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RESUME.HIla trachynilysine (TLY) est une protéine de 159MDa, isolée a partir du venin de poisson-
pierre Synanceia trachynis. A la jonction neuromusculaire de grenouille, elle augmente la libération
quantique spontanée d’acétylcholine, sous la forme d’une exocytose des vésicules claires, sans affecter
les vésicules a coeur dense (Colasante et al., 1996). Au niveau de cellules chromaffines de beeuf, elle
induit une libération de catécholamines insensible aux inhibiteurs des canaux Ca** sensibles au potentiel
de membrane, mais dépendante du Ca®* externe et des réserves de Ca” interne sensibles a la caféine
(Meunier et al., 2000). Nous montrons dans cette étude que la TLY est apte a former des canaux dans
des bicouches lipidiques planes. Ces canaux, d’une conductance maximum d’environ 90@S (NaCl
150EhM cis / KC1 150GhM trans) sont bloqués de maniere réversible par le Ni**. La TLY pourrait donc
agir, comme 1’a-latrotoxine, en formant des pores dans les membranes naturelles.

ABSTRACT.[ETrachynilysin, a toxin isolated from stonefish Synanceia trachynis venom, forms pores
in planar lipid bilayers.

Trachynilysin (TLY), a 159-kDa protein isolated from stonefish (Synanceia trachynis) venom,
increases spontaneous quantal acetylcholine release at the frog neuromuscular junction in a Ca®* de-
pendent manner and depletes clear vesicles without affecting large dense-core vesicles (Colasante et
al., 1996). TLY induces a catecholamine release from bovine adrenal chromaffin cells via external and
stored Ca’*. This release is not affected by voltage-gated Ca?* channel inhibitors (Meunier et al., 2000).
We show in this study that TLY is able to form pores in planar lipid bilayers. These pores have a maxi-
mum conductance of about 90[@S (NaCl 150mhM cis / KC1 150hM trans) and are blocked by Ni**.
Thus, TLY, like a-latrotoxin, might act by forming pores in natural membranes.
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Les venins de poissons-pierre appartenant au genre Synanceia sont extrémement
dangereux pour I’Homme (Halstead, 1988; Gwee et al., 1994). L’appareil venimeux est
composé d’épines a la base desquelles se situe une glande a venin tres développée. Chez
I’Homme, 1’envenimation survient lorsque 1’épine perce la peau et que la pression exercée
sur les glandes venimeuses est suffisante pour faire circuler le venin dans le canal de
I’épine jusqu’au tissu sous-cutané de la victime. Les symptdmes occasionnés par une
piqlire de poisson sont souvent les mémes, quelle que soit I’espece incriminée: douleur
violente, action locale avec nécrose plus ou moins étendue, action générale avec nausées,
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vomissements, malaises et tendances syncopales, frissons, douleurs épigastriques,
arythmies et incontinences urinaires; dans les cas plus graves sont observés des sympto-
mes cardio-vasculaires comme une bradycardie, des arréts respiratoire et cardiaque entrai-
nant la mort dans les cas les plus séveres (Goudey-Perriere et Perriere, 1998). Parfois,
interviennent des effets neurotoxiques, en particulier une paralysie des membres inférieurs
et des crises convulsives intenses ou des secousses cloniques, typiques de crises
d’épilepsie. Plusieurs toxines ont été purifiées a partir des venins des différentes especes
de Synanceia: la stonustoxine de S.orrida (Poh et al., 1991), la verrucotoxine de
S.Oderrucosa (Garnier et al., 1995) et la trachynilysine (TLY) de S.@rachynis (Colasante
et al., 1996).

A la jonction neuromusculaire de grenouille et de souris, de faibles concentrations
du venin du poisson-pierre S.[drachynis provoquent une libération spontanée tres impor-
tante d’acétylcholine (Kreger et al., 1993). La protéine plus particulierement impliquée
dans cette libération de neurotransmetteur a été purifiée a partir du venin, pour mieux carac-
tériser les altérations physiologiques qu’elle provoque au niveau des terminaisons nerveu-
ses motrices. Cette protéine, nommée trachynilysine, est composée de deux sous-unités o
et f ayant respectivement une masse moléculaire de 76 et 83Da (Colasante et al., 1996).
La séquence N-terminale de la sous-unité 3 a ét¢ déterminée: elle est homologue a la sous-
unité B de la stonustoxine. La TLY présente des activités 1étale, hémolytique et inductrice
d’cedeme. Elle a une DL50 de 1,601g/g en injection intrapéritonéale chez la souris (Kreger,
1991; Perriere et Goudey-Perriere, 1999).

La TLY stimule la libération quantique asynchrone d’acétylcholine des terminai-
sons nerveuses motrices de grenouille, de souris et de poisson en présence de Ca’* externe.
L’analyse ultrastructurale des terminaisons nerveuses motrices de grenouilles soumises a
I’action de la TLY (3M) montre un gonflement des terminaisons ainsi qu’une déplétion des
vésicules synaptiques claires sans modification des vésicules a cceur dense (Colasante et
al., 1996). Les bases moléculaires de cette libération vésiculaire différentielle n’ont pas
encore pu &tre déterminées. Il est néanmoins important de noter que 1’a-latrotoxine, ex-
traite du venin de 1’araignée veuve noire, est également responsable d’une déplétion dif-
férentielle a la jonction neuromusculaire de grenouille (Matteoli ez al., 1988). Ces don-
nées suggerent que 1’a-latrotoxine et la TLY agissent sélectivement sur le mécanisme
neuroexocytotique des vésicules synaptiques claires.

En outre, il a récemment ét¢ montré que la TLY provoque une libération des granu-
les denses contenant des catécholamines au niveau de cellules chromaffines de beeuf. Cette
sécrétion catécholaminergique nécessite la présence de Ca’* dans le milieu externe et se
trouve potentialisée par les réserves internes de Ca’* sensibles a la caféine (Meunier et al.,
2000). La libération induite par la TLY n’est pas modifiée par des inhibiteurs des canaux
Ca™ sensibles au potentiel de membrane, mais elle est bloquée par les ions La’* qui sont
des inhibiteurs non spécifiques des canaux Ca™ (Pruss et Stauderman, 1988). De plus,
I’augmentation de Ca’* induite par la TLY dans les cellules chromaffines est inhibée par les
ions Ni** et La™ (Meunier et al., 2000). Ces résultats suggerent que la TLY pourrait former
des pores dans les membranes, sans agir directement sur un canal ionique préexistant.
Dans cette étude, nous avons cherché a savoir si la TLY peut modifier la conductance d’une
bicouche lipidique plane de synthese et, éventuellement, y former un pore.



La trachynilysine forme des pores dans les bicouches lipidiques 143

MATERIELS ET METHODES

Purification de la trachynilysine (TLY)

La TLY a été purifiée a partir du venin du poisson-pierre Synanceia trachynis par
chromatographie séquentielle échangeuse d’ions en phase liquide (Colasante et al., 1996).
La TLY est conservée a -60°C a une concentration d’environ 2hg/ml.

Formation des bicouches lipidiques planes

Les bicouches lipidiques planes sont formées par la méthode de Mueller et Rudin
(1963) sur un trou de 0,30hm de diametre percé dans une cuve de polystyrene. Une solu-
tion de diphytanoylphosphatidylcholine (DPPC) dans le n-décane (20hg/1) est préparée
avant chaque expérience a partir d’une solution de DPPC dans le chloroforme et conservée
a -80°C. Le chloroforme est évaporé sous azote et le phospholipide est repris dans le
n-décane. Deux[#] de cette solution sont appliqués petit a petit sur le trou de la cuve et le
n-décane est évaporé sous azote de facon a enduire les parois du trou de phospholipide. La
cuve est ensuite placée dans une chambre et I’ensemble est fixé dans un boitier blindé. Les
compartiments cis (chambre; volume 1,80hl) et trans (cuve; volume 2,40hl) sont remplis
avec des solutions contenant respectivement: 150hM NaCl, 20hM CaCl,, 50nM
MOPS-NaOH, pHI en cis et 1500hM KCI, S0hM MOPS-KOH, pHO en trans. Pour
former la bicouche lipidique, un cdne de pipette est trempé dans la solution de DPPC dans
le n-décane et une bulle d’air formée a sa pointe est passée sur le trou de la cuve. La forma-
tion de la bicouche est suivie en enregistrant le courant capacitif produit par une succes-
sion d’impulsions triangulaires transmembranaires de 10hV d’amplitude et de fréquence
50z, courant proportionnel a la surface de la bicouche. Lorsque la bicouche lipidique est
stabilisée, on vérifie que sa capacité membranaire est d’environ 400@F, correspondant a
une capacité spécifique de 1’ordre de 0,6[aF/cm’, valeur habituelle dans ce type
d’expérimentation.

Enregistrements électrophysiologiques

Les enregistrements sont réalisés au moyen d’un amplificateur (Biologic) fournis-
sant une tension proportionnelle au courant traversant la bicouche en présence d’un poten-
tiel imposé entre les compartiments cis et trans. Par convention, le potentiel du compar-
timent trans est pris comme référence (V. [2FO0hV). Chaque entrée de I’amplificateur est
reliée par une électrode d’argent chloruré a un puits contenant du KCl (1500hM). Ces puits
sont respectivement reliés aux compartiments cis et trans par des ponts d’agar (2%)
contenant du KCI (150hM). Le courant est visualisé sur un oscilloscope et enregistré
sous forme numérique sur un magnétoscope (Sony). Le traitement ultérieur des données se
fait sur ordinateur apres conversion analogiqueIdumérique du signal. Dans les figures
présentées ci-dessous, une augmentation de la conductance de la bicouche (due par exemple
a ’ouverture d’un pore) se traduit par une déflexion du signal vers le haut a un potentiel
positif et vers le bas a un potentiel négatif.

RESULTATS

Les résultats obtenus antérieurement (voir plus haut) suggerent que la TLY est ca-
pable de former elle-méme un pore dans la membrane cellulaire, c’est-a-dire y former un
canal sensible 4 des bloquants non spécifiques comme les ions La’ ou Ni**. Nous avons
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Fig.Ol.EIMourant enregistré a 60V a travers une bicouche de DPPC apres addition de trachynilysine
(TLY) a une concentration finale de 120@M. La TLY provoque une augmentation du courant sous
forme d’un bruit o I’on ne distingue pas de canaux. Dans cette figure et les suivantes, le courant est
filtré a 0,20KHz et échantillonné a 0,4KHz. La ligne pointillée indique le niveau OFA. [Current flowing
at 60V through a DPPC bilayer after addition of TLY at a final concentration of 120@M. TLY initially
induces noisy current variations without detectable channel activity. In this figure and the following ones,
the current is filtered at 0.28Hz and sampled at 0.48Hz. The dashed line indicates the OI@A level.]

donc entrepris de tester I’aptitude de la TLY a modifier les propriétés électriques de mem-
branes artificielles en s’y insérant, a I’instar de 1’a-latrotoxine (Finkelstein er al., 1976).

Destabilisation des membranes

LaTLY (concentration finale 120@M) est introduite dans le compartiment cis et
la solution est agitée pendant une minute. Apres quelques minutes, on observe des modifi-
cations de la conductance (Fig.0l). Ces perturbations sont surtout observées pour des
valeurs hautes du potentiel imposé (80, 60, S0hV). Elles évoquent de tres breves ruptu-
res de la membrane. Aucune insertion typique d’un canal bien caractérisé n’est observée.
Ces perturbations peuvent apparaitre de facon transitoire, disparaitre et réapparaitre de
facon aléatoire. Elles n’apparaissent pas en ’absence de toxine. Ces observations sug-
gerent que la toxine peut s’insérer dans une bicouche lipidique en y créant des structures
transitoires perméables aux ions des solutions.

Formation de pores

Dans certains cas, nous avons observé apres ces “bouffées” déstabilisatrices, des
activités évoquant nettement celles d’un canal (Fig.dA). Le courant oscille alors entre
deux états de conductance principaux bien définis, correspondant aux états “ouvert” et
“fermé”. Le courant a I’état “fermé”, plusieurs fois supérieur au courant de fuite de la bicou-
che, indique que le pore n’est en réalité pas completement fermé dans cette configuration.

Ce pore a pratiquement la méme sélectivité pour le Na* et le K'. En présence de
1500hM NaCl, 200hM CaCl,, SthM MOPS-NaOH, pHO en cis et 1500hM KCl, ScInM
MOPS-KOH, pHO en trans, les courbes courantlIdoltage sont presque linéaires et le
potentiel d’inversion (2,420,50hV, n@03) est proche de OmhV (Fig.dB). Dans les
conditions physiologiques, la conductance, déduite des courbes courantZINoltage, varie
de 50 a 900@S dans I’intervalle de potentiel [-OJO0mhV, +O00hV] (Fig.dB). Au voi-
sinage du potentiel d’inversion, elle est d’environ 750hV. Le pore formé par la TLY n’est
pas sensible au potentiel (Fig.dA).
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Fig.[A.HTaractéristiques des pores formés par la TLY dans les bicouches lipidiques planes. A: Echan-
tillons de courant enregistrés a +80hV et -80mhV en présence de 120@M TLY. B: Valeur du courant
traversant le pore a 1’état ouvert en fonction du potentiel transmembranaire. [Characteristics of pores
formed by TLY in lipid planar bilayers. A: Samples of current traces recorded at +80m@V and -80@V in
the presence of 120@M TLY. B doltage-dependence of the current flowing through the open pore.]

Les deux types d’activité décrites précédemment (bouffées déstabilisatrices et ca-
naux) peuvent €tre observés soit en alternance, soit simultanément. Dans certains cas,
nous avons également enregistré une activité de type canal, présentant des sauts de
conductance plus grands que la conductance élémentaire du pore canal décrit ci-dessus; ces
événements (conductanceEIOO@S) apparaissent de maniere aléatoire pendant de cour-
tes durées pour de hautes valeurs absolues du potentiel imposé (+30 a +[@0mhV). Etant
donné le caractere sporadique de leur apparition, ces “canaux géants” n’ont pas pu etre
caractérisés de facon précise.
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Fig.3.EBlocage du pore induit par la TLY par le Ni**. Gauche: Echantillons de courant enregistrés
+50hV et -50mhV avant addition de Ni’*. Droite: Echantillons de courant enregistrés aux mémes
potentiels apres addition de Ni** a une concentration finale de 1hM. [Blockade of the TLY-induced pore
by Ni**. Left: samples of current traces recorded at +50@V and -50@V before Ni?* addition. Right:
samples of current traces recorded at the same voltages after Ni’* addition at a final concentration of

10M. |

Nous avons voulu savoir si les pores formés par la TLY dans des bicouches lipidi-
ques planes pouvaient étre bloqués par le Ni**, bloquant non spécifique qui, comme le La®*,
bloque totalement 1’augmentation du Ca™ intracellulaire évoquée par la TLY. Nous avons
donc ajouté au milieu d’étude du Ni** a une concentration finale de 1ThM. Nous avons
immédiatement observé un blocage du pore (Fig.d).

Ce blocage est réversible par simple lavage du Ni** (résultat non montré). Cepen-
dant, deux types de situation ont été rencontrés. Dans le premier, on récupere bien une
activité canal analogue a 1’activité observée avant addition du Ni**. Dans d’autres cas,
P’activité retrouvée apres lavage correspond alors aux bouffées déstabilisatrices décrites
précédemment. Ce résultat n’est pas étonnant, les deux types d’activité pouvant, comme
nous 1’avons signalé ci-dessus, alterner spontanément en 1’absence de tout effecteur.

DISCUSSION

Les expériences menées sur des bicouches lipidiques planes de synthese montrent
que la TLY peut s’insérer dans une membrane et y former un pore d’une conductance voisine
de 80M@S a -80mhV (NaCl 1500hM cis / KCI 150hM trans), bloqué d’une maniere réver-
sible par les ions Ni**. Ces résultats suggerent que la TLY est apte a former des pores dans
les membranes naturelles et provoquer ainsi une entrée de Ca™ dans la cellule. La TLY
agirait donc par un mécanisme analogue a celui qui a été proposé pour de nombreuses autres
toxines animales ou bactériennes. Parmi celles-ci, 1’a-latrotoxine (LTX) a fait 1’objet de
nombreuses études qui montrent que cette toxine, isolée du venin de 1’araignée Latrodectus
mactans tredecimguttatus, induit de maniere irréversible des canaux perméables aux ions
Ca** dans la membrane (Finkelstein et al., 1976). La LTX, tout comme la TLY, induit une

N

libération massive de neurotransmetteurs a la jonction neuromusculaire de grenouille
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(Clark et al., 1970; Frontali et al., 1976; Colasante et al., 1996) et de catécholamines au
niveau de cellules neuro-endocrines (Liu et Misler, 1998; Meunier et al., 2000).

A la différence de la LTX, la TLY forme des pores instables, I’activité canal pou-
vant alterner avec une activité de bouffées. Cela suggere que la molécule une fois insérée
dans la membrane pourrait prendre plusieurs conformations. Les bouffées seraient dues a
une perturbation de la bicouche par la toxine insérée alors que dans I’activité de type canal,
les ions transiteraient par un véritable pore. Ce dernier pourrait etre formé d’une seule
molécule de TLY, mais on ne peut écarter I’hypothese d’un pore formé par un assemblage
transitoire de plusieurs molécules de TLY. Un tel modele expliquerait simplement
I’instabilité du pore. Il permettrait également d’expliquer 1’existence de pores de plus
grande conductance observés de fagon sporadique par des assemblages polymériques diffé-
rents de celui qui correspond au pore de 80MS.

La structure de la LTX n’a pas été résolue, mais les toxines aptes a former des pores
dans les membranes présentent dans leur structure secondaire des motifs de type hélice
a@mphiphile, c’est-a-dire une hélice présentant une face hydrophobe et une face hydro-
phile. Plus proche de la TLY (deux sous-unités o et 3, de 76 et 83@Da), la stonustoxine
(SNTX), est une toxine isolée du poisson-pierre Synanceia horrida et formée de deux sous-
unités a et 3, de 71 et 79MDa. Ces deux toxines de poissons-pierre ont une activité hémo-
lytique (Kreger, 1991; Chen et al., 1997). La SNTX est apte a former des pores hydrophi-
les dans les membranes, responsables de la lyse des érythrocytes (Chen et al., 1997). Des
prédictions de structure secondaire montrent la présence de deux hélices amphiphiles dans
les sous-unités a et § (Ghadessy et al., 1996; Chen et al., 1997). L’action de la TLY sur le
Ca®™ intracellulaire et sur la sécrétion dans les cellules chromaffines pourrait donc &tre
déclenchée par la formation de pores dans la membrane et ’influx consécutif de Ca*".
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