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Die primere struktuur van ’n kort neurotoksienhomoloog uit
die gif van Dendroaspis polylepis polylepis
(Swartmamba)

Francois J. Joubert
Nasionale Chemiese Navorsingslaboratorium, WNNR, Pretoria

UITTREKSEL

Toksien KM-7 is suiwer uit swartmambagif verkry deur middel van jelfiltrering op Sephadex G-50, gevolg deur
ioonuitruilchromatografie op KM-selluiose. Die toksien bevat 60 aminosure, waaronder agt halfsistienreste, en die
volledige aminosuurvolgorde is bepaal. Die toksien bevat al elf struktureel konstante aminosure van die kort
neurotoksiene en kardiotoksiene, maar net een van die vyffunksioneel konstante aminosure van die kort neurotok-
siene. Die agt sistei'enreste van KM-7 kom in dieselfdeposisies as die van kort neurotoksiene met bekende strukture
voor en is waarskynlik eenders kruisgebind. Hoewei die volgorde van KM-7 struktureel soortgelyk aan die van die
kort neurotoksiene is, is dit minder giftig.

ABSTRACT

The primary structure of a short neurotoxin homologue from Dendroaspis polylepis polylepis
(Black mamba) venom

Toxin CM-7 was purified from black mamba venom by gelfiltration on Sephadex G-50followed by ion exchange
chromotography on CM-cellulose. It contains 60 amino acids, including eight half-cystines. The complete amino
acid sequence of toxin CM-7 has been elucidated. In toxin CM-7 the eleven structurally invariant amino acids o f the
neurotoxins and cardiotoxins are conserved, but it has only one ofthefivefunctionally invariant amino acids of the
neurotoxins. The eight cysteine residues of toxin CM-7 are in the same locations as those in short neurotoxins of
known structures and are presumed to be similarly cross-linked. The sequence of CM-7 isstructurally homologous

with the short neurotoxins, but it is less toxic.

INLEIDING

Die gif van die slangfamilies Elapidae (kobras,
mambas en die rinkals) en Hydrophiidae (seeslange)
is goeie bronne van ’n verskeidenheid toksiene.
Benewens die uiters giftige kort en lang neurotok-
siene wat op die senustelsel se na-sinaptiese posisies
inwerk, bevat die gif ook nie-neurotoksiese basiese
proteiene wat nie baie giftig is nie. Die laasgenoemde
sluit neurotoksienhomoloe,-*” kardiotoksiene,” kar-
diotoksienhomoloe/ protease-inhibeerders,*
protease-inhibeerderhomoloe/ angusticeps-
protei'ene,” melanoleuca-proleiene” en sinergistiese
proteiene’ in.

Strydom en medewerkers het ’n kort neurotok-
sien,’® twee lang neurotoksiene,twee angus-
/lceps-proteiene,”™-""" 'n aktiewe protease-inhibeer-
der,” twee protease-inhibeerderhomoloe* en pro-
teiene A en A'-'~ uit swartmambagif geisoleer en hul
Emiinosuurvolgordes bepaal. Die volgorde van pro-
teiene A en A', wat in ’n enkele posisie verskil, toon
geen ooreenkoms met dis van die verskillende
neurotoksiene en nie-neurotoksiese proteiene nie en
verteenwoordig klaarblyklik ’n nuwe tipe slanggif-
proteien.

As voortsetting van ons studie oor die gif van die
swartmamba {Dendroaspis polylepis polylepis) is ’n
proteien geisoleer wat nie baie giftig is nie, en waar-
van die struktuur met dis van ’n kort neurotoksien

ooreenkom. In hierdie bydrae word die suiwering,
sommige eienskappe en die primere struktuur van die
proteien (toksien KM-7) beskryf.

EKSPERIMENTEEL
Materiaal

Gedroogde swartmambagif is deur D. Muller,
Cedarweg, Northcliff, Johannesburg 2001, verskaf.
Tripsien (drie maal gekristalliseer) is van Miles,
Kaapstad, verkry. a-chimotripsien (drie maal
gekristalliseer) is deur Worthington verskaf.
Dietielaminoetielsellulose (DEAE-sellulose) en Kar-
boksimetielsellulose (KM-sellulose) was die
mikrokorrelrige bereidings van Whatman. Sephadex
G-50 (fyn) is deur Pharmacia verskaf.

Fisies-chemiese metodes

Kolomme gepak met onderskeidelik Sephadex,
DEAE-sellulose en KM-sellulose is voorberei soos
deur die vervaardigers aanbeveel. Die eluaat van die
kolomme is by 230 of 280 nm met ’n Beckman-
spektrofotometer gemonitor. Die toksienfraksies is
vir hul suiwerheid met behulp van dunlaagchromato-
grafie op selluloseplate getoets, soos beskryf deur
Shipolini et al."?

Isolering van toksien KM-7
Swartmambagif is op ’'n kolom Sephadex G-50
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ELUAAT IN LITER

FIGUUR 1: Jelfiltrasie van die gedroogde slanggif van D. polylepispolylepis. Gedroogdeslanggif
(6 g) is op 'n kolom Sephadex G-50 (3.8 x 150 cm) gelaai en met 0.2 M NH4HCO3 (pH 7.8) teen /i
vloeispoed van 50 ml/h geelueer. Die koiomtemperatuur was 20 °C en die eluaat is by 280 nm

gemonitor.
10 20
H2N-Arg-1le-Cys-Tyr-Ser-His-Lys-Ala-Ser-Leu-Pro-Arg-Ala-Thr-Lys-Thr-Cy8-Val-Glu-Asn-
<T-W -T-2- - -T-3- -X - -T-4-
-T-4a-
-C-1-  ——-Xx5- -C-2-
-Volgordebepaler-
30 40
Thr-Cys-Tyr-Lys-Met-Phe-1le-Arg-Thr-His-Arg-Glu-Tyr-1le-Ser-Glu-Arg-Gly-Cys-Gly-
-T-4- -T-5- -T-6- -T-7- -T-8-
-TH4a -T8a
2 —X—CG3- -C-4- -CG5-
-Volgordebepaler-
50 60
Cys-Pro-Thr-Ala-Met-Trp-Pro-Tyr-GIn-Thr-Glu-Cys-Cyfl-Lys-Gly-Aap-Arg-Cys-Aan-Lys-0H
-T-8- -T-9-
-C-5- -C-6-

FIGUUR 2: Chromatografle van pick S3op KM-seliulose. Piek Sz (4.8 g) isop 'nkolom KM-sellulose (3,8x 50 cm)
gelaai en geelueer met 'n lineere gradient van ammoniumasetaat (0,05 - 0,65 van pH 6,5 oor 2 liter) teen
vloeispoed van 50 ml/h. Die koiomtemperatuur was 20 °C en die elutaat is by 280 nm gemonitor.
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gechromatografeer (Kyk Fig. 1). Pick S3 is
gevriesdroog en verder op KM-sellulose met ’n
lineere ammoniumasetaatgradient (0,05-0,6 M oor 2
liter, pH 6,5) gefraksioneer. Vier hoofpieke is verkry
(Fig. 2). Die hoofpiek C-7 is herchromatografeer en
die elueringspatroon het ’n klein piek en ’n hoofpiek
(KM-7) getoon.

Biologiese melodes

Die giftigheid (LDso-waardes) van die peptied-
fraksies is bepaal deur die binneaarse inspuiting van
muise, wat elk 17 tot 20 g geweeg het. Die getal sterf-
tes is na 24 uur aangeteken.

Reduksie en S-karboksimetilering

Toksien KM-7 is met ditiotrei'tol gereduseer en met
jodium-asetaat S-gekarboksimetileer, soos elders
beskryf."*

Vertering met proteolistiese ensieme

Die vertering met tripsien en chimotripsien onder-
skeidelik, is gedoen met 10 ~Yol gereduseerde-en-S-
gekarboksimetileerde toksien opgelos in 10 ml 0,2 M
NH4HCO03-oplossing (pH 7.8). 'n Ensiem-subtraat-
verhouding van 1: 100 (m/m) is 2 uur lank by 30 °C
toegepas. Die vertering is beeindig deur aansuring
met asynsuur tot pH 3 en die verteringsmengsel is
daarna gevriesdroog.

Fraksionering van die peptiede

Elke ensiemverteerde mengse! is deur jelfiltrering
op ’'n kolom Sephadex G-50 gefraksioneer. Die
fraksies is verder op kolomme DEAE-sellulose met ’n
lineere gradient van NH4HCO3 (0,05-0,6 M oor 2
liter, pH 7,8) gesuiwer. Die eluaat van die kolomme
is by 230 nm met 'n Beckman-spektrofotometer
gemonitor.

Chemiese ontleding

Die aminosuurontleding is met behulp van ’n
outomatiese Beckman-analiseerder gedoen. Monsters
is 24 uur lank by 110 °C in verseelde geevakueerde
glasbuisies gehidroliseer met 6 N soutsuur waarby
fenol gevoeg is om die vernietiging van tirosien te
verhoed.” Vir die bepaling van die triptofaaninhoud
is die monsters met 3 M p-tolueensulfoonsuur
gehidroliseer, soos elders beskryf.”* Vry sulfhidriel-
groepe in die monster, opgelos in 6 M guanidinium-
chloried, is volgens die metode van Ellman” bepaal.

Aminusuurvolgordebepaling van loksien KM-7 en
die peptiede

Die bepaling van die N-eindpuntaminosuurvolg-
orde van die gereduseerde-en-S-gekarboksimetileerde
toksien is deur Edman-afbreking met 'n Beckman-
volgordebepaler gedoen deur van die Quadrol-
proteienprogram gebruik te maak. Die volgorde van
peptiede wat twaalf of meer aminosure bevat, is ook
met die volgordebepaler vasgestel in die teenwoor-
digheid van Polybrene, soos elders beskryf.~-"" Die
volgorde van Klein peptiede is bepaal soos deur
Petersen et beskryf (handmetode). Die

TABELI
Die aminosuursamestelling van toksien KM-7. (in
mol. aminosuurreste per mol toksien)

Aminosuur Ontleding Volgordebe-
palings
Aspartiensuur 3,3 3
Treonien 5,9 6
Serien 25 3
Glutamiensuur 50 5
Prolien 2,5 3
Glisien 3,2 3
Alanien 2,9 3
Half-sistien* 7,7 8
Valien 11 1
Metionien 17 2
Isoleusien 3,0 3
Leusien 0,9 1
Tirosien 3,9 4
Fenielalanien 0,9 1
Lisien 50 5
Histidien 2,0 2
Arginien 6,0 6
Triptofaan 0,7 1
Totaal 60

*Bepaal as S-karboksimetielsisteien.

fenieltiohidantoienaminosure is met behulp van
hoedrukvloeistofchromatografie geidentifiseer deur
van ’n mikro-Bondapak-C|g-kolom (Water
Associates Inc) gebruik te maak.

Benaming van die peptiede

Peptiede wat deur triptiese en chimotriptiese
vertering verkry is, is onderskeidelik T en C genoem
en opeenvolgend in ooreenstemming met hul posisie
in die polipeptiedketting genommer.

RESULTATE
Eienskappe van KM-7

Die suiwerheid van toksien KM-7 is met
dunlaagchromatografle op ’n selluloseplaat bepaal
en ook deur N-eindgroepbepaling van die toksien.
Slegs een kol (Rp = 0,2) is met dunlaagchromatogra-
fie waargeneem, terwyl arginien die enigste
N-eindpuntaminosuur is.

Die giftigheid (LDso-waarde) van die toksien is
bepaal en 'n waarde van 1,5 + 0,3 fig per gram muis
is verkry. Die toksien se aminosuursamestelling word
in Tabel 1 getoon. Geen vry sulfhidrielgroepe kon
aangetoon word nie.

Die aminosuurvolgorde van toksien KM-7

Die aminosuursamestelling van die suiwer triptiese
en chimotriptiese peptiede word in Tabel 1l en 111 ge-
toon. Die N-eindpuntaminosuurvolgorde van die
gereduseerde-en-S-gekarboksimetileerde toksien
word in Tabel IV gegee. Bykomende volgordes van
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TABEL Il
Die Aminosuursamestelling van die triptiese peptiedes van toksien KM-7 (in mol aminosuurres per mol toksien)*

Aminosuur T-1 T-2 T-3 T-4 T-4a T-5 T T-7 T T-:a T-9

S-karboksimetiel-

sistei'en 1,0 (1) 23(2) :.() 42(4) 39(4) .,.()
Aspartiensuur i (0) () 10 (1) 10 (1)
Treonien 3,3(3) 1,8 (2 ) 0 48 (1) 2 42 (z ) 2,1()
Serien 0,0 (1) 0 (1) 10 (+)
Glutamiensuur () 1o (y) 1) 21G) 2,2()
Prolien 1 (2) 1.9(2) 1,92
Glisien 293) :,:()
Alanien () () o (1) e (0)
Valien 0,9(1) 0,9(1)
Metionien 0,7(1) 1o (1) 10 (h)
Isoleusien (1) o8 (1) 1o (1)
Leusien o8 (1)
Tirosien 01 (2) e (1) 0,9(1) 09(1) 1,() 1.0()
Fenielalanien 10 (1)
Lisien 0 48 (1) 2 40 (2) 1'1(1) 0,9(1) 1’1(1) 1.0 (1)
Histidien 0,7(1) o4 (1)
Arginien 1o (1) 0,7(1) i(0) () () e (0)
Triptofaan o () 0.7(1)
Totaal 1 6 5 12 9 4 3 6 20 17 3
Opbrengs (%) 10,4 1655 205 43,0 450 17,6 4,3 340 i 5.6 60,0
"Die syfers in hakies is die naaste afgeronde heelgetalle.
TABEL 111
Die aminosuursamestelling van die chimotriptiese peptiede van toksien KM-7 (in mol aminosuurresidu per mol
toksien)*

Aminosuur C1 C-2 C-3 C-4 C-5 C.s
S-karboksimetielsisteien o (4) 20 (2) 2 (e) 3,1(3)
Aspartiensuur co (1) 1.9(2)
Treonien 3.3(3) 0.9(1) o (1) o (h)
Serien 1.9(2) 1y (1)

Glutamiensuur s (d) 0,9(1) L (1) 1.9(2)
Prolien o (1) 109 (2)

Glisien 200 (2) 0,9(1)
Alanien 20 (2) 0,9(1)

Valien 0.9(1)

Metionien 1y (1) 0.9(1)

Isoleusien 1o (1) o4 (1) 0.9(1)

Leusien o (1)

Tirosien 1,2 (1) 1o (1) i (1) 0.9(1)

Fenielalanien 10 (1)

Lisien 20 (2) o (1) 2,1 ()
Histidien 048 (1) 1.1(1)

Arginien e () () ca(0) o) vo (2)
Triptofaan 0.7(1)

Totaal 4 19 3 7 15 12
Opbrengs (%) 51,0 210 10,5 20,4 23,0 24,2

"Die syfers in hakies is die naaste afgeronde heelgetal.
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USweate
(g per gram nuis) 10 30
(a) 0.09 HjN- Arg-lle-Cys*-Tyr -Asn- His -GIn-Ser-Ttir-Thc-Arg-Ala-Thr- Ttir-Lys -Ser- Cys* -Glu- Ser- Cys*Tyr*-LyB -Lys+-Tyr-'n:p"*-Atg-Asp- His
(b) 0.08 H2N- Arg-lle-Cys*-Tyr -Asn- His -GIn-Ser-Wir-Wur-Pro-Ala-Thr- Ttir-Lys -Ser- Cys* -Gli* Glu-Aan -Ser- Cys»-Tyr*-Ly8 -Ly8+-nir-Trp'*-Ser-Asp- His
(c) 0.06 H2N- Arg He Cys*-iyr -Asn- His -GIn-Ser-lhr-Hir-Pco-Ala-Ttir- Ttir-Lys -Ser- Cys* -Gly- Glu-Asi -Ser- Cys*Tyr*-Lys -Ly8+-nir-ltp"'-Ser-Asp- His
(d) 1.5 H2M- Arg-He-Cys*-iyr -Ser- His -Lys-Ala-Ser-Leu-Pro-Arg-Ala- Thr-Lys -Itir- Cys* -vai- Glu-Aai -Thr- Cys*Tyr*Lys -+l«t -Phe-lle -Arg-Ttr- His
40 50 60
(a) lle -rle- Glu-Arg-<5ly*-Cy8*-aiy-Cys*-Pro* .Lys-val-Lys-Pro-<ay-val-Gly-lle-Hls- Cys*<ys* -<SIn-Ser- Asp -Lys- Cys*-Aai -Tyr-CH
(b) Arg+ He -He- Gly-Arg-0ly*-Cy«*-Gly-Cys*-I>ixi* .Lys-Val-Lys-Arg-Gly-Val-His-Leu-His- Cys*-Cys* -<Un-Ser- Asp -Lys- Cys*-Aan -Aai-OH
(e) Arg+ -Gly'r'-Thr- He -He- Glu-Arg-<!ly«-Cys*(Sly-Cy8*-Pro* .Lys-val-Lys-GIn-Gly-lle-His-Leu-His- Cya*<y8* -GIn-Ser- Asp -Lys- Cys*A»i -A»>-<H
(dy Arg+ -Glu -Tyr- He -Ser- Qlu-Arg-GI/*-Cy»*-Gly-Cys*-Pro* _mHir-Ala-Met-Trp-Pro-Tyr-GIn-Thr-Glu- Cys*-Cys -Lys-Gly- Asp -Arq- Cys*-Asi -Lys-CH

3

FICVVR 3: Die volledige aminosuurvolgorde van toksien KM-7 van die gif van D. polylepis polylepis.

ELUAAT IN ml

FIGUUR 4: Die aminosuurvolgorde van toksiene
van verskeie tipes mambagif; (a/ kort neurotoksien a
van D. polylepis polylepis'®; (b) kort neurotoksien
4.11.3 van D. viridis"V (c) kortneurotoksien K,,' van
D. jamesoni kaimosae™’ en (d) toksien KM-7 van D.
polylepis polylepis. Die volgordes is opgestel met
betrekking tot die posisie van die sisteienreste. Die
vier disulfiedbrue isaangedui as 1,2,3, en 4. Die *dui
die struktureel konstante aminosure en die + die
funksioneel konstante aminosure aan.

sommige van die triptiese en chimotriptiese peptiede
word in Tabel V getoon.

Die volledige aminosuurvolgorde van toksien
KM-7 word in Fig. 3 getoon. Uit die N-eindpuntvolg-
orde van die toksien kan peptiede T-1 tot T-5 geplaas
word, asook peptiede C-1 tot C-4. Die aminosuur-
samestelling van peptiede C-4 en C-5 en die
aminosuursamestelling en die gedeeltelike volgorde
van peptied C.. gee onderskeidelik oorvleuelings
tussen T-5en T, T.s en T-7, T-7en T-s, en T-s en
T-9 sodat peptiede T.. tot T-9 geplaas kan word.

BESPREKING

Die aminosuurvolgorde van toksien KM-7 van die
slanggif van D. polylepis polylepis is met die van drie
kort neurotoksiene van drie spesies van die genus
Dendroaspis (mamba), te wete D. polylepis polylepis.

TABEL IV
N-eindpuntaminosuurvolgorde van gereduseerde-en-
S-gekarboksimetileerde toksien KM-7 (opbrengs van

aminosure in nmol)*

Stap Identifikasie Stap Identifikasie
1 Arg 72 15 Lys 59
2 lie 234 16 Thr 15
3 Cys 72 17 Cys 28
4 Tyr 190 18 Val 126
5 Ser 23 19 Glu 86
6 His 75 20 Asn 51
7 Lys 125 21 Thr 14
8 Ala 190 22 Cys 39
9 Ser 21 23 Tyr 71
10 Leu 147 24 Lys 60
n Pro 77 25 Met 57
12 Arg 50 26 Phe 50
13 Ala 127 27 He 65
14 Thr 19 28 Arg 20

*Die analise is met behulp van ’n Beckman-volgorde-
bepaler uitgevoer. Die Quadrci-proteienprogram
(Beckman Nr 122974 mod) is gebruik en 380 nmol
toksien is gelaai. Die fenieltiohidantoienaminosure
is met hoedrukvloeistofchromatografie geiden-
tifiseer.

D. viridis en D. jamesoni kaimosae, vergelyk (Fig. 4).
Die homologie tussen die verskillende volgordes, met
inbegrip van KM-7, is opvallend. Die agt sisteien-
molekule in KM-7 kom in posisies voor wat
ooreenstem met die in die kort neurotoksiene en hulle
is heel waarskynlik eenders kruisgebind.

Ryden et aP* het die aminosuurvolgordes van ’n
aantal neurotoksiene en kardiotoksiene van die gif
van die slangfamilies Elapidae en Hydrophiidae
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TABEL V
Die aminosuurvolgorde van ’n aantal triptiese en
chimotriptiese peptiede.*

Peptiede Reste
T 29 tot 31 Thr- HIS -Arg
T-7 32 tot 37 Glu- Tyr Ile-Ser-Glu-Arg
T.s 38 tot 54 GI;; C _/s¥ Cyos Prc} Thr __ﬁ

Met-Trp- Pro Tyr Gln -(Thr,

Glu, Cys, Cys Lys)
C.s 49 tot 60 Gln Thr- Gl_u Cys; Cys7 Lys7GIy|_

Volgorde

T-9 58 tot 60 Cys-Asn-Lys

*Die volgorde van peptiede T-1 (res 1), T-2 (reste 2
tot 7), T-3 (reste » tot 12), T-4 (reste 13 tot 24) en
T-5 (reste 25 tot 28) is van die aminosuurvolgorde
van die N-eindpuntgedeelte van toksien KM-7
(Tabel I11) afgelei. Die onderste halfpylties toon die
reste aan wat met die Beckman-volgordebepaler
geidentifiseer is. Die boonste halfpyltjies toon die
reste aan wat met die handmetode volgens die
Edman-werkwyse geidentifiseer is.

vergelyk en aangetoon dat elf posisies in alle toksien-
volgordes, naamlik Cys-3, 17, 22, 39, 41, 52, 53, 58,
Tyr-23, Gly-38 en Pro-42, dieselfde is (kyk Fig. 4).
Hierdie aminosure word struktureel konstante reste
genoem en hulle is vir plooiing van die peptiedketting
noodsaaklik. Verder het Ryden et aP* vasgestel dat in
die aminosuurvolgorde van alle neurotoksiene vyf
bykomende posisies, te wete Lys-25, Trp-27, Asp-29,
Arg-31 en Gly-32, identies is. Hierdie aminosure, wat
die funksioneel konstante reste genoem word, is
blykbaar belangrik vir die besondere wisselwerking
tussen neurotoksiene en nikotienasetielcholienresep-
tore.

Die driedimensionele struktuur van ’n kort
neurotoksien (erabutoksien b) van die gif van
Laticauda semifasciata wat met behulp van
X-straalopmeting verkry is, is in 1976 beskryf.2*-25
Die struktuur bevestig dat die kort neurotoksien
grootliks uit drie /3-plaatlusse bestaan wat sy aan sy
bind en dat die vyf funksioneel konstante aminosure
in die middelste lus (sien lus 2 in Fig. 4) gelee is. Hier-
die lus is blykbaar van belang by die molekuul se
neurotoksiese aktiwiteit.

Toksien KM-7 bevat al elf struktureel konstante
aminosure wat kenmerkend is vir neurotoksiene en
kardiotoksiene. Dit bevat egter net een van die vyf
funksioneel konstante aminosure van neurotoksiene,
naamlik Arg-31, terwyl die ander vier (Lys-25, Trp-

27, Asp-29 en Gly-32) onderskeidelik deur Met-25,
lle-27, Thr-29 en Glu-32 vervang is.

Toksien KM-7 se LDso-waarde van 15 + 0,3 /xg
per gram muis dui op geringe giftigheid as dit
vergelyk word met die van die neurotoksiene (0,08 tot
0,09 My per gram muis, waarvan die aminosuur-
volgordes in Fig. 4 gegee is). Die strukturele
kenmerke wat vir die geringe giftigheid van toksien
KM-7 verantwoordelik is, is nie slegs die vervanging
van vier van die vyf funksioneel konstante aminosure
wat gewoonlik in ’n neurotoksien teenwoordig is nie,
maar ook die gevolg van ander mutasies wat
voorgekom het. Die kumulatiewe uitwerking van al
die veranderings is vermoedelik vir die geringe gif-
tigheid van die neurotoksienhomoloog verant-
woordelik.
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