaChi na
kromatografijo, gelsko filtracijo in tekoCinsko kromatografijo visoke lo€ljivosti z obrnjenima
fazama v §tirih frakcijah prvi¢ izolirali vsaj $est razliénih naravnih izooblik VaaChi. Cistost
izoliranih frakcij smo preverjali z NaDS-PAGE in sekveniranjem po Edmanu. S tema
metodama smo izoliranim proteinom dolocili navidezno molekulsko maso okoli 10 kDa in
N-kon¢no aminokislinsko zaporedje RDRPK, kar je znacilno za VaaChi. Na podlagi
MS-analize smo v prvih dveh frakcijah dolocili dele zaporedja petih razli¢nih izooblik
modrasovih VaaChi, od katerih sta bili dve Ze prej opisani na proteinski ravni (VaaChi in
VaaChi-3), druge tri (cVaaChi-2, cVaaChi-3 in c¢VaaChi-5) pa le na ravni genoma. V prvi
frakciji prevladujeta zaviralca z molekulskima masama 7531 in 7565 Da, v drugi frakciji pa
zaviralca z masama 7549 in 7648 Da. V preostalih dveh frakcijah smo dokazali le prisotnost
izooblike VaaChi-3 z molekulskima masama 7451 in 7469 Da. Treh cVaaChi, ki so bile do zdaj
dolocene le na ravni genoma, z uporabljenimi metodami med seboj nismo uspeli lociti, zato
obstaja moznost, da smo prvi¢ v aktivni obliki izolirali le eno ali dve izmed njih oziroma celo
vse tri izooblike. Primarna zaporedja dolocenih zaviralcev se med seboj razlikujejo le v sedmih
aminokislinah na polozajih, ki niso pomembni za njihovo aktivnost oz. specifi¢nost. Vse
izolirane frakcije so, ne glede na sestavo, izrazale podobno zaviralno aktivnost kimotripsina,
¢eprav ne moremo izkljuciti, da je prispevek izooblik k zaviranju v heterogenih frakcijah
razli¢en. Nobena izolirana frakcija ni vplivala na encimsko aktivnost naravnega AtxA, zato smo
vse nadaljnje poskuse lahko izvajali z meSanico vseh izooblik VaaChi. Pripravili smo tudi
rekombinantni AtxA (rAtxA) z molekulsko maso, identi¢no teoreti¢ni masi naravnega AtxA. Z
encimskim testom smo pokazali, da ima rekombinantni protein enako fosfolipazno aktivnost
kot naravni AtxA, zato ga je lahko nadomestil v vseh elektrofizioloSkih poskusih, ki smo jih
izvedli na Zivéno-misSi¢nem preparatu misje hemidiafragme. Dolocali smo vpliv samega rAtxA
oziroma VaaChi in predinkubirane mesSanice obeh na amplitudo posredno in neposredno
izzvanih enostavnih in tetani¢nih miSi¢nih kontrakcij. Ker nam kompleksov med rAtxA in
VaaChi z nativno elektroforezo ni uspelo dokazati, le predvidevamo da se ti dejansko tvorijo v
mesanici. Po izpostavitvi zZivéno-miSi¢nega preparata misSje hemidiafragme predinkubirani
mesSanici rAtxA in VaaChi ali samemu rAtxA v enaki koncentraciji v obeh primerih pride do

znizanja amplitude posredno in neposredno izzvanih enostavnih in tetani¢nih miSicnih
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kontrakcij, ucinek pa je nepovraten znotraj 15 min po izpiranju zivéno-misi¢nega preparata s
K-R raztopino. U¢inki rAtxA se niso razlikovali od u¢inkov mesanice rAtxA in VaaChi, zato
sklepamo, da AtxA in VaaChi ne delujeta sinergisticno. V obeh primerih je bila opazna tudi
kontraktura oz. dvig MT, ki kaZze na mogoce miotoksicno delovanje AtxA. Sam VaaChi je
statisti¢no znacilno povecal amplitudo posredno izzvane enostavne misi¢ne kontrakcije misje
hemidiafragme, uc¢inek pa je bil povraten v 15 min po izpiranju zivéno-miSi¢nega preparata s
K-R raztopino. V nadaljnjih poskusih smo nato ugotovili, da VaaChi prav tako poveca
amplitudi PMP in MPMP, podaljsa razpolovni ¢as padajoce faze PMP in zmanjsa frekvenco
MPMP. VaaChi je strukturni homolog aDTx, zaviralca napetostno odvisnih K* kanalov iz
strupa zelene mambe. Na osnovi strukturne podobnosti med njima in ugotovljenih u¢inkov
VaaChi na zivéno-mi$i¢ni preparat predvidevamo, da je povecanje amplitude posredno izzvane
enostavne miSi¢ne kontrakcije posledica zaviralnega delovanja VaaChi na napetostno odvisne
K" kanale v presinapti¢ni membrani motori¢nega nevrona. VaaChi je tako verjetno sploh prvi
primer proteina Kunitzovega tipa iz strupa viperidne kace, ki zavira serinske proteaze in
napetostno odvisne K" kanale. Za potrditev predlaganega mehanizma delovanja bo treba
opraviti dodatne elektrofizioloske meritve vpliva VaaChi neposredno na ionski tok skozi K*
kanale. Prav tako bo treba med seboj lociti vse naravne izooblike VaaChi in vsaki posebej

dolo¢iti njihovo sposobnost, da zavirajo serinske proteaze in K™ kanale.
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8§ SUMMARY

To determine the mechanisms of action and effects on neuromuscular transmission of VaaChi
and a mixture of rAtxA and VaaChi, at least six different natural isoforms of VaaChi in four
fractions were isolated for the first time from nose-horned viper (Vaa) venom by ion exchange
chromatography, gel filtration chromatography and reversed-phase high-performance liquid
chromatography. The purity of the isolated fractions was determined by NaDS-PAGE and
Edman sequencing. Using these methods, we determined an apparent protein molecular mass
of approximately 10 kDa and the N-terminal amino acid sequence of RDRPK, which is a
characteristic of VaaChi. Based on MS analysis, we determined parts of the sequence of five
different isoforms of VaaChi from Vaa venom, two of which were previously described at the
protein level (VaaChi and VaaChi-3) and the other three (cVaaChi-2, cVaaChi-3 and
cVaaChi-5) only at the genome level. Inhibitors with molecular masses of 7531 and 7565 Da
predominated in the first fraction, while inhibitors with masses of 7549 and 7648 Da
predominated in the second fraction. In the remaining two fractions, only the presence of the
VaaChi-3 isoform with molecular masses of 7451 and 7469 Da were found. These three
cVaaChi isoforms, which have so far only been determined at the genome level, could not be
differentiated by the methods used, so there is a possibility that for the fist time, we isolated
only one, two or even all three isoforms in their active form. The primary sequences of the
determined inhibitors differ from each other only by seven amino acids at positions that are not
important for their activity or specificity. All isolated fractions, regardless of their composition,
expressed similar chymotrypsin inhibitory activity, although it cannot be ruled out that the
contribution of these isoforms on the inhibition in the heterogeneous fractions was different.
No isolated fraction affected the enzymatic activity of natural AtxA; therefore, all further
experiments were performed with a mixture of all VaaChi isoforms. We also prepared
recombinant AtxA (rAtxA) with a molecular mass identical to the theoretical mass of natural
AtxA. An enzyme test showed that the recombinant protein had the same phospholipase activity
as natural AtxA; therefore, it was possible to use the recombinant AtxA as a replacement in all
electrophysiological experiments performed on the neuromuscular preparation of the mouse
hemidiaphragm. We determined the effects of rAtxA, VaaChi and the preincubated mixture of
both on the amplitude of indirectly and directly evoked simple and tetanic muscle contractions.
Since we were unable to prove the formation of a complex between rAtxA and VaaChi by

native electrophoresis, we only assumed that they actually form a complex in the mixture. After
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exposure of the neuromuscular preparation of the mouse hemidiaphragm to a preincubated
mixture of rAtxA and VaaChi or rAtxA alone at the same concentration, the amplitude of the
directly and indirectly evoked simple and tetanic muscle contractions decreased in both cases,
and the effects were irreversible within 15 min after washout of the neuromuscular preparation
with K-R solution. The effects of rAtxA did not differ from the effects of a mixture of rAtxA
and VaaChi; therefore, we concluded that AtxA and VaaChi do not act synergistically. In both
cases, contracture or an increase in M T was also observed, indicating a possible myotoxic effect
of AtxA. VaaChi significantly increased the amplitude of the indirectly evoked simple muscle
contraction of the mouse hemidiaphragm. The effect was reversible within 15 min after washout
of the neuromuscular preparation with K-R solution. In further experiments, we proved that
VaaChi increases the amplitudes of EPP and MEPP, prolongs the half-decay time of EPP and
decreases the frequency of MEPP. VaaChi is a structural homologue of aDTx, a blocker of
voltage-dependent K channels from green mamba (Dendroaspis angusticeps) venom. Based
on the structural similarity between these proteins and the observed effects of VaaChi on
neuromuscular preparation, we suggest that the increase in the amplitude of indirectly evoked
simple muscle contraction is due to the inhibitory action of VaaChi on voltage-dependent K*
channels in the presynaptic membrane of motor neurons. VaaChi is probably the first example
of a Kunitz-type protein from viperid snake venom that inhibits both serine proteases and
voltage-dependent K* channels. To confirm the proposed mechanism of action, additional
electrophysiological measurements of the direct effects of VaaChi on the ion current through
the K" channels will need to be performed. Additionally, it will be necessary to distinguish
between all natural VaaChi isoforms and to separately determine their ability to inhibit serine

proteases and K* channels.
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