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RESUMEN.

El tema de esta tesis se centra en la descripcién de un nuevo grupo
de toxinas de alacran con propiedades de bloquear diversos canales de

potasio.

lLa caracteristica estructural sobresaliente en este grupo de toxinas
peptidicas es su peso molecular relativamente pequenio (no mayor de 5
KDa). Por ello, son también conocidas con el nombre genérico de '"toxinas

de cadena corta',

La toxinas de cadena corta son componentes minoritarios en los
venenos de alacran. Se trata de péptidos estructuralmente compactos,
basicos, con capacidad para soportar situaciones drasticas de

temperatura y acidez.

Aunque el conocimiento de que diversos venenos de alacran
modificaban sustancialmente las corrientes macroscdpicas de sodio y
potasio, el establecimiento de un grupo de toxinas blogueadoras de
canales de potasio se concretd con el descubrimiente y caracterizacién

quimica de Noxiustoxina (NTX).

NTX es un péptido de 4.2 Kba del veneno de alacrdn nayarita

Centrurofdes noxius Hoffmann. En axdén gigante de calamar, NTX bloquea
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reversiblemente corrientes de potasio con una afinidad de ~300 nM. En
esta tesis, se describe un sitio de similar afinidad en sinaptosomas de
cerebro. Aunque a la fecha no hay prueba contundente de la identidad del
receptor cerebral, la unién de NTX es unicamente afectada por agentes
que interfieren con la funcidén de canales de potasio. Esto sugiere que

el receptor cerebral de NTX es asimismo un canal de potasio,

En los venenos del alacran asiadtico Leiurus quingquestriatus ¥
brasilefio Tityus serrulatus, encontramos una variedad de toxinas que
afectan la unién de NTX a sinaptosomas y/o bloquean canales de potasio

dependientes de Ca?' reconstituidos en bicapas artificiales.

Del veneno Leiurus quinquestriatus, se purificé a hofnogeneidad 2
toxinas: Caribdotoxina, un péptido con estructura primaria 60% homdloga
a NI'X que bloquea selectivamente canales de potasio dependientes de
calcio, y Leilurustoxina III, un péptido de igual peso molecular con

menor homologia a NTX pero que compite por el mismo sitio receptor.

Del veneno Tityus serrulatus, se purificaron 2 toxinas al parecer
estructuralmente homélogas: Serrulatoxinas I y II. la secuencia
aminodcida de estos péptidos no ha sido determinada. Sin embargo, su
propiedad bloqueadora de canales de potasio dependientes de calcio ha

sido caracterizada.

Juntas, estas toxinas constituyen una excelente herramienta para el

estudio molecular de diversos canales de potasio.
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INTRODUCCTON.,

La capacidad de toxinas de alta afinidad para reconocer diversos
tipos de canales idnicos se origina de la interaccicn quimica entre
grupes funcionales de la toxina y la proteina canal. En este contexto,
las toxinas pueden ser utilizadas como "sondas" para identificar sitios
importantes en el canal, como los relacionados con la permeabilidad
iénica y selectividad, La farmacologia de 1la toxina es también
invaluable para identificar la contribucidén fisiolégica de un
determinado canal cuando se analizan corrientes macroscdpicas que pueden
ser la suma de varios tipos de canales actuando concertadamente. Al
presente nivel de conocimiento de caracteristicas moleculares de canales
iénicos, puede ser posible correlacionar diferencias farmacolodgicas
entre tipos de canal con diferencias estructurales en sitios de unién de

toxinas.

Aunque frecuentemente se cita gue la lentitud en la caracterizacién
bioquimica de canales de K" se debe principalmente a la carencia de
ligandos de alta afinidad, 1la situacién se ha tornado rapidamente

cambiante. La naturaleza ha provisto una amplia variedad de toxinas

dirigidas _al capal de K*. Es el vacio que ha dejado la escasa

caracterizacion de estas toxinas l1lo que ha contribuido a la
identificacidn y clonacidén de uno de estos canales a través de técnicas
genéticas (Tempel et al. 1987)., Uno de los objetivos del presente
trabajo es el de contribuir mas a la interminable tarea de caracterizar

biogquimicamente a estos ligandos,
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Diversos canales de K% para diversas funciones biolégicas.

la diversidad de canales de K' es vasta. Tanto, que aun la base de su
clasificacioén no acierta a agruparlos comprensible y coherentemente. Por
cjemplo, clasificarlos de acuerdo a su conductancia unitaria (Latorre
and Miller, 1983}, no nos resulta util para valorar su parentesco, ya
que separa canales en los cuales ocurre imbricacioén farmacoldgica. Una
de las toxinas que agui se discuten ({Caribdotoxina) bloguea tanto al
canal de K' dependiente de Calcio de 230 picoSiemen (pS) de misculo
esquelético como a un canal similar pero de 35 pS presente en neurcnas
de Aplysia (Herman & Erxleben, 1987). Ya que los dos canales estan
asociados con un sitio de union para una toxina mas bien selectiva, al
menos parte de los componentes de estos canales debe estar
estructuralemente relacionada. Sin embargo, ambos canales serian

considerados distantes en la clasificacidn de acuerdo a conductancia.

Moczydlowsky y col. (1988) reclasifican canales de K' de acuerdo a
dependencia de voltaje y cinética. De acuerdo a este albitrio, al menos

4 clases se reconocen:

Canales de K' de rectificacién retardada. El canal de KX de
rectificacidén retardada es el clasico canal de K' activado por voltaje
de Hodgkin y Huxley (1952). Este canal asiste en la repolarizacion de
potenciales de accidén rapido en nervios no mielinizados, misculo
esquelético y nervios mielinizados de anfibios. Conductancias unitarias

en el rango de 2 a 200 pS han sido reportadas para estos canales en
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varias preparaciones (Corconado et al. 1984; Standen et al. 1985), aunque
a la fecha no es claro si esto refleja diferencias de tejido u otras
diferencias intrinsecas. Tetraetilamonio (TEA) se cita frecuentemente
como bloqueador de este canal, aunque TEA bloquea practicamente todos
los tipos de canales de KXK' conocidos y también bloquea canales de Nat

cuando se agrega internamente.

Canales de K¥ de corriente transitorla, Interna (tamblén corrlente A).
Estos canales fueron originalmente descritos en neuronas de molusco
(Hagiwara, et al. 1961) y desde entonces han sido cobservadas en muchos
tipos celulares. Esta corriente es sustancialmente inactivada a
potenciales de reposo normales, pero puede ser reactivada por
hiperpolarizacidén. Otras caracteristicas de la corriente A incluyen
rango de activacidn usualmente mas negativo que la corriente de K' de
rectificacidn retardada y una mayor sensibilidad a bloqueo por 4~
aminopiridina (4-AP) que a TEA. Su funcién ha sido descrita como un
codificador de impulsos, ya que permite en sinapsis una despolarizacioén
gradual que se traduce en ritmos crecientes de descargas de potencial das
accion. Este canal de K' es el centro de actual popularidad porque
secuencias complementarias al locus Shaker en la mosca Drosophila han
sido recientemente determinadas (Tempel et al. 1987) y se ha encontrado
que contienen segmentos similares a dominios de canales de Nat y catt
(Noda et al. 1984; Tanabe et al. 1987). Mutaciones al locus Shaker
afectan corrientes A en Drosophila y mRNA transcrito de clonas de cDNA
de Shaker inducen corrientes A funcionales cuando se inyectan en

ovocitos de rana (Timpe, et al. 1988), Estudios electrofisioldgicos de
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células de embriones de Drosophila identifican un canal de X' de 12 a 16
pS en miotubos y de 5 a 8 pS en neuronas que parecen determinar las

corrientes A de estas células.

Canales de K' de rectificacién anémala o Interna, Esta corriente se
activa por voltajes hiperpolarizantes, en contraste a casi cualquier
otro tipo de canal activado por voltaje. lLos rectificadores internos se
encuentran en muchos tipos celulares, incluyendo misculo cardiaco y
esquelético, ovocitos y neuronas (Thompson and Aldrich, 1980), Tales
canales han sido implicados en el establecimiento del potencial de
reposo de la célula, previniendo la acumulacidén de K" en el lumen de los
tibulos T de misculo esquelético y permitiendo una larga duracién de los
potenciales de accién en ovocitos y células cardiacas. Conductancias
unitarias a nivel de canal unico han sido reportadas en el rango de 5 a
27 pS (Matsuda et al. 1987). Aunque a la fecha no se hayan descrito
toxinas bloqueadoras, se ha encontrado que tales canales se Yregulan por
nucleotidos de adenina en células g de pancreas (Misler et al. 1986),
por proteinas G en células atriales (Yatani et al. 1987) y por
fosforilacion dependiente de cAMP en neuronas de Aplysia (Benson and

Levitan, 1983).

Canales de k% activados por Calcio. Esta cuarta clase de canales se
encuentra practicamente en cualquier tipo de célula animal. En neuronas,
estos canales funcionan en la repolarizacidén de los potenciales de
accién y en la terminacidn de los "bursts". En misculo, aumentan la fase

de post-hiperpolarizacién de los potenciales de accién. Los estudios de
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patch-clamp y las toxinas de alacran se usan para distinguir dos grandes
tipos de canales de K' activados por calcio en misculo esquelético. Un
tipo se caracteriza por una conductancia de cerca de 200 pS y se bloquea
por Caribdotoxina {(Miller, et al. 1985). El sequndo tipo tiene una
conductancia de 10-14 pS y es especificamente bloqueado por Apamina
(Blatz and Magleby, 1986). El1 canal de Kt activado por calcio de gran
conductancia es también conocido por canal BK. Canales BK son activados
tanto por voltaje como por calcio interno. Concentraciones crecientes de
ca** interno mueven 1la activacién dependiente de voltaje de estos
canales a lo largo del eje de voltaje en la direccidén negativa (Barret
et al. 1982). En esta tesis, me referiré a este canal como "canal de K

activado por calcio" y lo abreviaré canal de K (Ca).

El descubrimiento de nuevos ligandos especificos para distintos
canales de K' permitira una mas integra y comprensible clasificacién. En
este sentido, los venenos de alacran juegan un importante papel, ya que
de ellos deriva la mayoria de las nuevos ligandos., Lo que es mas, el
conocimiento de la estructura primaria de estas toxinas estd permitiendo
la identificacién de sus "sitios activos" y el grado de mutacidén
permitido antes de la abolicién de su efecto. Indudablemente, esto
constituye una nueva manera de abordar el estudio del conocimiento
molecular de canales de X' que capitalizara en el mejor conocimiento de

su funcidn.

16



TOXINAS QUE BLOQUEAN EL CANAL DE POTASIO.
l.- Antecedentes.

Comc ploneros en el grupo, Koppenhéfer y Schmidt (1968), aclararon
el mecanismo de accién de diferentes venenos de alacridn al demostrar que
el cambio en la excitabilidad de la membrana nerviosa evocada por el

veneno, era debido a una alteracién en los canales de sodio.

Estudios mas detallados comprobarcon este resultado y atribuyeron la
"alteracidén en la permeabilidad de 1os‘canales de sodio" a efectos mas
especificos, no todos aplicables a un veneno en particular: 1)
prolongacién y remocién de un proceso rapido de inactivacién (Narahashi
et al., 1972; Romey et al., 1975; Catterall, 1979); 2) produccidén de una
"degsviacién negativa" de los parametros de activacién dependientes de
voltaje; 3) reduccién del numero de canales conductores (Romey et al.,

1975; Carbone et al., 1982), entre otros.

sin embargo, desde Koppenhdéfer y Schmidt, se observaba una
disminucién notable en la permeabilidad de los canales de potasio
dependientes de voltaje como efecto integral en los venenos crudos de
alacran, Considerando 1la proporcién de toxinas responsables de este
efecto en el veneno total, uno puede deducir por qué la atribucion de
los signos de envenamiento por picadura de alacran se centré basicamente

en las toxinas de sodio.
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El descubrimiento de la Noxiustoxina (NTX) por Carbone ec al. (1982)
y su purificacién (Possani et al., 1982), sentdé las bases para
posteriores busquedas de componentes puros responsables de efectos
exclusivos sobre canales de potasio. El exito vino pronto: Apamina, un
polipéptido de 18 aminodcidos del veneno de abeja Apis mellifera que
bloquea el canal de K' dependiente de calcio de baja conductancia en
cerebro y misculo esquelético (Hugues et al., 1982); Toxina II-9, del
alacrdn Tityus serrulatus, que reduce la conductancia a K'* dependiente
de voltaje en axén de calamar (Carbone et al., 1983); Dendrotoxina, una
toxina de serpiente que atemia un canal de potasio dependiente de
voltaje en neuronas CA; de hipocampo (Dolly et al., 1984);
Caribdotoxina, una toxina del alacran israeli Leiurus quinquestriatus
que bloquea el canal de potasio dependiente de catt* en miscule

esquelético (Miller er al., 1985).

En lo que a toxinas de alacran se refiere, el surgimiento de un

nuevo grupo con caracteristicas funcional y estructuralmente distintas

fue evidente: entras las toxinas dirigidas anal de sodio era
polipcéptidos de cadena larga (PM ~7000), las dirigidas al canal de

potasio no rebasaban P.M, 4500, Caracteristicas como presencia de

puentes disulfuro, alta resistencia a desnaturalizacién térmica vy
basicidad se conservan en ambos grupos. Noxiustoxina, por ejemplo, es un
polipéptido bédsico de 39 aminodcidos con 6 residuos cisteinil.

Caribdotoxina es un polipéptido doblemente bdsico de 37 aminodcidos con
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mismo numero de residuos cisteinil (Garcia er al., 1988). El propdsito
de la presente tesis se centra en la descripcidén de varios péptidos de
veneno de alacran que pueden clasificarse en este grupo de "toxinas de
cadena corta®. Todos ellos comparten como caracteristica comin su

propiedad de bloguear canales de K* de diversos tejidos.

2.- La NWoxfustoxina y la Leiurustoxina III.

Con el proposito de detallar mas la. funcidn de Noxiustoxina e
intensificar mas la busqueda de toxinas andlogas, hemos conducido
experimentos de union de ([1251I}-NHTX a sinaptosomas de cerebro.
Adicionalmente, hemos encontrado en el veneno del alacran Lelurus
gquinquestriatus un nuevo péptido con secuencia aminodcida y cinética de
unién similares a NTX. Le hemos llamado leiurustoxina II (LTX III), por
compartir excepcionales similitudes con Lefurustoxina I y II, unos
péptidos derivados del mismo veneno con propiedades bloqueadoras de
canales de Kt (Chicchi, et al., 1988). En esta seccidn detallaré algunos
estudios de unidn de NTX a sinaptosomas y al mismo tiempo describiré la
purificacidén y caracterizacién quimica de LTX III, ya gque en alguna

parte ambas toxinas comparten experimentos paralelos,

2.1 Purificacién de Lejiurustoxina III.

Dado que la purificacién de la NTX ha sido previamente descrita
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(Possani er al., 1984), a continuacién se detallard el procedimiento

desarrollado para obtener LTY II1I.

El wveneno . quinquestriatus produce dos tipos de blogueo
cinéticamente diferenciables en canales de X' dependiente de calcio
(canal de K (Ca)) de musculo esquelético reconstituidos en bicapas
artificiales. Uno es un blogueo lento, monotdénico y reversible, debido a
Caribdotoxina y descrito antes por Miller et al. (1986) (Fig. la). Un
sequndo bhlogqueo, rapido y de baja afinidad, es apreciable nitidamente
después de andlisis de probabilidad de apertura (Pg) del canal (Fiq.
1b). Este segundo blogueo presenta cinéticas idénticas al blogueo
inducido por NI'X, descritc por Valdivia et al!. (1988). Nosotros
sospechamos que Caribdotoxina no suscitaba ambos tipos de blogueo y
buscamos un segundo componente activo en el veneno, Ademas, tratando de
identificar caribdotoxina por secuencia aminodcida en diversos péptidos
de L. quinquestriatus, encontramos un componente con estructura primaria
50% homdloga a NI'X, Este componente recibidé mas tarde el nombre de LTX
111, Dado que NIX ejerce el tipo de bloqueo lento sobre el canal (Fig.

1c), planteamos la posibilidad de atribuir este efecto a LTX III.

Este es el procedimiento desarrollado para su purificacidon: el
primer paso consistié de tiltracidén en columnas de Sephadex G~50 (Fig.
2a). Cinco fracciones fueren colectadas: la fraccién III contiene la
mayoria de los componentes téxicos a ratén y fue separada en resina de

intercambio catidénico (M-32) en acetato de amonio 20 mM, pH 4.7 (Fig.
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Figura ). Effecto de toxinas sobtre corrisntez de un sclo Canal de Ii’
dependiente de Ca'* del sistems T-tubular ds mésculo esqueldtico. (A)
Contral (trazc asuperior; P, = 0.80. potencial de membrana = 0 aV) y
blogqueo producido por Caribdotoxins (CTX). Ssgundo trazo fue registrado
con 20 nM CTX agrepada al lade externc del! canal (trans}. P, del
registro entero (10 min) fue U.12. Paras todos los trazos en ls figurs,
tos canales de k' (ca'’)y fueron regtstrados an 250 mH KC1 (lade
interno}, 50 oM KCl, 200 mH HeCl (lado exterpno). Filtro = 500 fx,
mueatreo = 2 kHr., (B) Control (trazc superior, P, < 0,85, potenclal doe
membrana = O mV) y electo de 0.1 mg de veneno totsl {(L.q.q.) o 2 pH NIX
trans. Pos decrecieron a 0.26 y 0.3}, respectivamente. 0O significa
“sbierto” y € "cesrrado”, Estes Gltimo s también la lithes basal,

2b). la fraccion III-11 no fue claramente resuelta y fue concentrada
para purificacion adicional. Después de dialisis, fue aplicada a otra
columna de CM~celulosa equilibrada con fosfato de sodio 50 mM, pH 6.0
(Fig. 2c). la subfraccién 5§ todavia contiene 2 componentes, a juzgar por
anilisis en geles de SDS (no mostrados), y fue separada en columna de
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Sephadex G-50 (fino) en presencia de 1 M NacCl,
(Fig 2d). la fraccién 3 de esta columna correspondié al perfil de
elucién de la NTX y se aplico finalmente a una columna HPLC (Vydac Cyg,

fase reversa) y el péptido puro eluido a 22 min (LTX) se usd para

analisis de composicion aminoacida y caracterizacion funcional.
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FIGURA 2. Purificacldn de
Leirustoxine !I. (A) 100 mg ds
vensno soluble de L.gq.q. {ue

splizado & uns columna (0.9 x 190
cm) de Sephadex G-30 eguilibrado 7y
swiufdo con 20 wM scewtato ds amonio
pH .7, Fracciones contaniende 6 ml
fuaron c<olectadas y la Azapg nm Lue
monitoreada, (B) Fraccidpn IIl de 1la
columns previa fue aplicada s una
CH-celulosns {c.9% x a0 tm)
saquilibteda c¢con el buffer anterior.
Un sradiente de NaCl (0 a 0.5 M, 250
gl c.u.) tue corrido & 20 wl/h.;
fracciones de 2.5 ml fueron
colectadas. (C) fraccién 11 de B fue
metclada, dializada y spliicada & uns
columna similesr equilibrads in 350 oM
tosfato de sodio, pH 6.0, Un
gradiantes linear de NaCl (0 a 0,238
M, 2%50 ml c.u.) fue corclido & 20
wl/h ¥y freaccliones de 2.5 ml fueron
colectadas, (D) fracclién 5 de C fus
dislizada, liofilizada y aplicsda »
une columnas (0.% = 1%0 ecm) de
Sephadex G-5%0 wgquitlibrads y aslufda
¢con 1 M NaCl en 0.1 M Tris-HC)l pH
8.2, . un tlujo de b 1] ml/h.
Fracciones de ! ml fueron colectadas
(E) Componente P from D (30 jg) Lue
aplicado » uns columna Cyy de fase
reverss de HPLC y separedo con un
stadiente linear de A (agua con
dcido triflucroscético 0.121) y B
(acetonitri{lo:aspua, €0:40} por un
pariocdo de ! h & un flulo de } ml/h.
El péptide puro (P) e LIX 11. En
esta figurs, 1 significa artefacto
de inyeccidén y A a3 el artefsctoc de
slucidn,

0.1 M Tris-HCl, pH 8.2



Ya que no contdbamos con otro ensayc mas gque la unién a
sinaptosomas, no se detrminé las veces de purificacién alcanzada con
este procedimiento, pero basados en la absorbancia a 280 nm, LTX IIIX
corresponde a ~0,1% de la proteina total en el veneno soluble. Este

valor cae dentro del mismo rango para la NTX (Possani et al., 1981a) y
Caribdotoxina (Smith et al., 1986). Debido a la baja cantidad de LTX IIIX

disponible, no fueron conducidas pruebas de letalidad con este péptido.

La Tabla 1 presenta la secuencia aminodcida de la NTX y su

comparacién con LTX III. 5 de los 14 residuos secuenciados son 1los

mismos, mientras 2 estan mutados conservadoramente (Ile~leu y Lys-Arg),
lo que hace 50% de homologia. Ademads, residuos Cys, tan importantes en

el mantenimiente de 1la estructura tridimensional, estdn colocados

exactamente en la misma posicién. La misma tabla presenta la composicién

de aminodcidos del péptido puro.

IABLA 1. CO INOACT F

TOX1HA SEQUENCIA AMIKOACIDA

Hoxiustoxina,,...,.... Thr-IlefiletAsntValtLyas{Cys{Thr-~~~tSer{Pro-Lysf{Gln-Cys{Ser~
AsptValtArsfCys{Tyr-AsptSer{Ser----{Gln-Cys{Glu-

Leurustozina 1II.,... Gly-Lesuylle

LEJURUSTOXINA T11: COMPOSICIOK QUIMICA.

Yalores expresados como residucs/mol (integro mas carcano).
Asp 3.8 (&), Thr 2.3 (2), Ser 3.1 (3), Glu 4.3 {4), Pro 1.0 (1), Gly 5.2 (%), Ala
1.7 (2), Val 2,1 (2), MHet 0.% (1), Ile 3.0 (1), Leuv 1.9 (2), Tyr 1,0 (1), Phe 1.0

(1), Hys 1.6 (1-2), Lys &.4 (M-3), Arg 2.3 (2)
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2.2 Marcaje a Alta Radiactividad Especifica de NTX y LTX III.

la Figura 3A muestra un cromatograma representativo del marcaje a
alta radiactividad especifica de la NTX, un péptido de 39 aminoadcidos con
2 residuos de tirosina (para composicién aminodcida, ver tabla 1), El
método que hemos empleado es el descrito por Morrison y Bayse (1970) y se
basa en la oxidacion del anillo fendlico de 1la tirosina por

Lactoperoxidasa en presencia de Hy0; © glucosa oxidasa.

Tedricamente la NTX y LTX III pueden ser marcadas radiactivamente
hasta 2160 Ci/mmol, basandose en la incorporacidén de 1 atomo de 1231 por
molécula de toxina. La reaccidén suave de oxidacién por 1la
lactoperoxidasa puede ser aiun mas atenuada reduciendo la cantidad de Hy0;
hasta una proporcién minima de 1:1 con la Lactoperoxidasa. Por supuesto,

la radiactividad especifica final se vera disminuida.

En nuestras condiciones, descritas al pie de la Fig. 3, la actividad
biolégica de la NTX no se elimina: lotes de (125I]-NTX con
aproximadamente 1000 veces menos radiactividad especifica que la usual
{de 100 a 0.1 Ci/mmol, aumentando la proporcion 31I1/125I) inyectados
intraperitonealmente a un ratdén en dosis comparable a la NTX nativa,
matan al animal experimental con sintomas y en un lapso similares a los
registrados para la NTX nativa. Ademas, anticuerpos polivalentes anti-NTX
coprecipitan hasta el 95% de (1251]~NTX en ensayos radioinmunolégicos

(Gurrola, et al., 1986).
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Fraoccjon de gel
(A) NTX (200 (g, &6 nmol}) fue {cdinads por sl métodn
1a reaccién, Lis mezcls fue cargacda en una
y slufda con 100 oM NaCl, 100 oM

Fraccion de gel

Harcaje de NTX y LTX II,
de lactoperoxidasa, Después de completads

columna de Sephadex G-10 (0.8 x 1) c¢m) aquilibrada
fosfato de sodio pH 7.4 a un flujo de 10 ml/h, (B) geles 505 (151 da acrilamlda) (fueran

corridos da acuetdo a Laemmii (1970). Pequafias slicuotas de toxinas iodadas ¥ nativas
(NTX: 3 pg; LTX f@l: 2 Jpig) tusrom aplicadas en lineas separadas del gel, corridas en
pazalelo y vrefidas con Azul de Coomasie. Las 1li{neas conteniendo las toxinas marcaday
trozos de 5 mm & lo largo del eje slectroforético de mligracidn, La
trozo ha sido graticadas., Los marcadoras de P .H. usados
1, ovalbumina (45%,000); &, anhidrasa
6, lisozima (14,400}); 7,

FIGURA 3.

fuaran cortadas an
radiactividad abzolubtas an

fueron: 1, fosforilaza b
{31.000); 5%, inbibidor de

‘f-Loxina (7,000) y B, HNTX (&,200).
Pequenas alicuotas de las toxinas marcadas fueron corridas en geles

cada
(92,500} ; 2, BSA {64,000);
carbénica tripsina ds soys (21,500}
de SDS como prueba adicional de su pureza y medio para calcular su peso
molecular., Los péptidos nativos corridos en paralelo y tefidos con azul

de Coomasie colocalizan con las cpm de las toxinas radiactivas (Fig 3B).

Una grdfica de factor de retencién (Rf) de varios marcadores contra
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log1p P.M. da una recta, a cuya interpolacidén fue calculado el P.M. para
LTX III: 4.2 KDha. Este resultado indica claramente que la LTX III no

pertenece al grupo de toxinas de cadena larga,

2.3 Cinéticas de Asociacién y disociaclén de [123]]-NTX.

La Fig. 4A presenta cinética de asociacidén de [12°I)-NTX a
sinaptosomas, la cual fue conducida a una concentracion de 1.2 uM. Como
se observa, [!25I)-NTX alcanza plateau en su unién especifica a
sinaptosomas en menos de 15 minutos., La misma figura muestra que la
presentacién semilogaritmica de los datos d& una linea recta, como es
esperado para una reaccion de pseudo-primer orden. Entonces, la

constante de asociacidn (k) es:

k = kg ([122I)-NTX) + kg (1)

donde kp Yy kg representan la constante de asociacidn de segundo orden y
la constante de disociacién de primer orden del complejo {}25I]-NTX~-
receptor. Como todos los experimentos fueron conducidos a 25°C, el valor

para k a esta temperatura fue 9.0 X 1074 s™1,

La unién de ([1251)~NTX puede prevenirse incubando con un exceso de
NTX no marcada o por dilucidn apropiada del medio de incubacion. En la
figura 3B presentamos cinéticas de disociacién del complejo [1251]=-NTX-

receptor después de una dilucidn de 30 veces del medio de reacciodn. En
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(% del moximo)

menos de 10 min, un plateau es alcanzado Yy la representacion
semilogaritmica de los datos para los primeros 9 min arroja una linea
recta. la kq medida en estas condiciones fue 8.9 X 1075 s~1, Es entonces

posible calcular k, de la eccuacion 1: k, = 6.84 X 102 M-l g-1,

Teniendo los valores de kz y kg nos permite calcular Kg*, la

constante de disociacién del complejo [123X)-NTX-receptor a 25°'C, pH

7.4,
Ka* = kg/ka = 130 nM,
A B
100 et 20 100 -2.0
75 S 75 =
;2 o<
30 g - 50 ;.1.5
~ =
— -
25 g 25
0 il 1.0 0 1.0
- : —1| . - . —
0 5 10 40 &0 0 3 6 o!
TIEMPO (min) TIEMPD  (min)

FIGURA &, Cinéticas de Asociacién y Discclaclén ds ltzsll-NTX s Sinaptosomas. (A)
Cindtica de atociacién de la unlén de 50 nM llzsll-NTx 2 0.) mg/ml de sinaptosomas a
2% 'C. Ordenadas 8 la irquierda (@) representan el curnc temporal de la reaccidn de
aseciacidén; ordenadas a la derecha (®) es una representacidén de preudoprimer verdon
de los datos {log 1100-XJT). (B) Cinética de disoclacién del complejec ['331)-N1x-
raceptor & 25 "C. Después de haber alcanzedo equilibrico en la <cindética de
asociacién, se hizo una dilucidn da 30 veces de la mezcla de reaccidn. Las ordenadas
a la fzquierda (@) es «if cursc temporal de la reaccidn de disociacién, Ordenadas a
la derechs (@) o5 la representacién de los datos como upa reaccidn de primer orden.

En ambos casos, X representa el porcentaje gdzimo de llzsll-ﬂfx unida &

sinaptosomas,
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2.4 Unién eapecifics de (125]]-NTX & Sinaptosomas.

Ia Fig 5 muestra el resultado de experimentos de unidn en los cuales
concentraciones crecientes de [323I])-NTX fueron agregadas a una
concentracién fija de sinaptosomas, en presencia (union no especifica)
o en ausencia (unidén total) de un exceso {100-200 veces) de NTX no

marcada. Concentraciones apropiadas de receptor (0.1-0.3 mg proteina/ml)

S .06
P A

— ®

% 3

- . p 3:) .04
s &

= S

> 002
Z ) 3

A

N

oo . . o

0 .5 } 1.8
[12513-NTX  [uM) UNIBA (pmol/mg)

FIGURA 5. Unidén de IIZSII-NTX a Sinsptosomas. Sinaptosomas fueron incubados con
concentracliones crecientes de llzle-NTK desde 0,05 bastae 1.5 /M por 60 omin =
25 "C y la NTX unida fue medida usande un enssyo de filtracidm rédpide (EL
enpsyYo cansistid en resuspender la mezcla de {ncubacidn en 5 ml de “"Byffer de
tncubacidn”™ que contania: 140 mM NaCl, 5 mM KC1l, 1.5 oM CaCl,, 0.8 mM MgCl,, 20
mM Tris-HCL pH 7.4, La wmezcls o1a vaciaeds en un pozo de succidn al vaclo & cuyo
fondo se colocaba un filtro Whatman GF/C. E1 filtro era lavado 2 veces con 3 ml
dal wismo buffer. Los filtres eran posteriormente secados y la radjactividad
retanida ers monitoreada en un contador °¥). Izquierda, unidn total (e} y unidn
no especifica medida sn presencia de NHIX no marcada & uns concentraclén 100-200
voces weyar que la marcads (@), graficadas contre la cencentracidn libre de
(12511*NTX. La figura de la derechs representa la grética de Scatchard de 1a
unioén eepecifica, calculads como la diferencia entre los valores experimentalaes
de 1a unlédn total y las de ls curva ajustasda de unién inespeciflca,
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fueron elegidas en base a una curva de dilucion de receptor (no
mostrada) . la union especifica es definida como la diferencia entre la
union total y la no especifica. La constante de disociacién (Kg*) del
complejo formado entre [123I)-NTX y sinaptosomas fue determinado por la
pendiente de 1la grafica de Scatchard: 200-300 nM (4 experimentos
independientes), en buen acuerdo con datos de experimentos cinéticos.
la linearidad de esta grdfica (Fig. 4, derecha) demuestra que, al menos
en este rango, ([!25I]-NTX se une a una sola clase de sitios no-
interactuantes con una capacidad de unién maxima de 1.9-2.2 pmoles/mg de

proteina.

2.5 Inhibicion de la Unidén de ([1235I]-NTX y [1251]-LTX III por NTX no

Marcada y Otras Drogas.

los efectos inhibidores relativos de varias concentraciones de NTX no
marcada sobre la unién en equilibrio de 12571-nyTx y 1251-p1X III se
muestran en la figura 6. lLa concentracion de ambas toxinas marcadas que
se utilizo para estudios de desplazamiento fue de 50 nM. Como se
observa, la union de ambas toxinas puede ser suprimida por NTX, y los
porcentajes de desplazamiento pueden ser practicamente ajustados por la
misma linea. Este hallazgo nos indicd que ademas de ser toxinas
andlogas, NTX y LTX III probablemente compiten por el mismo sitio

receptor con afinidad cuantitativamente comparable.

La concentracion de NTX no marcada que induce 1la mitad de
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desplazamiento de ([!23I]-NTX unida es Kg .5 = 158 nM. la expresidn de

Kg.s que usamos para medir Kg fue :

Ko.5 = Kg (1 + {L*]g,5/Kgx*) (2)

donde (L*)g.s5 es la concentracién de ([!25I]-NTX a la mitad de
desplazamiento (43 nM), Kgq* (200 nM, ver antes) y Kq son constantes de
disociacién de complejos formados entre sinaptosomas y ([1'2°I]-NTX o NTX
no marcada, respectivamente. El valor de K4 calculado de la ecuacidén 2

es entonces 131 nM.
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FIGUKA 6. Desplazamiento ds ('2°17-N1X y [3257)-LTX 11 por HTX no marcada.
Effecto ds bloqueadores del canal de K' sobre 1la unién da (12511-NTK.
Sinaptosomas fueron incubados por €0 min a 25 *C con %0 nM llzsll-NTx (o) o 50
nH [12513~LTX IT (@) mer las concentraciones indicadas deo HTX no marcada.
llzjll-NTK G [125!1-LTK I! unida fue oedida usando el ensayo de filtraciédn
rapida descrito al pie de s figurs 5. Tambidén se indics el desplazamiento de

(9230 1-NT% pot TEA (@), 4-AP Q) y CsCL (&). Ls unién no especifics hs sido
sustrafids.
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Ia figura 6 también ilustra el efecto de 4-aminopiridina (4-AP),
tetraetilamonio (TEA) y cloruro de cesio (CsCl), 3 bloqueadores de
canales de K+ no especificos, sobre 1la unién de ([!235I]~NTX a
sinaptosomas. CsCl no tiene efecto notorio a la concentracidn maxima

ensayada (10 mM), mientras 4-AP y TEA desplazan hasta el 75% de la unidn

especifica, aungque con una concentracidén 4 ordenes de magnitud mayor que

la NTX nativa.

TABLA 2. Untidn de tlzsll-NTx a Sinsptoscmses en la presencia
de Otras Heurotoxinas o Bloqueadores dasl cansl de Kt

- s " - T e - T A — T T b AT T T St S a r vd S e .

1'2%11-N1% Unida

Adicidn Concantracidn (M)
[X del control)

ninguns 100
tetrodotoxina 1.28 2 10°% 97
Y-toxina (T.s.8.) 1,0 «x 10-7 102
L.q.q. IV 3.0 x 10°°% 96
Caribdotoxina 2.0 x 1077 101
Melitins 2.0 =z 10'6 103
Verapsmil 1.0 x 107° 81
TEA 1.0 x 107% 5%
A-AP 1.0 x 1072 .59
CsCl 1.0 x 1072 97

- — P — - —— e b T — TP e T

Hadia de 2 expsrimentos independientes. “Hingunas” adicién
representa la unidn total de tlzsli-ﬂfx a sinaptosomas
intactos, Los desplazamientos con otras toxinas o
bloqueadores del canal ds X' fueron reslizados como se

describe al ple da la figuras §&.

En la tabla 2 presentamos un resumen de los efectos de diversas
neurotoxinas y blogueadores del canal de potasio sobre la union de

[125T]-NTX a sinaptosomas. Como era esperado, bloqueadores del canal de
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sodio como Tetrodotoxina, ~y-toxina de Tityus serrulatus (una g~
escorpioctoxina), L.q.q. IV (Leirus q. quinquestriatus IV, una a-
escorpiotoxina. Ver Jover et al., 1980, para detalles en esta
clasificacidén), a concentraciones que exceden en mucho su K3, no tienen
ningun efecto sobre la unioén total de [123I])-NTX. Lo mismo se aplica al
bloqueador de canal de K+ Caribdotoxina, a la toxina de veneno de abeja
con actividad fosfolipdsica Melitina (Haberman, E., 1972), al
bloqueador del canal de Ca++ Verapamil (Triggle, D. and Janis, R., 1987)
y el bloqueador inespecifico de canales de potasio CsCl. Solo TEA y 4-
AP, ya descritos, desplazaron 45 y 41% respectivamente, la unidén total

de [!231]-NTX.

2.6 La Asociacion de 1231.NTX a Sinaptosomas es Independiente de

Voltaje.

El potencial de membrana ha jugado un papel prominente en la union de
toxinas de alacran (ScTx) a sinaptosomas. Por ejemplo, la ([125I]-ScTx
usada por Catterall reduce su unidén especifica desde 100% en 5 mM KCl
hasta 35% en 135 mM KCl (Ray et al, 1978). Por otro lado, la capacidad
de los sinaptosomas para mantener un potencial de membrana es bien
reconocida (Blaustein and King, 1976). Adicionalmente, la accidén de NTX
en axén gigante de calamar fue primero reportada como voltaje-
independiente (Carbone et al., 1982), pero en un estudio mas reciente
los mismos autores han encontrado cambios en el efecto bloqueador de la

NTX en funcién de su concentracidn y el potencial de membrana (Carbone
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ec al., 1987).

Este conjunto de datos nos incité a buscar cambios en la unién
especifica de [!25I)-NTX a sinaptosomas polarizados y despolarizados., la
tabla 3 presenta resultados de capacidad de union maxima de 100 nM
['251)~-NTX a sinaptosomas intactos en presencia de 5 mM KCl enh el medio
de incubacidn (contrel, sinaptosomas polarizados) y unién a sinaptosomas
despolarizados con KCl o Valinomicina. Como se observa, incrementos
adicionales en la concentracién de KCl tienen poco efecto en la unidn de
1257-NTX.

TABLA 2. Unién de llzsll-ﬂrx a Sinaptosomas an condiciones polarizadas
y despolarizadase,

A T - g - - S AL o T T e - P S T S e s S - T - L - -

Condicién Unfén Total (puwol/myg)
3 uM KC1 0.3%

60 mM KCL 0.36

135 oM KU1 0.34
5 mM KCL + 1 i Valinomicina 0.32

B i e e e L T T T S S ——

*Fn leos experimentos con 5 mM KCl, la unién de [125!I-NTX fus medida
como se describe antes, excepto que el KaCl fue resmplazado por Cloruro
de Colins. En wexperimentos c¢con concentrscionss crecientes de KCl, ol
cloruro de colina fue reducido para que [XCl] ¢+ {eloruro de colina]l =
140 mM. Valinomicina fue agregads Jjunto con la toxina wmarcadas.
Sipaptosomss lisados representan sinaptosomas normales incubados 30 @in
o 0'C en €& volimenes de agus dsstilada, congelados y descongelados 2
veces y ceoentrifugados paras obtener una pastilla. Ls concentracién de
{IZSIJ-HTX tus 100 nM. Cada condicién fus hecha por duplicado y losa
resultados son la medis de dos sxperizentos sepsrados.

Para asegurar la despolarizacion, hemos anadido el iondéforo de K+
Valinomicina y hemos también sometido los sinaptosomas a lisis osmética

seguida por ciclos de congelamiento-descongelamiento. Ninguno de estos
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procedimientos modifica la union de [!#3I)-NTX. Solo se observa un
pequeiio incremento en el caso de unién a membranas sinapticas, mas

probablemente debido a enriquecimiento parcial del receptor.

2.7 NTX Inhibe la Captura de [3H]-GABA con una ICs5p Henor que su Kg 5.

Se sabe que neurotoxinas que actuan a nivel de canales de sodio o
potasio en terminales nerviosas alteran de alguna manera el potencial de
membrana y/o flujos de calcio. Esto modifica de una manera sustancial la
liberacién y captura de neurotransmisores (Blaustein, 1975). GABA (acido
4+~amino butirico), hasta ahora considerado uno de los mas jimportantes
neurotransmisores inhibidores en el SNC de mamiferos, es captado
activamente por las terminaciones nerviosas. La captacién es inhibida
por toxinas que actuan a nivel de canal de sodio como Veratridina,
Tetrodotoxina y o y B~escorpiotoxinas (Martin, 1973; Blaustein and King,
1976; Romey et al., 1976), o bloqueadores del canal de potasio como 4-AP
y TEA (Llinas, et al. 1976; Tapia and Sitges, 1982). NTX, por su parte,
induce liberacidn de GABA en sinaptosomas por un bloqueo especifico de
la permeabilidad a K'Y, de acuerdo a Sitges et al. (1986). Sin embargo,
la EDsqg reportada por estos autores es de solo 2.9 nM, en una
preparacidén sinaptosomal en la que la unidén especifica de [1231)-NTX es
200-300 nM. Esto motivéd nuestro interés por esclarecer la diferencia

entre ensayos de unién y propiedades farmacoldgicas de la NTX.

En nuestro sistema experimental no fue posible inducir la }iberacion
de GABA por NTX (Fig. 7). No obstante, el motivo puede ser explicable:
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el experimento dicta que sinaptosomas previamente cargados con [3H]-GABA
liberen el transmisor en soluciones con y sin toxina. La diferencia
entre éstas sera la liberacidén de GABA inducida por la toxina. Sin
embargo, la velocidad de liberacidn de GABA es igual o mas rapida a la
velocidad de unién de NTX a su receptor (compdrese Fig. 7 con Fig. 4).
Entonces, solo un sistema que involucre liberacion del transmisor al
equilibrio y permita un tiempo critico de incubacidén toxina-receptor
podra evaluar el efecto de la NTX. Usando un método de perfusién en

sinaptosomas, Sitges et al pudieron lograrlo,

8a £N SINAPTOSOMAS

Inloa

() {pmoi/mg)
/

[

11

-
-

T v

c 4 -] ;2 16 ) 20
TIEMPO (min)

FIGURA 7. Liberacidén d» ISE)-GABA por Sinsptosomas en Ausencia y Presencia de NTX,
Sinaptosomas suspendidos en sacarosa fusron diluidos en "madio de sodic” conteniendo:
140 oM NHaCl, 5.4 al KC1, 1.8 mM CaCl,, 0.8 oM HaS0,, 10 =M Glucoss, Hepes-Tris 25 mM pH
7.2 y 0.11! Albdmina de suero bovino. Las concentracidén final (us 1.3 mg protein/al,
Alfcuotas de 225 i1 fusron equlilibrados & 37 °C por 5 min y lusgo IDHI-GABA (25 Hl) fue
agregado & una concentracldn final de 30 nM. Después de 10 min de incubacldn, cads tubo
fue centrifugado y la pastilla fue resuspendida en ¢l oismoe medlo libre de laul-GABA
sin (0) o con (®) 1 M NTX. La incubacién, realizads s 37 'C, fue dstenids al mezclar
250 1l de la mezcla de reacctdn coh 2 ml de medio de sodio enfrisde por hielo ¥y
filtrando & través de filtros Whatman GF/C. Los filtros fueron lavados 2 veces con 2 ol
de medio de sodic y la radiactividad retenida fus determinada en una contador £,
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Por otro lado, la captura de [?H]-GABA inhibida por NTX y otras
toxinas representé para nosotros un ensayo funcional que reditué
beneficios hacia una mejor comprension de la interaccidén NTX-receptor.
En la Fig. 8a mostramos el efecto bloqueador de NTX sobre la captura de
[?H)GABA. Agui, a concentraciones saturantes (3 uM), NTX reduce la
captura del transmisor 36%, cayendo desde una Vmax de 410 pmol/min/mg
(control) hasta una Vmax de 262 pmol/min/mg. La curva dosis-respuesta
(Fig. 8b) se obtuvo midiendo la captura de GABA al equilibrio en
presencia de diferentes concentraciones de NIX, De nuevo, la ICgg
obtenida de estos experimentos es 2 drdenes de magnitud menor que la
Ko.5 obtenida para desplazar ([123I}-NTX de sinaptosomas (1;2 nM y 200
nM, respectivamente). Estos resultados son consistentes con 1los
obtenidos por Sitges et al., en la inhibicidén de la liberacién de GABA
por NTX, y al mismo tiempo nos sugieren una funcidén polivalente de la
toxina. El1 hecho de que se requieran diferentes concentraciones para
saturar diversas funciones mediadas per NIX en el mismo tejido expone
una serie de alternativas para considerar como hipdtesis de trabajo: la
mas viable es considerar que NTX es capaz de unirse a mas de un receptor
en sinaptosomas. lLa afinidad por cada receptor varia y esto se refleja
en diferentes dosis de NTX necesarias para evocar un efecto particular.
Esto no seria del todo especulativo, considerando cudn diversa es la
poblacién de canales de potasio en cerebro y la habilidad de NTX para
reconocer diferentes receptores. Por ejemplo, en musculo esquelético,
NTX bloquea el canal de K' dependiente de Ca** con Kq de 400 nM; en

endotelio de aorta, impide la salida de ®¢Rb (isotopc usado como

sustituto del X') a dosis entre 150 y 300 nM (Schilling, et al. 1987);
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CAPTURA DE [PH]-GABA

en awén gigante de calamar NTX bloquea canales de K' dependientes de

voltaje con Kg= 300 nM (Carbone et al. 1986). En cultivo primario de

higado, WIY bloquea corrientes de Kt a dosis que oscilan entre 100 y 400

nM {Marchetti, C. comunicacién personal). En sinaptosomas de cerebro,

NTX impide la liberacién y captura de GABA al bloguear permeabilidad a
Kt (Sitges et al., 1986 y este trabajo) con Kq de 1-3 nM. Ante tan
amplio espectro de actividad, resulta dificil atribuir a la NTX un solo

receptor. De ser asi, éste estaria universalmente distribuido. Nos
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FIGUHA &, Etectn de KTX socbre la Capturs de GABA por Sinsptosomss, (A) Curso
tumpural de Lla capturs de (3HI~GAEA. Sinsptoscoss (0.5 mg/ml}) fueron prelncubadoas
por 1% min con 3 M NTK (@) o sin le toxina pare el control (¢). La capturs de
GABA fue medida o los tiempos indicados despuds de 1a wdicidn de 500 M [TH]-GABA
(dflufdo 1:% con GABA no marcedo)., (B) Curvs dosie-gespussts para la inhiblcién de
s ceptura de GAEA por NTX. Sinaptosomas (0.5 mg/ml} fueron preincubados con las
concentreciones indicadas de NTX por 15 wmin & 37 °*C; lusge, IJH)'GABA (20 nH,
concentracidn final) fus apregedo y la capture medida 10 min después. Cede punto
representa la medis de 2 wepperimaentos conducidos por duplicado.
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parece mas plausible la idea de una NTX reconociendo diversos receptores
(presumiblemente, canales de potasio todos ellos). En este contexto,
asumimos que en cerebro existen al menos 2 tipos de receptores para NTX
con diferente K. E1 de alta afinidad es reconocido en el ensayo
farmacoldgico de la liberacicn del transmisor, mientras que el de baja

afinidad lo es en el ensayo de unién de [1251)~-NTX.

Ls pregunta obligada es ahora (Por qué [1231])-NTX no rastrea a el
receptor de alta afinidad? En verdad, en nuestro ensayo de union,
incubamos sinaptosomas con [12°I}-NTX a concentraciones tan bajas como
100 pM. Sin embargo, nuestra relacidn sefial-ruido nunca fue confiable
hasta entrar en el orden de decenas de nanomolar. Un sitio de alta
afinidad, si hubiese existido, no habria sido detectado en nuestro

ensayo con radioligando,
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2.8 Antlcuerpos Monoclonales Anci-NTX Permiten Deslindar "Sitios

Actlvos® de Unién de NTX a Sinaptosomas.

Contando con ensayo de union de [!231}~NTX e inhibicién de captura de
GABA por NTX, a sinaptosomas, empezamos a investigar el efecto de
anticuerpos monoclonales (l“Ab) sobre las propiedades cinéticas y

farmacolégicas de la toxina,

8 clonas de anticuerpos fueron identificadas como positivas en el
reconocimiento de NTX (Pascal, et al, resultados no publicados). De
ellas, 6 fueron probadas en el ensayo de unidn [!25I]-NTX~receptor con
la siguiente hipotesis: si la unidn MAb-NTX ocurre en un sitio diferente
al de unidn HNIX-receptor entonces este ultimo sitio pudiera estar
todavia disponible para acomplejarse al receptor y la sefial radiactiva
en el ensayo no se afectaria. Por otro lado, MAbs que apagaran la senal
nos indicaria que su unién con la toxina impide estéricamente su
reconocimiento por el receptor. Posteriores estudios de MAb y fragmentos

de NTX ayudarian a definir el "sitio activo" de la toxina.

Como experimentos control, incubamos concentraciones equimolares de
(125I)~NTX <con MAb  purificados y filtramos el complejo como
rutinariamente lo haciamos, omitiendo sinaptosomas (para detalles, ver
pie de Fig 9). Para nuestra sorpresa, encontramos que 4 MAb aumentaban
consideraﬁlemente la unién de ([125I)~NTX al filtro con respecto al
control. Manejamos al menos 2 posibilidades para explicar esto: o el MAb

se unia inespecificamente al filtro, o bien formaba malla con otros MAb

39



que después se adheria al filtro. Cualquiera de estas 2 u otras
posibilidades, no pudimos continuar su estudio con este ensayo (no
hubiéramos podido distinguir entre la unidén especifica de la NTX al
receptor y la inespecifica producida por el MAb al filtro). Sin embargo
2 de estos anticuerpos (BNTX 12 y BNTX 16) no alteraron la unidn
inespecifica de ([125I])-NTX al filtro y nos permitieron realizar

experimentos adicionales que arrojaron resultados interesantes,
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FIGUKA 9. Unién de (*2%1]-NTX a Filtros de Fibra de Vidrlo y Efecto de
Anticuwrpos Monocloneles Anti-HTX Sobre Ests Unién. 112311 -x7x (50 nH),
resuspendids en "medio de Incubaclén” (descrito al pie de la Fig. 5}
fus incubada durunte 1 h & temperatura ambiente con Antilcuerpos
monoclonales anti-NTX en ausencia de sinaptosomas., Las muestras (0.5
ml) fueron vertidas en filtros Whatman GF/C y laveadss 2 veces con % ml
de medlo de incubacidn conteniendo c¢loruro de colina en lugar de NaCl,
La concentracidén de anticuetpos monoclonales ussda fue tambiéu de 50

nMd, asumiende para todos un peso molecular de 160 000 Ds, La cantidad
des cpm retenidas por el comntrol (1.5 nM) represanta el 31 de las

cusntas totales.
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BNTX 16 previamente incubado con [1251)-NTX no altera la unioén de la
toxina a su receptor. Concentraciones equimolares de NTX y MAb no
reducen las cpm (unién de [!2°*1]-NTX a sinaptosomas) con respecto al
control {incubacion sin anticuerpo). Resultados similares se obtienen
con BNTX 12. Por lo tanto, suponiendo una reaccién completa anticuerpo-
toxina, la hipétesis de acomplejamiento del anticuerpo a un sitio
distinto al "sitio activo” de la toxina puede ser explorada en mas

detalle.

2.8.1 BNTX 16 Se Une al Complejo NTX-Receptor.

Para probar que BNTX 16 es capaz de reconocer NTX aun si eésta se
halla unida a su receptor y, por 1lo tanto, verificar que esta
interaccion ocurre en un sitio distinto al sitio activo de unién de la
toxina, montamos el siguiente experimento:

1.- Marcamos BNTX 16 a una radiactividad especifica de 250 Ci/mmol,
siguiendo un procedimiento similar al marcaje de toxinas.

2.~ Incubamos diferentes concentraciones de NIX no marcada con
sinaptosomas. Los tiempos de incubacién variaron, pero a los 10 min
ya teniamos el complejo NTX-receptor.

3.~ Precipitamos el complejo NTX-receptor por centrifugacion y lavamos
rapidamente los sinaptosomas para retirar la toxina libre.

4 .- Resuspendimos el precipitado en una solucién con BNTX 16 marcado
(0.137 ug/ml, concentracion final) y lo incubamos por 20 min. Como

control, a muestras similares se les anadié BNTX 16 no marcado
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(0.12 mg/ml, concentracién final), y se les incubd por el mismo
periodo.

5.- Filtramos las muestras utilizando filtros GF/C, que habian
demostrado tener una retencion nula de BTX 16 narcade. En menos de 8

sequndos completamos el lavado de los sinaptosomas.
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FIGURA 10. Unién de {3?°1)-BENTX 16 el Complejo NIX-Feceptor Sinaptosomsl.
Sinaptosomas (0.3 mg) fueron incubados 10 min a 36§ °C con las concentraciones
indicadas de HTX npo marcada en un volumen final de 500 Hl., Ls mezcla fue
centrifugada y la pastille répidaments lavada 2 veces con buffer de incubacién
sin tozina. Jnmediatsmente e agregd s cads puestra una concentracidén fija de
13291 )-BNTX 16 (0.137 jta/ml) y uns segunds fncubacién (20 min & 22 °C) tuve
efacto en ausencia (@) o en presencia (A) de un excaso de BNTX 16 noc marendo
(0.12 wg/ml). La reaccidn fue terminada sl resuspsndar ls ouestra on 5 ml ds
buffar de incubacién & & °C y filtrando inmedistaments la muestrs en filtros
Y¥hatoman GF/C, itos cualas fuesron lavados 2 veces adlcionhales con ¢l mismo wedio,
El asterlsco (*) indics la cantidad absoluts de cpm retenidas en sl filtro cuando

IIZSII-BNTX 16 o filtrado sin _sjnaptosomas
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la Fig. 10 muestra los resultados del experimento anterior. Como
puede ohservarse, la unién del anticuerpo al complejo es una funcicén de
la concentracién de NTX, lo que excluye la posibilidad de que el
anticuerpo se esté uniendo inespecificamente a los sinaptosomas. En las
nuestras marcadas como control, demostramos gque la union 1251.pNTX 16-
toxina puede ser competitivamente inhibida por BNTX 16 no marcado, ya

que las cpm en el filtro caen a valores minimos.

Este resultado demuestra que NTX puede unir al mismo tiempo y en
diferentes sitios, 2 diferentes macromoléculas como son el anticuerpo
monoclonal y ¢l canal de potasio. Ademds, una interaccién anticuerpo-
toxina solo puede ocurrir cuando esta uUltima se halla expuesta, es
decir, encarando la parte extracelular de los sinaptosomas, lo que

excluye internalizacién de la toxina como mecanismo efectivo de accidn.

2.8.2 Antlicuerpos Monoclonales Anti-NTX Inhliben el Efecto de NTX Sobre

la Captura de GABA por Sinaptosomas.

Este experimento nos ensefid que cada anticuerpo se une
distintivamente a NTX. Aprovechando el efecto inhibidor de la NTX sobre
la captura de GABA en sinaptosomas, ensayamos cada uno de 1los
anticuerpos para buscar aquellos que "quelaran" la toxina e inhibieran
su accién, o aquellos que, aun unidos a la toxina, le permitieran

actuar.
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En este contexto, BNTX 16, que habia probado "respetar" la unién de
NTX a sinaptosomas sin sacrificar el reconocimiento de 1la toxina,
deberia permitir la accidén blogqueadora de NTX sobre la captura de GARA,
suponiendo que la sola formacién del complejo ligando-receptor fuera
suficiente para activar los mecanismos intracelulares que se traducen en
este fenémeno, Otros anticuerpos que por impedimento estérico bloquearan
el sitio de unién de la NTX, eliminarian el efecto de la toxina y 1la

captura de GABA seria similar a la del control.

la Fig 11 muestra cuidn diversos son los anticuerpos en su efectividad
para eliminar la accién bloqueadora de NTX sobre la captura de GABA. los
detalles experimentales estan al pie de la figura. Quizad aqui sea
suficiente decir que, previa incubacién Anticuerpo-NTX, el complejo se
reincuba con sinaptosomas y posteriormente se prueba su capacidad para
capturar [3H]-GABA. Al control, que consiste de sinaptosomas sin
tratamiento, se le sustraen las cpm de la muestra que contiene
sinaptosomas con NTX. la diferencia ("el efecto inhibidor de NTX sobre
la captura de GABA") es normalizado a 100% y las cpm de las muestras que

contienen anticuerpos son expresadas bajo este criterio.

Como puede observarse, BNTX 4 y BNTX 16 no inhiben significativamente
el efecto blogueador de NTX sobre la captura de GABA, aun cuando BNTX 16
demostré unirse al complejo NTX-receptor. Sin embargo, BNTX 14 y BNTX 18
eliminan el Dbloqueo en mas del 50%, mas probablemente por
"secuestramiento” de la toxina o inaccesibilidad de ésta para encontrar

el receptor. Como quiera que sea, este ensayo farmacologico representa
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un nuevo método aclarar y extender el concepto estructura-funcién no

solo de este péptido,

biocldgica semejante.

INHIBICION DEL EFECTO DE NTX SOBRE LA CAPTURA DE GABA (X)

1084

75

S04

sino de otras toxinas ¢ proteinas con funcidn

297

BNTX 4 BNTX 12 BNTX 14 BNTX 16 BNTX 18 BRHTX 21
ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-NTX

FIGURA 11. Inhilbicién por Anticuerpos Monoclonales del Efecto de NTX
Sobrs la Captura de laﬂlGhBA. Concentracionas equimolares de NTX ¥y
Anticuerpos monoclonales (300 nM) fueron incubados 20 min a 37 'C en
0.25 ml de "medio de¢ sodio”. Inmediatamente dezpudés, uns paquefa
alfcuota (15 pl) de¢ una solucidén conteniendo sinaptosomas fue
apragada para dar concentraclén final de 0.2 mg. Una ssgunda
incubacién tuvo efscto (10 min & 37 °*C), Después de esla ssgunda
incubacién, 10 HL de IJHIGABA (20 nM, concantracién final) fueron
agregados para una tercera incubacién (10 min & 37 *C). Ls reacclén
fue terminsda al resuspender la mezcla an 2 m! de medic de sadio
frio y filtrada como se detalla al pie de la flgura 10. En nusstra
escala, 0 representa el efecto complato de KTX sobre la captura de
GABA an ausencia del anticuerpo. Alternativamsnte, 100X repressnta
una anulacidn total por el anticuerpo dsl efecto de NIX asobre la
captura de GABA.
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2.9 La NTX, Herramienta Util en el Alslamiento del Canal de Potasio en

Axén Gigante de Calamar.

Ia NTX blocquea especificamente canales de potasio dependientes de
voltaje en axén de calamar (Carbone et al, 1982). Por "especificamente"
se entiende que corrientes de Na* , C€1™ y ca** no se alteran y, siendo
mas estricto, deberia comprender también inalteracidén de corrientes de
pctasio que pasan a traves de canales diferentes a los dependientes de
voltaje. Blogueadores "especificos" de canales de potasio pero que no
distinguen entre ellos son generalmente "tapones" que ocluyen el poro
por su incapacidad para pasarlo, por ejemplo TEA, y cst, o los que
atraviesan libremente la membrana y ocluyen el canal por ambos lados
como 4-AP y Quinidina, entre otros. Ninguno de estos bloqueadores es
candidato a ser utilizado como ligando para identificar y aislar un
determinado canal de potasio porque carecen de los requisitos

indispensables para tal tarea:

1. Belectividad, Como se menciond arriba, estas drogas deben su efecto
bloqueador a semejanzas quimicas al potasio tales como carga, tamano,
energia de solvatacidn, etc., pero carecen de "blancos" determinados en
la proteina que forma el canal, due es la que en ultima instancia dicta

las caracteristicas del mismo.

2. Afinidad., Esta cualidad es expresién directa del acoplamiento
ligando-receptor y se determina generalmente por 1la configuracidn

tridimensional del receptor, que une al ligando con diferentes grados de
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afinidad. Idealmente, concentraciones nano o picomolares deben afectar

parcial o totalmente a los receptores.

3, Reversibilidad de blogueo, sitio para marcaje, estabilidad, etc.
Caracteristicas no todas ausentes en los bloqueadores mencionades, pero

tampoco consistentemente encontradas.

la NTX reune todas las caracteristicas mencionadas, y eso la hace una
herramienta util en la purificacidén de su receptor. Nosotros iniciamos
esta tarea utilizando una columna de Sepharosa con NTX inmovilizada, a
la cual le pasabamos sinaptosomas solubilizados con T:itén. Después de
lavado exhaustivo de proteinas no unidas, despegabamos el receptor
putativo con un '"golpe" de fuerza idnica, llevado a cabo con KCl1 1 M.
Obteniamos varias proteinas que, de ser una de ellas el receptor,
hubiese logrado en ese solo paso varias decenas de veces de
purificacién. Sin embargo, nuestros intentos de montar un ensayo que nos
permitiera medir la cantidad de receptor solubilizado fallaron, y el

proyecto en esta direccidén perdio fuerza.

El uso del reactivo de doble unién Disuccinimidilsuberato (DSS), dic
nuevo impulso al proyecto y decidimos reiniciarlo con un tejido menos
complicado en naturaleza proteica y que habia probado unir NTX: el axén

de calamar.

En colaboracién con el Dr. Gianfranco Prestipino, del Instituto di

Cibernetica e Biofisica del C.N.R. de Genova, Italia, solubilizamos con

47



2% CHAPS ~ 5 mg de membranas purificadas de axdén de calamar en 0.15 M
MaCl y 0.025% fosfatidilcolina (ver detalles al pie de la figura 12).

Precipitamos el extracto (material no solubilizado) e incubamos el
sobrenadante (3.2 mg in 6 ml) con 1 mg de NTX inmovilizada en 5 ml de
Affi-gel P-10 por 1 hora. Completado el periodo, vaciamos en una
columna la resina y la lavamos extensamente para eliminar proteinas no
unidas. Cuando detectamos que la salida de proteinas era completa,
eluimos el receptor putativo aplicando 10 mM de 4~AP, un agente que
demostré desplazar (1251]-NTX de su receptor en sinaptosomas. Debido a
la presencia de fosfatidilcolina en nuestras soluciones, el monitoreo de
proteina no pudo ser fielmente sequido por Apgg nm. Sin embargo, 1la
presencia de 4~AP en el amortiguador de elucién originé un movimiento
conspicuo en nuestra linea basal. Eso nos indicd la posible localizacidn
de nuestro receptor. Seleccionamos el tubo pico de la elucion con 4-AP
("receptor") y lo dializamos extensamente. Como control, tomamos otras
muestras de la corrida que deberian carecer del receptor especifico
(como la del tubo inmediato anterior a la aplicacion de 4-AP, por
ejemplo) e hicimos el mismo procedimiento. Ambas muestras, “control" y
"receptor", se dividiercn en partes iguales y se incubaron con 300 nM
[125]]-NTX en ausencia y en presencia de 20 pM NTX fria. Después de 20
min se agregd una solucién de DSS (100 mM en dimetilsulfoxido) a cada
muestra a una concentracion final de 1 mM y se incubd por 15 min en
hielo. Se detuvo la reaccidén neutralizando el exceso de DSS con 20 mM
Tris-HCl. Se aplicaron alicuotas de 20 sl a un gel SDS con gradiente
continuo de poliacrilamida de 4% a 12%. Los geles fueron tefiidos con

azul de Coomasie, secados al vacio y procesados para obtener una placa
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radiografica.

La Fig. 1 del articulo de Prestipino et al., incluido como apéndice
al final de esta tesis, muestra los resultados del procedimiento
anterior. la 1lineas No. 1 y 2 son tinciones de plata del gel
Sbs/poliacrilamida (pico de elucién con 4-AP). Linea 1 son marcadores
del peso molecular. Linea 2 es la proteina eluida con 4-AP de la columna
de afinidad con HTX. Las lineas 3 y 4 es la autorradiografia del gel
5DS/poliacrilamida. Linea 3 representa la proteina eluida con 4-AP y
unida covalentemente a [1251)-NTX por medio del reactivo de doble union
DSS. Linea 4 es la misma proteina que en 3, sélo que un exceso de NTX
fria (75 veces mas que la "caliente") fueron agregados antes de agregar
el reactivo de doble unién. (['25I}-NTX se ha unido a 3 diferentes
proteinas en la muestra eluida con 4-AP de M, 226, 160 y 66 K. Ila
ausencia de las dos bandas de alto peso molecular en la muestra incubada
con NTX indica que su unién es especifica. Ya que tales proteinas no se
encuentran en el tubo anterior a la aplicacion de 4-AP (no se muestra),
se trata de proteinas especificamepte eluidas con 4-AP. Ademas, ninguna
de ellas es miltiplo de la banda de 66 kD, presente en todas las

muestras, lo que descarta que sean monémeros agregados.
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3. La Caribdotoxina.

Poco se sabe acerca de la bioquimica de los canales de K+
dependientes de ca*¥ (canal de K (Ca)}, debido principalmente a la falta
de un ligando disponible para ‘"sondear" binoquimicamente al canal.
Recientemente, Miller et al. (1985), usaron la técnica de bicapas
artificiales para describir una toxina con propiedades bloqueadoras
especificas hacia el canal de K (Ca). Los autores imaginaron al canal
como un embudo con una gran boca debido a la alta conductancia a K'Y, o
como un remolino en el mar con gran capacidad aspiradora. La toxina
seria un "tapén" perfectamente ajustado al remolino y le llamaron por
eso "Caribdotoxina", en relacidén al personaje mitolégico de La Odisea

"Caribdes".

Aparte de la descripcién sobre la manera de accidén de la toxina sobre
el canal, que hasta la fecha es perfecta, los autores aventuraron rasgos
bioquimicos sobre su estructura que han resultado controvertidos. En su
primer reporte, la Caribdotoxina es citada como una proteina de P.M. ~
7000 Da. (semejante a la mayoria de 1las toxinas de alacrdn vya
descritas). En una publicacién posterior donde se detalla su
purificacién (Smith et al, 1986), se reporta un P.M. de 10 KDa, un NHp-
terminal correspondiente a Val y una proporcion de 0.1% respecto al
veneno total {como el Coeficiente de Extincion Molar fue definido con
base en una composicién de aminocacidos errdneamente calculada, su

exactitud es discutible).
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3.1 Purificaclidn de la Caribdotoxina.

Interesados por encontrar péptidos estructuralmente relacionados a
HTX en diferentes venenos de alacran, nosotros también tuvimos
oportunidad de apreciar el conspicuo efecto bloqueador de Caribdotoxina.

Para su completo estudio, fue necesario purificarla. La fiqura 13a-c

1.1
FIGURA 13, Purificesciédn de
Caribdotoxina, (a) Perfil de filtracién
en Sephadex G-50 de 100 og dae L. q.
quinquestriatus venom (133 unidades a
280 nm en 5 ml), en 20 pM Acebstoc de
amonlo, pH 4.7, Uns columna (1.8 x 200
cm) fue corrida & un flujo de 50 mi/h ¥y
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metodologia descrita al pie de la figura. Tambien la radiomarcamos (Fig.
13d), con el doble propdsito de demostrar su pureza y unirla a su
receptor. Sin embargo, desde el rendimiento final de la toxina hasta su
afinidad empezamos a discrepar con los resultados publicados. Primero:
nuestro rendimiento fue de 0.5%, es decir, 5 veces mas que el reportado.
Seqgundo: geles de SDS sefRalaban inequivocamente un péptido de My menor
que la y toxina (un péptido de 7 000 Da), pero iqual a NTX (un péptido
de 4 200 Da; ver también Fig. 1 del articulo de Valdivia et al., al
final de la tesis). Tercero: los andlisis de la composicidén de
aminodcidos reportaban un nmimero de aminodcidos que era la mitad de los
previamente reportados. Cuarto: la secuencia del NHz-terminal nunca fue
posible con la degradacién automatica de Edman por tratarse de un
péptido con piroglutamato en esta posicién (Garcia, ec al., 1988) Yy no
de Val. Como método alternativo para secuenciarla, decidimos fragmentar
la toxina con breomuro de ciancgeno, que hidroliza donde residuos de Met
se hallen presentes. 2 péptidos fueron generados: uno con el NHp-

terminal bloqueads y el otro un decapéptido copn 60% de homologia a NTX.

Este udltimo resultado fue mids que sorprendente: buscando un péptido
diferente a Caribdotoxina con semejanza a NTX encontramos que la propia
Caribdotoxina era su mejor andlogo. A continuacion presento la secuencia

completa de ambas toxinas:
| 5 It 15
NTX T~l-lvN—VvK¢C~T*S-P‘K NtC+5-K-P+CrK-0-
ChTX  PYQ-F-TiN-V1S1C-T1T-S1KtE1CT¥-S-V+CrO-R-
30 35

20 25
NT L1Y-G-51StATGTATK-C-M-NTGTK-C1K1C1T-N-N.
ChTX L1H-N-T151R7G1-1K-C-M-N7K{K~-C1R1C1Y-S
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3.2 Cinética de Unidn.

Ia figura 14 muestra bloqueo del canal de K (Ca) de misculo
esquelético a diferentes concentraciones de Caribdotoxina. Andlisis de
histogramas de distribucion de eventos de blogueo contra tiempo arrojan
una sola constante (rv) a diferentes concentraciones de toxina, mientras
la constante para eventos de apertura (ra) es una funcidén de 1la
concentracién de la toxina. En otras palabras, el tiempo promedio de
permanencia de Caribdotoxina en el canal es independiente de su
concentracion, mientras la probabilidad de encontrar el canal en estado
abierto es inversamente proporcional a la concentracién de la toxina,
Ademds, el efecto bloqueador puede removerse después de perfundir 1la
camara (Fig. 14). Todas estas caracteristicas son compatibles con un
mecanismo de bloqueo lento en el cual la toxina (TX) se asocia
reversiblemente con un canal activo en una reaccién bimolecular (Vergara
and Latorre, 1983):

k1
canal activo + TX =c===—=== canal bloqueado (1)
k-1
Este esquema nos dice que cada estado de bloqueo observado en los
registros de canal unico son resultado del intervalo de tiempo en que
una sola molécula de Caribdotoxina permanece en un solo canal. El
esquema también predice que tanto los tiempos de permanencia del canal
activo y bloqueado deben estar exponencialmente distribuidos y el tiempo

promedio de blogqueo o rv, debe ser independiente de la concentracién de

toxina, ya que:
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1/rb = k™1 (2)
Ademas, el tiempo promedio del canal en el estado activo, r., debe

ser inversamente proporcional a la concentracién de toxina, ya qua:
/1« = k1 [TX] (3)

Como se muestra en la figura 14, las predicciones se satisfacen.

control
10 nM Caribdotoxina
50 nM

100 nM

AU W I

Perfusion de la cdmaora

_WMMW

FIGURA 14, Canal de K’ dependients de cat? reconstituido en bicapas ¥y su respuesta a
diferentes concentraciones de Caribdotoxins. "Control"” es al registro de corrientes
de K' a través de un solo canal incorporado #n bicapas ¥y con su parte interna
encarando la cémara cjs. lLos registros sigulantes ason del mismo experimento con las

concentraciones indicadas de Caribdotoxina agregsdas al lado externo (trans)., Tiewmpo

transcurrido entre cada registro es aproximadamente 5 min. La perfusién fue hechs con
10 ml de la solucién Lrans libre de toxina. Las soluciones fusron: 2350 oM KCl cis, 50
mM KCl trans y 10 mM Hepes-Tris pH 7.2 en ambos lados. Las lineas a la ijzquierda de
los raglistros indican linea baaal {cansl cerrado). Barras de calibraclén: B00 ms
(harizontal) y 10 pA {(vertical),.
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En nuestras condiciones, Caribdotoxina tiene una Kp de 1-2 nM, en
contraposicion a 4 nM observado por Miller y su grupo (si se considera
que ellos tomaron como base un p.m. sobreestimado 2 veces, la Kp es

idéntica).
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4. Las Serrulotoxinas.

La homologia de NTX con Leiurustoxina y Caribdotoxina nos entusiasmo
sobremanera y nos envitaba a redondear la hipdtesis de trabajo inicial:
NTX no es unica en el género de toxinas de alacran bloqueadoras de canal
de potasio, sino la parte visible de un cuerpo que esconde un conjunto
de ellas, cuyas caracteristicas estructurales y funcionales las colocan

en un sitio distinto en la clasificacidn de toxinas.

L. quinquestriatus, un alacran israeli, ha producido ya 3 de ellas
(LTX I y II y CTX): C. noxius, un alacran mexicano, NTX. ¢Por que Tityus
serrulatus (alacran brasilefio) no podria tener las suyas? De hecho,
Carbone et al (1983), ya habian descrito a la toxina II-9A de este
veneno, un péptido con propiedades bloqueadores del canal de K' en axdn
gigante de calamar. Desafortunadamente, nosotros no pudimos completar
este estudio porque tuvimos problemas para identificar al péptido. (La
posicién final de una toxina depende mucho de lo “generoso" o "estricto"
de los "cortes" en las cromatografias iniciales de purificacidn). Sin
embargo, 2 nuevos componentes que afectan al canal de K (Ca) fueron
sistemiticamente separados. A ellos, siguiendo el criterio de los

anteriores, los hemos llamado Berrulotoxinas.

Ia figura 15a muestra el paso final de purificacidn de estas toxinas,
ya que los 2 cromatogramas iniciales han sido previamente publicados;
15b son geles acetato-urea de estas fracciones y 15c es el efecto sobre

el canal de K {(Ca) reconstituido en bicapas.

56



A 280 nm

A 280 nm

» 0.5
)
03 .
O
[ ]
=
01 X
. N I\ 0.0
030 50 150 250 350 450
L
Volume (mL)
<
3
o
[}
F 4
=
Volume (mL)

control

T

QUL

300 n¥ Sarrulatoxina 2.
ML AL

FIGURA 15. Purificacidn de Serrulotoxinas y efecto sobre canales ds ' deupendianten
da ca*? incorporados en bicapas, (a) Ls fraccién I11-10 (12 mg de protefna), obtenida
de acusrdo a Fossani et al (19B1b) fue splicads s ls columns (L) y elufds con un
gradiente lineal de O a 0.5 M HaCl (250 ml c¢,u.} on fosfato de sodioc 0.05 M, pH 6.0
(inicliado an G), Las fracciones fueron mezcladas <como Indican las Dbarras
horizontales. La fraccién II1-10,1 ss 49-toxin y fraccién IIT-10.2 es Serrulatoxin-3.
tb}: la fraccidn 11I-8 del mismo cromastograms fue corrida en las mlsmas condiclones
que La fraccidn III-10, excepto que el gradiente salino fue desde O hasta 0,38 M. Las
fracciones 4 a 8 contienen actividad bloqueadora semsjante s Serrulatoxin-3. Ya que
ocutre itmbricacidn, se hen sepatado J mezclas, como indican las barras horizontales,
La fraccién I111+-8.4 y III-8.8 fueron homogénweas, en tanto que ls fraccidn I11-0.5 es

o —
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uhia mezcla de Las dos, (B) geles ﬂ-ulunlnn-n:.tato-u:oa (Reisfeld, et al.,, 1962) de
varias fracciones de I, serrulatus: 1 (100 ug) de vensno aoluble; 2 (30 ug) de fraccidn
I11; 3 (30 ug) de fraccidn I1I-10; & (30 ug) de Serrulatoxin-3. Resultados similares
fueron obtenidos con Serulatoxinas ! y 2. (C) Efscto de Serrulatoxin-3 en X (Ca) dae
misculo eaquelético. Las condiciones fusron similares a las descritas al pile de la
figura 14. P, decrecid desde 0.85 (control) hasta 0.32 en pressncia de SRTX-3J.

Como se observa, el tipo de bloqueo que ejercen sobre el canal es
idéntico al de NTX, caracterizado por un tiempo de permanencia corto de
la toxina en el canal. Ademds, aunque a la fecha aun esté pendiente la
confirmacién del peso molecular exacto de estos péptidos, la afinidad

por su receptor es muy semejante a la de NTX: 300-400 nM.

Basados en filtracién en gel (BioGel P-10), didlisis en bolsas con
poro calibrado y PAGE-SDS, hemos estimado que el peso molecular de estos
péptidos no rebasa 1 500 Da. De ser asi, esto equivaldria a 1/3 del P.M.
para NTX, CTX y LTX y le daria a este grupo un relieve adicional al
término '"toxinas de cadena corta". Seria interesantisimo comparar su
secuencia con porciones de NTX o CTX para tratar de establecer un
posible "sitio activo" de estos péptidos. Sin embargo, hemos fallado en
los primeros intentos de secuenciarlas, muy posiblemente debido al
bloqueo del NHp-terminal, como en el caso de la CTX. La opcidén sera

romper los péptidos en fragmentos para analizar cada uno por separado.
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We show that sesiustonin (NTN L he charybdotonin (CTX) described by ethers, atTects Ca® 7 wactivaded
K cdannels of skeletal maosele 1K (00 ) chanmels), Chemical eharisctenization of CTX shows that iy is
simafar 1o NTXNL Altboagh e antino-terminal amino acid of CTX s not readily avinlable, the molecule
wan purtially sequenced afier CNBr clemvage. A decapeptide corresponding o the Ceterminal region of
NTX shows 6% homuoloegy 1o that of CTUX, maintiining the eyscine residues at the same positions. While
CTX blocks the K (Cid "y channeds wialia Ky of 13 oM, for NTX i is upprox. 450 nd. Both peprdes
can intetact sissubtancously with the same chaonel, NTX and CTX proniine to be pood tools tor channel
nolation.

Noniustonin; Charvbdotoning Amino acid sequence; K ¢channel: Single-channel recording: (Sheletal muscle)

1. INTRODUCTION

In recent years, the understanding of the struc-
ture and function of membrane-bound receptor
proteins, including ion channels, has been greatly
inereased, due 1o the discovery of specific natural
peptide inhibitors used as probes at molecular and
cellular levels [1-6]. Although many different
npes of K* chinnels have been extensively studicd
clecirophysioloically, Tew biochemical daia are
available {7,8], primarily due to the lack of specific
biochemival ligands for isolating channels in pure

Correspondence address: B.M. Muanin, National -
stitute of Mental Health, Molecular Neurogenetics Unit,
Clinical Neuroscience Braanch, Building 10 XD16, NI,
Bethesda, MDD 20892, USA

Abbrevinons: CYX, charybdotosing CM-cellulose, car-
hoxymethyleelulose; K “(Ca® ") channels, Ca® 7 -activated
K* channels; NTX, noaiustonin

form. From a variety of substances described as
blockers of K* channels (Cs*, tetracthslam-
moniwm, d-aminopyridine, elc., sce review {9)),
none have proven to be useful tools for channel
isolation, because of the high concentration need-
ed (millimolar runge) and lack of specificity,
Recently, CTN, a protein isolated from the
venom of the worpion Leinrus quinguestriaius
quinguestriatus was shown 1o block K*(Ca'")
channels from rat skeletal muscle {10). In single-
channel recordings, CTX induced long-lived non-
conducting states characteristic of a high-affinity
chanpel blockade, The effect was reversible and
was shown to be astributable to a basic pepride
with a molecular mass in the range 7-10 kDa (113,
NTX, a peptide with 39 amino acid residues, was
isolated from the venom of the scorpion Cen-
truraides noxius |12} and was shown 1o block the
voltage-dependent K* channel from squid axon
113,14}, and changed K*' permeability in brain
synaptosomes [15). Since ncither the primary
structure of CTX nor the effect of NTX on
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280 0013579388 83,50 -2 198K Federation of Fwopean Biochemivat Societies



Volutme 226, number 2

K *(Ca**) channels was known, we have decided 10
verify the structure of CTX and compare the effeq
of both peprides in skeletal muscle preparation by
means of single-channe] sccording techniques,
which is the subject of this communication.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Materials

Only analytical grade reagemts were used
throughout the purification and characterization
procedures; sources have been previously indicated
[16].

Venom from the scorpion C. noxius was ob-
tained by electrical stimulation of anesthetized
animals |16], while venom from L. gq. quin-
questriatus was purchased {rom Sigma (St. Louis,
MO).

2.2, Purification of 1oxins

NTX was purified as in [17]. CTX was purified
by a three-step procedure. The soluble venom
(100 mg) from L. q. quinguesiriatus was gel
fikered on a Sephadex G-50 column (1.8 x
200 ¢m), cquilibrated in 20 mM ammonium
acetlate buffer, pH 4.7. The blocking activity of
CTX-containing fractions was [ollowed by
monitoring their effect on channels incorporated
into bilayers, as described below. Fraction [l
eluting from the Sephadex column displaved CTX
activity and was further separated in a C\.
cellulose column (0.9 x 30 cm) equilibrated in
20 mM ammonium acctate buflfer, pH 4.7, and
cluted with a salt gradiem (from 0to 0.5 M NaCl
in the same buffer). Fraction 13 contained CTX
activity and was finally purified by high-
performance liquid chromatography (HPLC) us-
ing areverse-phase column similarly to the work of
Smith et al. |11]. Homogeneity of samples was
confirmied by polyacrylamide gel electrophoresis in
two different systems [18,19]. The first system con-
tained acctate-urea buffers. The second contained
SDS and the sample was reduced by boiling in the
presence of 5% g-mercaptoethanol, and applied to
the gel for determination of the molecular mass. A
small aliquot of CTX (50 ug) was isotopically
labeled with ***1 by the lactoperoxidase method of
Morrison and Bayse [20] and also run in paraliel 10
verify that the protein-staining band in the gel cor-
responded to the radiolabeled CTX,
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2.3, Chemical characierization of CTX

A sample of CTX was hydrolyvzed in 6 N HC!
[16} and the compaosition was det¢rmined in a
Beckman 6300 amino acid analvzer. Another ali-
quot of CTX (50ue) was reduced and
pyridvlethylated as in [12). Pait of 1his materizl
was directly loaded in the <pinning cup of a
Beckman 890M microsequencer for automatic d-
man degradation {21}; another aliquot of the
reduced and alkylated toxin was cleaved with

* CNBr {16], and separated by HPLC for further se-

quence analysis.

2.4, Preparation of transverse fubule-enriched
membranes, and pfanar bileyer methods

Membranes derived from the transverse tubule
of skeletal muscle were prepared by a slight
modification of the procedure of Meissner [22).
Membrane fractions from the 10420 and 20/25%
sucrose interfaces routinely show high PN
200-110-binding activity and were therefore used
for incorporation of transverse tubule ion channels
into the planar bilayers of a Mucller-Rudin type of
chamber, Single-chapnel cursents were measured
via a List EPC-7 patch clamp clectrometer (List
Electronic, Darmstadt) and filtered through an
8-pole Bessel low-pass filter. Analog signals from
the patch clamp were digitized and stored on
10 Mbyte hard disks for later analysis with sofi-
ware run on an IBM-AT computer,

3. RESULTS AND DISCUSSION

Gel electrophoresis analysis of CTX purified by
our procedure shows that it migrates as a single
component of apparent molecular mass 4.8 kDa
(see fig.1). The electrophoretic mobility of CTX is
between that of s-toxin (7 kDa) and NTX
{4.2 kDa), which were used as molecular mass
markers. Furthermore, '**1-CTX migrates as a
single component and corresponds 1o the protein
band stained with Coomassie blue in the gel. The
final recovery of CTX obtained by this procedure
is of the order of 0.5%, assuming a molar exting-
tion coefficient of 17000 M™'.cm™!, as supgested
{11]. The amino acid composition of CTX
reporied by Smith et al. {11] is close to the values
we have found, except for their assumption of a
molecular mass of 9.2 kDa, twice of what we have
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Fig.}. SDS ge! electraphoresis of native and iodinated CTX. The gel was sliced into 0.5-cm portions and '**1.CTX was

counted in a gamma-counicr, The peak of radioactivity co-migrates with the protein band on the gel {see slab-ge! strip

horizomally placed). A misture of molecular mass markers was applied in the same gel, in parallel, in order 1o determine

the apparent molecular mass of CTX. A linear plot (log molecular mass vs Ry of markers) showed the molecular mass

of CTX 10be 4.8 ka. The following markers (in kDa) were used: phosphorylase b (92.5), bovine serum albuinin (62.5),

ovalbumin (45), carbonic anhydrase (31), soybean trypsin inhibitor (21.5), lvsozyme (14) (sce lane 1}, Lane 2 contains
4 4g y-10xin from T, serrulotus (7 kDa); and lane 3 is CTX (2 48).

found, For example, they have reporied 6 Arg, 2
14is, 2 Tyr and 2 Phe; we have found exacily half
of these values. However, we do agrec on the
values of lle (0) and Met (1), Values for the com-
position of the amino acid Mel are usually
underestimated because of panial oxidation. 1t is
worth mentioning that cysteines were measured as
cysteic acid, after oxidation with performic acid
{1!], and we do obtain the same number of
residues (6) per molecule of CTX. Except for the
discrepancy in molecular mass we conclude that we
are studying the same CTX molecule, because both
are basic peplides, are extracied from the same
source of scorpion venom, have very similar affini-
ty {Ky) for the same type of channels measured via
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the same method and display the same kinetic
behavior towards the K*(Ca?*) channels.

For the first time it has been shown that NTX af-
fects the K*(Ca®*) channels of skeletal muscle (see
fig.2), suggesting the possible existence of a related
family of toxic peptides in scorpion venom, which
affect these channels, and that an important
stretch  of the CTX primary structure is
homologous with NTX, We were unable to obtain
direct scquencing data with the intact CTX
molecule, probably because the N-terminal amino
acid is blocked. For this reason we have treated
CTX with CNBr. Two peptides were gencrated,
one corresponding to the blocked N-terminal pep-
tide and another with the following sequence: Met-
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Fig.2. Effect of 1onins on single-channe! currents of
Ca’"-activated K* channcls from skeletal muscle T-
wbules. (A) Single K*(Ca®") channels were recorded in
250 mM KCl tinternal side), 50 mM KCI, 200 mM NaCl
(external side). Upper trace, control activity at 0 mV,
$00 Ha fiter, 2 ki¥z sampling. Open probability (P,)
was 0.85. Second trace shows the effect of 800 M NTX
added rrans, Py was reduced 10 0.44, (B) Blockade
produced by CTX and NTX. Upper trace, conirol (7, =
0.80). Second trace was recorded with 20 n\M CTX
adged 1o the external ride of the channel (1rans). P, from
entite file (10 min recording time) was 0.12, Third trace
shows 1he offect praduced by 20 nd CTX plus 2 oM
NTX trans. Lowermost recording is an expansion of the
tight-hand burst of acivity shown in the thitd trace.
Recordsigy were taken 2t 0 mV, $00 Ha filter and 2 kHz
sampling. (€) Dose-response curves for CTX and NTN
blockade of K™(Ca~ ") channels, (Left) Reciprocal of the
mean active time [10) vs CTX concentration. The slope
gives a s«¢cond-order rate constant of block, Aoy =
1/1CTX]ra0 = 0.053 x 10° M~".s"", The appatent Ky =
Ko Non = 1.5 nM. (Right) Plot of P, (fraction open
tmed vs [NTN) The apparent Kg is 450 nM.,

Asn-Lys-Lys-Cys-Arg-Cys-Tyr-Ser-Ser. As shown
in table 1 this sequence corresponds to he
decapeptide at the C-terminal amino acid sequence
of NTX with 60% identity and with perfect align-
ment of the cysteinyl residues, The blocking effects
of both peptides on K*(Ca®*) channels are shown
in fig.2. NTX reduces open probability by driving
the channel into a brief blocked state. The CTX
trace shows the characteristic long-term blockade
of K*(Ca®') channels produced by 20 nM CTX.
Both 1oxins are only effective when added to the
external face of the channel, Blocked stales in-

Table 1

Comparison of the C-1enminal amino acid sequence of noxiustoxin with that of a CNBr-cleaved
: peptide from charybdotoxin

Scorpion toxin Amino acid sequence

C. noxius | 10
noxiustoxin

L. q. quinquesiriatus
charvbdotoxin

Kh

Thr-Ne-lle-.... . Met-Asn-Gly. Lys-Cys-Lys-Cys-Tyr-Asn-Asn

blocked (7)..... Met-Asn-Lys-Lys-Cys-ArgCys-Tyvr-Ser-Ser
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duced by CTN were typically 10~15 s in duration
at room temperature, 2 xM NTX added in the
presence of CTN had an additional inhibitory ef-
fect. In the presence of both toxins channels
displayed blocked states of long and short duration
characteristic of those produced by each toxin add-
ed separately (irace CTN + NTX). When bursts of
activity in the presence of both toxins were exam-
ined on an expandced time scale, the open and clos.
ed events appeared kinetically similar 10 those seen
in the presence of NTX alone (cf. final and NTX
traces). Thus, apparently, both CTX and NTX can
interact simultaneously with the same lon channel.
At this point, however, it is not clear whether the
toxin-binding sites are the same for CTX and
NTX. The difference in mean duration of loxin-
induced blocked states {(r = 10s for CTX and r =
50 ms for NTX) is most easily explained by the dif-
ferent apparent affinities of the two toxins for in-
hibitory sites on the channel. The Kg values
obtained in a series of experiments conducted with
different concentrations of both toxins indicated
that CTX has a Kq of 1-3 nM, while for NTX it
is 450 nM (sce fig.2C). Similar differences in af-
finity were found when comparing the Kg of NTX
for the delayed rectifict of squid axon (of the order
of 290 nM [13)) with the EDso (approx. 2 nM) in
the relcase of y-aminobutyric acid from brain
synaptosomes [15). Although the specificity of
NTX seems to be rather broad concerning the type
of K* channels affected, it scems to be refated ex-
clusively 1o K* channels [13-15). It does not
modify Na* or Ca*" currents [13-15]. Our results
support the idea that CTX apd NTX are can-
didates for use as 100ls for K* channel isolation.
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Vohage-dependent K* channels are responsible for repolsnization of the cell membrane during 1he Iate phase ol ihe action

potential. Here we report the purificasion of proteins from squid axon membranes which bind the K * -channel blocker

nosiusionin (NTXN]), and theit subsequent functional reconstitution in planar bitayvers, The NXT-affinity purified proteins

had M, values of 60000 + 6000, 160000 + 15000 and 220000 + 20000. Their incorporation into bilasvers resulied in

single-channel currents with three conductances, the most frequent one of 1 pS in 300,100 mM KCi (cis rrans), The

“ollaee dependence, reversal potenial and bursting behavior suggest that these are the K * channels invelved in the squid
4a0n aclion polental,

Ion channel reconstitution; Squid syon; Delayed rectifier; Flanar bilayer

J. INTRODUCTION

The squid axon delayed rectifier responsible for
the repolarization of the cell membrane during the
late phase of the action potential was the first K*
channel described [},2). However, its purification,
as well as the purilication of other 1vpes of K*
channels, which are the most diversified [18], has
not been achieved due to the fack of high affinity
campounds. Previously, it was shown thil nox-
iustoxin {NTX), a 4.3 kDa peptide 1oxin obtained
from the venom of the Mexican scorpion Cen-
truroides noxius, is a potent blocker of the delayed
rectifier in the squid axon [4). In the present work
NTX was used to purify NTX-binding proleins
from a detergent cxtract of squid axon mem-
branes. The purified proteins were reconstituted in
a funciional form into planar lipid bilayers.

Correspondence address: G. Prestiping, lstituto di Cibernetica
¢ Biofisica, CNR 1-16§46 Genova, ltaly
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Solubilization of membranes and effinity column
Baiches of approvimalely 10 g of squid axons were routinely
used 10 prepare the tich membrane fraction 1, ay described (6],
The membranes (rom fraciion | were solubilized in a buffer
containing the following composition: 3-{(3-cholamidopropyl}-
dimethylammoniol-1-propanesulfonate (CHAPS) in 10 mM
Hepes-Na buffer, pH 7.4, 150 mM NaCl, 2.5 CaCly, 0.02%e
phosphatidylcholine, plus the following protease inhibitors:
phenyimethylsullony)  fluoride (0.1 mM), iodoacetamide
(1onAD, 1310 phesantheoline (1 onhd and pepuatin A (1 uM).
The preparation was incubated for | h at 4*C and spinned
down (60000 x g) for 20 min. The soluble material (3.2 mig in
& ml) was incubated with $ m) of NTX-alfinily beads {capacity:
! mg of NTX/5 m) resin) for } h a1 25%C and loaded into the
column. The column was washed with 30 mj of buffer A (same
as solubilization buffer, but decreasing CHAPS concentration
to 0.1%) and the bound protein was eluted with buffer A con-
1aining 1 mM 4-aminopyridine (4-AP}. Approximately 30 ug of
protein was recorvered,

2.2. Binding of I'"YNTX 10 crude ovonol membranes
Membranes of sguid axons obtained by cenmrifugation in
0.33 M sucrose, after disruption (Polytron) and homogeniza-
tion (tcflon pesile}, display 3 8w of 0.8) pmol/mg protein
when assaved with 60 nM iodinated NTX. Incubation was per-
formed in 5 M Tris-HC) buffer, pH 8.0, in antificial sea

Published by Elsevier Science Publishers B. V. (Biomedical Division)
00145793/89/83.50 T 1989 Federation of European Biochemical Societies
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water, Membranes were incubated 20 min at 25°C and free
P IINTX separated by cemrifugation,

2.3, Cross-linking of f¥ )NTX 10 purified proteins

Protein cluted from the affinity column with 4-AP was
dialyzed and incubated for 20 min with 303 nM IPUINTX,
cithes in the absence or the presence of 20 4M cold NTX, After
incubation, the protein content of cachube was cross-linked by
the addition of disuccinimidy) subcrimidate (linal concentration
1 mM) in dimehyvlsulfoxide, Samples were run in the SDS.
PAGE systern o8 described above, stained, dried and placed in
the Kodak holder with appropriate films for autoradiography,

2.4, Planar Lpid bilavers

Bilayers were made according 1o the Mueller-Rudin [13]
technique using diphyienoylphosphatidylcheline (20 mg of
lipid per ml of n-decane, Avanti). They were formed over 3
250 q4n diameter apertute in a 80 xm thick plastic septum that
separated two 400 gl 1eflon chambers, The hole was pretreaied
with the same lipid solution used for bilayer formation and
allowed to dry under a N; stream, A patch-clamp amplifier
{Biologic RK.300) was used to record the current and to control
the voltage across the bilayer. Ag/AgCl clectzodes in series with
| M KClagarbridges were used. Thevoltage was applied to the
¢is side of the bilaver and the frens yide was held at vinusl
ground. In all the records, channel opening is shown ay an up-
ward deflection if the applied potential is positive. The mem-
brane currents were recorded on a modified digital audio
processor connecied 1o a2 VCR [17], and the data analyzed off
line. lon channel reconstitution was performed using the fusion
strategy [14), as follows: cither liposonies containing the
purified receptor, or the purified soluble receptor (<1 4g/mi),
were added to the cis side compariment. Liposomes were form.
ed by dialysing the purificd protein a1 4*C for 3 days agpainst
50 mM KC, Hepes-K 10 mM, pli 7.4, Thereafter, they were
sonicated for 2 min in the presence of 0.6 M sucrose. Exe
peritments were performed at 20 = 2°C,

3. RESULTS AND DISCUSSION

Axon membranes from the squid Loligo vulgaris
were used in this study since NTX, a toxin purified
from the Mexican scorpion Centruroides noxius,
selectively affecis their delaved rectifier (4,5).
After isolating axona) membranes as described in
section 2, they were solubilized in a buffer contain-
ing 2% CHAPS. The solubilized material was in-
cubated with NTX-Affigel P-10 beads and the
protein bound to the NTX-Affigel P-10 (~30 xg)
was eluted from the column with ) inM of 4-AP
and 0.1% of CHAPS. Assuming that all the
recovered protein corresponds to channel proteins,
the maximum purification in this siep would be
100-fold (sec fig.1). This purification procedure
was repeated three times with comparable results,

Gel clectrophoresis of purified NTX-receptor
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Fig.1, Elecirophoresis of purified NTX-binding proteins. Lanes
1 and 2 are siber stained SDS/polvacrylamide {10%%) gel
electrophoresis (PAGE) 7). Lane | shows molecular weight
marhers (10 xg cach; in kDa}: phosphortlase b (94); bovine
serum albumin (67); ovalbumin (32); carbonic anhydrase (31);
trypsin inhibitor {20). Lane 2 shows the proweing (2 4) ¢luted
with & AP from the NTX-affinity column. Lanes 3 and 4 are
autoradiographic pictures of the proteing (0.8 ug) cluted from
the affinity column and cross-linked with | IJNTX ran on a
4-12% gradient SDS.-PAGE, thus their clectrophorelic
mobility is different from lanes | and 2. Lane 4 iy the same as
3 but with a 75-fold excess cold-NTX added prior 10 cross.
linkage. A paralle} lane {not shown) was used (o run molecular
weight markers (200 kDa myosin, 116 kDa beta-galactosidase,
and others similar 10 lane 1), Arrows on the right indicate
approrimale M, of radiolabeled proteins.

showed mainly four peptides (lane 2, fig.]). Two
strong bands with apparent M, values of 53 & 3
and 60 x 6, and two additional faint bands cor-
responding to higher M, forms. The protein pat-
tern obtained with the purified preparation is in
good agreement with data obtained by cross-
linking the purified material with {"**1JNTX (lane
3, fig.1). The NTX binding sites are found in pro-
teins with Af; of 66 = 6 (broad doublet), 160 £ |5
and 220 « 20. The 66 kDa band protein is within
the same range as that proposed for the K* channel
of the Shaker locus of Drosophila [8) and those of
the mouse and rat brain K* channels [9-11]. As
shown in lane 4, fig.1, the lower molecular mass

L}
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peptide (53 kDa) binds NTX non-specifically. The
presence of four bands before and after NTXN
cross-linking, clearly shows that the 160 and
220 kDa polypeptides are not a pelymerization ar-
tifact of the 66 kDa polypeptide; however, their M,
values (in lane 1) are overestimated due 10 the
covalent attachment of NTX molecule(s). These
results show the presence of three distinet peptides
in squid axon membranes, which might correspond
1o thiee different types of NTX-sentitive K* chan-
nels. In fact, single-channel currents from patch-
clamp of the inside surface of cut-open squid ax-
ons, revealed three distinet types of K*-channel ac-
tivity [12]).

The protein recovered from the affinity column
with 4.AP was extensively dialyzed against buffer
and used for reconstitution experiments. Fusion
with planar lipid bilayers, of either purified soluble
receptor or liposomes ¢ontaining purified receptor
gave similar results, indicating that ion ¢hannels
are present in the purified fractions, Fig.2a shows

FEBS LETTERS
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a long time record of single-channel current fluc-
tuations across a planar membrane following addi-
tion of purified receptor protein (<1 4l ml™') 1o
the cis side, Inthe presence of a §-fold KC! concen-
tration gradient, at an applied membrane voliage
of 100 mV, the channels display a bursting
behavior: grouping in time of opening events
separated by relatively long segments of inactivity
f2,15). The mean current of the predominant chan-
nel was 1.5 pA (fig.2b), corresponding to a chord
conductance of 11 pS (at 100 mV). This value is
similar to that of 9-11 pS reported for K* chan-
nels of squid axon by Conti and Neher 2] and for
the smaller K* channel reported by Llano et al.
[12) in cut-open squid axon. A single-channel con-
ductance of 15 pS was also reporied for the
delayed rectifier K™ channels from skeletal muscle
[16}. The single.channel conductances have been
expressed as chord conduciances, y = i/(Em — £i),
where Ep is the voltage applied 1o the membrane
and Ex is the K7 reversal potential, because the
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Fig.2. Reconstitulion of the purified NTX-binding protein channels into lipid bilayers. (a) Occurrence of single-channe) burys recorded
with a membrane poteniial held a1 100 mV in asymmetric solutions. The record was filtered at 100 Hz with an cighi-pole Bessel filter
and displayed on a Gould chart recorder. The firsi and last parts of the record show the capacitalive transients corresponding to the
application and removal of En. The solutions bathing the bilayers were asymmetric and contained 0.5 M KCI, 0.1 mM CaCi:, 10 i)
Hepes at pH B.0in cis side, and 1he same but 0.1 M KClin trans. (b) Amplitude histogram based on single-channel current transitions.
The number of analyzed events was 152, The mean amplitude was 1.5 = 0.2 pA at a membrane potential of 100 mV in asvmmetric
KCl solutions. (¢) Open-channel curreni voltage relationship. The mean single-channel current at each point was obtained from five
different bilayers. The arrow indicates the zero-current voitage. The vertical lines indicate the standard devialion of cach point,
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single-channel current-voltage relation shows rec-
tification at high positive voltages (fig.2¢). This
figure also illustrates the selectivity of the single
channels. In these experiments we measured the
current passing through a single channel in the
presence of 5-fold KC1 concentration gradient. The
reversal potential for the single channel was
~ 34 mV, in agreement with that predicted by the
Nernst equation for a cationic selective channel.
Fig.3a shows recordings of single-channel cur-
rent at different membrane potentials of the more
frequently observed unitary current, For large
positive voltages, the open probability is higher
than for negative ones. In a few records we have
encountered two other types of channels (fig.3b).
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These channels opened infrequently and their
single-channe! conductances were around 22 and
32 pS (at 100 mV). We have not siudied these
channels in detail; however, it is possible that they
also contribute 1o the to1al macroscopic K* current
clicited by a depolarizing pulse in the squid giant
axon membrane, The voltage-dependence of the
channel can be seen in the current versus time
histograms (fig.3¢). The time that the channels
spent in the closed current level was less at more
positive potentials. In the 100 mV histogram the
main current peak (1.5 pA) and two larger ones are
evident {¢_= closed channel current). At 100 mV
the open time constants were 0.4 and 2.3 ms (606
events) and the closed ones 17.6 and 89 ms (667
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Fig.3. Properties of the main channel. {a) Representative single-channe) records at the indicated voltages (Er), of the predominant

channel filtered a1 300 Hz, digitized a1 2 kHz sampling interval and plotted by computer. (b) Current tecords of the 1wo Jess frequent

K*-channels incorporated into bilavers, (¢) Current level histograms from a bilayver. Records were fillered at 109 Hz and each

histogram was constructed with 28 & of records a1 the indicated potentials. Each peak represents 1he percent of time that the current

spent in each level. ¢ indicates the basal bitayer curren) (closed siate of the channel). (d) NTX block of the channel. Addition of 2 xM

NTX to the cis comparimen blocked the current fluctuations. Uppet record is the control before NTX sddition. Membrane potential:
100 mV.
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events). The biexponential fit of the open and
closed dwell histograms agrees with the complex
bursting kinetics seen in fig.2a. Preliminary results
indicate that the K'-channel aciivity is blocked by
NTX (Ng.3d) and retraethylammonium (TEAT).
However, in some cases, afier seeing blockage, we
hiave observed increases in the current which could
be due to further channel incorporation since the
NTX receptor protein loaded liposomes are very
fusogenie,

The resuits demonstrate that the purified NTX
binding protein displays single-channel activity
when incorporated into planar lipid bilayers, A
main 11 pS conductance and two larger ones were
observed, The reversal potential, the volage
dependence and the preliminary resubts with NTX
and TEA" suggest that the purified fraciion con-
tains the delaved K channel from the squid giant
axon. To our knowledge, this is the first report in
the Hierature showing both reconstitution and ac-
tivity of a K* ion channel isolated by affinity col-
umn from a solubilized membrane preparation,
and the used strategy could be useful for the
purification of K* channels from other membrane
preparations.
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