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Iftsnegle som

medicinskabe

Dadbringende giftstoffer fra de smukke keglesnegle har et stort
potentiale for udvikling af laegemidler, men ogsa som redskaber
til biologisk forskning. Det er dog en stor udfordring at producere
disse giftstoffer syntetisk - en udfordring forskerne arbejder pa

at overkomme.

De marine keglesnegle lever i tropiske og subtro-
piske omrader, og deres skaller har lenge veret
verdsat for deres smukke facon og dekorative mgn-
stre. Men skinnet kan bedrage: Folk, der har sam-
let levende keglesnegle op fra stranden, har hurtigt
opdaget, at det er en utrolig ubehagelig oplevelse

at blive stukket af dem. Sidan et stik kan medfere
hevelse, opkastning, lammelse og i alvorlige til-
feelde endda deden. Disse effekter opstér, fordi keg-
lesnegle (genus Conus) producerer en potent gift,
som de bruger til at fange deres bytte og forsvare
sig med.

Keglesnegle inddeles i 3 klasser athengigt af deres
praference for byttedyr: orme-, snegle- og fiskejee-
gere. Ormejegere kan vare meget specialiserede i
den type byttedyr, de spiser. Der findes fx nogle
keglesnegle, der udelukkende lever af Hermodice
carunculata, en havbersteorm, der er dekket af bor-
stehdr indeholdende en potent nervegift. Snegle-
jegere kan leve af porcelenssnegle, konkylier eller
endda andre keglesnegle. Den bedst undersogte af
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snegleklasserne er fiskejegerne, som ogsd er dem,
der er ansvarlige for de omkring 35 kendte men-
neskelige dgdsfald. Sterstedelen af disse er fordrsa-
get af Conus geographus, der har ggenavnet “ciga-
retsneglen”, fordi den person, der stikkes, knap nok
har tid til at ryge en cigaret, for deden indtreffer.

Keglesneglenes gift: Conotoksiner
Keglesnegle fremstiller deres gift i en lang rer-for-
met giftkirtel, som er forbundet til en harpun-lig-
nende hul tand, en sikaldt radula. Nar sneglene
opdager et bytte, fremstrekker de et udkrengeligt
svelg, hvorigennem de hurtigt kan affyre radula og
derigennem injicere giften i byttet.

Giften fra en enkelt keglesnegl kan indeholde helt
op til 200 bioaktive kemiske forbindelser. Disse
molekyler (kaldet conotoksiner) er sma peptider
(“mini-proteiner”), der som regel bestar af 10-35
aminosyrerester. Conotoksiner er vasentligt mindre
end de aktive komponenter, der findes i andre dyre-
gifte, herunder skorpioners, slangers og edderkop-



< Sneglehuse fra fiskejagende keglesnegle. Fra venstre mod
hgjre: Conus fischoderi, Conus barthelemyi, Conus floccatus,
Conus fulmen, Conus achatinus og Conus purpurascens.

Sekvens af billeder, der viser hvordan Conus consors harpu-
nerer og spiser en fisk. @verst: Sneglen detekterer sit bytte
med gjnene og andergret. Derefter straekker den et udkraen-
geligt svaelg, en muskuleer forlaengelse af sneglens mund, ud
indtil den rgrer ved fisken.

Midt: Ved hjeelp af en hydraulisk mekanisme kombineret
med en kraftfuld muskelsammentraekning affyres harpunen
(radula) ud gennem det udkreaengelige sveelg med en sadan
kraft, at den gennemtraenger fiskens skel. Giften injiceres
derefter hurtigt gennem radula, som er hul. Et szet af gifte er
malrettet fiskens nervesystem og medfgarer en effekt, der
kan sammenlignes med et elektrochok, hvorved fisken bliver
immobiliseret.

Naest nederst: Som en fiskers harpun forbliver radula forbun-
det med det udkreengelige sveelg og bruges til at treekke
fisken ind i sneglens store mund. Et andet giftseet lammer
fisken, hvilket gor det lettere for sneglen at fordgje sit bytte,
en proces der kan tage adskillige timer.

Se ogsa videoer pa: http://aktuelnaturvidenskab.dk/nyeste-
numre/2-2014/

Nederst: Her ses en anden Conus i feerd med at spise en fisk.
Tragten / munden er meget synlig her.

Foto: Wikipedia

pers gifte. En interessant ting ved conotoksiner er,
at de i hoj grad er kemisk modificerede. Den mest
almindelige modifikation er dannelsen af en bin-
ding mellem to cysteinrester. Disse disulfidbindin-
ger, ogsd kaldet svovlbroer, har stor betydning for
conotoksinernes tredimensionelle struktur og der-
med deres biologiske aktivitet.

Et andet (uszdvanligt) serpreg er den store
meangde giftvarianter, der findes i keglesnegle: Hver
af de 500-700 ansldede arter laver deres egen cock-
tail af omkring 200 bioaktive peptider, som er
direkte rettet mod byttets nervesystem.

Giftvarianter i massevis

Conotoksinerne er inddelt i en rekke overordnede
familier (superfamilier), hver indeholdende forskel-
lige underfamilier grupperet ud fra peptidsekvens
og bioaktivitet. For eksempel er underfamilierne af
8- og pO-conotoksiner méalrettet proteinkanaler for
transport af natrium-ioner over biologiske membra-
ner og tilherer O superfamilien. Varianterne er sd
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Samspillet mellem mennesker og keglesnegle

A

0 Smykker lavet af skaller fra keglesnegle. (A) Conus halskaede fra
Bontoc-folket i Philippinerne. (B) Halskaede med Conus litteratus
skal. Udskarne skiver af denne skal bliver brugt som betalingsmid-
del af visse stammer i Ny Guinea. C) Udskarne skaller fra kegle-
snegle sat pa en leedersnor af berbere bosat i Atlashjergene.

(D) Armband lavet af Conus litteratus og Conus leopardus skaller
udgravet fra fillipinske grave stammende fra det 10.-16. arhund-
rede.

Udskarne skaller fra keglesnegle brugt som betalingsmiddel i Mau-

retanien i det 14.-17. arhundrede, sandsynligvis udskaret fra skallen
af Conus pulcher byssinus (vist til hgjre). —

Conotoksiners virkemade

Man antager, at mennesker har brugt keglesneglenes skaller
til smykker i helt op mod 100.000 ar. Nu om dage bruges
skallerne i halssmykker, armband, og dekorative ornamenter
forskellige steder i verden, fx af ssammekulturer i Filippiner-
nes bjergregioner samt flere steder i Afrika. Udskarne skaller
fra keglesnegle bruges desuden som betalingsmiddel af
visse stammer i Ny Guinea og blev brugt som sadan i Mau-
retaniens grkener indtil det 17. arhundrede.

Pa trods af deres giftighed spises visse keglesnegle ogsa. |
Filippinerne kan man kgbe keglesnegle pa markeder i kyst-
landsbyer, hvor de tilberedes i kokosmaelk og med krydderier
til en kraftig suppe. Med opdagelsen af de fascinerende
egenskaber af sneglenes gift i 1960’erne blev ogsa forsk-
ningsverdenen opmaerksomme pa keglesneglene.
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Figuren til venstre viser to nerveceller under normale betingelser. Et
elektrisk signal ankommer til den gverste nervecelle, hvilket pavirker
Na*- og K*-kanaler pa cellens overflade og eendrer deres transport af
disse ioner. Samtidig inaktiveres Na*-kanalerne lynhurtigt. | nerveen-
den stremmer Ca?*-ioner ind, hvilket udlgser frigivelsen af transport-
vesikler med signalstoffer (fx acetylkolin) til nabo-cellen. Nar acetyl-
kolin binder sig til dets receptor pa nabo-cellen, strammer positivt
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Na® og CaZJr kan ikke treenge ind i
muskelcellen og fere signalet videre.
Fisken lammes.

ladede ioner (Na*, Ca2*) ind i cellen, hvorved signalet videre-
fores. Det ene giftsaet, der injiceres af keglesnegle (figuren i
midten), indeholder conotoksiner, der pavirker Na*- og K*-
kanalerne. Effekten er en overstimulering af det neuronale
kredslgb. Det andet giftsaet indeholder peptider, som pavir-
ker de neuromuskulzere endeplader (kontaktfladerne mellem
nerver og muskler). Effekten er her, at fisken lammes.
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lllustration af foldningsprocessen for w-MVIIA (Prialt), et conotoksin fra Conus magus udviklet som et medikament til smerte-

behandling. Til venstre ses én af mange mulige konformationer af den udfoldede peptidkeede med de seks cysteinrester num-

mereret. Til hgjre ses den korrekte rumlige struktur, hvor peptidet har dannet de tre disulfidbindinger, der forbinder cystein-

resterne 1 og 4 (red), 2 og 5 (orange), og 3 og 6 (gul).

talrige, at der sidste &r (2013) ikke var flere bogsta-
ver til rddighed i det latinske alfabet til at navngive
nye superfamilier. Med de fremskridt, der gores
indenfor proteinsekventering, identificeres hele
tiden nye conotoksin-superfamilier, og uden yderli-
gere bogstaver til rddighed vil man snart blive nedt
til at finde pé et nyt navngivningssystem.

En tredje unik egenskab ved keglesneglenes gift er,
at conotoksinerne binder yderst specifike til recepto-
rer og ionkanaler i byttets nervesystem. Fiskejagende
keglesnegle injicerer fx to szt gifte, som er meget
specifikke for receptorer, der sidder i nerveender — en
mekanisme, der oprindeligt blev beskrevet af grund-
leeggeren af hele forskningsfeltet omhandlende cono-
toksiner, Baldomero Olivera (se boks). De to giftsat
injiceres enten samtidig eller umiddelbart efter hin-
anden og udleser forskellige effekeer.

En farlig cocktail

Under normale omstendigheder bliver signaler
overfort fra enden af én nervecelle til en anden
eller til en muskelcelle. Det ene giftset, der inji-
ceres, indeholder 8- og k-conotoksiner, der hver
iser specifikt pavirker forskellige ion-kanaler for
transport af Na'- og K'-ioner. Dette medferer, at
de pavirkede nerveceller kommer ud af kontrol og
bliver hyperaktive. Det overstimulerede nervesy-
stem svarer til at give fisken elektrisk sted, sd den
gar i kramper og bliver ude af stand til at flygte.

Det andet giftszt indeholder peptider, der vir-

ker pa kontaktfladerne mellem nerve- og muskel-
celler (de neuromuskulere endeplader). Her vil
o-conotoksiner blokere Ca**-kanaler og reducere
meangden af signalstof (neurotransmitter), der fri-
gives fra nervecellen, p-conotoksiner vil hemme
Na'-kanaler og a-conotoksiner vil blokere recepto-
rer pa muskelcellen for neurotransmitteren acetyl-
kolin. Effekten af de to sidstnzvnte conotoksiner

VIET NAM

vil vaere, at positivt ladede ioner ikke kan trenge

BUU CHINH

ind i muskelcellen, som herved ikke kan trekke sig
sammen. Fisken bliver altsa slap og kan fordgjes hel.
Ved at anvende denne kombination af to forskellige

giftset indeholdende en bred vifte af conotoksiner
kan keglesnegle effektivt sette et bytte ud af spil-
let, som ellers ville vare for hurtigt og for sterkt for

Et af omkring 100 fri-
maerker, der viser skal-
en Snegl. len fra en keglesnegl.
Dette frimzerke er fra
Conotoksiner som leegemidler og
laboratorieredskaber

Conotoksiner har et stort terapeutisk potentiale. Et

Vietnam og viser en “sol-
datersnegl”, Conus
miles.

®-conotoksin fra Conus magus er blevet udviklet til

et legemiddel til smertebehandling, da det blokerer

Ca’*-kanaler og “slukker” for smerte-signalvejene i

rygmarven. Legemidlet kaldes Prialt (for Primert

Alternativ til morfin) og anvendes af mennesker,

der lider af kroniske smerter, som ikke kan behand-

les med morfin.

Det tog mere end 15 r fra en ung bachelorstude-
rende i Baldomera Oliveras laboratorium opdagede
dette conotoksin til dets endelige godkendelse som
kommercielt legemiddel.

P4 grund af deres heje specificitet er en reekke andre
conotoksiner under udvikling som leegemidler til
behandling af forskellige neurologiske sygdomme,
herunder kronisk smerte og epilepsi.

Et andet omride, hvor conotoksiner kan anven-

des, er indenfor den neurovidenskabelige forskning,
hvor de kan udnyttes som et laboratorieredskab. For
eksempel kan p-conotoksiner skelne mellem adskil-
lige af de 8 forskellige subtyper af humane spen-
dingsafhengige Na'-kanaler. Derfor er de i vid
udstrekning blevet anvendt til at kortlegge forde-
lingen af disse kanalers subtyper i forskellige celler
og vevstyper samt til at belyse struktur-funktions-
aspekter af disse kanaler.
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Links til websites og fore-
leesninger for gymnasie-
elever:

Nyttige websites om keg-
lesnegle:
www.theconesnail.com/
explore-cone-snails/
venom

http://grimwade.biochem.

unimelb.edu.au/cone/
about.html

Online forelaesninger
med Toto Olivera:
http://media.hhmi.org/
hl/09Lect1.html
http://media.hhmi.org/
hl/09Lect3.html

Foto: Tom Vickers

Conotoksin-pioneren

Professor Baldomero (“Toto”)
Olivera er grundlaeggeren af
conotoksin forskningsomra-
det. Han blev fgdt i Fillipi-
nerne i 1941 og opnaede sin
ph.d.-grad fra Californian
Institute of Technology i USA.
Hans forste store videnska-
belige gennembrud var opda-
gelsen og karakteriseringen
af det bakterielle enzym
DNA-ligase, en opdagelse der
muliggjorde rekombinant

Foldningens kunst

P4 grund af deres store potentiale vil forskere gerne
kunne fremstille rene conotoksiner i (meget) storre
meangder, end det er muligt at isolere fra snegle-
nes gift. For tiden foregir denne fremstilling ved
kemisk peptidsyntese, hvor de enkelte aminosyrer
reagerer med hinanden i et reagensglas for at danne
peptider med den rigtige reekkefolge af aminosyrer
svarende til specifikke conotoksiner. Keglesneglenes
celler har specialiseret sig i fremstillingen af disse
sma modificerede peptider, og det er en meget stor
udfordring for proteinkemikerne at gore dem kun-
sten efter.

Det er specielt foldningsprocessen, som giver pro-
blemer — altsd den proces, hvorved keden af ami-
nosyrer (peptidet) skal danne den korrekte rum-
lige scruktur. Det er nemlig kun denne strukeur,
der er biologisk aktiv og i stand til at binde speci-
fikke kanaler eller receptorer. Foldningsprocessen
udger ofte et problem for proteiner/peptider, og
specielt for dem, der indeholder disulfidbindinger,
gir det ofte galt (man siger, at proteinet misfolder).
For kemisk fremstillede peptider har dannelsen af
de korrekte disulfidbindinger mellem cysteinrester
vist sig at veere en vanskelig opgave, der endnu ikke
mestres til fulde. For eksempel indeholder Prialt 6
cysteinrester, som er forbundet med 3 disulfidbin-
dinger. Med 6 cysteinrester i peptidet opstdr der 15
muligheder for disulfiddannelse, som alle vil resul-
tere i forskellige peptidstrukturer, hvoraf kun én
vil veere biologisk aktiv.

Noget tilsvarende gelder stort set alle conotoksiner
undersegt til dato, og situationen bliver endnu
mere kompliceret, ndr antallet af cysteinrester oges
(fx kan et peptid med 4 disulfidbindinger teore-
tisk set forbinde de 8 cysteinrester pd 105 forskel-
lige mader). Det betyder, at adskillige conotoksiner
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DNA-teknologi. Da han i 1960’erne vendte tilbage til Fillipi-
nerne manglede hans laboratorium bade udstyr og ressour-
cer til at viderefgre hans molekylaerbiologiske forskning. |
stedet ivaerksatte han et projekt, der var affgdt af hans inte-
resse for keglesneglene, hvis skaller han som dreng havde
indsamlet. Han satte sig for at identificere de kemiske forbin-
delser, der resulterede i dgdsfald, nar mennesker blev stuk-
ket af giftige marine keglesnegle. Dette arbejde grundlagde
forskningen i conotoksiner og forte siden til opdagelsen af
det peptid, der nu bruges som et leegemiddel i behandlingen
af steerke kroniske smerter (Prialt). Olivera arbejder nu som
professor ved University of Utah, USA, hvor han fortseetter sit
arbejde med conotoksiner.

med interessante biologiske aktiviteter aldrig er ble-
vet udviklet til farmakologiske redskaber eller lege-
middelkandidater, fordi deres kemiske syntese sim-
pelthen er for sver.

Sneglenes egne enzymer hjeelper pa vej

I vores laboratorium vil vi overvinde denne forhin-
dring og i sidste instans udvikle nye fremstillings-
metoder. Overordnet fokuserer vi i vores forskning
pa at opnd en bedre forstdelse af de mekanismer,
keglesneglene har udviklet gennem de sidste 50
millioner ir for dannelsen af korrekte disulfidbin-
dinger. Specifikt vil vi bruge sneglenes egne enzy-
mer (altsa proteiner, der gger hastigheden af kemi-
ske reaktioner) til at fremstille interessante cono-
toksiner.

I sneglenes celler hjelper enzymer med dannelsen
af de korrekte disulfidbindinger i conotoksinerne,
hvorved processen gores serdeles effektiv. Vi har for
nylig identificeret adskillige enzymer, som vi mener
er af afgprende betydning for dannelsen af de rig-
tige disulfidbindinger under foldningsprocessen,
som den foregdr i cellerne i keglesneglens giftkirtel.

I ét szt eksperimenter vil vi nu tilsette forskellige
kombinationer af disse enzymer til de syntetiserede
conotoksiner for at ege effektiviteten af deres fold-
ningsproces. Desuden vil vi lave udvalgte conotok-
siner i menneskeceller dyrket i kultur i tilstedeve-
relsen af snegleenzymerne — igen med det formal at
producere conotoksiner, som hidtil har veret umu-
lige at fremstille.

Dette arbejde vil forhabentlig muliggere produk-
tion af disse yderst strukcurerede molekyler og der-
ved bidrage til fremstillingen af nye conotoksiner,
der kan anvendes som farmakologiske redskaber
og/eller legemidler i fremtiden. n



