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PREFACIO 
 
 
Esta tesis es el resultado de una colaboración entre dos grupos de trabajo, el de la Dra. 

Alicia Ortega en la Facultad de Medicina de la UNAM en México y el del Dr. Walter 

Stühmer en el Max-Planck Institut für Experimentelle Medizin en Alemania. Las 

áreas de investigación de ambos colaboradores se fusionaron para poder realizar el 

estudio de las membranas y sus diferentes dominios (Dra. Ortega) con respecto a la 

proteína KV10.1 (Dr. Stühmer). Ambos temas son actualmente de gran importancia en 

la investigación biomédica actual en laboratorios de todo el mundo y aportan avances 

importantes tanto a nivel básico como a nivel clínico. Ya que la proteína KV10.1 es 

actualmente un blanco para herramientas diagnósticas y terapéuticas en el estudio del 

cáncer, esperamos  que los resultados de esta tesis, ayuden en la ardua tarea para 

entender mejor la fisiopatología de los crecimientos tumorales asociados a la 

expresión de KV10.1. La tesis muestra los resultados realizados en tres modelos, 

tejido cerebral, células con sobre-expresión y células tumorales. Las dos primeros 

sirvieron como control y el último como la condición patológica. Aunque la tesis no 

pudo ahondar más en el modelo de cáncer, por no ser el tema principal, los resultados 

obtenidos abren las puertas a una nueva línea de investigación donde la distribución 

membranal parece tener un papel importante en la regulación de la función de KV10.1 

y probablemente en su comportamiento diferente en células tumorales.  
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RESUMEN 
 

Los canales de potasio Kv10.1 son miembro de la familia EAG, se sobre-expresa en 

el tejido cerebral y están implicados casi exclusivamente en los procesos de la 

excitabilidad celular y de memoria, en la proliferación celular y en la progresión del 

tejido tumoral. Su expresión está más del 70 % de los tumores humanos, lo que hace a 

estos canales un blanco atractivo para el diagnóstico y la terapéutica. Aunque el papel 

fisiológico de este canal en el sistema nervioso central aún no se entiende 

completamente, el entendimiento acerca de su localización precisa en la célula 

pretende contribuir al entendimiento de su función e interacciones. La distribución del 

Kv10.1 en la membrana plasmática (PM) aislada de cerebro de ratón está asociada 

con las fracciones membranales ricas en esfingolípidos y colesterol. En este trabajo, 

se demuestra la presencia de por lo menos dos poblaciones de la proteína Kv10, con 

una relación de distribución en fracciones de membranas solubles en detergentes y 

una fracción asociada a membranales resistentes a los detergentes (MRD) en una 

relación 3:2.  Esta distribución del Kv10.1 es dependiente de las concentraciones de 

colesterol, la integridad del citoesqueleto de actina - y la interacción del Kv10.1 con 

la Ca2+-calmodulina (Ca-CAM). Una alteración en cualquiera de estos factores 

probados en modelos experimentales cambia la relación de partición del Kv10.1 en la 

membrana de 3:2 a 1:4. Por otro lado, la disminución de las concentraciones de 

colesterol en células, resulta en modificaciones de las propiedades electrofisiológicas 

del Kv10.1. La densidad de corriente se duplicó en las células depletadas de colesterol 

sin que otro parámetro haya sido afectado. Estos resultados demuestran que la 

distribución membranal preferente del Kv10.1 en los dominios resistentes a 

detergentes regula su función conductora. 
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ABSTRACT 
 

 

KV10.1 potassium channels are member of the EAG family, expressed almost 

exclusively in brain tissue and involved in cell excitability and memory processes, are 

also implicated in cell proliferation and tumor progression. Their expression in over 

70% of human tumors makes them an attractive diagnostic and therapeutic target. 

Although their physiological role in the central nervous system is not yet fully 

understood, advances in their precise cell localization will contribute to the 

understanding of their interactions and function. We have determined the plasma 

membrane (PM) distribution of KV10.1 in highly purified mouse brain PM fractions 

and its association with cholesterol- and sphyngolipid-rich domains. We demonstrate 

that KV10.1 shows two different populations in a 3:2 ratio, one associated to and 

another excluded from Detergent Resistant Membranes (DRM). This distribution of 

KV10.1 is cholesterol-, actin cytoskeleton- and Ca2+-Calmodulin (Ca-CaM)-dependent 

since alteration of those factors in different experimental models changes the 

relationship to 1:4. We also analyzed the effect of cholesterol depletion in the 

electrophysiological properties of KV10.1. Mean current density was duplicated in the 

cholesterol-depleted cells, without any noticeable effects on other parameters. These 

results demonstrate that recruitment of KV10.1 to DRM involves its functional 

regulation. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

I. Canales iónicos, generalidades e importancia 

 

Los canales iónicos son proteínas que forman poros hidrofílicos a través de las 

membranas. Generalmente la mayoría de estas proteínas tienen poros muy angostos y 

selectivos en las membranas de animales y plantas, y regulan su apertura y cierre de 

una manera muy fina. Su eficiencia en el transporte de iones es muy alta y pueden 

transportar hasta 100 millones de iones en un segundo. Puesto que no utilizan alguna 

fuente de energía, el transporte que ellos facilitan es siempre pasivo (“cuesta abajo”). 

De esta forma su función se puede resumir como el permitir la difusión rápida de 

iones inorgánicos específicos, principalmente Na+, K+, Ca2+, y Cl-, bajo el efecto de su 

gradiente electro-químico a través de bicapas lipídicas. La capacidad de regular el 

flujo de iones por medio de estos canales es esencial para muchas funciones celulares 

tanto en la membrana plasmática como en membranas internas. Dos características 

principales que los distinguen de otro tipo de poros en la membrana (como las porinas 

ó uniones tipo gap) es su filtro de selectividad y su regulación de compuerta. [1] 

El filtro de selectividad es la porción más estrecha del canal que permite el paso de 

los iones casi siempre en fila única sin sus moléculas de agua asociadas. Este filtro 

también funciona como el factor limitante en la capacidad de transporte de cada canal. 

La regulación de compuerta hace que el canal no esté continuamente abierto y regula 

los cambios de conformación de la proteína entre los estados abierto, cerrado e 

inactivo. Dependiendo del factor que determine la regulación de compuerta los 

canales iónicos se pueden dividir en dos grandes familias: Canales iónicos 

dependientes de voltaje y canales iónicos dependientes de ligando. La primer familia 

cuenta con nueve miembros según la International Union of Basic and Clinical 

Pharmacology (IUPHAR) y comprende a los CaV (canales de calcio dependientes de 

voltaje), NaV (canales de sodio dependientes de voltaje) y los KV (canales de potasio 

dependientes de voltaje, Figura 1.1), entre otros. En la segunda familia existen siete 

miembros donde se encuentran, por ejemplo, los canales iónicos acoplados a 

receptores de neurotransmisores. En total, más de cien tipos de canales iónicos han 

sido descritos y la lista sigue creciendo. Estas proteínas son las responsables de la 

excitabilidad de las células musculares y son las mediadoras de las señales eléctricas 



14 
 
en el sistema nervioso, así como de mantener el potencial de membrana en reposo de 

todas las células. [1]  

El potencial de membrana representa la diferencia de cargas eléctricas a los lados de 

la membrana generado por un exceso de cargas negativas en el interior de la célula en 

comparación con la matriz extracelular. Debido a la bomba de Na+-K+ en la 

membrana plasmática, las concentraciones de sodio intracelulares se mantienen bajas, 

por lo que otros cationes tienen que abundar para equilibrar a las moléculas aniónicas 

intracelulares que están confinadas dentro de la célula. El principal catión intracelular 

es el potasio y  juega un papel fundamental en la generación del potencial de 

membrana debido a sus canales de fuga (K+ -leak) que permiten el paso libre del ion. 

Debido a las cargas negativas internas (gradiente eléctrico) el potasio tiende a entrar a 

la célula, pero una vez que la concentración intracelular supera la extracelular, el 

gradiente químico lo induce a salir de ésta. A cierta concentración (140 mM 

intracelular y 5 mM extracelular) el potasio se mantiene en equilibro electroquímico 

(potencial de equilibrio del potasio) donde no hay movimiento neto del ion y la carga 

intracelular se mantiene negativa con respecto al exterior. Este equilibrio se refleja en 

el potencial de membrana en reposo de la célula y oscila entre los -50 y -100 mV si 

tomamos como cero al medio extracelular y añadimos la pequeña influencia de otros 

iones como el sodio y el cloro. Sin embargo, entre tejidos y organismos los rangos 

pueden variar, así como también la influencia de los otros iones. Debido a que el 

potencial de membrana en reposo tiene un valor fijo para cada célula, las variaciones 

en esta diferencia de cargas fueron tomadas por la naturaleza como un medio para 

regular distintos procesos celulares. Los principales sensores de los cambios de 

potencial en la membrana pertenecen a la familia de Canales Iónicos Dependientes de 

Voltaje y son fundamentales sobre todo en tejidos excitables como el muscular y el 

nervioso. En estos tejidos los canales iónicos participan en la propagación de los 

mensajes intercelulares a través de corrientes microscópicas autoreguladas 

denominadas “potencial de acción”. [2] 

El potencial de acción es una despolarización súbita de la membrana ocasionada por 

la apertura de canales de sodio y su entrada masiva y rápida a la célula. Los cambios 

de potencial ocasionados promueven la inactivación de esos mismos canales y la 

apertura de canales de potasio para que el proceso se autolimite y el potencial regrese 

a su estado basal. Las corrientes generadas por el flujo de iones se propagan a través 

de las largas membranas neuronales y musculares y culminan en la generación de 



15 
 
efectos intracelulares más complejos como la señalización intracelular mediada por 

neurotransmisores o la contracción muscular. Otros procesos en tejidos no excitables 

como la división y fusión celular, la fecundación, la exocitosis y el movimiento 

celular también requieren de la participación de canales iónicos no solo en la 

membrana plasmática sino en membranas internas. La variabilidad de expresión de 

canales iónicos en los diferentes tejidos para procesos específicos juega un papel 

fundamental en la homeostasis de los organismos, fallas de un solo aminoácido 

pueden llevar a la muerte del mismo y la lista completa de todos los canales, así como 

su papel en las diferentes células falta aún por completarse. [2] 

 

 

 
Figura 1.1. Estructura de los canales de potasio dependientes de voltaje  [1]. 
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II. La familia de canales de potasio dependientes de voltaje (KV) 

 

a. Descripción y generalidades electromecánicas 

 

La familia de las subunidades principales (alfa) de los canales de potasio son por 

mucho la mayor y más diversa de todos los canales iónicos. Esta diversidad se origina 

en parte por el gran número de genes que codifican para las subunidades alfa, pero 

también por otros procesos como el empalme alternativo, el ensamble heteromérico y 

las modificiaciones postraduccionales, que aumentan la versatilidad de las funciones. 

Los primeros componentes moleculares de los canales de potasio se identificaron hace 

poco más de dos décadas con métodos de clonación molecular y el número de 

moléculas clonadas y caracterizadas ha crecido a pasos agigantados desde entonces. 

Los canales KV (potasio dependientes de voltaje) pertenecen a la familia de canales de 

cationes voltaje dependientes, que también incluye a los CaV  y a los NaV. Todos los 

miembros de esta familia contienen seis segmentos hidrofóbicos por subunidad (S1-

S6)  y cinco regiones de enlace; en el caso de los KV el canal se forma generalmente 

de homotetrámeros, mientras que en las otras subfamilias los 4 segmentos están 

unidos en una misma proteína. El canal consta de un poro central conductor de iones 

formado por los segmentos transmembranales S5-S6 y el asa P entre ambos. El acceso 

al poro conductor se controla por una compuerta formada por la región C-terminal del 

segmento S6 que obstruye el poro cuando el canal esta cerrado.  El asa P forma la 

parte extracelular del embudo hacia el poro, de menor tamaño, que forma el filtro y 

está altamente conservado en todos los KV [3]. La habilidad del filtro de seleccionar 

iones de potasio y no dejar pasar cationes menores como el sodio, reside en los 

oxígenos de grupos carbonilo de los residuos de glicina localizados en una secuencia 

Gly-Tyr-Gly que se encuentra en la misma posición en el poro en todos los KV 

conocidos. Los aminoácidos del poro forman una cavidad con carga y diámetro 

óptimo para el tamaño del ion potasio deshidratado y la energía de activación es 

mínima cuando el ion atraviesa, favoreciendo así el paso de potasio mil veces más que 

el del sodio. En el caso del calcio, el ion es demasiado grande para atravesar el poro 

[1].  

 Los segmentos  S1-S4 forman el sensor del voltaje y el cuerpo del canal y 

presentan mayor variabilidad no solo entre especies sino entre los diferentes tipos de 

canales de potasio. La manera en la que el canal detecta los cambios de voltaje de la 
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membrana para cambiar su conformación ha sido tema de interés para muchos 

investigadores y hasta la fecha no hay una teoría definitiva que explique cómo 

ocurren la apertura, el cierre y la inactivación. Cada sensor de voltaje se compone de 

cuatro a seis residuos básicos separados por dos hidrofóbicos. Esto crea una superficie 

cargada positivamente a lo largo del S4 responsable de la sensibilidad al potencial de 

membrana. El S4 está en contacto parcial con el ambiente lipídico, pero la superficie 

cargada está en dirección a las otras hélices del sensor S1-S3. El sensor de voltaje y el 

dominio del poro están unidos por el asa S4-S5. Una característica de la apertura y 

cierre de los canales es que el S4 atraviesa diferentes estados cerrados antes de entrar 

al estado activado. Una vez que los cuatro sensores se activan, el poro se abre por 

cooperatividad. El movimiento del sensor puede ser detectado eléctricamente como 

las corrientes de apertura causadas por el re-arreglo  de sus cargas electrostáticas con 

respecto al campo eléctrico. Actualmente el modelo de apertura de los canales postula 

que las cargas positivas de S4 se estabilizan por interacciones pareadas con cargas 

aniónicas de S1-S3 alineadas frente a él. Durante la activación, las cargas positivas 

“brincan” de una carga negativa a otra llevando al cambio conformacional. El S4 se 

inclina en la membrana, rota sobre el eje de su hélice y realiza una translación vertical 

y radial. Esto genera cambios conformacionales en S5 y S6 que abren el poro y 

permiten el paso de iones. Sin embargo, muchos aspectos de este mecanismo faltan 

aún por aclararse [1]. 

 La familia completa de los KV se enlista en la Figura 1.2. Basado en la 

clasificación del IUPHAR [4]. Además de la identificación genética de los canales, 

existen una gran cantidad de moléculas activadoras e inhibidoras que permiten una 

caracterización muy específica de las corrientes por medios electrofisiológicos. 

Inhibidores inespecíficos como la 4-aminopiridina (4-AP), el tetraetilamonio (TEA), 

la kaliotoxina, KN-93 y el clorhidrato de AM92016 permiten englobar una corriente 

recién detectada dentro de la familia de los KV, mientras que compuestos como el 

astemizol (KV11.1 y KV10.1), la dofetilida (KV11.1), DPO-1 (KV1.5), la margatoxina 

(KV1.3) y el clordihidrato de linopiridna (KV7) permiten asignar una subfamilia de KV 

a la corriente en estudio. La confirmación por métodos de biología molecular más 

dirigida permitirá clasificar las corrientes de manera precisa. La expresión de los KV 

en muchos sistemas aún desconocidos y su caracterización molecular y biofísica, así 

como su función en la excitabilidad o en señalización intracelular, es un área muy 

vasta que sigue siendo explorada. 
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Figura 1.2. Árboles filogenéticos de los canales de potasio dependientes de voltaje. a, familias KV1-

KV6 y KV8-KV9; b, familia KV7; c, familias KV10-KV12. [4] 
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b. Localización y función 

Los KV se localizan principalmente en los tejidos excitables, es decir nervioso y 

muscular, sin embargo en las últimas dos décadas se ha observado que también 

juegan un papel importante en el tejido epitelial y en algunas células del tejido 

conectivo. Además de su participación en el potencial de acción, regulan funciones de 

división celular, apoptosis, y señalización intracelular. A continuación revisaremos su 

función en los diferentes tejidos del cuerpo. 

 

Nervioso: En las neuronas los canales de potasio representa la familia más grande de 

canales iónicos y en conjunto participan en una gran cantidad de procesos celulares. 

La contribución de los canales de potasio al patrón de conducción de una neurona 

depende de los tipos de corrientes de potasio que contiene, las propiedades 

funcionales de dichas corrientes y la cantidad de corrientes que se emiten. Tratar de 

entender la contribución de estos canales en la excitabilidad neuronal se torna 

complicado si tomamos en cuenta que hay más de 100 tipos de subunidades alfa con 

el potencial de combinarse entre sí y además diferentes combinaciones con las 

subunidades beta. Sin embargo, en los últimos años se han logrado avances 

considerables en el área y la combinación de métodos de biología molecular en 

conjunto con la electrofisiología han permitido asignar una identidad estructural-

funcional a cada uno de los KV en las diferentes regiones del Sistema Nervioso 

Central (SNC). Los KV  muestran una expresión diferencial en las regiones del 

cerebro así como dentro de una misma neurona, además generan corrientes esenciales 

para la repolarización del potencial de acción, para determinar la forma del potencial 

de acción y para la integración sináptica. Dependiendo del tipo de corrientes los KV se 

pueden clasificar en los tipo A y en los rectificadores tardíos. Los canales tipo A se 

activan a voltajes por debajo del umbral del potencial de acción y se inactivan 

rápidamente ante una despolarización. De esta manera regulan el ritmo de la 

generación de espigas eléctricas únicas y en tren. Las subfamilias que emiten este tipo 

de corrientes en condiciones de homotetrámeros son: KV1.4, KV3.4 y los KV4. 

Además, otros miembros de la familia KV1 que son rectificadores tardíos, puede sufrir 

inactivación rápida en la presencia de subunidades ß1. En interneuronas estriatales 

colinérgicas, espinosas del striatum medio y neuronas pálidas y basales frontales se 

han hechos estudios que han podido evidenciar la expresión de miembros de la 

subfamilia KV4 que generan corrientes tipo A y además el número de mRNA de los 
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canales correlaciona linealmente con la cantidad de las corrientes. Estudios en el 

hipocampo han mostrado que las corrientes A de esa región se deben a los subtipos 

KV4.2 y KV4.3. Además, estudios donde se silencian los genes o se expresan mutantes 

dominantes negativas han mostrado la disminución de corrientes A en neuronas de 

roedores, confirmando así la relación entre dichas corrientes y las subunidades de los 

canales KV4.  

 Los rectificadores tardíos emiten corrientes que tardan más tiempo en llegar a 

su conductancia máxima y son ubicuos en las neuronas. Existen por lo menos 5 

subfamilias de genes que codifican para corrientes tipo rectificador tardío en sistemas 

de expresión heteróloga: KV1, KV2, KV3, eag y KV7. En general se ha visto que este 

tipo de canales predomina en las interneuronas mientras que los tipo-A predominan 

en las neuronas piramidales. Al analizar el papel del rectificador tardío KV3.1 en 

neuronas que emiten espigas rápidas se observó que su umbral de activación alto (-20 

mV) y su cinética de inactivación rápida (<1 ms) lo hacen ideal para moldear espigas 

angostas e intervalos inter-espiga cortos, sin afectar la altura de la espiga y el umbral 

de la misma; al hacer espigas angostas la inactivación de los canales de sodio se 

reduce, lo que también potencia la actividad de espigas rápidas [5].  

 La caracterización electrofisiológica de corrientes únicas en neuronas es 

todavía un reto para los investigadores debido a la gran cantidad de canales que 

expresan y la falta de inhibidores específicos para silenciar las otras corrientes, sin 

embargo, la expresión en sistemas heterólogos ha sido y sigue siendo la herramienta 

diaria del neurobiofísico. 

 

Muscular: Los KV se encuentran principalmente en el tejido muscular liso y cardíaco. 

En el músculo liso están presente en el lecho vascular, entre otros sitios, y juegan un 

papel importante en la regulación del tono vascular. Se activan por despolarización, 

contribuyen al potencial de membrana y se inhiben por algunos vasoconstrictores.  

 En el músculo cardíaco existen marcadas diferencias regionales en la amplitud 

y duración de los potenciales de acción. Estas diferencias impactan en la propagación 

del impulso eléctrico y afecta la dispersión de la repolarización de los ventrículos. A 

pesar de que una neurona y un miocardiocito expresen el mismo KV, las corrientes, la 

formación del potencial de acción y su regulación pueden variar, principalmente por 

la co-expresión de otros canales y proteínas reguladores, dando así más variabilidad a 

la función de los KV [6, 7]. 
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Epitelial: Recientemente se ha demostrado que las células epiteliales de varios 

órganos expresan una diversidad considerable de subunidades alfa de KV. A 

diferencia de las neuronas y el músculo, las células epiteliales no general típicamente 

potenciales de acción ni muestran cambios dinámicos en el potencial de membrana, 

necesario para la activación de los KV. Además, el hecho de que muchos de los KV 

expresados en epitelios muestran inactivación, sugiere que sus actividades son 

relativamente transitorias, haciendo difícil adjudicarles una única función como 

transportadores de iones. Estudios más profundos en el tema han encontrado otras 

funciones de los KV que incluyen: migración celular, cicatrización, proliferación 

celular, cáncer, apoptosis y detección de niveles de oxígeno. Actualmente se conoce 

la identidad de muchos de los canales expresados en diferentes epitelios como se 

muestra en la tabla 1.  
Tipo de epitelio Canal Referencia 
Alveolar 
 
 
 
 
Intestinal 
 
 
 
Plexo coroide 
 
 
Papilar renal 
 
 
Conrenal 
 
 
Conducto colector interno renal 
 
 
 
Carcinoma escamoso oral 
 
 
Próstata 
 
 
Cáncer de mama 
 
 
Carcinoma colónico 
 
 
Adenocarcinoma cervical 

Kv1.1, Kv1.3, Kv1.4, Kv2.2, 
Kv4.1, Kv4.2, Kv4.3, Kv9.3 
(mARN) 
Kv1.1, Kv1.3, Kv1.4, Kv4.2, 
Kv4.3 (proteina) 
 
Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3, Kv1.4, 
Kv1.5, Kv1.6, Kv2.1, Kv4.3, 
Kv9.3 (mARN) 
 
 
Kv1.1, Kv1.3 (proteina) 
 
 
Kv1.2 (mARN) 
 
 
Kv2.1, Kv3.4 (proteina) 
 
 
 
Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 (mARN) 
Kv1.1, Kv1.3 (proteina) 
 
 
Kv3.4 
 
 
Kv1.3, Kv1.4, Kv1.6 (mARN, 
proteina) 
 
 
Kv1.3 
 
 
 
Kv1.3 
 
 
 
Kv2.1, Kv9.3 

Lee et al. (2003) 
 
 
 
 
 
Rao et al. (2002) 
 
 
 
 
Speake et al. (2004) 
 
 
Volk et al. (1994) 
 
 
Wang et al. (2004) 
 
 
 
Escobar et al. (2004) 
 
 
 
Lew et al. (2004) 
 
 
Fraser et al. (2003) 
 
 
 
Abdul et al. (2003) 
 
 
 
Abdul and Hoosein (2002) 
 
 
Suzuki and Takimoto (2004) 

Tabla 1. Tipos de epitelio y expresión de KV. Modificado de [8] 
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Conjuntivo: En el tejido conjuntivo la expresión de los KV ha sido menos estudiada 

que en los demás tejidos. La atención se ha centrado principalmente en un tipo de 

células: los linfocitos. Desde que Spencer et al. describieron por primera vez al KV1.3 

en linfocitos T y B en 1993, una nueva puerta fuera de los tejidos excitables se abrió 

para los KV y surgió la inquietud de buscar los KV en más células de los tejidos 

epitelial y conjuntivo. A veinte años de la primera descripción, hoy en día se conoce 

la expresión de canales de calcio, magnesio, zinc, potasio y cloro. La participación de 

los KV en estas células, representada por el KV1.3, es principalmente importante para 

generar la fuerza motriz necesaria para la entrada de calcio, ion fundamental para la 

proliferación y activación de los linfocitos. La hiperpolarización de la membrana 

activa al KV1.3 y la salida de potasio hiperpolariza más la membrana y promueve la 

entrada de cationes, principalmente calcio. Hoy en día el uso de moduladores 

específicos para estos canales ayudan en el tratamientos de enfermedades 

autoinmunes [9]. 

 

III. El canal KV 10.1 ó éter-á-go-go1 (Eag1) 

a. Características estructurales y funcionales 

 

El canal KV10.1 se codifica por el gen KCNH1 y además de pertenecer a la subfamilia 

KV10 de los KV junto con KV10.2, también es considerado miembro a la familia EAG 

(éter-a-go-go), que es una clasificación basada en el locus EAG de Drosophila que 

genera un fenotipo con temblor en las piernas estimulado por el éter cuando se muta. 

En mamíferos existen ocho genes de esta familia y se pueden dividir en tres 

subfamilias: eag, erg (EAG related gene) y elk (Eag-like K channel) [10] (Fig. 1.3.). 

Miembros de la misma subfamilia comparten 50-70 % de similitud en su secuencia, 

mientras que entre familias solamente el 30-40 %. La secuencia de aminoácidos 

codificada por esta familia de genes contienen dominios formadores de poro y 

sensores de voltaje tal como la familia de canales tipo Shaker, pero también tienen 

dominios de unión a nucleótidos cíclicos similares a los canales de potasio 

dependientes de nucleótidos cíclicos (CNG), con los cuales tienen más relación 

filogenética que con los KV. Durante décadas, la familia EAG permaneció olvidada 
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por muchos investigadores y fue hasta la década de los noventas donde resurgió el 

interés por estos canales.  

 Cada subunidad alfa de KV10.1 consta de 962 aminoácidos en el humano. 

Cuenta con los segmentos S1-S6 que forman el sensor de voltaje y el poro, pero son 

sus porciones intracelulares N-terminal y C-terminal, especialmente largas, las que lo 

distinguen de otros KV. En el dominio N-terminal, el KV10.1 contiene un dominio 

Per-Arnt-Sim (PAS). Este tipo de dominios se encuentra generalmente en proteínas 

nucleares y actúan como sensores de luz, de hipoxia o del potencial redox, como por 

ejemplo en la proteína Period. Hasta la fecha no se ha identificado la función de este 

dominio en KV10.1. El dominio C-terminal es casi el doble de los canales Shaker y 

contiene muchos dominios que probablemente interactúen con otras proteínas. 

Además del sitio de unión a nucleótidos cíclicos, existe una región similar al dominio 

autoinhibitorio de la cinasa dependiente de calmodulina II (CaMKII) que une a CaM, 

tres sitios probables de señales de localización nuclear (NLS), un motivo Src-

homology 3 (SH3) y dos sitios de posible fosforilación por la proteína cinasa A 

(PKA)  (Fig. 1.4). 

 La caracterización detallada de las propiedades electrofisiológicas de KV10.1 

ha permitido atribuirle una identidad única a sus corrientes y así facilitar su 

identificación. Las corrientes de KV10.1 son salientes dependientes de voltaje que se 

activan entre -40 y -50 mV y aumentan conforme la despolarización aumenta. La 

activación es lenta y sufren sólo inactivación parcial. La porción de unión a 

nucleótidos cíclicos no ha mostrado tener efectos en la regulación de las corrientes. 

Una característica fundamental en la identificación del canal es el efecto Cole-Moore, 

que es el retraso en la cinética de activación cada vez más pronunciado conforme los 

potenciales pre-pulso se hacen más hiperpolarizados. El aumento en la concentración 

de iones de magnesio e hidrógeno potencia el fenómeno. Farmacológicamente el 

KV10.1 es sensible al bario y a la quinidina, así como al antidepresivo tricíclico 

imipramina y al antihistamínico astemizol. Las elevadas concentraciones de calcio 

intracelular también bloquean las corrientes y el efecto es dependiente de calmodulina 

(CaM) que modula al canal mediante su unión al dominio C-terminal [11-13]. 
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Figura 1.3. La familia EAG de canales de potasio, [10]. A. Esquema de los dominios de la 

subunidad alfa. B. Esquema de una vista superior de las cuatro subunidades alfa ensambladas. C. 

Clasificación de la familia EAG. D. Tipo de corriente que se registra para los canales eag, elk1S y 

elk1E. E Tipo de corriente que se registra para los canales erg y elk2. 
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Figura 1.4. Esquema de la estructura del monómero alfa KV10.1 

 

b. Localización tisular y celular 

 

En mamíferos el KV10.1 se ha encontrado ampliamente en el sistema nervioso central 

incluyendo las regiones CA1 y CA3 del hipocampo, la neocorteza, el bulbo olfatorio, 

el cerebelo y ganglios basales. Otros tejidos que también lo expresan son la placenta y 

los mioblastos, sin embargo su expresión en el resto de los tejidos es prácticamente 

despreciable tal y como se muestra en la figura 1.5.  

 En 1997, durante su estudio en sistemas heterólogos, se encontró que existía 

una regulación de la corrientes de KV10.1 por inductores mitogénicos en ovocitos de 

Xenopus y esto llevó a pensar a los investigadores que KV10.1 podría estar 

involucrado en procesos de proliferación celular. Un par de años después, un estudio 

fue publicado donde un “potencial oncogénico” le fue atribuido a esta proteína. Tres 

hallazgos principales fueron la base de la publicación: La transfección de KV10.1, y 

no así de otros KV, le adjudicaba a los fibroblastos una alta tasa de proliferación y una 

inhibición por contacto al crecer en cajas Petri (característica de células 

transformadas); el KV10.1 se expresaba en líneas celulares de cáncer de distintos tipos 

y la tasa de proliferación disminuía significativamente cuando el gen era silenciado 

específicamente; y finalmente, los tumores en ratones SCID eran mayores y con más 

necrosis cuando las células injertadas expresaban el KV10.1 que cuando no lo hacían. 

Desde entonces, se ha estudiado la expresión de KV10.1 en diversos tipos de tumores 

y cánceres y hoy en día se sabe que se expresa en hasta el 70% de tumores humanos 
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de todo tipo de origen. Entre los tumores con mayor expresión se encuentran el cáncer 

cervicouterino, el de mama, el de próstata, el melanoma y diversos tumores del tracto 

gastrointestinal [14, 15]. 

 
Figura 1.5. Expresion de mARN de KV10.1 en los diferentes tejidos, [14]. Recuadro: Expresión del receptor 
de transferrina (TFR) que se usó como control en los tejidos estudiados . 
 
 
 La localización intracelular de KV10.1 no ha sido descrita con mucho detalle 

hasta la fecha. Naturalmente, su ubicación en la membrana plasmática es obvia por su 

naturaleza transmembranal, sin embargo hoy en día, el modelo de la membrana obliga 

a especificar más el compartimento preciso que ocupa dentro de este organelo. En 

neuronas, recientemente se encontró en la membrana presináptica y un estudio 

demostró que KV10.1 se localiza y genera corrientes en la envoltura nuclear de células 

transfectadas  [16, 17]. Detallar la descripción de su localización membranal en los 

diferentes tipos de células fue el tema principal de esta tesis.  

 

 

 

 



27 
 

c. Función y regulación 

 

Las funciones de KV10.1 se pueden dividir en 2 grupos, las que realiza 

fisiológicamente dentro del SNC y las que realiza bajo situaciones patológicas dentro 

y fuera del SNC.  Dentro de las primeras, se observó en estudios de la unión 

neuromuscular en las larvas de las mutantes de Drosophila de EAG, que existía una 

hiperexcitabilidad en las células musculares, así como una regulación a la baja de las 

corrientes de potasio generalizada, que hasta la fecha sigue sin explicarse claramente 

[18]. En los noventas, otros investigadores también encontraron en las mismas 

mutantes, que la plasticidad sináptica y la adquisición de la memoria se ven afectada 

[19]. Sin embargo hasta la fecha ha sido casi imposible determinar la función 

específica de KV10.1 en las diferentes regiones del SNC. Los efectos en la memoria 

causados por la mutación del canal en las moscas podrían ser explicados por su 

localización en el hipocampo en mamíferos, sin embargo, estudios de 

comportamiento no han evidenciado ninguna alteración en la memoria en murinos 

[20]. Un estudio reciente demostró la expresión de KV10.1 en neuronas 

dopaminérgicas de ganglios basales, lo cual sugiere que KV10.1 puede estar 

involucrado en el control motor a nivel del SNC y no solo en la unión neuromuscular 

[21]. La importancia de sus corrientes en el potencial de acción o en la liberación 

sináptica de neurotransmisor no ha podido esclarecerse hasta la fecha, aunque su 

descripción en la membrana presináptica de neuronas hipocampales apunta hacia una 

participación en la transmisión sináptica. Por otro lado, en sistemas heterólogos 

existen avances considerables en cuanto a su función. Los primeros estudios se 

enfocaron en sus corrientes y la regulación de las mismas por distintos fármacos, 

anticuerpos y moléculas intra- o extracelulares. De esos estudios se conoce la 

sensibilidad de sus corrientes a la imipramina, astemizol, anticuerpos contra el poro, 

magnesio extracelular, calcio intracelular, CaM, CaMKII, cambios estructurales del 

citoesqueleto, factores promotores de la mitosis y ácido araquidónico [12, 22-25]. 

Posteriormente los estudios se enfocaron a determinar su papel en el efecto 

proliferativo que inducía al transfectarse en distintas células. Un estudio determinante 

fue el de Hegle et. al del 2006 donde se demostró que la mutante EAG-F456A que 

impide el paso de iones potasio en el KV10.1 de Drosophila, induce el mismo nivel de 

proliferación al ser transfectado en fibroblastos [26]. Este hallazgo marcó la pauta 

para dejar de lado la función conductora de KV10.1 en el efecto proliferativo y 
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enfocarse a los dominios intracelulares y su interacción con otras moléculas 

señalizadoras.   

 Para entender el papel de KV10.1 fuera del SNC como “oncogen” o inductor 

de la proliferación son claves dos aspectos. Primero, identificar los factores 

involucrados en la regulación de la expresión que generan la transcripción del gen 

KCNH1, así como las circunstancias que provocan la acción de dichos factores. 

Segundo, conocer la serie de vías activadas que ayudan a sostener la proliferación y 

que desencadena la presencia de KV10.1 en la membrana plasmática. Respecto al 

primer punto existe evidencia de que cada vez que una célula recibe un estímulo de 

proliferación o pérdida de la diferenciación, se promueve la transcripción de KV10.1. 

Factores como los estrógenos, oncogenes del virus del papiloma humano E6/E7 o la 

pérdida de la expresión de los antioncogenes VHL y p53 aumentan la expresión del 

canal [27]. El promotor fue descrito recientemente, 152 pares de bases antes del 

codón iniciador de la traducción, sobre el cual E2F1 demostró ser un factor de 

transcripción involucrado en su expresión, que lo activa ante la ausencia de p53 [28]. 

Bajo esta premisa, los tumores iniciados por mutación del p53 (alrededor del 50 % de 

los carcinomas agresivos) deberían de expresar KV10.1, sin embargo, ningún estudio 

al respecto se ha realizado hasta la fecha. Además, el mecanismo de regulación de 

expresión en el cerebro, debe diferir grandemente del encontrado en el resto de las 

células, puesto que las neuronas están en su mayoría arrestadas en G1 y no proliferan; 

la orden para la transcripción del KCNH1 debe provenir de otras moléculas, que 

actualmente se desconocen.  

 Respecto a la vías activadas por la expresión de KV10.1, todavía queda mucho 

por entender. En un estudio en el Eag1de Drosophila, se observó que el canal inducía 

la expresión de la proteina-quinasa activada por mitógenos (MAP quinasa) p38 y que 

cuando esta quinasa era bloqueada específicamente el efecto proliferativo de Eag1 

desaparecía, indicando así una posible vía efectora del KV10.1 [26]. Sin embargo, esto 

no ha sido demostrado en las variantes de mamíferos. En la variante de Drosophila 

también se ha observado que la actividad de CaMKII se regula por su unión a Eag1 en 

su dominio C-terminal [29]. Esta quinasa esta involucrada en las vías de regulación de 

la potenciación a largo plazo y memoria. Una vez más, la relación de ambas 

moléculas y su rol en la consolidación de la memoria en mamíferos aún no ha sido 

estudiada. Finalmente, estudios en células HEK-293 demostraron que KV10.1 induce 
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la expresión del Factor Inducido por Hipoxia (HIF-1) que a su vez promueve el factor 

de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y la vascularización tumoral [30]. 

 Identificar las características determinantes en la diferencia funcional del 

KV10.1 en el SNC y en el resto de las células es una tarea clave en el entendimiento 

de su efecto proliferativo. Puesto que la secuenciación en células tumorales demuestra 

que se trata de la misma serie de aminoácidos que en cerebro, factores externos a su 

secuencia, como modificaciones post-transduccionales, unión de distintas proteínas o 

su asociación con distintas moléculas de membrana, podrían estar jugando un factor 

determinante en su función. Entender las diferencias entre ambos ambientes, daría 

indicios importantes en dirección a comprender tanto su función fisiológica como su 

rol en células tumorales.   

 

IV. La Membrana Plasmática 

a. Evolución, estructura y composición  

 

Con el fin de desarrollarse, la vida sobre la tierra se valió de una evento muy 

importante que permitió el origen de la primer protocélula: la separación del medio 

interno y del medio externo. Para este proceso fundamental se necesitó la presencia de 

barreras biológicas o membranas.  Dos características de la membrana fundamentales 

para la supervivencia de los organismos: una permeabilidad selectiva y la capacidad 

de transducir señales externas. Estas propiedades son el resultado de la interacción 

entre los lípidos y proteínas de membrana, siendo los primeros las moléculas clave 

para su estructura y su origen. Los lípidos anfipáticos con proporciones simétricas 

entre la cabeza polar y las cadenas de los acilos forman espontáneamente bicapas 

lipídicas, las cuales constituyen el elemento básico de las membranas biológicas [31]. 

Aunque hoy en día existen pocos laboratorios dedicados a descifrar cómo se originó 

la primer membrana biológica, todos coinciden que la formación de dicha barrera 

biológica constituyó un paso fundamental en el origen de la vida y que puede incluso 

haber precedido a los sistemas auto-replicables y auto-metabólicos. Puesto que 

algunos investigadores han descartado la probabilidad de que hubiera fosfolípidos en 

la era prebiótica de la tierra, se sabe que aquellas primeras membranas debían 

contener tres características básicas de una bicapa: retención del contenido, transporte 

a través de ella y adquisición de energía. En un estudio se demostró que los ácidos 

grasos en presencia de alquilfosfatos, alquilsulfatos e hidrocarburos anfipáticos 
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forman bicapas bajo condiciones muy específicas y proveen el ambiente necesario 

para diversas reacciones químicas, compartamentalización, permeabilidad selectiva, 

aislamiento de catalizadores o moléculas “con información” y fusión y separación de 

vesículas [32]. 

 Cualquiera que haya sido el mecanismo que originó la primer membrana, el 

desarrollo de esteroles fue sin duda un paso importante en la evolución de las 

membranas. Evidencia apunta a que las células adquirieron la capacidad de modificar 

su composición lipídica membranal para mejorar su interacción con el medio 

ambiente y la introducción de esteroles en la membrana pudo haber contribuido 

dramáticamente a esta plasticidad. Los esteroles cambian las propiedades 

fisicoquímicas de las bicapas lipídicas proporcionalmente con su concentración y 

aquellos que promueven la co-existencia con dominios líquidos en una membrana 

fosfolipídica se llaman “esteroles funcionalmente competentes” o “esteroles activos 

de membrana”.  Para poder ser un esterol activo de membrana la molécula necesita: 1) 

un sistema plano de anillos fusionados, 2) uno grupo polar pequeño (tipo –OH) en la 

posición 3, 3) una cola tipo-colesterol, y 4) un área de interacción aire/agua mínima 

(<4 nm/molécula). El colesterol es el esterol más estudiado en mamíferos, tiene 

preferencia por los lípidos saturados aumentando el orden al final de las cadenas y 

disminuyéndolo cerca de la cabeza polar. Además el colesterol es capaz de alterar las 

propiedades de permeabilidad de la membrana puesto que la formación de fases 

genera fallas dentro de la estructura, por donde el paso de moléculas se facilita. La 

aparición de este molécula en la membrana plasmática y sus efectos sobre ella fue sin 

duda un paso fundamental en la generación de membranas complejas 

compartamentalizadas [31]. 

 En mamíferos, las membranas contienen hasta 2000 especies de moléculas de 

lípidos incluyendo esfingolípidos y esteroles. Durante décadas se ha tratado de 

proponer un modelo estructural y funcional que explique la diversidad de lípidos y sus 

interacciones con las proteínas, sin embargo, hasta el momento no existe ninguno que 

sea completamente aceptado o considerado como único. La naturaleza dinámica de la 

estructura hace difícil encasillarla en un solo esquema, sin embargo importantes 

avances en los detalles de su organización se han hecho y se resumen en la siguiente 

sección. 
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b. Modelos  

El primer modelo que conceptualizó a la membrana como una bicapa lipídica y 

proteínas integrales embebidas en ella fue el modelo de Singer y Nicholson de 1972, 

denominado modelo del mosaico fluido [33]. A través de estudios de termodinámica, 

espectros de dicroísmo circular y rayos X, los investigadores fueron capaces de 

modelar una matriz de fosfolípidos homogénea donde las proteínas integrales 

insertaban sus alfa hélices en las porciones hidrofóbicas de la membrana, ya fuera a lo 

largo de su grosor o en alguna de las dos capas. Ellos propusieron una distribución al 

azar de las proteínas que son capaces de distribuirse uniformemente en la membrana a 

través de difusión. Además, demostraron que la membrana es asimétrica a lo largo de 

la superficie, debido al glucocálix que está solamente del lado extracelular. Este 

modelo prevaleció como el único modelo de membrana durante décadas y a pesar de 

que existían avances en las propiedades fisicoquímicas de las bicapas lipídicas 

artificiales, su correlación con las membranas biológicas para proponer un nuevo 

modelo de la membrana tardaría un par de décadas más.   

 En 1997 Simons e Ikonen publicaron un artículo en la revista Nature 

denominado “balsas funcionales en las membranas celulares” donde propusieron un 

nuevo modelo de la membrana plasmática basado en la compartamentalización de la 

superficie basado en las propiedades fisicoquímicas de fosfolípidos saturados y 

colesterol. A diferencia del modelo del mosaico fluido, donde la interacción lípido-

proteína era considerado intrascendente y la fluidez generaba una distribución 

aleatoria de las proteínas, el modelo de las balsas lipídicas propone la generación de 

fases líquido-ordenadas dentro de dominios más fluidos gracias a su contenido rico en 

esfingolípidos y colesterol, donde la interacción lípido-proteína es trascendental para 

la estructura y función de ambos componentes y las proteínas se agrupan y organizan 

gracias a las plataformas lipídicas que las contienen [34]. A pesar de la gran 

aceptación del modelo en las grandes áreas de las ciencias biomédicas como la 

inmunología, microbiología y oncología, entre otras, las discrepancias de resultados 

entre las distintas metodologías genera todavía mucha polémica con respecto a dos 

puntos: si realmente existen en las células vivas, cual es su tamaño y si los métodos de 

extracción de estos dominios obtienen realmente lo que se encuentra en las células 

vivas. Con el tiempo la duda sobre la existencia es cada vez menor, la agrupación de 

moléculas es evidente no sólo en la membrana plasmática sino en cada 

compartimento de la célula. Por lo tanto, la agrupación de ciertos lípidos y proteínas 
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en la membrana es algo que parece incluso inevitable. Que estas agrupaciones 

moleculares encajen completamente con el modelo propuesto de las balsas lipídicas 

en todas las células, falta por confirmarse con más detalle, sin embargo todo parece 

apuntar que el modelo es en esencia correcto y evidencia con tecnología de alta 

resolución lo apoya [35, 36]. Con respecto al tamaño, estos mismos avances 

tecnológicos los han ubicado en tamaños de decenas de nanómetros en condiciones 

basales, y de hasta micrómetros en condiciones de inducción donde se lleva a cabo la 

coalescencia [37]. Finalmente, las discusiones con respecto a si las balsas lipídicas 

están correctamente representadas con los métodos de extracción actuales 

(Membranas Resistentes a Detergentes, ver siguiente sección) es todavía incierto. Es 

difícil preservar una estructura tan dinámica y pequeña intacta con métodos 

bioquímicos, sin embargo, diferentes experimentos que combinan bioquímica con 

técnicas de alta resolución óptica confirman que las mismas moléculas son 

encontradas en los dominios por ambas metodologías. 

 Recientemente, un nuevo modelo denominado “orden jerárquico a mesoescala 

de la organización de los dominios de la membrana plasmática” salió a la luz guiado 

por el grupo del Dr. Kusumi [38]. En este nuevo modelo el factor más novedoso es la 

introducción de un nuevo participante clave en la organización de la membrana 

plasmática: el citoesqueleto. Desde 1972 la conexión de la membrana plasmática con 

el resto de la célula se había dejado de lado, asumiendo simplemente que envolvía 

todo el contenido sin ningún tipo de anclaje. Gracias a los avances tecnológicos el 

nuevo modelo tiene evidencia “in vivo” para proponer que proteínas 

transmembranales actúan como postes para anclar estructuras del citoesqueleto y 

formar cercas proteicas que delimitan dominios jerárquicamente inferiores como las 

distintas fases lipídicas y oligómeros proteicos. En este modelo las proteínas tienen un 

anillo de lípidos específicos para su estructura y con ellos se mueven restringidamente 

dentro del cerco, después de un tiempo difunden hacia otro cerco donde vuelven a 

tener más libertad de movimiento. Si este modelo es capaz de sostenerse en todas las 

membranas biológicas a través del tiempo, podría representar un nuevo esquema de 

las membranas (Fig. 1.6) 
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Figura 1.6.  Cambios en los modelos de la membrana plasmática. [33, 38] 

 

V. Las Membranas Resistentes a Detergentes 

a. El origen del concepto  

 

Las bicapas lipídicas tienen diferentes estados físicos, dos de los cuales son el sólido 

(gel ó s) y el líquido (fluido ó l). En el primero el empacamiento de las moléculas es 

más denso, principalmente debido a las cadenas acilos saturadas que dificultan la 

difusión lateral. En el estado fluido, las cadenas no saturadas tienen cadenas 

anguladas que generan mas libertad de movimiento lateral. Existe un tercer estado 

físico que se ha denominado líquido-ordenado (lo) y comparte características tanto 

con el estado s como con el l. El estado lo fue identificado en mezclas de lípidos que 

contenían colesterol. 

 Por otro lado, la temperatura de fusión (Tm) de un lípido puro es la 

temperatura a la cual el estado s se funde al estado l. Una mayor Tm corresponde a un 

estado más ordenado, que representa más estabilidad en la membrana. El valor de Tm 

depende del largo de las cadenas acilo, su saturación y la naturaleza de la cabeza polar 

de un fosfolípido. Cadenas más largas y saturadas tienen Tm mayores y también se ha 

demostrado que la localización del doble enlace en las cadenas no saturadas es 

importante ya que disminuyen la Tm cuando están en la mitad de la cadena. Las 
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cadenas de acilos de lípidos con altas Tm forman el estado lo en presencia de 

colesterol, sin embargo la difusión lateral es tan rápida como el estado l. Los estados 

mencionados (s,l y lo) pueden coexistir y formar fases como lo han mostrado estudios 

con diagramas de fases, figura 1.7 [39-41].  

 

 
                     Figura 1.7. Diagrama de la coexistencia de la fase Lo y fase Ld. 

 

 En un sistema en equilibrio termodinámico la formación de fases se debe a las 

diferentes afinidades entre sus componentes. En una mezcla de moléculas lipídicas, la 

energía libre de Gibbs (G) entre dos diferentes moléculas puede medir el grado de 

“aversión” entre ellas. De acuerdo a este valor la existencia de fases puede 

establecerse. G<0 indica que ambas moléculas se mezclan favorablemente, G=0 

significa mezcla al azar, G>0 es para la segregación en fases. Los factores que 

influyen en el valor de G dependen de la naturaleza de las moléculas involucradas 

(incluyendo proteínas transmembranales) en la formación de la membrana. Hasta 

ahora los factores más importantes detectados son: 1) La discordancia del grosor de la 

parte hidrofóbica de los componentes, 2) la naturaleza de los residuos de aminoácidos 

de la región transmembranal de las proteínas, 3) la concentración de colesterol, 4) 

intracciones de van der Waals, y 5) la entropía de las cadenas de lípidos. La 

dependencia de G en estos factores ha sido demostrada en varios estudios que 

demuestran la coexistencia de fases. Estudios de espectroscopía detectaron las fases s, 

l y lo en bicapas con esfingomielina y colesterol. Sin embargo la interacción detallada 

entre ambos componentes ha sido difícil de describir [42, 43]. 

 Un paso fundamental en la extrapolación de las fases de bicapas a los modelos 

biológicos fue el descubrimiento de una característica importante de las membranas 

con segregación de fases: la diferente solubilización de las fases con detergentes. El 

detergente más usado para generar dicha diferencia es el Tritón X-100. Las micelas de 
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Tritón X-100 se mezclan con las vesículas lipídicas y a partir de cierta concentración 

se forman micelas mixtas lípido-detergente, pero esta interacción depende 

fuertemente del estado físico del lípido. Una membrana que es insoluble con Tritón 

X-100 en un estado sólido, se vuelve soluble cuando la temperatura se eleva sobre la 

Tm. Sin embargo, parece que el estado sólido de las membranas necesita alejarse 

mucho de su Tm, puesto que estados sólidos cerca de este valor sí se solubilizan con 

Tritón X-100. Estos antecedentes llamaron la atención de los biólogos quienes 

comenzaron a realizar la separación de fases sólidas de las membranas biológicas con 

detergentes y las denominaron “membranas resistentes a detergentes” (MRD). Una 

vez que el análisis proteico mostró diferencias en la localización dependiendo de la 

fase y que las fases lo tenían incluso preferencia por ciertas zonas en células 

polarizadas, un nuevo campo en el estudio de las membranas biológicas comenzó a 

formarse y el modelo de las balsas lipídicas emergió después de varios años de 

experimentos [44, 45].  

  

b. Características principales 

 

Las MRD representaron el inicio de un nuevo enfoque de la membrana plasmática. La 

metodología clásica se basa en la incubación de las membranas con Tritón X-100 a 

4°C (que garantiza un alejamiento considerable de la Tm) para su posterior separación 

por métodos de centrifugación con ayuda de gradientes discontinuos de sacarosa que 

por diferencia de densidades, permite la flotación de los lípidos insolubles. A pesar de 

las críticas a las MRD, basadas en la utilización de diferentes detergentes no iónicos 

que arrojan diferentes resultados, en el descenso en la temperatura necesario en la 

metodología y en la falta de minuciosidad en muchos estudios de utilizar solamente 

membrana plasmática aislada, existen muchas evidencias de que son una muy buena 

aproximación para iniciar el abordaje del estudio de partición de proteínas en la 

membrana con respecto a los microdominios lipídicos. Esto es apoyado por el hecho 

de que las MRD son ricas en colesterol y esfingolípidos; que cuando la membrana es 

alterada con extracción de colesterol, el aislamiento de las MRD se altera, es decir, las 

MRD representan realmente esfingolípidos y colesterol organizados en dominios; y 

que proteínas observadas en células vivas localizadas en dominios de GM1, son 

encontradas también en las MRD.  
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Sin embargo el hecho de que la membrana debe ser homogenizada y de que se utiliza 

prácticamente la misma técnica para diferentes células que difieren ampliamente en su 

organizacion membranal, contenido proteico y lipídico (neronales, musculares, 

epiteliles y de tejido conjuntivo), hacen esta técnica necesaria pero no suficiente para 

el estudio de microdominios lipídicos. 

Estudios de proteómica y lipidómica han encontrado contenidos muy distintos en 

MRD obtenidos de diferentes células o con diferentes detergentes. Incluso células del 

mismo tipo en diferentes fases del ciclo celular o con diferentes grados de 

diferenciación (tumorales) muestran diferentes tipos de balsas lipídicas [46, 47]. Así 

mismo, al usar otros detergentes como Lubrol o Brij, el contenido de las MRD difiere 

[48]. Este tipo de resultados ha generado que surjan propuestas de que existen 

diferentes tipos de balsas lipídicas que son detectados por diferentes detergentes. Sin 

embargo, no hay evidencia de que en la célula viva existan estos “tipos” de balsas 

lipídicas y se trata mas bien de los efectos “secundarios” de cada detergente al 

interactuar con las membranas que genera modificaciones en la organización de las 

micelas y por lo tanto del contenido lipídico y proteico que se detecta [49]. 

Los resultados de las MRD deben ser, por lo tanto, tomados como solo un primer 

acercamiento al estudio de microdominios lipídicos y deben siempre ser 

complementados con estudios de óptica (de preferencia de súper alta resolución ) y de 

función. 

 

c. Función de los dominios discretos en la membrana 

plasmática en los diferentes tejidos 

 

Tomando en cuenta que las balsas lipídicas siguen siendo hoy en día solamente un 

modelo propuesto y no completamente confirmado, donde la estructura precisa y 

composición molecular queda todavía por detallarse; querer determinar la función de 

algo que todavía no es ciento por ciento identificado parece un poco complicado. 

Cuando se hace referencia a la función de las balsas lipídicas la literatura actual se 

basa casi en su totalidad en estudios de extracción de colesterol de la membrana 

plasmática. Es decir, se determina la función de cierta proteína en condiciones basales 

(previamente identificada como “residente” de las balsas) y posteriormente se 

determina esa misma función después de la extracción del colesterol. La extracción de 

colesterol tiene como objetivo desestabilizar o romper la estructura de las balsas y la 
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interpretación consiste en que los cambios detectados en la función de dicha proteína 

son el resultado de los cambios generados en la estructura de las balsas. Aunque esta 

interpretación es aceptada para proponer un mecanismo de regulación de la proteína 

en estudio por la estructura de la membrana, existen muchos detalles de la asociación 

de la proteína con los dominios, de los cambios de conformación de la proteína y por 

consecuencia de la verdadera función de los dominios con respecto a la regulación de 

la actividad de la proteína que la mayoría de los estudios sobre balsas lipídicas no 

consideran. La asociación de las proteínas a la membrana puede ser de distintas 

formas, así mismo, la asociación de una proteína a determinado compartimento de la 

membrana varía. Las proteínas más estudiadas se insertan a las balsas lipídicas a 

través de acilaciones, como las proteínas GPI, o se insertan en un solo lado de la 

bicapa lipídica, como las caveolinas. También se conocen casos donde la asociación a 

los dominios es indirecta a través de la unión a proteínas que a su vez están ancladas a 

los dominios. Finalmente, aunque más polémica, la inmersión de péptidos o 

segmentos de proteínas en los dominios membranales, también es un modelo 

propuesto para la asociación proteína-balsas [49]. La forma en que una proteína se 

asocia a los microdominios es un aspecto pocas veces estudiado, por su alto grado de 

dificultad experimental, sin embargo es trascendental para poder adjudicarle alguna 

“función reguladora” a las balsas.  La metodología convencional previamente 

descrita, donde solamente se extrae el colesterol y se observa el cambio de función, 

tiene algunas desventajas, como por ejemplo algún efecto directo de la droga 

extractora de colesterol sobre la proteína en estudio ó que el efecto sea más bien 

mediado por otra proteína de anclaje y no por las balsas mismas [50]. También es 

posible que la extracción de colesterol no genere la disociación de la proteína con los 

lípidos a los que se ancla (existen núcleos de GM1 resistentes a extracción de 

colesterol que mantienen su estructura y podrían permanecer anclados a la proteína) 

[51]. Todas estas posibilidades no pueden ser descartadas mientras no se determine 

primero la forma en la que la proteína se asocia a las balsas y si las balsas son 

responsables o no de algún cambio de conformación y función en la proteína.  

A pesar de estas desventajas mencionadas, hay una función que está 

demostrada y es de las principales descritas para las balsas lipídicas: la coalescencia 

de varios microdominios para generar plataformas mayores de agrupaciones de 

proteínas en determinadas vías de señalización. Esta generación de grupos proteicos 

es fundamental para que las funciones celulares se mantengan, y depende en un 100% 
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de la integridad del contenido lipídico y estructura proteica subyacente de la 

membrana [37, 38]. La generación de agrupaciones proteicas y lipídicos es un proceso 

conservado desde los organismos más simples y antiguos hasta los más complejos. 

Dos ejemplos clásicos de ellos son los que se encuentran en las sinapsis tanto 

neurológica como inmunológica. Ambos procesos requieren de la participación de un 

gran número de proteínas conglomeradas en un lugar específico de la membrana para 

la interacción con la siguiente célula [52, 53]. En ambos procesos se ha demostrado 

que la participación de las balsas lipídicas como plataformas acarreadoras de las 

proteínas involucradas es trascendental y que cuando las balsas son desestabilizadas 

con la extracción de colesterol, la membrana es incapaz de generar las agrupaciones 

proteicas necesarias para el proceso. Otras vías de señalización como las que 

involucran proteínas ras, MAPK, apoptosis o de factores de crecimiento también 

requieren de la integridad de dominios para poder llevarse a cabo [54]. En músculo 

esquelético, las balsas se han visto involucradas como sostén del andamiaje proteico 

extremadamente complejo y necesario para la generación y transmisión de fuerza 

tanto longitudinal como transversal [55]. 

En conclusión, los microdominios generan la compartamentalización de la 

membrana para la selección y organización de las diferentes estructuras proteicas y 

lipídicas, cuando el estímulo específico llega a la membrana, esta organización le 

permite la una respuesta rápida y precisa para que el proceso en juego se lleve a cabo. 

Desestabilizar la membrana en su totalidad con alteraciones en las concentraciones de 

sus componentes, genera por lo tanto, caos y falla en las funciones. 

 

VI. Canales iónicos y Membranas Resistentes a Detergentes. 

 

Desde el descubrimiento de los canales iónicos como protagonistas en la transmisión 

eléctrica de células excitables, la generación de conocimiento en torno a su estructura, 

actividad, regulación y localización ha crecido a pasos agigantados. Uno de los 

detalles que no pasó desapercibido por los investigadores fue la polarización y 

localización selecta de los distintos tipos de canales en las neuronas. La regulación de 

esta distribución tan precisa para el correcto funcionamientos de los potenciales 

eléctricos generó curiosidad, y cuando el modelo de las balsas lipídicas se dio a 

conocer, buscar una asociación entre ambas estructuras era muy tentador. El primer 

estudio al respecto se publico en el año 2000 y encontró el canal de potasio 
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dependiente de voltaje KV2.1 asociado a las MRD de cerebro de rata y no así el canal 

KV4.2 [56]. Este hallazgo no solo abría las puertas al área de “canales iónicos y rafts” 

sino que aportaba además dos cosas muy importantes: que los canales, incluso de la 

misma familia, no necesariamente estaban siempre asociados a las balsas lipídicas, y 

que la extracción de colesterol tenía un efecto en la generación de corrientes de los 

canales cuando estos se asociaban a las MRD. A partir de aquí, un sin número de 

estudios comenzaron a realizarse en diferentes tejidos y estudiando diversos tipos de 

canales; en la Tabla 2 se resume los canales que hasta el momento se han encontrado 

asociados a las MRD [57]. 

Como se mencionó en la sección previa, en la mayoría de los casos se 

desconoce la forma en la que los canales se asocian a las balsas lipídicas, las 

propuestas se señalan en la figura 1.8. Uno de los canales mejores estudiados es el 

receptor nicotínico de acetilcolina, donde no solo se ha encontrado asociado con las 

MRD [58], sino que también se han hecho minuciosos estudios estructurales que 

encontraron sitios de unión a colesterol y se proponen sitios de unión a 

esfingomielinas. Ambas moléculas tienen funciones reguladoras en el proceso de 

unión a ligando y cambios conformacionales para la apertura del canal [59].  

 

Canal Célula ó tejido 
KV2.1 
KV1.5 
KV1.3 
KV12.1 
BKCa 
Kir3.1 

Canal de Na+ (SP-19) 
Canal de Ca2+ 

TRP1 
TRP3 
VRAC 
VDAC 

CNGA2 
nAChR 

 
Receptor AMPA (GluR1, GluR2/3) 

Cerebro, fibroblastos 
Fibrobalstos 

Jurkat 
HEK-293 
MDCK 

Cerebro, CHO 
Corazón 

Músculo esquelético y liso 
HSG y esperma 

HEK-293 
CPAE 

Neuroblastoma 
HEK-293, OSN 

Neuronas ciliares, neuronas 
de peces 

Neuronas hipocampales 
Tabla 2. Lista de KV en las balsas lipídicas, modificado de [57] 
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 Figura 1.8. Modelos de los tipos de asociación de los KV con las balsas lipídicas. [57] 

 

Finalmente terminaremos esta sección ejemplificando la asociación de “canales 

iónicos y rafts” con dos canales de potasio dependientes de voltaje que constituyeron 

dos antecedentes muy importantes para esta tesis. 

 

Kv2.1 

Este fue el primer canal que se estudió y que se encontró asociado a MRD. Desde ese 

primer estudio, el conocimiento en torno a su asociación con las balsas lipídicas ha 

avanzado considerablemente. Los canales forman agrupaciones en la membrana 

plasmática de neuronas y células HEK-293 transfectadas, que colocalizan con 

caveolina [56]. Además se ha demostrado que estos canales tienen una difusión 

mucho menor comparada con otros canales que no se asocian a las balsas, lo cual 

corrobora la estancia en un dominio líquido-ordenado [60]. También se determinó que 

la formación de las agrupaciones sobre la membrana es dependiente de la actina 

subyacente, y se demostró que esta organización en grupos se pierde al disminuir la 

concentración de colesterol en la membrana [61]. Finalmente, se determinó que la 

actividad conductora de los canales que se encuentran dentro de las agrupaciones es 

mucho menor que cuando están fuera de los dominios [62]. Este último hallazgo es 

muy importante puesto que propone a la membrana como un regulador de la actividad 

del canal adicional al potencial de membrana. La generación de agrupaciones con 

grandes cantidades de proteína probablemente genere un hacinamiento molecular que 

impida los cambios conformacionales necesarios para la apertura del poro. Este es sin 

duda un grueso pero muy práctico medio de regulación de la actividad. Este tipo de 
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regulación es el precedente para apoyar los resultados de electrofisiología encontrados 

en KV10.1 en esta tesis, que parecen ser similares a los encontrados en KV2.1. 

 

Kv1.3 

 

KV1.3 fue el primer canal de potasio en encontrarse en células no excitables y en 

ejercer una función conductora no involucrada en un potencial de acción. Desde su 

descubrimiento en los linfocitos T en 1993 se ha aprendido mucho de la participación 

de este canal en la respuesta inmunológica y se ha usado como blanco terapéutico 

para enfermedades autoinmunes [63-65]. El Kv1.3 es necesario para la activación de 

los linfocitos T en una respuesta inmune, y este hallazgo ha permanecido 

independiente de los resultados de otros grupos que han encontrado al Kv1.3 asociado 

con las balsas lipídicas [63, 66]. Los resultados demostraron que la extracción de 

colesterol ejerce efectos en las propiedades electrofisiológicas del canal, pero más 

aún, afectan la proliferación de los linfocitos. Aunque hasta el momento nadie ha 

estudiado que ambos efectos estén relacionados, es decir, que la activación y 

proliferación de los linfocitos dependa en parte de que el canal se localice en las 

balsas lipídicas, suena tentador investigarlo, y más aún para esta tesis, puesto que las 

similitudes en comportamiento con Kv10.1 son muchas. Kv10.1 es un canal que 

también está involucrado en la proliferación de muchos tipos de células, también se 

localiza en balsas lipídicas y se propone en esta tesis, que probablemente su 

localización tenga que ver con su efecto proliferativo. Si este efecto se pudiera 

corroborar con otro canal de la misma familia, sería sumamente interesante. De 

cualquier manera el antecedente de Kv1.3 fue muy importante en la planeación de 

este proyecto de investigación. 

 

Una vez explicados todos los conceptos necesarios para la comprensión de los 

resultados mostrados en esta tesis, no queda mas que proceder a presentarla: 



42 
 
2.- OBJETIVO 

 

Determinar la partición del canal KV10.1 dentro de las diferentes fases de la 

membrana plasmática en diferentes sistemas celulares, así como determinar si las 

concentraciones de colesterol y la estabilidad del citoesqueleto en la membrana, 

afectan su partición en los distintos dominios. Finalmente, identificar si la 

localización dentro y fuera de los dominios es factor determinante en su función 

conductora.  
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3.- HIPÓTESIS 

 

El canal KV10.1 se localizará dentro de los dominios ricos en esfingolípidos y 

colesterol y cambios en su localización membranal, a través de la modificación de las 

concentraciones de colesterol, afectarán su función. 
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4.- MATERIAL Y MÉTODOS 

Modelos experimentales 

Ratones: Todos los experimentos con animales fueron realizados con la aprobación 

de las políticas de animales del Instituto Max Planck de Medicina Experimental y el 

estado de Baja Sajonia, Alemania. Se utilizaron ratones machos adultos nativos de la 

cepa C57BL/6J para el aislamiento de cerebros. Células: Las células HEK-293 se 

obtuvieron de la Colección Alemana de Microorganismos y Cultivos y se cultivaron 

de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Células establemente transfectadas con 

pTracer-KV10.1 y pTracer- KV10.1-BBS fueron cultivadas en medio DMEM con F-12 

y Glutamax-I (Invitrogen) suplementada con suero fetal bovino al 10 % y 

seleccionados con Zeocina (Calya, 0.3 mg/ml). Los cultivos primarios de céulas 

gliales se obtuvieron de cortezas de 8-10 ratones P0 y fueron recolectados en medio 

HEPES-DMEM. Las células se disociaron con tripsina-EDTA a 37°C por 15 min. Las 

células disociadas se lavaron tres veces con DMEM y se homogenizaron con una 

jeringa 18-g, se centrifugaron por 5 minutos a 500 x g y se resuspendieron en DMEM 

fresco para mantenerse bajo condiciones estándares de cultivo por dos semanas. 

Pasado el tiempo las células fueron cosechadas y vueltas a sembrar una vez alcanzada 

una confluencia de 80-90 %. Células HEK-293 transitoriamente transfectadas con la 

mutante C7-hEag1 (F714S/F717S) se cultivaron bajo las mismas condiciones que las 

otras células HEK-293 descritas. 

 

PCR en tiempo real de células gliales  

El RNA de células cultivadas fue aislado con el kit RNeasy (Quiagen, Hilden, 

Alemania) y transcrito reversamente usando Super Script (Invitrogen). La PCR-TR se 

realizó con el sistema TaqMan en un ciclador de detección de luz tal como fue 

descrito previamente [14]. Para los marcadores de glía y neuronas los cebadores se 

seleccionaron usando la “Universal Probe Library” (Roche) y fueron detectados por el 

método de SYBR Green. 

 

Aislamiento de las membranas plasmáticas 

Las membranas plasmáticas de tejido cerebral fueron aisladas usando el protocolo 

modificado de Schindler y Nothwang [67], que a continuación se describe 

brevemente. Cerebros de ratón aislados frescos o congelados (-80°C) se 

homogenizaron con homogenizador de pistilo de teflón anclado a un taladro en Buffer 
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A (15mM Tris-HCl, 320mM sacaraosa e inhibidor de proteasa sin EDTA, pH7.8). Se 

centrifugó tres veces para eliminar núcleos y residuos (3000 xg, 10 minutos a 4°C). El 

sobrenadante se colocó sobre una cama de sacarosa a 850 mM (Buffer A) y se 

centrifugó por 30 minutos a 70,000 xg a 4°C. La capa flotante entre ambos gradientes 

corresponde a la mielina aislada del tejido y fue desechada. La muestra restante se 

centrifugó por 30 minutos a 20,000 xg a 4°C para eliminar mitocondrias y posible 

mielina residual localizadas en el precipitado. El sobrenadante se centrifugó por 1 

hora a 100,000 xg a 4°C para precipitar los microsomas. Los microsomas se 

resuspendieron en Buffer A y se usaron para el método de unión a la aglutinina de 

germen de trigo (WGA) del sistema de afinindad de dos fases previamente descrito. 

Para evaluar el producto final se realizaron ensayos de actividad enzimática y 

experimentos de Western Blot. Para el aislamiento de membranas plasmáticas de 

células de cultivo se usó el protocolo descrito por Yao et. al [68]. 

 

Extracción de colesterol y del citoesqueleto 

Se utilizó metil-beta ciclodextrina (MBCD) para extraer el colesterol tanto de 

membranas aisladas como de células vivas. Para las membranas aisladas, se incubó la 

muestra con 30 mM de MBCD por 1h a 37°C bajo agitación y se realizaron dos 

lavados con PBS. Las células HEK-KV10.1, se lavaron con PBS, se sometieron a 

tratamiento con tripsina y se dividieron en alícuotas de 1ml con 5-7 millones de 

células cada una. Posteriormente se incubaron con 10 mM de MBCD en medio sin 

suero por 30 min a 37°C bajo agitación. Las muestras control se sometieron al mismo 

procedimiento, sustituyendo PBS por MBCD. Los precipitados de células fueron 

congelados a -80°C o directamente usados para el aislamiento de membrana 

plasmática y MRD. 

 Para eliminar la actina unida a las membranas plasmáticas de tejido cerebral se 

utilizó carbonato de sodio (Na2CO3). Alícuotas de 500ul de extracto de membrana se 

incubaron con 20 ml de 150 mM de Na2CO3 por 5 minutos en hielo. Posteriormente 

se lavaron una vez con PBS y el precipitado se resuspendió en PBS. Se preservó un 

volumen de 100 µl para determinación de proteína y WB y el resto se incubó con 

Tritón X-100 al 1 % para aislamiento de MRD. Para las células HEK-KV10.1 se 

realizó un procedimiento similar al de la extracción de colesterol con MBCD, pero 

utilizando 1 µl de 10 µM de Latrunculina A (LatA) disuelta en DMSO. Las células se 
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incubaron 1 hora a 37°C bajo agitación. Para los controles se utilizó únicamente 1 µl 

de DMSO. 

 

Aislamiento de las membranas resistentes a detergentes (MRD) 

Las membranas plasmáticas controles y las tratadas provenientes de células o de 

tejido cerebral fueron suspendidas en PBS, incubadas con Tritón X-100 al 1 % por 30 

minutos a 4°C y luego diluidas en un volumen equivalente de solución de sacarosa al 

80 % (concentración final de sacarosa de 40 %). Posteriormente se formó un 

gradiente discontinuo con la sobreposición de soluciones de sacarosa al 30 % y al 5 

%. Las muestras se centrifugaron por 18 horas a 200,000 x g a 4°C. Nueve fracciones 

se recolectaron de arriba hacia abajo. Se determinó concentración de proteína con el 

ensayo de ácido bicinicónico (Pierce) y se realizaron Dot blots para la localización del 

gangliósido GM1 con la fracción ß de la toxina colérica unida a HRP. Para los 

experimentos de WB las fracciones se fusionaron en 3 grupos: MRD (fracciones 2-4), 

No-MRD (fracciones 5-6 y fracciones 7-9). La proteína de cada grupo se precipitó 

usando el protocolo del ácido tricloroacético (TCA) y se resuspendió en buffer de 

carga para ser usado en electroforesis. 

 

Determinación de colesterol 

Para determinar la concentración de colesterol se utilizó el kit de Biovisión 

(Cholesterol/Cholesteryl Ester Quantitation Kit) de acuerdo a las instrucciones del 

proveedor. Las medidas de absorbancia se realizaron en un espectofotómetro a 570 

nm en platos de 96 pozos. La concentración de colesterol se expresó en mg de 

colesterol/mg de proteína. 

 

Inmunoblots y densitometría 

Los extractos de proteína se separaron por geles de SDS-PAGE de gradiente (Tris-

acetato 3-8 % ó Bis-Tris 4-12 %, de NuPAGE, Invitrogen) y fueron transferidos a 

membranas de nitrocelulosa (Amersham). Para los experimentos de dot-blot, 3 µl de 

concentraciones iguales de proteína de cada fracción se colocaron directamente sobre 

la membrana de nitrocelulosa y se dejaron secar por 15 minutos. Las membranas, 

usadas para WB o dot-blot se bloquearon por 30 minutos con 0.1 % de caseína 

(Roche Applied Science), 5 % de leche sin grasa (Bio-Rad) ó 5 % de albúmina sérica 

bovina (BSA, Sigma). Seguidas de una incubación con el anticuerpo primario 
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correspondiente; la toxina del cólera conjugada con peroxidasa (1:50,000, Sigma), los 

anticuerpos; O1 pentamérico contra galactosilceramida (GalCer, 1:50, donado por el 

Prof. K.A. Nave, MPI-EM, Gotinga, Alemania), Caveolina-1 (Cav-1, 1:300, 

policlonal, Santa Cruz), Flotilina-2 (Flot-2, 1:1000, monoclonal, BD Bioscience), 

KV10.1 (1:1500, policlonal, 9391/ref), Receptor de Transferrina (TfR, 1:1000, 

monoclonal, BD Bioscience), Marcador de Golgi (GM130, 1:500, BD), Subunidad 

alfa de la proteína asociada al translocon (TRAPalfa, 1:1000, Abcam), Proteína 

Básica de Mielina (MBP, 1:1000, Abcam), Proteína Proteolipídica (PLP, 3F4; 1:250, 

donado por el K.A. Nave, MPI-EM, Gotinga, Alemania) y Actina (1:1000, Abcam). 

 Después de lavar el anticuerpo primario se realizó la incubación con el 

anticuerpo secundario (Invitrogen). El revelado de quimioluminescencia se realizó 

con el sistema Immobilon de Millipore. La señal se detectó con el sistema de Bio-Rad 

Chemi-Doc luminescence. La densitometría se realizó con el programa ImageJ. 

 

Electrofisiología 

Las células se cultivaron de 24-72 horas sobre cubreobjetos cubiertos con poli-L-

lisina. Para los experimentos con MBCD, las células se incubaron en medio sin suero 

con 30 mM de MBCD a temperatura ambiente justo antes de los registros. Las 

corrientes macroscópicas se registraron con la configuración de célula completa de la 

técnica de parche y pinza en un amplificador EPC 9 (HEKA). Las pipetas para los 

parches tenían una resistencia entre 2-5 megaohms y se hicieron con capilares de 

vidrio (WPI, Corning #0010). La resistencia en serie se compensó en un 70 %. La 

solución intracelular contenía: 100 mM KCl, 45 mM N-metil-D-Glutamina, 10 mM 

ácido 1,1-bis(O-aminofenoxi)etano-N,N´,N´-tetracético (BAPTA) en sal de 

tetrapotasio. 10 mM HEPES/HCl, pH 7.35. La solución extracelular contenía: 160 

mM NaCl, 2.5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 8 mM glucosa, 10 mM 

HEPES/NaOH, pH 7.4. El potencial en reposo para todos los experimentos era de -70 

mV. Los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente, los registros se 

procesaron con el protrama Igor Pro (WaveMetrics). Cuando corresponde, los 

resultados se presentan en promedio ± error estándar. 

 

Citoquímica por afinidad y microscopía confocal 

Para los experimentos de microscopía se utilizaron células HEK-293 transfectadas 

con pTracer-KV10.1-BBS. Las células se cultivaron en cubreobjetos cubiertos con 
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fibronectina de 12 mm de diámetro por 48 horas y luego se trataron con las diferentes 

técnicas. Para la extracción de colesterol las células se incubaron con 5mM de MBCD 

por 30 min a 37°C o con PBS para los controles. Para la eliminación de actina, se 

incubaron con 1 µM de LatA ó 1 µL de DMSO. Después de cada tratamiento las 

células se lavaron 3 veces con TBS (pH7.4), se incubaron con la Toxina Colérica-

FITC (CT-FITC, sigma 1 µL/mL) por 5 minutos a temperatura ambiente; se 

suspendían brevemente en TBS y luego se incubaron con Bungarotoxina-Alexa Fluor 

555 (BTX-AF555, Invitrogen, 3 µL/mL) por 15 minutos a temperatura ambiente, 

seguido de 3 lavados con TBS. Finalmente se fijaban con 10 % de formalina durante 

10 minutos a 4°C, se realizaban 5 lavados más y se montaban sobre portaobjetos con 

ProLong-DAPI (Molecular Probes). Las laminillas se mantenían por una noche a 4°C 

y se observaron en un microscopio confocal Leica SP5 (CLSM, Leica, Mannheim) de 

la siguiente manera: el microscopio equipado con detectores hibridos se uso para 

registrar campos representativos ocupados por células que contuvieran células con 

señal para FITC y BTX-AF555. Los parámetros para la adquisición se mantuvieron 

iguales para todas las adquisiciones. Se generó un macro en el programa ImageJ y se 

utilizó para cuantificar las señales de fluorescencia de las diferentes células 

fotografiadas. De las imágenes se tomaba una región de interés (ROI) marcada 

manualmente para cada célula de una imagen de la superficie de la membrana 

plasmática adherida al portaobjetos. Posteriormente se generó una imagen binaria 

para los canales de FITC y BTX-AF555 aplicando el método de umbral local 

“MidGrey” con un radio de 15 pixeles. Las imágenes binarias se sumaron para 

generar una tercera imagen donde las señales sobrepuestas pudieran cuantificar y 

normalizar con respecto al área completa de ROI para obtener el porcentaje área 

sobrepuesta. Las medias se calcularon de 91 células control y 92 células tratadas para 

cada experimento. 
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5.- RESULTADOS 

I. Cerebro 

a) Membranas plasmáticas purificadas 

El aislamiento de la membrana plasmática del tejido cerebral se realizó por medio de 

centrifugación diferencial, gradientes discontinuos de sacarosa y un sistema de 

Dextran-AGT/Polietilenglicol basados en un protocolo descrito previamente por 

Schindler y Nothwang en 2009 [67], al cual le añadimos un paso de centrifugación 

para la extracción de mielina. Un esquema del protocolo se muestra en la figura. 5.1. 

 

 

 

 
Fig 5.1 Esquema del procedimiento de aislamiento de las membranas plasmáticas (PM) a partir de tejido 

cerebral con el sistema por afinidad a la aglutinina de germen de trigo de dos fases modificado. 
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Caracterización de las membranas plasmáticas aisladas.  

Un Dot Blot contra el lípido GalCer en las diferentes fases del proceso de aislamiento 

demostró que comparado con el homogenado inicial, las membranas plasmáticas 

pierden el 50 % del GalCer al usar el protocolo original, mientras que con el 

protocolo modificado, la membrana aislada pierde un 94% del lípido (Fig 5.2A). Un 

menor contenido de mielina en las membranas plasmáticas elimina resultados 

confusos al aislar las MRD, puesto que la mielina es rica en esfingolípidos. Al 

analizar la expresión de la Proteína Básica de la Mielina (MBP) y la Proteína 

proteolipídica (PLP) por WB en las membranas aisladas comparadas con el 

homogenado inicial se observó una disminución de la expresión del 35 % de la MBP 

y 37 % de la PLP por densitometría (Fig. 5.2B). Para continuar con el análisis de 

pureza de las fracciones se realizaron ensayos enzimáticos de tres proteínas que 

marcaban la membrana plasmática, el retículo endoplásmico y la mitocondria. En la 

figura 5.2C se muestra la actividad específica relativa (ASR) de la fosfatasa alcalina, 

que es cinco veces mayor en las membranas plasmáticas que en el homogenado 

inicial. La ASR de la succinato deshidrogensa es 0.19±0.15 y la de la NADPH 

citocromo c reductasa es de 0.47±0.03, ambos valores menores de la unidad. 

Finalmente, se encontró por WB que en la membrana plasmática GM130 (marcador 

del aparato de Golgi) estaba ausente mientras que TRAPα (marcador de retículo 

endoplasmático) mostraba una reducción del 95% en comparación con el 

homogenado inicial (Fig. 5.2D). 

 Con estos resultados se demostró el enriquecimiento de nuestras fracciones 

con membrana plasmática y prácticamente sin contaminación de retículo, Golgi, 

mitocondrias y lípidos de la mielina. 

 

a) El KV10.1 se expresa en células neuronales y no en células de la glía en el 

SNC 

La expresión de KV10.1 en las neuronas se ha descrito ampliamente, sin embargo la 

expresión en las células gliales no ha sido reportada hasta ahora. La figura 5.3 

muestra el valor normalizado de un análisis de RT-PCR realizado con marcadores de 

la glía y neuronas de ratón en tres diferentes cultivos celulares de glía. Los 

marcadores incluyen la identificación de astrocitos, microglia, oligodendrocitos y 

neuronas. Los resultados muestran que en tres  cultivos diferentes de diferentes  
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Fig. 5.2 Caracterización de las fracciones de membrana plasmática de cerebro. A) Dot-blot contra GalCer en 

fracciones obtenidas con el protocolo original (sin extracción de mielina) y nuestro protocolo modificado (con 

extracción de mielina). H: homgenado total, M: microsomas, PM: membrana plasmática. B) WB de dos de los 

principales marcadores de mielina MBP (Proteína que une mielina) y PLP (Proteína proteolipídica). C) Ensayos de 

actividad enzimática, expresados en actividad relativa en la fracción PM comparada con el homogenado total; AP: 

fosfatasa alcalina (marcador de membrana; n=10 media ± DS: 4.47±4.47), SD: succinato deshidrogenasa 

(marcador de mitocondria; n=6, 0.48±0.37), NADPH CcR: NADPH citocromo c reductasa (marcador de retículo 

endoplasmatico; n=5; 0.43±0.08). D) Western Blot contra la proteína del aparato de Golgi GM130 y del retículo 

endoplasmatico TRAPα en las diferentes fracciones membranales. 
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Fig 5.3 Caracterización de cultivos celulares primarios de glía de ratón. KV10.1 no se expresa en células de la 

glía. PCR en tiempo real en tres diferentes cultivos enriquecidos en diferentes tipos de células de la glía. La gráfica 

se presenta en ARN normalizado con TfR para tres diferentes marcadores de glía (mGfap, mAlf1 y mOlig2), dos 

marcadores de neuronas (mMtap2 y mSyp) y KV10.1. 
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pasajes y con un grado distinto en el predominio de las células gliales, solamente se 

identificaron ARN neuronal en cantidades mínimas y prácticamente no se expresaba 

el ARN de KV10.1 (0.012±0.03). Además de ser el primer reporte de que KV10.1 está 

ausente en células gliales, estos hallazgos comprueban que los resultados 

subsecuentes se pueden considerar localizados en las neuronas únicamente. 

 

b) Distribución de lípidos y proteínas en membranas plasmáticas aisladas de 

tejido cerebral 

A partir de las membranas plasmáticas se aislaron las MRD para su caracterización. 

En un Dot Blot contra el gangliósido GM1 se observó la concentración de este lípido 

en las fracciones ligeras correspondientes a las MRD (F3 y F4) y su empobrecimiento 

en las fracciones pesadas ó no-MRD (F8 y F9) (Fig. 5.4A). Con respecto al contenido 

de proteína de las fracciones MRD y no-MRD, se demostró por WB que el receptor 

de transferrina se expresa exclusivamente en las fracciones no-MRD, mientras que 

caveolina-1 y flotilina-2 se localizan preferencialmente en las MRD (Fig. 5.4B). Para 

el caso de KV10.1, 61 % (n=8) se encontró en las MRD y el resto fuera de estos 

dominios. Las mediciones de concentración de proteína y colesterol en cuatro 

fracciones representativas, dos de las MRD (3 y 4) y dos de las no-MRD (8 y 9), 

mostraron que las MRD contienen únicamente 9% de total de la proteína de la 

membrana plasmática mientras que el contenido de colesterol por mg de proteína es 3 

veces mayor que en la membrana total (1.279±0.43 mgCol/mgProt). Por otro lado, las 

fracciones no-MRD contienen 71% del total de la proteína total y una baja 

concentración de colesterol (en F9 0.167±0.06 mgCol/mgProt) (Fig. 5.4C).  

Con el fin de analizar una posible interacción física entre  KV10.1 y la proteína 

caveolina-1, como ocurre en el caso de HERG, realizamos ensayos de 

coinmunoprecipitación. En la figura 5.5 se muestran los WB contra KV10.1 y 

caveolina-1 para las diferentes inmunoprecipitaciones con los mismos anticuerpos. En 

ningún caso se detecto alguna interacción.  

 Con estos resultados concluimos que existen por lo menos dos diferentes 

poblaciones de KV10.1 a lo largo de la membrana plasmática de las neuronas, una que 

se reparte hacia los dominios enriquecidos en GM1, colesterol, caveolina-1 y flotilina-

2 y otra que no lo hace. 
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Fig.5.4 Caracterización de las MRD aisladas de membrana plasmática de cerebro de ratón, KV10.1 se asocia con 

MRD. A) Dot-blot contra el gangliósido GM1 en las nueve fracciones separadas después del gradiente de sacarosa. 

MRD están formadas por las fracciones 2 a 4. Fracciones no-MRD 5 a 9 fueron divididas en dos: 5 a 7 y 8 y 9. B) 

Distribución de KV10.1 en las fracciones de la membrana; 60% del KV10.1 se expresa en las fracciones MRD 

donde también se expresan dos marcadores de MRD (flotilina-2 y caveolina-1), el 40% restante se encuentra en las 

fracciones no-MRD junto con el marcador de no-MRD, el TfR (n=8). C) Concentración de proteína en mg/ml 

(columnas blancas) en cuatro fracciones representativas (n=9): MRD (fr 3: 0.11±0.05; fr4: 0.06±0.03) y no-MRD 

(fr8: 0.31±0.16; fr9: 1.11±0.53) y concentración de colesterol  en mg de colesterol/ mg de proteína (columnas 

negras) de las mismas fracciones (n=12); MRD (fr3: 1.28±0.44; fr4 0.39±0.31) y no-MRD (fr8: 0.5±0.19; fr9: 

0.17±0.06). 
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Fig.5.5 Western Blot representativo de experimentos de co-inmunoprecipitación (co-IP) entre KV10.1 (eag1) y 

caveolina-1, donde no se observa co –IP entre ambas proteínas.  - y + : controles negativo y positivo 

respectivamente para cada anticuerpo de WB, mock: IP con IgG inespecífica, empty: IP sin ningún anticuerpo. En 

el carril de IP Cav-1 abajo, la imagen es de un barrido contrastado para poder visualizar las bandas adyacentes de 

KV10.1. Para ver las figuras originales y contrastadas completas ver anexos.  
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a) La localización neuronal de KV10.1 depende de la concentración de colesterol 

y la integridad del citoesquelto submembranal. 

Para determinar los factores que contribuyen a la distribución de KV10.1 en los 

subdominios enriquecidos en colesterol, aislamos MRD de membranas plasmáticas 

previamente incubadas con MßCD, para la extracción del colesterol.  

 La figura 5.6 muestra la caracterización de las MRD posterior a la extracción 

de colesterol con 30 mM de MßCD. Utilizando esta concentración de MßCD se 

reduce en las membranas plasmáticas hasta un 81% de colesterol (Fig. 5.6A). Una vez 

extraído el colesterol en estas membranas, se procede al aislamiento de las MRD por 

gradiente y se analizan los lípidos y proteínas. A pesar del alto porcentaje de 

extracción de colesterol, la distribución de GM1 a lo largo de las fracciones del 

gradiente en las MRD no muestra mucha diferencia (Fig. 5.6B). En cuanto a la 

distribución de proteína, observamos que tanto caveolina-1 como flotilina-2 se 

redujeron su partición en las fracciones MRD y aumentaron en las no-MRD (Fig. 

5.6C). La extracción de colesterol con MßCD redujo la concentración de colesterol en 

las MRD de 1.279±0.43 a 0.25± µg colesterol/mg proteína en la fracción F3, pero la 

concentración en las fracciones no-MRD se mantuvo igual (Fig. 5.6D). Puesto que las 

proteínas caveolina y flotilina tienen interacciones proteicas submembranales en otros 

sistemas, investigamos la importancia de la integridad del citoesqueleto 

submembranal en la distribución de los lípidos y proteínas al aislar MRD. En la figura 

5.6 se muestran los efectos de un choque alcalino (pH 11) con 150 mM de carbonato 

de sodio (Na2CO3) en la composición de las MRD. El tratamiento de carbonato de 

sodio redujo un 88% de la actina anclada a las membranas plasmáticas purificadas y 

el recuadro muestra un WB representativo con TfR como control interno (Fig. 5.6E). 

Lo cual indica que proteínas transmembranales como TfR y KV10.1 se mantienen en 

la membrana mientras que las submembranales ya no. Con respecto a la distribución 

de GM1 se observó una señal similar a lo largo de todas las fracciones (Fig. 5.6F). En 

cuanto a la distribución de proteína, la  
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partición de caveolina-1 y flotilina-2 se distorsionó por completo sin mostrar ninguna 

preferencia por alguna fracción. Los mismo ocurrió con  el TfR (Fig. 5.6G). 

Finalmente en la figura 5.6H se observa que la concentración de colesterol en las 

MRD fue de 0.819±0.369 mgCol/mgProt  y en las no-MRD de 1.095±0.570 

mgCol/mgProt, ambas similares entre sí y con la concentración en la membrana 

plasmática total que fue de 0.638±0.230 mgCol/mgProt. En conclusión, la ruptura de 

las interacciones proteícas entre la membrana y el citoesqueleto submembranal alteran 

la composición de las MRD, indicando que estas interacciones son necesarias para la 

estabilidad de los dominios membranales. 

Después de observar el efecto de la extracción de colesterol con MßCD y de la 

alteración de la estructura submembranal del citoesqueleto con carbonato de sodio, 

nos enfocamos a analizar la distribución de KV10.1 en estas mismas condiciones 

experimentales. En un WB representativo con anticuerpos contra contra KV10.1 se 

muestra la distribución del canal en las diferentes fracciones en condiciones control y 

con los tratamientos (Fig. 5.7A); así como el análisis estadístico de las mediciones de 

densitometría (Fig. 5.7B). En la gráfica se muestra la razón KV10.1-MRD/ KV10.1-

no-MRD en condiciones control con una media de 1.74±0.644 (n=8). Posterior a la 

extracción de colesterol, la razón media fue de 0.175±0.130 (n=6) y con el 

tratamiento de carbonato de sodio la razón media fue de 0.153±0.105 (n=3), con una 

diferencia significativa en ambos casos (p<0.001).  

En conclusión estos resultados indican que tanto las concentraciones membranales de 

colesterol, como la integridad del citoesqueleto submembranal son factores clave que 

determinan que KV10.1 se encuentre preferentemente en las MRD y que cuando se 

alteran ocasionan la salida del canal de los dominios. 
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Fig. 5.6 Caracterización de las MRD de cerebro de ratón después de la extracción del colesterol de la membrana 

con MβCD (A-D) y después de la ruptura de las interacciones del citoesqueleto submembranal con Na2CO3 (E-H). 

A) Nivel de extracción de colesterol (mg col/mg prot) después de 1h de incubación con 30 mM de MβCD. El 81 % 

de la cantidad total de colesterol fue extraída de las membranas plasmáticas aisladas (n=8. Control: 0.462±0.1, 

MβCD: 0.09±0.01, p<0.01). B) Dot-blot contra GM1, se observa el enriquecimiento de este gangliósido en las 

fracciones 2-4. C) WB representativo que muestra la distribución de tres marcadores proteicos de las diferentes 

fracciones membranales flotilina-2, caveolina-1 y TfR. D) concentración de proteína en mg/ml (columnas blancas) 

en cuatro fracciones representativas (n=7): MRD (fr:3, 0.07 ± 0.05; fr:4, 0.09 ± 0.07) y no-MRD (fr:8, 0.4 ± 0.18; 

fr:9, 0.99 ± 0.56) y concentración de colesterol en mg col/mg prot (columnas negras) de las mismas fracciones 

(n=8): MRD (fr:3, 0.1 ± 0.08; fr:4, 0.02 ± 0.02) y no-MRD (fr:8, 0.29 ± 0.13; fr:9, 0.14 ± 0.07). E) Análisis 

densitométrico de la cantidad de actina eliminada de la membrana plasmática (normalizada con TfR). La cantidad 

de actina unida a la membrana disminuyo en un 88 % (n=5, control: 1.69±0.61, Na2CO3: 0.21±0.21, p<0.05). 

Recuadro:  WB representativo para actina antes y después del tratamiento con 150 mM de Na2CO3; TfR usado 

como control. F) Dot-blot contra GM1, se observa una distribución homogénea del gangliósido a lo largo de todas 

las fracciones. G) WB representativo que muestra la distribución de tres marcadores proteícos de las diferentes 

fracciones membranales flotilina-2, caveolina-1 y TfR. H) concentración de proteína en mg/ml (columnas blancas) 

en cuatro fracciones representativas (n=3): MRD (fr:3, 0.13 ± 0.09; fr:4, 0.15 ± 0.1) y no-MRD (fr:8, 0.29 ± 0.08; 

fr:9, 0.53 ± 0.29) y concentración de colesterol en mg col/mg prot (columnas negras) de las mismas fracciones 

(n=8): MRD (fr:3, 0.82 ± 0.37; fr:4, 0.34 ± 0.15) y no-MRD (fr:8, 1.1 ± 0.57; fr:9, 0.5 ± 0.2). 



59 
 
 

 

 

 

 

 
Fig. 5.7 La distribución de KV10.1 en la membrana plasmática de cerebro se afecta por la extracción de 

colesterol y alteración del citoesqueleto de actina. A) WB contra KV10.1 en las diferentes fracciones membranales 

después de los diferentes tratamientos con MβCD y Na2CO3. B) Gráfica que muestra el cociente entre el KV10.1 

en MRD dividido entre el KV10.1 en no-MRD en controles (n=8, 1.74±0.64), MβCD (n=6, 0.18±0.13) y Na2CO3 

(n=3, 0.15±0.1).  
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II. Células de riñón embriónico humano (HEK) 

a) Aislamiento de las membranas plasmáticas de las células HEK- KV10.1 

Con el fin de usar un sistema más simplificado para el estudio de las propiedades 

electrofisiológicas ante la extracción del colesterol en las corrientes de KV10.1 

usamos una línea estable de células HEK-293 transfectadas con el KV10.1 humano. Se 

realizaron Dot blot para GM1 y WB para los marcadores proteícos comunes dentro 

(caveolina y flotilina) y fuera (receptor de transferrina) de las MRD como parte de la 

caracterización estándar de las MRD, mostrando los resultados esperados, MRD 

enriquecidas en GM1, caveolina y flotilina, y no-MRD con TfR. (Fig 5.8). 

 

b) Distribución de KV10.1 en la membrana de células HEK- KV10.1  

Los efectos de la MßCD en la distribución membranal de las células HEK- KV10.1 se 

observan en la figura 5.9. En un WB con anticuerpos contra KV10.1 en las fracciones 

MRD y no-MRD se observa que después de la extracción de colesterol con 10 mM de 

MßCD la proteína ya no se asocia a las MRD (Fig. 5.9A). Al calcular la razón 

MRD/no-MRD en los controles se obtuvo 0.789±0.382, en buen acuerdo con la 

relación 2:3 observada en la distribución de tejido cerebral (Fig. 5.9B). Después de la 

extracción de colesterol, el cociente disminuyo un 58% a 0.330±0.220 (<0.01). Estos 

resultados realizados en células de cultivo confirman que la concentración de 

colesterol en la membrana plasmática es esencial para la distribución de KV10.1 en los 

microdominios lipídicos de la membrana. Para seguir investigando el efecto de 

MßCD en las células HEK- KV10.1 se realizaron experimentos de microscopía 

confocal. En la figura 5.9C se muestran imágenes representativas de la colocalización 

de KV10.1 (rojo) con el gangliosido GM1 (verde) sin y con extracción de colesterol. 

El análisis estadístico mostró una disminución significativa del porcentaje de co-

localización después del tratamiento con MßCD (p<0.001) (Fig. 5.9D). 

Cuando el citoesqueleto fue alterado, también observamos una tendencia del cociente 

a decrecer la cantidad de KV10.1 en los dominios MRD, sin embargo la diferencia no 

fue estadísticamente significativa. En los experimentos de microscopía confocal, el 

citoesqueleto tampoco demostró jugar un papel importante para la distribución de 

KV10.1 en la membrana de las células (datos no mostrados). 

  



61 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig. 5.8 Caracterización de las diferentes fracciones aisladas a partir de membrana plasmática de células HEK-

KV10.1 (Eag1). En la parte superior se aprecia un Dot-blot con anticuerpo para detectar GM1 y en la parte inferior 

WB representativos con anticuerpos para detectar KV10.1 y los diferentes marcadores de MRD y no-MRD 

(medias, pesadas). La proporcionalidad de distribución de KV10.1 en la membrana de estas células corresponde a 

la misma encontrada en la membrana de tejido cerebral con una relación 3:2. 
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Fig.5.9 La distribución de KV10.1 en la membrana de células HEK-KV10.1 se afecta por la extracción de 

colesterol. A) WB contra KV10.1 en fracciones aisladas de membrana plasmática de HEK- KV10.1 después de 

tratamiento con PBS ó 10mM de MβCD. B) Gráfica de los cocientes entre el MRD- KV10.1 y el no-MRD-KV10.1 

de membranas control y con MβCD (n=6, p<0.01). C y E) Imágenes sobrepuestas de microscopía confocal de 

células HEK-BBS- KV10.1 marcadas con Bungarotoxina-AlexaFluor 555 para KV10.1 (rojo) y CT-FITC para 

GM1 (verde), tratadas con PBS o 5mM de MβCD. Barra:10µm; Recuadro: imágenes de canal única para cada 

tinción. D y F) Imagen binaria que indica la localización de pixeles únicos teñidos de rojo o verde, así como los 

lugares de superposición (amarillos). G) Comparación del porcentaje de área de superposición entre KV10.1 y 

GM1 tratados con PBS (n=91) ó MβCD (n=92) en células de tres diferentes experimentos (p<0.0001). 
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c) Las corrientes de KV10.1 aumentan con la extracción de colesterol con 

MßCD 

Después de haber identificado a KV10.1 como una proteína asociada a MRD donde el 

colesterol juega un rol fundamental para la preservación de dicha asociación, 

procedimos a evaluar las propiedades electrofisiológicas de KV10.1. En el año 2000, 

Camacho y cols. Describieron el efecto de las alterarciones del citesqueleto sobre las 

corrientes de KV10.1, mostrando que la densidad de corriente aumentaba después de 

la incubación con un agente que inhibe la polimerización de la actina llamado 

citocalasina B. Se realizaron experimentos de Patch-Clamp en la modalidad de célula 

completa después de una incubación con 30 mM de MßCD por 30 min. En células 

control, la densidad de corriente media a una despolarización de 60 mV fue de 

262.414±25.1 pA/pF, (n=7); y se duplicó después de la extracción de colesterol a 

489.845±79.37 pA/pF, n=7 (p=0.017, Fig. 5.10A y B). La curva de Densidad de 

Corriente-Voltaje mostró que el aumento es significativo a 20, 40, 60 y 80 mV (Fig. 

5.10C). Con el fin de descartar un efecto de la extracción de colesterol en la apertura 

del canal a través de los distintos estados cerrados analizamos el efecto Cole-Moore 

del KV10.1 en cada uno de los registros. Este efecto es característico de las corrientes 

del KV10 y demuestra su apertura en diferentes tiempos que representan cambios de 

configuración. No se encontraron diferencias significativas en el tiempo en que el 

canal tarda en alcanzar el 80% de la corriente máxima a diferentes prepulsos (Fig. 

5.10D). Estos resultados muestran que el  colesterol participa como un agente 

estabilizador para la asociación de KV10.1 con las MRD y que cuando este factor se 

altera, KV10.1 se sale de los dominios y las corrientes aumentan.  

 

a) Efecto de la quelación de calcio e inhibición de la unión de 

calcio/calmodulina en la distribución membranal de KV10.1  

Puesto que el colesterol y el citoesqueleto son factores externos que modulan la 

membrana de KV10.1, fue de nuestro interés descartar si existía algún factor intrínseco 

de la proteína que también contribuyera a la distribución membranal del canal. En 

2000, Schönherr et al, publicaron un trabajo describiendo la regulación negativa de 

las corrientes de KV10.1 dependiente de la unión de Ca2+CaM. Puesto que, como se 

verá más adelante, las MRD modulan también negativamente las corrientes, nos 

preguntamos si Ca2+ y/ó CaM pudieran jugar un papel en el reparto de KV10.1 en la 

membrana. 
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Fig. 5.10 La densidad de corriente de KV10.1 aumenta después del tratamiento con MßCD. Trazo 

representativo de un experimento de Patch-Clamp en la modalidad de célula completa en células HEK- KV10.1 A) 

control y B) después del tratamiento con 30 mM de MßCD. C) Representación gráfica de la densidad de corriente 

a diferentes voltajes de despolarización; de +20 mV a +80 mV el aumento es estadísticamente significativo (n=7, 

p<0.05). Tiempo de subida del 20 % al 80 % de las corrientes de KV10.1 en  células control y tratadas con MßCD 

después de un pre-pulso de hiperpolarización de de 500 ms y una posterior despolarización a +40mV; no se 

encontraron diferencias en el tiempo de apertura con el tratamiento con MßCD. 
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Por este motivo se realizaron experimentos de quelación de calcio con EDTA en 

membranas de cerebro previo al fraccionamiento de las MRD. Los resultados se 

muestran en la figura 5.11. Arriba se muestran imágenes representativas de WB de los 

efectos del EDTA comparadas con el control en fracciones membranales de cerebro 

donde se observa una inversión de la distribución de KV10.1 en las fracciones de 

membrana por el efecto de EDTA. El análisis densitométrico confirmó el cambio 

mostrando una razón MRD/no MRD de 0.284±0.201 (p<0.001). Posteriormente 

investigamos el papel de CaM en la distribución membranal de KV10.1, para lo cual 

usamos la mutante generada y caracterizada por Schönherr C7 (F714S/F717S). Esta 

mutante carece la capacidad de unir una molécula de CaM en el dominio C-terminal y 

no es sensible electrofisiológicamente a la inhibición por ésta molécula. Nosotros 

transfectamos transitoriamente células HEK-293 con esta mutante y aislamos MRD. 

En la figura 5.11 se muestran imágenes representativas de WB y la gráfica de las 

razones calculadas para C7 comparadas con los controles (HEK- KV10.1). En el caso 

de la mutante, la razón también disminuyó su valor a 0.233±0.083 (p<0.001). Estos 

resultados demuestran que tanto calcio como CaM son dos factores determinantes 

para la distribución membranal de KV10.1 a las fracciones MRD, donde 

probablemente se lleve a cabo la regulación negativa de las corrientes.  
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Fig. 5.11 Distribución de KV10.1 (Eag1) en la membrana plasmática de diferentes modelos después de la 

quelación de calcio (cerebro) o la ausencia de unión de Ca2+-CaM (mutate C7). Arriba: WB contra KV10.1 en 

fracciones MRD y no-MRD de membranas plasmáticas de cerebro control y tratadas con EDTA y en células HEK- 

KV10.1 y células HEK-C7. Abajo: Grafica del cociente entre el KV10.1-MRD y el KV10.1-no-MRD en cerebro 

control (n=8, 1.74±0.64), con EDTA (n=5, 0.28±0.2, p<0.001), HEK- KV10.1 (n=9, 0.79±0.13) y HEK-C7 (n=4, 

0.23±0.04, p<0.01). Para ver imágenes con controles ir a Anexos. 
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III. Células de cáncer 

a) Detección de KV10.1 en la membrana plasmática de la línea celular de 

cáncer de próstata DU-145. 

La expresión de KV10.1 se ha descrito en diferentes líneas celulares de cáncer a nivel 

de mRNA, sin embargo la localización de la proteína funcional en la membrana de 

estas células no se había realizado hasta la fecha. En este trabajo se caracterizó 

primeramente la expresión y funcionalidad del canal KV10.1 en la membrana 

plasmática de la línea celular de cáncer de próstata humano DU-145, antes de 

proseguir con el aislamiento de MRD. 

Se analizó el valor de mRNA de KV10.1 normalizado con el control de TfR en células 

DU-145 con respecto a un control de cerebro humano, encontrándose una alta 

expresión en estas células. Además, en experimentos de WB con anticuerpos contra 

KV10.1 en membrana plasmática aislada de las mismas células se corroboró la 

expresión de la proteína (Fig. 5.12). 

Posteriormente se realizaron experimentos de Patch-Clamp en la modalidad célula 

completa para detectar las corrientes de KV10.1 en DU-145. Puesto que se trata de un 

sistema nativo sin sobre-expresión del canal, la dificultad de caracterizar las 

corrientes es mayor. Sin embargo se pudieron detectar en por lo menos 4 células 

corrientes rectificantes tardías con el efecto Cole-Moore esperado, compatibles con 

corrientes de KV10.1. En la figura 5.12 se muestran registros representativos de las 

corrientes. Para una caracterización más detallada de dichas corrientes, futuros 

experimentos con bloqueadores específicos deberán ser realizados. 

 

b) Reparto membranal de KV10.1 las líneas celulares de cáncer DU-145, 

HeLa y SH-SY5Y. 

 

Para analizar la localización del KV10.1 en los dominios membranales de tres 

diferentes células de cáncer, se realizó el mismo protocolo de aislamiento de MRD a 

partir de membranas plasmáticas de células de cáncer. Dichas células han sido 

previamente caracterizadas con el expresión y funcionalidad de KV10.1, DU-145 en 

este trabajo y HeLa y SH-S5Y5 en trabajos previos no publicados. En el análisis de 

Dot-blot se encontró enriquecimiento de GM1 en las fracciones ligeras 

correspondientes a MRD de las células DU-145, y en los experimentos de WB de las  
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Fig. 5.12 Detección del KV10.1 en la línea celular de cáncer de próstata DU-145. A. gráfica de la cantidad de 

ARN de KV10.1 medido por PCR-TR, B. imagen representativa de WB donde se demuestra la expresión de la 

proteína KV10.1 en la membrana plasmática (MP) de las células DU-145. Abajo: tres registros representativos con 

sus respectivos protocolos de estimulación C. corrientes salientes rectificantes tardías a 60mV, D. corrientes con la 

escalera ascendente de -60mV a +80mV; y E. del efecto Cole-Moore presente en las corrientes encontradas, 

característico de KV10.1. 
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fracciones se encontraron los marcadores esperados (Fig. 5.13). En el caso de estas 

células, el porcentaje de KV10.1 que hasta ahora se había encontrado dentro de MRD 

(en el caso de cerebro y HEK- KV10.1) no está presente y todo el KV10.1 de la  

membrana se localiza en las fracciones no-MRD. Para corroborar si este resultado era 

común para todas las líneas de cáncer o sólo un caso específico de la línea DU-145, 

analizamos la localización de KV10.1 en otras dos líneas celulares con alta expresión 

de KV10.1. Los resultados se muestran en la figura 5.14. Los WB representativos de 

KV10.1 en las diferentes fracciones corrobora que efectivamente, KV10.1 se localiza 

en ambos casos (HeLA y SH-S5Y5) fuera de las MRD en las membrana plasmática.  
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Fig. 5.13 Caracterización de las MRD aisladas de la línea DU-145. Arriba: Dot-blot para GM1 en las 

diferentes fracciones. Abajo: WB representativos donde se muestran las proteínas de MRD (flotilina-2 y 

caveolina-1) y la de no-MRD (TfR) en sus respectivas fracciones. KV10.1 (Eag1) se encuentra 

completamente en las fracciones no-MRD 
 

 

 

 

 

 

             
Fig. 5.14 WB representativo en células HeLa y  SH-SY5Y. En ambas células KV10.1 se localiza fuera 

de las MRD.  
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6.- DISCUSIÓN 

Este es el primer trabajo que reporta la partición membranal del canal KV10.1 en un 

sistema de expresión endógena. La expresión de KV10.1 en el cerebro parece tener 

relevancia en funciones de la memoria y control del movimiento, sin embargo una 

propuesta mecánica de su papel en la actividad neuronal aún no ha sido publicada. La 

importancia de describir con mayor detalle el ambiente lipídico en el que esta proteína 

transmembranal se localiza ayuda indudablemente al entendimiento de su regulación 

estructural y funcional. Además, la descripción de los lípidos y proteínas que rodean e 

interactúan con KV10.1 en los micro dominios de la membrana es importante para 

entender su función neuronal. Los dominios parecen ejercer un efecto regulador en las 

propiedades electrofisiológicas de KV10.1 y este hecho abre las posibilidades de 

especular igualmente sobre los cambios en sus propiedades de señalización 

dependiendo del dominio donde se encuentre. 

En el presente trabajo se demostró que: 1) KV10.1 se expresa en células neuronales, 

pero no en células de la glía, 2) la expresión de KV10.1 se divide en dos poblaciones 

que se reparten en diferentes dominios de la membrana plasmática, 3) la importancia 

de las concentraciones de colesterol para la regulación de su distribución y del 

citoesqueleto y la Ca-CaM como factores adicionales dependiendo del sistema, 4) la 

dependencia de las actividad conductora de KV10.1 de la concentración de colesterol 

membranal en un sistema heterólogo y 5) el diferente reparto de KV10.1 en líneas 

celulares de cáncer. 

a) KV10.1 se expresa en células neuronales únicamente 

La expresión de KV10.1 en el tejido neuronal se ha demostrado por varios grupos 

usando diferentes técnicas. Saganich y cols. demostraron en 2001 la presencia de 

mARN de KV10.1 por medio de hibridación in situ en neuronas de la corteza, 

hipocampo, cerebelo y bulbo olfatorio [69]. Las neuronas que expresaban NeuN eran 

negativas para el marcador de neuronas inhibitorias, expresaban el mARN de KV10.1, 

lo cual sugería que el KV10.1 se expresaba principalmente en neuronas, no así en glía. 

Martin y cols. demostraron en 2008 la expresión de la proteína KV10.1 en diferentes 

regiones del cerebro de ratas por inmunohistoquímica [70] y Gomez-Varela mostró en 

2010 la localización presináptica de KV10.1 en cultivos de neuronas hipocampales 

[16]. En ninguno de los estudios se buscó dirigidamente la expresión de KV10.1 en 

glía. En este trabajo hemos demostrado que en cultivos de células gliales de ratón no 

existe expresión de KV10.1. La importancia del resultado reside en el hecho de que 
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50% de los gliomas humanos expresan KV10.1, así como también el 70% de tumores 

de otros tejidos. 

b) Reparto de KV10.1 en los diferentes subdominios de la membrana 

plasmática 

Hoy en día se conocen muchas proteínas que se asocian a las MRD, tales como 

caveolinas, flotilinas, Src, Lck, Rab11, H-ras, distroglicanos, Herg, KV1.5, KV1.4 y 

KV4.3, entre otros. También existe otro grupo amplio de proteínas que no 

interaccionan con esos dominios membranales tales como TfR, calnexina, la Na/K 

ATPasa, K-ras, KV3.2 y KV4.2 [57, 71-79]. En este trabajo, nuestro resultados 

demuestran que el KV10.1 de tejido neuronal se distribuye tanto en MRD como fuera 

de ellas y sugiere que existen dos poblaciones del canal que difieren entres sí por su 

afinidad para interactuar con lípidos y proteínas específicas. Cuál de las dos formas 

del KV10.1 es la forma estable y cual la transitoria necesita estudiarse en el futuro. 

Otros canales han mostrado tener la misma característica que KV10.1 y parecen 

moverse fuera y dentro de las MRD, como es el caso de Kir2, KV2.1, KV4.1 y el 

receptor nicotínico de acetilcolina [60, 78, 80]. Experimentos de mutación de los 

dominios transmembranales de las proteínas han demostrado que la secuencia de 

aminoácidos es importante para encajar con el grosor de las MRD y poder asociarse a 

ellas. El estado conformacional de las proteínas también juega un papel importante en 

el reparto a los diferentes dominios de la membrana [81-83]. Dichos cambios 

conformacionales pueden deberse a interacciones proteína-proteína o lípido-proteína. 

Por ejemplo, la cinasa PKC-ßII se asocia con las MRD dependiendo de la co-

expresión de la proteína ZAP70 en células de leucemia [84]. El receptor de la 

lipoproteína de baja densidad-1 (LPR-1) reside fuera de las MRD en líneas celulares 

de fibroblastos y células epiteliales, pero se asocia con las MRD en líneas de músculo 

liso [85]. Estos ejemplos indican que existe una regulación más compleja de tipo post-

traduccional que se encarga del proceso de distribución membranal de las proteínas. 

Dichos eventos pudieran incluir fosforilaciones, glucosilaciones, interacciones entre 

proteínas de membrana, como el caso de Lck y CD45 en la sinapsis inmunológica  o 

interacciones entre proteínas de membrana y el citoesqueleto como en el caso de la 

transmisión de fuerza lateral entre distroglicano y distrofina en el músculo esquelético 

[55, 86]. Cualquiera que sea el caso, la asociación de una misma proteína a fases 

membranales con diferentes propiedades fisicoquímicas implica forzosamente un 

cambio de conformación. 
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c) La distribución de KV10.1 en la membrana depende del colesterol, el 

citoesqueleto y la disponibilidad del calcio intracelular. 

La extracción de colesterol con MßCD demostró la estrecha relación que existe entre 

la concentración de este lípido y la distribución de KV10.1. Aunque la MßCD tiene un 

efecto directo sobre el colesterol, y uno indirecto sobre GM1 y las proteínas, existe 

núcleo de esfingolípidos resistente a MßCD que se mantiene flotante en los 

gradientes, a pesar de la disminución en la concentración del colesterol [51]. En 

nuestros experimentos, pudimos observar este efecto puesto que la distribución de 

GM1 sufrió pocos cambios a pesar de extraer un 80% del colesterol de las membranas 

neuronales. Existen varios ejemplos de que los efectos de la extracción de colesterol 

varía ampliamente entre sistemas. En las membranas aisladas de cerebro se requirió 

30 mM de MßCD para extraer 80% del colesterol total, mientras que en las células 

HEK- KV10.1, la misma cantidad de colesterol pudo ser extraída con tan solo 10 mM 

del mismo compuesto. En otros tejidos, como el músculo esquelético, 15 mM de 

MßCD extrae únicamente 12 % de colesterol, pero con un efecto importante en la 

contractilidad muscular. El efecto en la distribución de las proteínas también puede 

presentar amplias variaciones. Mientras algunas pierden su asociación completamente 

con las MRD con el tratamiento con MßCD, como es el caso de Lck, otras se disocian 

sólo parcialmente en las mismas condiciones, como el caso de Thy-1 [51]. En nuestro 

caso, tanto KV10.1 como flotilina-2 sufrieron sólo disociación parcial con el 

tratamiento. Este resultado podría indicar que el 20% de colesterol remanente es 

capaz de sostener alguna asociación residual de KV10.1 con las MRD que se han 

mantenido sin colesterol ó que existen otros factores además del colesterol que 

participan en la asociación de KV10.1 con dominios ricos en esfingolípidos. Puesto 

que la proporción en la que KV10.1 se disocia de las MRD no es proporcional a la 

pérdida del colesterol, decidimos buscar otros factores asociados en la estabilización 

del canal con los micro dominios.  

El papel del citoesqueleto anclado a la membrana plasmática para la estabilización de 

su estructura ha quedado establecida en las últimas décadas y se ha reforzado con el 

nuevo modelo de la membrana propuesto por Kusumi y cols [38]. En 2008, el grupo 

de Lebreton mostró a través de microscopía de fluorescencia que la actina juega un 

papel muy importante para anclar y agrupar proteínas transmembranales en los 

dominios basales y apicales de células epiteliales caninas [87]. Lillemeier y cols 

demostraron a través de microscopía de fuerza atómica que la actina es el principal 
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regulador para el agrupamiento de las proteínas membranales en “islas” 

independientemente del contenido lipídico [88]. Y finalmente,  el mencionado modelo 

de membrana donde los “cercos” de actina tienen la mayor jerarquía organizadora de 

los dominios de la membrana, es capaz de explicar la difusión 20 veces menor de las 

moléculas en las membranas biológicas cuando se compara con membranas 

artificiales. A pesar de los descubrimientos respecto al rol del citoesqueleto por 

medios ópticos, en la bioquímica, la importancia del citoesqueleto cortical sobre el 

efecto de la solubilización diferencial de las fases de la membranas parece no estar 

claro todavía. En la bibliografía existen muchos estudios que varían en el tipo de 

proteína analizada, en la forma de perturbar al citoesqueleto y en la forma de aislar las 

MRD. En sistemas de células vivas los agentes más utilizados son las latrunculinas y 

las citocalasinas, que bloquean y previenen la polimerización de la actina 

respectivamente. En varios estudios se ha observado que la integridad de las redes de 

actina son importantes para la asociación de ciertas proteínas con las MRD, como es 

el caso de receptores nicotínicos de acetilcolina, y canales de aniones, calcio y potasio 

[89-92]. Sin embargo, el uso de estos agentes a las concentraciones y tiempos de 

incubación usuales no desprende el citoesqueleto cortical fuertemente anclado a la 

membrana, un aspecto trascendental al manipular las membranas crudas. En este 

trabajo nosotros usamos concentraciones necesarias de los agentes removedores del 

citoesqueleto para que las membranas purificadas tuvieran la menor cantidad de 

actina posible, algo que generalmente no se considera en otros estudios. Con nuestra 

metodología el citoesqueleto es prácticamente rasurado de las membranas, lo cual 

permite observar el efecto puro de los detergentes en las fases. Ciana y cols mostraron 

en membranas de eritrocitos, que sin la incubación con carbonato de sodio para la 

remoción del citoesquelto, las MRD no se podían aislar [93]. Una desventaja de la 

metodología que usaban en ese artículo era que el carbonato de sodio era incorporado 

después de la solubilización con Tritón X-100. En nuestros experimentos, nosotros 

eliminamos primero el citoesqueleto y después realizamos la solubilización con 

detergente y mostramos que sin ese “cerco” proteico, las membranas de neuronas 

pierden su organización original. Esto coincide con el modelo de la jerarquía a 

mesoescala de la membrana plasmática. 

En nuestros experimentos, el papel del citoesqueleto no parece ser el mismo en las 

membranas aisladas de cerebro que en las células HEK- KV10.1. Tanto los 

experimentos de bioquímica como de microscopía indican fuertemente que la 
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asociación de KV10.1 con los dominios MRD persiste a pesar de los efectos de Lat A 

sobre la polimerización de la actina. Dichas disparidades entre ambos modelos de 

estudio puede atribuirse a las diferencias en la constitución del citoesqueleto en 

ambos tipos de células. Para apoyar este argumento se ha observado que radixina, una 

proteína que conecta al receptor GABA A alfa5 al citoesqueleto de actina en cerebro, 

no interactúa con el receptor cuando se analiza en células HEK-293 transfectadas 

[94]. También se ha reportado que el receptor adrenérgico 2c modifica su localización 

celular dependiendo del tipo de célula que se analiza y del grado de diferenciación de 

la misma [95]. Las interacciones entre KV10.1 y proteínas del citoesqueleto que 

pudieran estarse llevando a cabo en neuronas pueden diferir completamente de las que 

se llevan a cabo en células HEK-KV10.1 y por lo tanto, al ser alteradas, muestran 

efectos diferentes en la partición membranal de KV10.1. 

Finalmente nos preguntamos si existiría algún otro factor importante para la 

distribución de KV10.1 en la membrana plasmática. Para esto decidimos usar factores 

que tuvieran claros efectos en sus propiedades electrofisiológicas, tales como el calcio 

y la calmodulina. En el trabajo de Schönherr y cols de 2000, se describió que a una 

concentración de 200 nM de calcio intracelular, en presencia de CaM, las corrientes 

de KV10.1 prácticamente son abolidas y generaron la mutante denominada C7 que es 

incapaz de unir la molécula Ca-CaM en su dominio C-terminal y es resistente a este 

efecto. En este estudio observamos que cuando el calcio se quelaba del medio en las 

membranas aisladas de cerebro o cuando se usaba la mutante C7 transfectada en 

células HEK-293 pudimos observar el mismo efecto, que KV10.1 perdía su asociación 

con las MRD [13]. Este es el primer estudio que propone a la Ca-CaM como un factor 

determinante en la asociación proteína-MRD. Buscando en la literatura se pueden 

obtener indicios indirectos de que el calcio o la calmodulina participan en esta 

asociación, sin embargo no se abordan en detalle por los autores. En el trabajo de 

Suzuki y cols describieron la asociación de CaMKII a las MRD y en un trabajo 

subsecuente demostraron por análisis mutacional que los dominios de interacción y no 

la acilación eran los determinantes para su asociación a las MRD. Con un análisis 

detallado de sus resultados podemos observar que cada vez que el sitio de unión a 

CaM falta, la asociación con MRD se pierde [96]. En otro estudio Crossthwaite y cols 

analizan la asociación con MRD de las adenilil ciclasas y encuentran que sólo las que 

son sensibles a calcio se reparten a las MRD y que los dominios citosólicos y no los 

transmembranales son los determinantes en dicho reparto [97]. Finalmente, los 
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canales dependientes de calcio como los BK se han encontrado asociados a estos 

microdominios [98]. Por qué el calcio o proteínas que unen calcio podrían estar 

jugando un papel en la regulación de la localización de algunas proteínas de 

membrana es algo que debe ser estudiado con más profundidad. Algunos estudios han 

demostrado que el calcio libre es capaz de unirse a la membrana, cambiar la carga de 

superficie y disminuir la tasa de flip-flop, una condición que contribuye al estado 

sólido membranal, tipo MRD [99]. También está el estudio de Han y cols donde se 

demuestra que cambios en los fosfolípidos de membrana hacia un patrón similar de 

fosfolípidos típicamente encontrados dentro de las MRD se puede estimular con 

ionóforos de calcio en células de leucemia. Demostraron que un aumento en la 

concentración intracelular de calcio es una condición suficiente para generar el efecto 

[100]. Esto, en conjunto con nuestros resultados, indican que la regulación de la 

distribución de algunas proteínas de membrana podría formar parte de la lista de 

funciones del calcio intracelular. El hecho que diversos canales de calcio y muchas 

proteínas reguladoras de calcio (calcequestrina, calreticulina y bombas de calcio) 

residan dentro de los dominios lipídicos podría explicar la fina regulación de los picos 

de calcio zonas muy específicas de la región submembranal. 

d) La conductancia de potasio del KV10.1 depende de las concentraciones de 

colesterol en la membrana. 

Hemos demostrado que cuando se pierde la estabilidad de las MRD por extracción de 

colesterol con MßCD, la densidad de corriente de las células HEK- KV10.1 aumentan 

significativamente con despolarizaciones positivas. Este aumento no se debe a un 

volumen mayor de las células o por efectos en los estados cerrados del canal, lo cual 

sugiere que se debe a que más canales están abiertos cuando la probabilidad de 

apertura es mayor, o que los canales conducen más, esto últimos siendo lo menos 

probable. El trabajo previo de Camacho y cols mostró que cuando el citoesqueleto se 

perturba con citocalasia B, las densidades de corriente se modifican dependiendo de la 

parte del citoesqueleto que se altere [23]. Estos resultados, en conjunto con los de 

Schönherr sobre la inhibición de KV10.1 con Ca-CaM y los nuestros con el efecto de 

la MßCD sugieren que alteraciones en la organización de la membrana y por 

consecuencia la deslocalización de KV10.1 fuera de las DRM parecer favorecer la 

apertura de esos canales liberados. Podríamos hipotetizar que la población de KV10.1 

residente de las MRD, que constituye aproximadamente el 60% de la membrana en 

tejido nativo, podría estar actuando como una reserva de canales “en espera”, que 
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probablemente no contribuyan a las corrientes rectificadoras tardías totales. Las MRD 

constituirían una especie de “corrales” donde los KV10.1 son menos conductores. Esta 

línea de pensamiento ha sido considerada por otros grupos que también han 

demostrado que cuando los canales dependientes de voltaje son extraídos de las MRD 

a través de algún tipo de perturbación de la membrana, las corrientes aumentan, como 

en el caso de Herg, KV1.5 y CaV2.2 [91, 101-103]. En el caso de KV2.1 se ha 

propuesto que los canales se agrupan en “cercos” o “corrales” en la membrana donde 

son incapaces de ejercer su función conductora eficientemente y probablemente 

realizan alguna otra función [62]. La forma en que los canales sufren cambios en sus 

propiedades electromecáncias por el ambiente lipídico y las proteínas de unión es algo 

estudiado ampliamente hoy en día. En la literatura hay evidencia de que un aumento 

en la concentración de colesterol en la membrana, así como de las ceramidas C2, C6 y 

C18, aumentan la capacitancia de la membrana. Además el potencial de membrana, la 

permeabilidad de la misma y las propiedades de apertura de algunos transportadores 

se ven afectadas por las concentraciones de colesterol. Este hecho apunta a que la 

membrana ha logrado generar medios de regulación intrínsecos para la modulación de 

su permeabilidad a través de interacciones lípido-proteína. En el caso de KV10.1, un 

canal localizado en la membrana presináptica podría estar regulado negativamente en 

estas regiones ricas en colesterol, Ca-CaM y una compleja estructura del 

citoesqueleto; mientras que los KV10.1 localizados en otras regiones fuera de la 

membrana presináptica ejercen su función conductora libremente. 

Finalmente, con respecto a la expresión de KV10.1 en las líneas celulares de cáncer, 

los resultados mostrados en este trabajo, abren una nueva posibilidad a que las 

diferencias encontradas en los efectos de KV10.1 en células de expresión nativa, como 

lo son las neuronas, comparado con los efectos oncogénicos encontrados en células no 

neuronales, puedan radicar en su diferente localización en la membrana plasmática de 

las células. Como se ha discutido, la localización de KV10.1 en la membrana ejerce un 

efecto regulador en la función conductora de KV10.1. Si en el caso de las células de 

cáncer, la población de canales regulada a la baja o “apagados” dentro de las MRD 

está ausente, estaríamos ante la presencia de un exceso de actividad de KV10.1 en la 

membrana de dichas células, ejerciendo así sus efectos oncogénicos. Varios estudios 

han demostrado que las corrientes salientes de potasio son indispensables para 

sostener una alta tasa de mitosis [104], lo cual, estaría a favor de la hipótesis de que 

canales “encendidos” fuera de las MRD favorecen el efecto transformador de KV10.1 
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en células no neuronales. Por otro lado, si tomamos en cuenta la hipótesis del efecto 

transformador no conductor de KV10.1, el cual establece que el potencial oncogénico 

está ligado a cascadas de señalización intracelular y no a una conductancia aumentada 

del canal, la localización membranal de KV10.1 también juega un papel importante, 

puesto que la localización en diferentes microdominos o microambientes, regula las 

diferentes interacciones con otras proteínas de membrana o perimembranales, que a 

su vez, regulan diferentes vías de señalización. La ausencia de KV10.1 en las MRD de 

células cancerosas, podría estar evitando la activación de vías reguladoras 

antimitóticas y promover vías mitóticas fuera de las MRD, por ejemplo. Sea cual sea 

el caso, la diferencia en la localización de KV10.1 en la membrana plasmática de 

células no transformadas versus las transformadas encontrada en este trabajo, abre las 

puertas a una nueva hipótesis en el papel de KV10.1 en el cáncer, tomando en cuenta 

principalmente vías pro-mitóticas desencadenadas por proteínas preferencialmente 

localizadas fuera de las MRD. 

 

 

  



79 
 
 
7.- CONCLUSIÓN 

El canal KV10.1 expresado en neuronas presenta dos poblaciones distintas en la 

membrana plasmática, una asociada a las MRD que depende de colesterol, el 

citoesqueleto y la disponibilidad de calcio, y otra fuera de estos dominios. Esta 

localización en la membrana regula su función conductora a la alta cuando se sale de 

los dominios. Las diferentes localizaciones podrían jugar un papel en su función 

oncogénica. 
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Sin contraste: 
 

 
 
 
Con contraste: 
 

 

WB: KV10.1 

Controles 

      -              + 

IP 
IgG 

inespecífica 

Sin 

anticuerpo 
Anti 

 Cav-1 
Anti 

 KV10.1 

WB: KV10.1 

Controles 

      -              + 

IP 
IgG 

inespecífica 

Sin 

anticuerpo 
Anti 

 Cav-1 
Anti 

 KV10.1 



88 
 

III. 
 
Imágenes con controles de la figura 5.11 
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KvlO.1 potassiwn ch'-lnn~ ls .lu· implic.lted in .l v.lriety of celluLu processes induding U'II prolifer.ltion .lnd 
tumour progression. Their expression in over 70Xof hwnan tumours m.lkes them.ln .lmactive di.lgnostic .lnd 
ther.lp!'utic target. Although their physiologicdl role in the centr.ll nervous system is not yet fully understood, 
ac:!v.lnU's in their precise cellloc.llization will rontribute to the understandingoftlleir interactions .lnd function. 
We h.we delermined tlle plasm.l membr.lne (PM) distribution oftlle Kv10.1 protein in.ln enriched mruse braWl 
PM fr.lction .lnd its associ.ltion with cholesterol- .lnd sphingolipid-rich dom.lins. We show th.lt tlle Kv10.1 
channel has two different popuLations in.l 3:2 r.lOO, one associ.lted to .lnd .lnotllerexduded from Detergent Re
sistant Membr.lnl'S (DRMs). Thisdistribution ofKvlO.1 in isoLated PM ischolesterol-.lnd cytoskeleton..dependent 
sinU' .llter.ltim ofthose factorschanges the rel.Iionship to 1 :4. In tr.lnsfected HEK-293celswith .l mutant unable 
to bind C.r ,;, /C.lM to KvlO.1 protein, KvlO.1 distribution in DRMjnon-DRM is 1 :4. Me.ln current density was 
doubled in the cholesterol-depleted cells, without .lny notice.lble effects on otller p.lr.lmeters. These results 
demonstr.lte th.lt recruitment oftlle Kv10.1 channel to tlle DRM fractions involves its functim.ll regul.Iion. 

Introduction 

lhe hum.ln elher a-go-gol protein ( !'.agl, Kv lO.I, encoded by 
KCNHI ) is a voltage-gated potassium ch annel and is a member ofthe 
EAG family. It is expressed almos t exd usively in b rain tissue.loo is in

volved in cell exdtability [ I,2J , memory processes [\,JJ .lnd cell 
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prolife ration [4 ~ l he function o fKv l 0.1 in the centra l nervous system 
(CNS) is no t yet de.lr, but its biophysical properties llave been studied 

in heterologous systems. l llese properties, inc luding delayed rectifica
tion and Iow .lctivation voltage [51 as well as itsextreme long cyroplas
mic regions comp.lred to othe r non-EAG Kv ch annels [6J , a nd its 

expression in hig hly prol iferative tumour tissues suggest th at Kv 10.1 
might be involved in non-canonical K';' channel activities. Several intra

cellular protein in teractions, including its regulation by c.llmodulin [71 

c.lldum-calmodulin kinase 11 (C.lMKIl ) [8J , rab.lptin [9J .lnd cortactin 
[ IOJ,.lswell as itselfecton th e hypoxia inducible factor ( HIF) expression 

in heterologous systems [ 11 J, implY.ln involvement with inlT.lcellular 
s ignalling processes.loo with cell cycle-re lated events [ 12J. Recently, 
the use of im.lging techniques indic.lted tllat synaptic Kv 10.1 Ioc.llises 

to the presynaptic membrane [13J : neverth eless,.l more detailed de
scription ofits PM Ioc.llisation.lt this .loo other locations is stilllacking. 

l ile discovery of d ilferent lipid ph ases-like, known as lipid rafts [ 141 

within the PM of euk.lryotic cells h as c h anged th e understanding of 
membrane protein dynamics .lnd the ir interaction with inlTa- .lnd ex
tracellular proteins [ 15- 19J. Discrete membrane domain formation is 

promoted not only by the lipid composition but .lIso by the specific 
loca lised protein contento l ile t r.lnsmembrane protein dom.lins, the 
cytoplasmic regions interacting with the cytoskeleton and the co

expression and interactions with different proteins have .l Iso been 
shown ro participate in the formation of discrete PM dom.lins [20-22~ 
A high e r con tent o f sphingolip ids and cholesterol con fers to those 
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KvlO.1 potassiwn chann~ls olre implKolted in ol volriety of cellul.u proces5l's including <1'11 proliferolóon olnd 
rumour progression. Their expression in OYI'r 70%of hwnan tumours molkes mem oln olm.x:tive diolgJ10Stic.md 
ther.lpeutic Llrget. Although meir physiological role in me centr.ll nervous system is not yet fully understood. 
ddvances in their preci5l' «,11 IOColliL1tion will contribute 10 the understandingoftheir interactions olnd fundion. 
We h.we determined the pl.J.sma membrane (PM)distribution oflhe Kvl0.l prOlein in oln enri::hed ml1J5I' br.l~ 
PM fraction and ils a5sori.ation with (holeslerol- .md sphingolipid-rich domains. We show tholt the Kvl0.1 
channel has two different popuLations in ol 3:2 ratio, one dSSOCÍ.lted lo.md olnOll1erexduded fmm [)etergent Re
sistant Membranes (DRMs). Thisdistribution ofKv1O.1 in isoLated PM ischolesterol- olnd cytoskeleton-dependent 
sin<1' ollter.ltioo oftho5l' fartorschanges me rel.Iionship 10 1 :4. In transfected HEK-293celswithol mutant unable 
10 bind Coll+ jColM 10 KvlO.1 protein. KvlO.1 distribution in DRMjnon-DRM is 1 :4. Meoln current density was 
doubled in me chole5lerol-depleted cells, wimout.my noticeolble effect5 on otl1er polrolmeters. The5l' results 
demonstrate moll recruitml'nt oftl1e Kv10.1 channel 10 !he DRM fractions involves its functioooll regul.Iion. 

Introdu( tion 

The human ether a_go_gol protein (Eagl, Kv lO.1 , encoded by 
KCNHI ) is a voltage-gated potassium (hannel and is a member of the 
EAG family. I[ is expressed almost exdusively in brain tissue .lOO is in
volved in (ell excitability [1.2J, memory plm:esses J1.3J and (('11 

IIbb,.....¡,.."''' PM, I'Lasma membr~ DRM..rn,rgerIC ""i<;ldllt membr.me: c...ca/~ , 

caldum cahnodulin: CaMKlI.caldum ca/rrndutin kin ... e It HIF. hYJlOXid indt.r:ible fa<1Ilr; 
SNARE.Soluble NSF Attdchmcnt Pmt~in ; HERC, hll/n.Jn EAG ",I.ued g~ne. HEK. hunun 
~mbl)'rnic kidney; c,,1C~r, gali1C1mylc=rride CM 1, mom.>< .. lott"lratrxosylgangtiosilel: 
KA trichlom.lcetic ddd: C~- I , c.weotin-l ; Flot-2. Hotitin-2: TfR. tr,,"sr ... rin r...:qH<r. 
CMI30. CoIgi mar1<er 130: TRAPa, trim¡locon aSS<ld~~ I'mtrin alpha; MBP. myelin 
b.l'iÍc pro1~in: PIP, prntrolipid prntrin: L..t-A l.nrllllculin A: B1X, bungaromxin: RSA ",1:1 -
tM 'iplrific activity; Gf"" ,gli.11 fibril"'yacidic prntrin; A1fl , a1lograll infLam""'tory f,)(
torl ; Olig2. oIigodendmcyt~ trilnSCription factor2, Mtapl , miaotubule <lSsoci.utd 
pltltrinl : S)'l , synaptophylin: LPR-l, lipoprotrin rK"I'mr-l 
* TIIi> i, an opm-dCCfiI ~rtio, distributtd lIIld ... thetenmofthe C""tM Cornmon¡ 
AttriJution-NonCorn~ -No crriv.uiv~ Worh U",nse. which penri¡,; non-commcr<i;d 
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proliferation [4 ~ The fuoction ofKv1 0.1 in the (entral nervous system 
(CNS) is not yet dear. but its biophysical properties have been studied 
in heterologous systems. These properties, including deLayed recli fica
tion and Iowactivation vol tage [51 as well as itsextreme long <:ywplas
mk regions compared to other non-EAG Kv dJannels [6J. and i[s 
expression in highly proliferative tumour tissues suggest that Kv 10.1 
might be involved in non-canorucal K+ rnannel activicies. Several intra
(elluLar protein interactiollS. including its regulation by (almodulin [7~ 
(aldum-calmodulin kinase 11 (CaMKlI) [8J. rabaptin J9J and mrtactin 
[ IOJ.aswell as itseffecton the hypoxia inducible factor ( HIF) expression 
in he[erologous systems J 11 J. imply .In involvemen[ wi[h inrracelluLar 
signalling processes .lOO with (ell (yde-related events [12J. Re(]'ntly, 
the use of imaging techniques indicated that synaptk Kv 10.1 Iocalises 
[O [he presynaprk membrane [13J : nevertheless. a more de[ailed de
suipc:ion ofits PM Iocalisation at [his .lOO other locations is still La(king. 

The disrovery of different lipid pha.ses-lilce, known as lipid rafts [141 
within che PM of euka.ryotk (ells has (hanged che understanding of 
membrane pro[ein dynamks and their interaction with in!Ta- and ex
tra(ellular proteins [15-19J. Discrete membrane domain formation is 
promoted not only by [he lipid romposition but .lIso by che spedfic 
localised protein mntent. The transmembrane protein domains, [he 
(ytoplasmic regions interacting with the cytoskeleton and the (0-

expression and in[eractions wi[h different proteins have .lIso been 
soown 10 partk ipate in the formation of discrete PM domains J2Q....22~ 
A higher mntent of sphingolipids and rnolescerol mnfers to those 
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regions a more hydrophobie. less dynamie environment [23.24J .lOO re
sistance to non-ionie detergent extraction This property is the b.lsis of 
the concept ofDRM [25.26~ Functional ~udies have confirme<! that tlle 
lipid compartmentalisation in the PM affects tlle organisation and func
tion ofproteins involved in several ilrms of signalling processes.. Exam
pies inelude the irnmunologieal synapse. wllere the tyrosine kinase Lck 
fouoo in lipid rafts is activated by the phosphatase CD45 localised in 
non-rafts [17J; the lateral force transmission of skeletal muscle where 
the interaction ofthe membrane protein ¡3-dystroglycan with and tlle 
costameric protein dystrophin is dependent on membrane cholesterol 
content in lipid rafts [16J ; the neurological ~napse. wllere most proteins 
ofthe Soluble NSF Attachment Prote in (SNARE) complex have been 
shown to be in cholesterol rieh domains [27J; .lOO signalling cascarles. 
in whieh tlle human EAG-related genechannel (HERG. memberoftlle 
EAG fam ily) Iocalises to caveolae and participates in a transmembrane 
signalling complex [15 ~ In addition to HERG. other voltage-gated ion 
channels. including Kv2.1. Kv l.5and BKc.... are Iocated in!l.1 subdomains. 
where their re~ricted !l.1 Iocalisation influences not only conductance
related functions but .liso signalling processes [15.2B-30J. Because 
KvIO.1 is not detected in any dlle r nonnal tissue but has been describe<! 
asa marker in many tumour tissues [3 1 J. thequestion arisesas to wlleth
er KvIO.1 has different functions within the same cell. depeooing on its 
partitioning in the lipid subdomains ofthe plasma membrane. 

TIle aim ofthis studywas toexamine the subdomain distribution of 
the Kv 10.I-channel in tlle neural PM isolated from brain tissue as well 
as in transfected human embryonie kidney cells. We examined the ef
fects ofpartial membrane cholesterol depletion. membrane cytoskele
ton detachment and eaz +/CaM binding inhibition on tlle partitioning 
of Kv 10.1 within the different domains. We .lIso investigated tlle effect 
ofM~D trealmenton tlle K+ currents. We show twodifferent KvIO.1 
populations in tlle membrane. oneofwhieh isdepeooent on memocane 
cholesterol concentration. actin submembranal cytoskeleton integrity 
.lOO c.i+ ¡{:aM binding. 

2. M.lteri.lls .lOO methods 

21. 80perimentaJ mode/s 

21.I.Mice 
AII animal experiments were performed in compliance with ap

proved animal polieies of the Max Planck Institute of Experimental 
Medicine .lOO tlle State of !n.ver Saxony. Adult male wild-type C57B\j 
6J miel' were used for tlle isolation ofbrains. 

21.2Ce//s 
The HEK-293 cellline was obtained from DSMZ (DSMZ ACC 305. 

Gennany) and maintained according to the instructions oftlle supplier. 
Stable transfectants with pTracer-Kvl 0.1 [32J and pTracer-Kv 1O.I-BBS 
[33J were grown in DMEM/ nutrient mixture F-12 with Glutamax-I 
(Invitrogen ) supplemented with \0% foetal calf serum and selected 
with Zeocin (Calya. 0.3 mgjml in culture medium ). Glia l cell primary 
cultures were obtained from B to 10 isolated PO miel' cortiees that 
were dissected (both hemispheres) .lOO maintained in HB'ES- DMEM. 
The cells were dissociated by Trypsin-EDTA digestion at 37 "C for 
15 mino The isolated cells were washed three times with DMEM and 
homogenised through .In IB-gauge syringe. TIle dissociated cells were 
collected by centrifugation for 5 min at 500 xg and n"suspended in 
fresh DMEM. The cells were maintained in \O mi flasks for 2 weeks 
under standard incubator parameters and then harvested andjor 
subrultured wllen they reached SO-9O% confluence. TIle HEK-293 cells 
transiendy transfected with tlle C7-hEag I mutant (F714SfF71 7S) were 
maintained under the same conditions. The C7 mutant is unable to 
bind one Caz +jCaM molecule in tlle C-terminal ofKvlO.1 and shows a 
resistance to intracellular caldum inhibition [7~ 

22. RT-PCR o/g/ia/ ce//s 

TIle RNA from the culture<! cells was isolated using RNeasy (Qiagen. 
Hilden. Gennany) and was reverse transcribed using Super Script 
(Invitrogen ). Real-time PCR was peñonned using the TaqMan system 
in a Light Cycler Detector as previously describe<! for Kv 10.1 detection 
[3 1 ~ For the glial and neuronal marke rs, primers were selected using 
the Universal Probe Library (Roche) .lOO detected with SYBR Green. 

23. Plasma membrane iso/arion 

TIle plasma membranes from the brain tissue were isolated using a 
modification of the protocol describe<! by Schindler and Nothwang 
[34~ Briefly. isolated fresh or frozen (- SO OC) brains were homogenised 
with a Teflon pestle homogeniser attached to a dril! in Buffer A (15 mM 
Tris-Hel. 320 mM suerose and EDTA-free protease inhibitor. pH7.8) .lOO 
centri fuged three times to eliminate nuelei anddebris (3000 xg. 10 min. 
4 OC). TIle supernatant was layere<! overB50 mM suerose in Buffer A .lOO 
centrifuged for 30 min at 70.000 xg. at 4 "C The interface between 
320 mM and B50 mM sucrose. which correspooos to myelin cloud 
[35J. was d iscarded . .lOO the remaining sample was centrifuged for 
30 min al 20.000 xg. at 4 "C to eliminate tlle mitochondria and possible 
residual myelin. The supernatant was tllen centrifuged for I h at 
100.000 xg at 4 "C to se<!iment the mierosomes. The mierosomes were 
resuspended in Buflér A with 250 mM suerose .lOO use<! for tlle wheat 
genn agglutinin (WGA) biooing method of tlle two-phase affinity sys
tem as previously describe<! [34J. To evaluate tlle final product. enzyme 
activity assays [36J and Westem blotting were peñormed. The plasma 
membranes from tlle culture<! cells were isolated using the protocol de
scribe<! by Vao et al [37~ 

24. Cho/estero/ dep/erion and rytoskl'/eton detochment 

Methyl-j3-cydodextrin (M¡3(D. Sigma-A1drieh) was use<! to extract 
the cho1esterol from isolated crude membranes or living cell s. The puri
fied PM from the brain tissue was incubated with 30 mM M~ fo r I h 
at 37 "C with agitation .lOO then washed twice with PBS (pH 7.4). TIle 
pellet of the last wash step underwent tlle DRM isolation protocol. In 
the case of the HEK-Kv I 0.1 cells. the cells were washed with PBS. 
rrypsinise<! and d ivided in to I mi a liquots of 5-7 million cells each 
and then incubated with \O mM M~D in serum-free medium for 
30 min at 37 "C with agitation. The control samples were treated in 
the same manner substituting PBS for the M~D. The pellets were sub
sequently frozen at - SO "C or used d irectly for tlle PM and DRM isola
tion procedures.. 

24. I.Actin rytoske/eton detochment 
Sodium carbonate ( NazCQ¡ ) was use<! to detach actin from tlle iso

lated brain PM. A 500 ¡.JI aliquot of PM was incubated with 20 mi of 
150 mM NazCO:! for 5 min on iee .lOO then washed once with ms. TIle 
pellet was resuspeooed in PBS. A 100 ¡.JI aliquotwas reserved and tlle re
maiooer ofthe sample was incubated with I %Triton X-lOO for isolation 
of the DRM For the HEK-Kvl 0.1 cell s. a similar procedure in which I ¡.JI 
of \O ¡.1M Latrunrulin A (Lat A. Sigma) dissolved in DMSO replaced tlle 
M3(D. Tllecellswere incubatedfor 1 h at37 "Cwith agitation. Thecon
trol samples were inrubated with I ¡.JI DMSO alone. 

25./so/arion o/ detergent-resistant membmne (DRM) 

Unless otherwise specified. the tissue orcell PM was resuspended 
in PBS ( pH 7.4). incubated in I%Tri ton X-lOO for 30 min at4 "C and 
then di luted in .In equal volume ofan BO% sucrose solution. A discon
tinuous gradient formed by the addition of30% and 5% suerose solu
tions was then centrifuged fo r lB h at 200.000 xg. at 4 "C. Nine 
fractions were recollected from the top to the bottom. The protein 
content wasdetermined using the bicinchoninie acid (BCA) protein 
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regions a more hydrophobic. less dynamic environment [23.24 J .100 re
sistance ro noo-ionic detergent extraction This properly is me basis of 
me coocept ofDRM [25,26~ Funcoonal studies have confirmed thac the 
lipid compartmentalisatioo in me PM affects the organisatlon and func
tioo ofproteins involved in severallbrms of signalling processes.. Exam ... 
pies indude the irnmunological synapse, where me tyrosine kinase Lck 
fouOO in lipid rafts is activated by the phosphatase CD45 localised in 
non-rafts [ 17 J: the lateral force transmission of skeletal muscle where 
me interaction ofche membrane procein ¡3-dystroglycan with and the 
costameric protein dystrophin is dependent on membrane cholesterol 
concent in lipid rafts [16J : me neurological !.)'napse. where most proteins 
ofthe Soluble NSF Attachment Procein (SNARE) complex have been 
shown to be in cholesterol rich domains [27J: aOO signalling cascarles, 
in which che human EAG-relaced gene cllannel (HERG. memberofthe 
fAG family) Iocalises ro caveolae and participates in a lTansmembrane 
signalling complex [15 ~ In addition to HERG. other voltage ... gated ion 
channels, induding Kv2.1. Kv 1.5 and BKc.." are Iocace<! in llo.1 subdomains. 
where meir restricted lloII Iocalisation influences not only conducr.ance
related functions but also signalling processes [15,28-30J. Because 
KvlO.l is not detecte<! in any tther normal tissue buc has been described 
asa marker in many tumour tissues [3 1 J, the questlon .Irises as to wlleth
er Kv10.1 has different functlons within me same cell depeOOing on its 
particloning in me lipid subdomains ofthe plasma membrane. 

TIle aim ofthis study was coexamine me subdomain distributlon of 
me Kv1O.I-channel in the neural PM isolated from brain tissue as 'M'II 
as in cransfected human embryollÍc kidney cells. We examined me ef
fecl5 ofpartial membrane rnolesterol depletion. membrane cytoskele
ton detachment and (a2+¡CaM binding inhibition on the partitioning 
of KvIO.1 wimin me dilTerent domains. We .lIso investigaced che effect 
of M¡3CD crealmenc on the K+ currents. We show two dilTerent Kv 10.1 
populatioos in the membrane, oneofwhich isdepeOOent on memocane 
cholesterol concentratlon. actin submembranal cymskeleton incegrity 
aOO C.t + ,{:aM binding. 

2. Mdterials dnd methods 

21. Experimenral models 

Z I.I.Mice 
Al1 animal experiments were performed in compliance wich ap

proved animal polides of the Max Planck Inscituce of Experimental 
Medicine .100 the State of Invver Saxooy. Adult male wild-type C57BI../ 
6J mice were used for che isolatlon ofbrains. 

21.2Cel/s 
The HEK-293 cellline was obtained from DSMZ (DSMZ ACC 305, 

Germany) and maintained according to the instructions of the supplier. 
Stable cransfectancs wim pTracer-KvlO.1 [32J and pTracer-Kv 10.1-885 
[33 J were grown in DMEM jnutrient mixture F-12 with Glutamax ... 1 
(Invitrogen ) supplemented wim 10% foetal calf serum and selected 
wich Zeocin (Calya. 0.3 mgjml in culture medium ). Glial ceU primary 
ru ltures were obtained fmm 8 to 10 isolated PO mice cortices that 
were dissected (both hemispheres) .100 maintained in HB'ES-DMEM. 
The cells were dissociaced by Trypsin-EDTA d igesrion ac 37 ·C for 
15 mm. The isolaced cells were washed three times with DMEM and 
homogenised through .In 18-gauge syringe. The dissocÍdted cel1s were 
collected by cencri fugation for 5 min at SOO x.g and resuspended in 
fresh DMEM. The cells were maintained in 10 mi f1asks for 2 weeks 
under standard inrubator parameters and chen harvested and/or 
subrulcured when chey reache<! 80-90% conf]uence. The HEK ... 293 cells 
lTansiendy transfected wich the C7-hEag 1 mur.ant (F714S/F717S) were 
maintained under the same conditions. The C7 mutant is unable to 
bind oneCa1 +¡CaM moleru1e in che C-cerminal ofKvl0.1 and soows a 
resistance m incracellular caldum inhibirlon [7~ 

22. RT-PCR o/glial cells 

The RNA fmm che culrured cells was isolaced using RNeasy (Qjagen. 
Hilden. Germany) and was reverse transc ribed using Super Script 
(InvilTogen ). Real- time PCR was peñormed using che TaqMan system 
in a light Cycler Detector as previously desc ri be<! for Kv 10.1 detectlon 
[3 1 ~ For the glial and neuronal markers, primers were selected us ing 
me Universal Probe library (Rache) .100 detected with SYBR Green. 

2.3. Plasma membrane isolarion 

The plasma membranes from che brain tissue were isolaced using a 
modification of the protocol describe<! by Schindle r and Nothwang 
[34~ 8riefly. isolated fresh or frozen (-80 ·C) brains were homogenised 
with a Teflon pestle homogeniser attached to a drill in Buffer A ( 15 mM 
Tris-Hel, 320 mM sucrose and EDTA ... free pmtease inhibitor. pH7.8) .100 
centrifuged chree times ro eliminate nuclei anddebris (3000 x.g, lO min. 
4 .C). The supernatantwas layered over 8SO mM sucrose in Buffer A aOO 
centri fuged for 30 min at 70.000 xg, at 4 · C The interface between 
320 mM and 850 mM sucrose, which correspoOOs m myelin doud 
[35J, was discarded, aOO the remaining sample was centrifuged for 
30 min al: 20.000 xg, at4 ·C to eliminare the mitochoodrÍd and possible 
residual myelin. The supernatant was then centrifuged for 1 h ac 
100,000 x.g at 4 · C to se<!iment me microsomes. The miausomes were 
resuspended in Buffer A with 2SO mM suerose aOO use<! for the wheat 
germ agg!ucinin (WGA) binding mechod of che rv.u-phase affinity sys
tem as prevlously describe<! [34J. To evallLlte the final product. enzyme 
activity assays [36J and Westem blotting were peñormed. The plasma 
membranes from che rultured cells were isolated using me protocol de
scribed by Yao ec a l. [37~ 

24. Cholesrerol deplerion and cyros/a>leron decachmelTl 

Mechyl-frcydodextrin (M¡3(D, Sigma-A1drich) was use<! to extract 
me cho1esterol fmm isolated crude membranes or living cells. The puri
fied PM fmm che brain tissue was inrubated with 30 mM MpaJ for 1 h 
ac 37 ·C with agitation aOO chen washed twice with PBS (pH 7.4). TIle 
pellec of che last wash scep underwenc che DRM isolation protocol. In 
Che case of [he HEK-Kv 1 0.1 cells. the cells were washed with PBS, 
trypsin ise<! and divided into 1 mi aliquots of 5-7 mimon cells each 
and chen inrubaced wich 10 mM M~D in serum-free medium for 
30 min at 37 ·C with agitation. The control samples were created in 
me same manner substituting P8S for me MIYD. The pellets were sub
sequencly frozen at - 80 ·C or used directly for che PM and DRM isola
tion procedures. 

24.I .Acrin cyroske/eron decaclImenr 
Sodium carbonate ( Na2C()¡ ) was use<! ro detach actin from che iso

lated brain PM. A 500 ¡.JI aliquot of PM was inrubated with 20 mi o f 
ISO mM Na2CO:J for 5 min on ice .100 then washed once wim ms. The 
pellet was resuspeOOed in PBS. A lOO ¡.JI aliquotwas reserved and the re
mainderofthe sample was inrubated with 1% Triton X-lOO for isolation 
of the DRM For che HEK ... Kvl 0.1 cells. a similar procedure in which 1 ¡.JI 
of 10 ¡.¡NI Latrunrulin A (Lat A. Sigma) dissolved in DMSO replaced the 
~D. Thecellswere inrubated for 1 h at37 ·Cwith agitatlon. Thecon-
1T01 samples were inrubated wim 1 ¡.JI DMSO alone. 

2.5. lsolarion o/ detergent-resistant membmne (DRM) 

Unless otherwise specified. che tissue orce!! PM was resuspended 
in PBS ( pH 7.4), incubate<! in l %Triton X-lOO for 30 min ac4 ·C and 
chen diluted in .In eqlLll volume ofan 80% sucrose solution. A d iscon
tinuous gradient formed by the addition of30% and 5% suerose solu
tions WdS chen centrifuged for 18 h at 200,000 x.g. at 4 · C. Nine 
fractions were recollecced from che top m che bottom. The protein 
content wasdetermined us ing che bidnrnoninic add (8CA) protein 
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ass.ay ( Pierce ), and the fract ions were analysed for the presence o f 
monosialotetrahexosylgang lioside (GM 1) using a do t-blot. For the 
Western blot analys is, t he fractions were pooled into three s.amples: 
DRM (fract ions 2-4 ), a nd non-DRM ( fractions 5-6 and 7-9 ). The 
same amount o f protein o f each pooled s.ample was precipitated 
using t richloroacetic acid (TCA) [38J. The precip itated proteins 
were then resuspended in a loading buffer. 

2.6. Cho/estero/ detennination 

For cholesterol concentration measurement the Cholesterol/ 
Cholesteryl Ester Quant itation Kit (Biovision ) was use<! according to 
the manufacturer' s instructions. Absorbance measurements were per
formed at 570 nm in a 96-well plate. Cholesterol concentration is 
expre!iSed in mg cholesterol/ mg protein. 

2.7. Immunoblotting and dmsitometry 

Protein extracts were separated by gradient SDS-PAGE (either 3-8% 
Tris-acetate gel or 4-12% Bis-Tris gel, NuPAGE, Invitrogen ) .100 trans
ferred to nitrocellulose membranes (Amersham ). For dot-blot ass.ays, 
3 ).11 with the s.ame amount o f protein concentration of each fraction 
was putonto a nitrocellulose membrane aoo letdry for 15 mino Mem
branes from eithe r Western blot o r dot-blot were blocked at least 
30 min with 0.1% casein ( Roche Applied Science), 5% non-fat dry milk 
( Bio-Rad) or 5% BSA (Sigma) and inrubated with the corresponding an
tibody or toxin. Peroxidase conjugated cholera IDxin (1 :50,000, Sigma), 
01 pentameric antibody against galactosylceramide (GaICer ) (1 :50; a 
gift from Pro f. KA. Nave, Max-Planck-Institute ofExperimental Medi
cine, GOttingen ), Caveolin-l (Cav-l; 1:300, Polyelonal, Santa Cruz), 
Flotillin-2 (Flot-2; 1:1000, monod onal, BD Bioscience), KvlO.1 

( 1: 1500, Polyelonal, 9391; [39J ), Transferrin Receptor (TIR; 1:1000, 
moooclonal, BD Bioscience ), Golgi marker (GMI30; 1:500, BD), 
Translocon associated protein alpha subunit (TRAPa; 1: 1000, Abcam ), 
M~lin Basic Prote in (MBP; 1: 1000, Abcam ), Proteolipid Protein (PLP, 
3F4; 1:250, a gift from Prof. KA. Nave, Max-Planck-Institute of Experi
mental Medicine, GiXtingen ) .100 Actin (Abcam; 1: I 000). After washing 
.100 inrubation with tlle corresponding peroxidase-labelled secondary 
antibody (Invitrogen ) if needed, blots were developed using Millipore 
Immobilon system. Signals for Westem blot and dot-blot weredetected 
in a Bio-Rad O1emi-Doc luminescence detection system. Densitometry 
analysis was peñonned with ImageJ. 

2.8. E/ectrophysio/ogy 

Cells were grown for 24-72 h on poly-L-Iysine-coated glass cover
slips. For M¡3CD experiments, cells were incubated in serum-free 
medium with 30 mM M~ at room temperature ju~ before the mea
surements. Maauscopk currents \oYere recorded in tlle whole-cell con
figu ration of the patch-c lamp technique [4OJ using .In EPC-9 amplifier 
( HEKA). Patch pipettes with a tip resistance of 2-5 MO were made 
from Corning #0010 capillary glass (W PI ). Series resistance was 
compens.ated by 70%.lnternal solution contained ( in mM ) ; \00 KCI, 
45 N-Methyl-o-Glutamine, 10 1,I-bis(O-am inophenoxy )ethane-N, 
N,N' ,N'- tet raacetk acid (BAPTA) tetrapotassium s.alt, \O HEPESjHCl, 
pH 7.35 and the external solution contained (in mM ); 160 NaCl, 2.5 
KCI,2 CaCh , I MgCh , 8 glucose, \O HEPESjNaOH, pH 7.4 . TIle holding 
potential for .111 experiments was - 70 mV. Electrophysiological exper
iments were carried ou t at room tempe rature . Data processing and 
curve fitting were perfonned with Igor Pro (WaveMetrics). Where 
applicable, data are presented as the mean ± standard e rror. 

2.9. Affinity cytochemistry and confocaJ microscopy 

For imag:ing experiments, HEK-293 stably transfected with pTracer
Kv IO. I-BBS was use<!. Cells were grown on 12 mm fibronectin coated 

coverslips for48 h .lOO then treated with dilferentdrugs. Forcholesterol 
depletion cells \oYere incubated with 5 mM M¡3(D for 30 min at 37 ·C or 
with PBS. For actin detachment, incubation with I ¡.1M of LatA or I ).II1m1 
DMSO was peñ onned. Mter each treatment cells were washed three 
times with TBS ( pH 7.4 ), inrubated with Cholera Toxin-ATC (IT-ATe, 
Sigma, I ).II1m1) for 5 min at RT, then brieny suspended in TBS .lOO inru
bated with Bungarotoxin-Alexa Fluor® 555 ( BTX-AF555, Invitrogen, 
3 ).II1m1) for 15 min at RT, washed three times, fixed with 10% fonnalin 
for \O min at 4 .c, washed 5 times and mounted on slides with 
ProLong-DAPI ( Molecular Probes). Slides were kept overnight at 4 ·C 
.100 \oYere observed in a Leica SP5 confocal mkroscope. The image anal
ysis was peñ onned as follows: A Leica SP5 conb:al laser-scanning mi
croscope (CLSM, Leica, Mannheim ) equipped with hybrid detectors 
was used to record representative fields ofview ocrupied by cells con
taining the ATC and BlX-AF555 signals. Care was taken to ensure iden
tical acquisition settings. A macro was generated for the ImageJ 
software package "Fij i" [4 1 J .100 applied to quantify nuorescent signal 
originating from tlle dilferendy treated cells. Herein, a region ofi nterest 
( ROl) was drawn manually fo r each ce ll , which de lineated the lower, 
planarcell membrane, butexd uded cell edges, where tlle membrane 
curls upward .100 is moredifficult ID quantifydue toout-of-focus signal 
A binary image of the respective ATC .100 BlX -AF555 channels was gen
e rated by applying tlle "MidGrey" local thresholding method with a 15-
pixel radius [4 1 J. The binary images were then added to generate .In 
image in which the afea covered by tlle overlapping signals could be 
measured and normalised to the overall ROl area in order to obtain 
the percent overtapping area. The means were then calrulated from 
91 ITRLand 92 M¡3(D-treatedcells. 

2.10. Statistica/ analysis 

For the statistkal analysis we used Excel .lOO StatPlus. For .111 den si
tometric and microscopy image analyses ImageJ programme was use<! 
.100 a non-paired two-tailed t te~ was peñonned. ln tlle case of current 
recording. analysis was peñonned with the 19or prograrnme .100 a non
paired one-tailed t test was used. 

3. Results 

3.1 . Purijied plasma membmnes 

Plasma membranes from brain tissue were isola ted using a modifi
cation of a previously describe<! d ilferential centrifugation and adiscon
tinuous sucrose gradient procedure [34 ~ TIle major modification was 
the addition of a sequential centrifugation step fo r myelin extraction 
base<! on d asskal isolation methods [42~ Ag. I shows thecharacterisa
tion of tlle isolated PM. Fig. lA showsadot blot for GalCer in the isolated 
PM compared with tlle ini tial homogenate, where only 50% of GalCer 
was removed. However, after myelin extraction, 94% of tlle GaICer was 
removed. Fig. l B shows that the content of the two majar myelin pro
teins, MBP and PLP, diminished by 35%and 37%, respectively, in the iso
lated!l.1 relative to the initial homogenate. To further analyse tlle purity 
o f tlle final PM fraction, ass.ays of the three major membrane enzymes 
selective for intracellular membrane SOUITes were perfor med. Fig. IC 
shows that the Relative Specific Activity (RSA) of alkaline p hosphatase 
increase<! 5-fold in tlle PM fraction compared with the initial homoge
nate. The RSA of succinate dehydrogenase was 0 .19 ± 0 .36 and for 
NADPH cytochrome c reductase was 0 .47 ± 0 .08; the RSA was less 
than one in both cases. Fig. ID shows Western blots forGM 130, a mark
er for the GoIgi membranes, and TRAPa, a marker for the endoplasmk 
retiru lum, in the dilfe rent membrane fractions. GMI30 was absent 
from the PM fraction, and the TRAPo: content in this fraction was re
duced to 5% o f the signal observed in the initia l homogenate. Further 
analysis of the KvlO.1 membrane distribution was perfo nned in .In 
enriched PM fraction with minimal or no contribution from myelin 
.lOO inner membranes. 
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ass.ay ( Pierce ), and the fractions were analysed for the presence of 
monosialorerrahexosylganglioside (GMI ) using a dot-blot. For rhe 
Western blot analysis, the fractions were pooled inro three s.amples: 
DRM (fractions 2-4 ). and non-DRM ( fractions 5-6 and 7-9 ). The 
same amount of prorein of each pooled s.ample was precipirared 
using trichloroacetic acid (TCA) [38J. The precipitared proteins 
were [hen resuspended in a loading buffer. 

2.6 Cho/esterol detenninarion 

For cholesterol concentration measurement [he Cholesterolj 
Cholesteryl EsterQuantitation Kit (Biovision ) was use<! according ro 
[he manufacturer's instructions. Absornance measurements were per
formed at 570 nm in a 96-well plate. Cholesterol concentration is 
expressed in mg cholesreroljmg protein. 

2.7. Immunoblotring and den.sitomerry 

Prorein extracts W'l're separared by gradient SDS-PAGE (either 3-8% 
Tris-acetate gel or 4- 12% Bis- Tris gel. NuPAGE. Invitrogen ) and tral1S
ferred to nitrocellulose membranes (Amersham). Fordot-blot ass.ays, 
3 ¡.JI with [he s.ame amount of pro[ein concentra[ion of each fraction 
was PU[ onto a nitrocellulose membraneand letd¡y for 15 mino Mem
branes from either Wesrern blot or dot-blot were blocked ar leasl 
30 min with 0.1% casein ( Roche Applied Srience), 5% non-far dry milk 
( Bio-Rad) or 5% BSA (Sigma) and inrubated with the corresponding an
tibody or toxin. Peroxidase conjugated cholera roxin (1 :50.000, Sigma), 
01 pentameric antibody against galactosylceramide (GaICer) (1 :50: a 
gift from Prof. KA. Nave, Max-Planck-Institute ofExperimental Medi
cine, GOttingen ), Caveolin-l (Cav-l; 1:300. Polyelonal, Santa Cruz ), 
Flotillin-2 (Flot-2; 1:1000, monoclonal, BD Bioscience), KvlO.1 
( 1: 1500. Polyclonal. 9391; [39 J), Transferrin Recepror (TfR; 1: I 000, 
moooclonal, BD Biosdence ), eolgi marker (GMI30: 1:500, BD ), 
Translocon assoda[ed pro[ein alpha subunit (TRAPa; 1: 1000, Abcam ), 
Myelin Easic Protein (MEP; 1: 1000. Abcam ), Protl'Olipid Protl'in (PlP. 
3F4; 1:250, a gift from Prof. KA. Nave, Max-Planck-Instirute ofExperi
mental Medirine. Gtittingen ) and Actin (Abcam; 1:1000). After washing 
and inruba[ion wi[h [he corresponding peroxidase-labelled secondary 
antibody (Invirrogen ) if needed, blots were developed using Millipore 
Immobilon system. Signals forWestem blot and dot-blot weredetected 
in a Bio-Rad Chemi-Doc luminescence deta:tion system. Densitometry 
analysis was peñormed with ImageJ. 

2.8. E/ecrrophysio/ogy 

Cells were grown for 24-72 h on poly-L- Iysine-coated glass cover
slips. For MpcD experiments. cells were incuba[ed in serum-free 
medium with 30 mM M~ at room temperature jU& before the mea
surements. Maauscopk cUITenls W'l're recorded in the whole-cel1 con
figuration of the patch-clamp [echnique [4OJ using an EPC-9 amplifier 
( HEKA). Patch pipetees with a tip resistance of 2~5 Mn were made 
from Corning #0010 capillary glass (WPI). Series res istance was 
compensa[ed by 70%.lnternal solution cont.lined ( in mM ): lOO KC I. 
45 N-Methyl-o-G lutamine, 10 1,I-bis(O-aminophenoxy )ethane-N, 
N.N' .N' -tetraacetic aad (BAPTA) tetrapotassium s.alt, lO HEPESjHCl, 
pH 7.35 and [he external solution con[ained (in mM ); 160 NaCI. 2.5 
KCI, 2 CaCh, I MgCh, 8 glucose, 10 HEPES/ NaOH, pH 7.4. The holding 
potential for al1 experimenls was - 70 mV. Electrophysiological exper
imen[s were carried ou t al room [emperature. Data processing and 
curve fit[ing were performed with Igor Pro (WaveMetrics). Where 
applicable, data are presented as the mean ± standard error. 

2.9. Affinity cytochemisny and confocaJ microscopy 

For imaging experiments, HEK-293 stably transfected with pTracer
KvIO.I-BBS was use<!. Cells were grown on 12 mm fibronectin coated 

coverslipsfor48 harxl then treated wi[h differentdrug'i. Forcholesterol 
depletion cells were incubated with 5 mM M~ for 30 min a[ 37 ·C or 
with PBS. R>r actin detachment, incubation with I ¡.1M ofLatA or I ¡.JI/ml 
DMSO was peñonned. Af[er each [reatment cells were washed three 
times with TBS ( pH 7.4), inrubated with Cholera Toxin-RTC (a-ATe, 
Sigma. 1 ¡.JI/mi) for 5 min at lIT. then briefly suspended in TBS and incu
bated with Bungarotoxin-Alexa Fluor® 555 ( BTX-AF555, Invi[rogen. 
3 ¡.JIJmI) for 15 min at RT. washed three rimes, fixed with 10% formalin 
for lO min al 4 ·C, washed 5 times and mounted on slides with 
ProLong-DAPI ( Molecular Probes). Slides were kept overnight at 4 ·C 
and W'l're observed in a LeiCd SP5 confocal microscope. The image anal
ysis was peñormed as follows: A leica SP5 conbcallaser-scanning mi
croscope (CLSM, leica. Mannheim ) equipped with hybr id detectors 
was used to record representative fields ofview ocrupied by cel1s con
taining rhe ATC and BTI<-AF555 signals. Care was talcen to ensure iden
[ical acquisirion sertings. A macro was generated for [he ImageJ 
software package "Fiji" [4 1 J and applied to quantity fluorescent signal 
originating from the differendy treated cells. Herein, a region ofinterest 
( ROl) was drawn manually foreach cell. which de linea[ed [he lower. 
planarcell membrane, butexduded cell edges, where [he membrane 
curls upward and is moredifficult ro quantifydue toout-of~focus signal 
A binary image of[he respective ATCand BTX-AF555 channels wasgen
era[ed by applying the "MidGrey" local thresholding method with a 15-
pixel radius [4 1 J. The binary images were then added to generate an 
image in which [he area covered by [he overlapping signals could be 
measured and normalised to [he overall ROl area in order to obtain 
the percent over1apping area. The means were rhen calculated from 
91 CfRLand 92 M~-[reated ceHs. 

2.10. Statisrica/ ana/ysis 

For [he statistkal analysis W'I' used Excel arxl Sta[P!us. For all den si
tometric and microscopy image analyses ImageJ programme was use<! 
and a non-paired two-cailed f [1'& was peñormed.ln the case ofcurren[ 
rffording. .lnalysis was peñormed with [he 19or prograrnme .lOO a non
paired one-tailed t test was used. 

3. Resul ts 

3.1. Purified plasmo membrones 

Plasma membranes from brain tissue were isolated using a modifi
cation of a previously described differential centrifugation and a discon
tinuous suerose gradient procedure [34 ~ The major modification was 
[he addition of a sequen[ial centrifugation step for myelin extracrion 
base<! on dasskal isolation methods [42J. Ag. I shows thecharacterisa
tionofthe isolated PM. Fig. lA showsadot blot forGaICer in [he isolated 
PM compared with the initial homogenate, where only 50% of GalCer 
was removed. However, after myelin extraction, 94% of the GalCer was 
removed. Fig. l B shows [hat the content of[he two major myelin pro
[eins, MBP and PLP, diminished by 35%and 37%, respectively, in the iso
lated lloII relative to the initial homogendl:e. To further analyse the purity 
o fthe final PM fradion ass.ays of[he three major membrane enzymes 
selective for intracellular membrane sources were performed. Fig. I C 
soows that !he Relative Specific Activity (RSA) of alkaline p hasphatase 
increase<! 5-fold in [he PM fraction compared with the initial homoge
nate. The RSA of succinate dehydrogenase was 0.19 ± 0.36 and for 
NADPH cytochrome c reductase was 0.47 ± 0.08; the RSA was less 
than one in both cases. Fig. ID showsWestern blo[s forCM 130. a marK
er for the GoIgi membranes, and TRAPa, a marker for the endoplasmic 
retirulum, in [he different membrane fractions. GMI30 was absent 
fmm [he PM fraction and the TRAPo: content in this fraction was re
duced to 5% ofthe signal observed in the initial homogenate. Further 
analysis of the Kvl0.l membrane distribution was performed in an 
enriched PM fraeti on with minirnal or no con[ribution from rnyelin 
and inner membranes. 
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fig. I. Ch.u<lCleriz.ation ofPM fuctiom isol.ned from th"br~in.A) Do! -blOI~gain<;( Galú r 
in fr<lCtiomobtainedwith theorigin.aI¡>r<lIOCol (wihw[ myetinexrraction ) dnd our mod
ified JllUlDcol (with myelinexrraction); H: ID",I horrngen.ne, M: micrM<llTr'i, PM: PI..sma 
"",mbr""" fr<lCtim. Rj W.,<;¡em bla dereaionoftwoofthemain mydin Im,,";n markers 
MBP (Mydin Binding l'mIein ) ~nd PIP (Pror=l ipid Pro"'in ).Cl Enzyme~Cl ivity ~ss~ 

exl're~~ ~s Ihe PM ",I.ni"" <lCtivity comp,ared 10 Ihe tOl~1 homogen.ne: Al': Alk.aline 
Pm<;ph.a"''''' (PM marker: n = 10, me"" ± 5D = 4.47 ± 4.47), SD: Succin.ne Dehydm
gen_ (milOChondria m illleer. n= 6,O.48 ± 0 .37), NADPHCcR: NADPH CylOchromecRe
ductil"" (endopl.lSmk raiculum marker. n = 5: 0.43 ± o.08~ D) We<;¡em blOI delaTion 
of¡he Golgi I''''''';n CM BO .md [Ir 'eliculum p"""in TRAI'O: in ttrdifferent "",mbr.m" 
fractions. 

3.2 KvIO.1 is expressed in neulUns but not in g/la re/s 

Neuronal Kv 10.1 expression has been widely described [43,44J ; 
however, Kv 10.1 expression in glia has not previously been studied. 
Fig. 2 shows the nonnalised value of the RT -PCR analysis peñormed 
for mouse glia .lOO neuron mar1cers in three dilferent cell rultures. TIle 
marker for astrocytes was Glial fibrillary addic protein ( Gfap ); for 
microglia, Allograft inflammatory faclor- I (A(I ); for oligoderxlrocytes, 
Oligodendrocyte transcription factor-2 ( Olig2 ) ; and for neurons, 
Microtubule-assodated protein (Mtapl ) .lOO synaptophysin (Syn ). TIle 
results showed in three independent cultures of dilferent passages 
and different distributions of glia cel! types, only traces of neuronal 
RNA could be detected, and the Kv I 0.1 message was virtually absent 
(0.012 ± 0.03). These results allow us to interpret the subsequent 
results as essentially specific lo neurons. 

" 

OC.I' u,,1 

OC. l1u . n 

mKvlO.1 

fig. 2. Ol~r.......,ril.alion of ¡>rimary rmu"" gti~ cdl cukure'i, "" 1Q 1 i~ nOl "x¡>",~'led by gli~ 

cd l ... RT-PCR in th"", ~p.,,~~ cultures "nrichoo in difbent glid cd~ . Nonn.aIized RNA 
corJ:e,. wih TfRfa th"",difr "," gti~ mal1<" .... ( nGf~J>, mAlfl ~nd mOtig2), two n""ron 
mal1<~ (mMtap2.md mSy¡».md mK,,1O.1. 

3.3. Lipid and protein distribution in isolated neuronal plasma membrane 
from brain rissue 

From the purified PM, the DRMs were isolated and characterised. 
Ag. 3A shows a dot-blot for tlle ganglioside GMI, which was primarily 
present in fractions F3 and F4 .lOO absent in fractions F8 and 1'9. Regard
ing the specific protein content of the DRM and non-DRM fractions, 
Fig. 3B shows thatTIR wasexclusivelydetected in the non-DRM frac
tio ns, while Cav- I and Flot-2 preferentially localised in the DRM. In 
the caseof KvlO.I , 61% (n = 8) was fourxl in the DRM and the rest in 
the non-DRM Fig. 3C shtms tlle protein and cholesterol concentrations 
offour representative fractions, two corresponding lo the DRM (3 .lOO 
4 ) and two to the no n-DRM fraction (8 and 9 ). The DRM fractions 
accounted only for 9% of the tota l PM protein concentration, whereas 
the cholesterol content was 3 times higher in F3 tllan in tlle total PM: 
F3 contained 1.279 ± 0.43 mg cholfmg prot. In contrast, tlle non
DRM fractionscontained 71%ofthe tdal protein and a lowercholesterol 
concentration (fraction 9, 0.167 ± 0.06 mg cholfrng prot). Therefore, 
there were at lea~ two dilferent populations ofKvl 0.1 within the neu
ronal PM, one that partitioned into the DRM sulxlomain of the PM, 
enriclled in GM 1, cholesterol, Cav-I .lOO Rot-2, .lOO another population 
that was not associated with tlle DRM. Co-immunoprecipitation assays 
lo test for a possible physical interaction between Cav- l and DRM
Kv 10.1 were negative (data not shown ). 

3.4. Neuronal PM-DRM KvlU I lorolisation is depement on thecholesterol 
concentrarlon and the integrity of sublllf'mbrane cytoske/eton 

To investigate the factors tllat determine tlle distribution ofKvlO.1 
in the cho lesterol-enriched PM sulxlomains, we isolated DRM from 
lloIJ previously inrubated with 30 mM M~ to deplete the cholesteroL 
Ag. 4A-D shows tlle PM and DRM characterisatioo aftercholesterol de
pletion Fig. 4A shows that the M~D treatment reduced the Iotal PM 
cholesterol content by 81%; however, this procedure did not substan
tially alter the GM I distribution between DRM .lOO noo-DRM fractions 
(Ag. 4B). In tennsofprotein distribution, the M~D treatment reduced 
the content ofCav-1 and Rot-2 in tlle DRM fractionsarxl increased their 
concentrations in the non-DRM fractions ( Fig. 4C). The extraction o f 
cholesterol with MI3CD reduced the cholesterol concentration in the 
DRM from 1.279 ± 0.43 toO. 100 ± 0.09 mg cholesterolfmg protein 
in F3, but the concentration in non-DRM fractions was not cllanged 
(Fig. 4D). Because DRM proteins such as Cav- I and Rot-2 interact 
with the submembrane cytoske leton proteins in other systems [16J, 
we inve~igated tlle importance ofthe submembrane cytoskeleton in
tegrity on tlle DRM lipid and protein composition. Fig. 4E- H shows 
the elfect of a basic pH shock with ISO mM Na2CO] ( pH 11 ) on the 
DRM lipid and protein composition. Mter tlle Na2CG¡ treatment, tlle 
PM-associated actin was reduced by 88% (Fig. 4E); the inset in Fig. 4E 
shows a Western blot o f a representative experiment in which TfR 
was used as .In inte rnal control. After the pH shock, GM I was evenly 
distributed among the DRM and non-DRM fractions ( Fig. 4F). This 
treatme nt .lIso caused loss o f the signals fo r Cav- I .lOO Rot-2 in 
the DRM fractions and for TIR in the non-DRM fractions (Fig. 4G). 
As shown in Fig. 4 H, cho lesterol concentratio n in the DRM 
(0.819 ± 0.369 mg cho l/ mg prot) and the non-DRM ( 1.095 ± 
0.570 mg cho lfmg prot) fractions was similar to the concentration 
in the PM (0.638 ± 0.230 mg cholfmg prot ). 

Because M~D and Na2CO] modified the DRM lipid and protein 
composition, the Kvl0.1 distribution was studied following treatment 
with these agents. Fig. 5A shows a representative Western blot with 
.In anti-KvIO.l antibody showing changes in the distribution of Kv 10.1 
in the DRM and non-DRM fractions. Densitometric quantification o f 
the DRM-KvlO.lfnon-DRM-Kv \0.1 ra tio is shown in Fig. 5B. Urxler the 
control conditions, tlle average ratio was 1.74 ± 0.644 (n = 8 ). This 
ratio was significandy reduced by both cholesterol depletion ( ratio 
0.175 ± 0.130; n = 6) .lOO actin detachment (0.153 ± 0.105; n = 3) 
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F¡g. I. (hard<terization ofPM furnom ilOl.ned rrom thebr.!in.A) Do!-blOI ~gain5rG.alc.,r 
in fr.niomobtilinedwith theorigin.al pmlocol (wilhwt mydnnrr.rtion)dnd ourmOO
ified pmlDml (with ~Iinorraction ): H: IDIiII hormgenale. M :mk~ PM: !'las"", 
"",mbrane fr.Jairn. 8) We"em bla delooionoftwOof thelTl.lin mydin prOl";n m.lr1<tn 
MBP (Mydin Binding ProIein ) and PIP (Prot=lipid Pm~in).C) Enzy"", acr ivity~"'''YS. 
""P"""~~' ¡he PM ,..,ldIi"" activity compare<! 10 the tOl~1 homogellille: Al': Alk.aline 
l'IIl5phalilse (PM mark",; n = 10, me"" ± SD = 4.47 ± 4.47),5D: Sucan.ne Ddlydro
gmase (milOChondri.1 mall<er; n=6,OAS ± 0.37). NADl'HCcR: NADPHCylochromecRe
duCla!ie (endoplasmic M ic ulum 1TUI1<er; n = 5;0.43 ± 0.(8). D) We'ilem 11101 delfflm 
oftheGolgi prolrin CMllO and tlr rarnlum prolrin TRAI'O: in lhe diff~nt membrane 
frild:ion~ 

3.1. KvIO.1 is expressed in neulUns bur not in glia (('/Is 

Neuronal KvlO.! expression has been widely described [43 ,44[ ; 
however, Kv 10.1 expression in glia has nO[ previously been srudied. 
Fig. 2 shows the oonnalised value of the RT -PCR analysis performed 
for mouse glia and neuron markers in rhree dilTerenr cell rultures. The 
marker for astrocytes was Glial fibrillary addic protein (Gfap ); for 
microglia, AlIograft inflammamry facror-l (Arl ); foroligodeOOrocytes, 
Oligodendrocyte rranscription facto r-2 ( D/ig2 ) ; and for neurons, 
Microcubule-associated protein (Mropl ) .lOO syruptophysin (Syn ). The 
results showed in rhree independent culrures of dilTerent pass.ages 
and different distributions of glia cell rypes, only traees of neuronal 
RNA could be detened. and rhe Kv 1 0.1 mess.age was virtually absent 
(0.012 ± 0.03). These results allow us to interpret the subsequent 
resu!ts as essentially specific ro neurons. 

" 

lD.\II .p2 

OC. I' u,,1 

DC.hu. ti 

",Syp mKvlO.l 

fig. 2. Ol~r;,cn,ril.illion of prirn."y 1mU<e gtia cdl cukure .. K., 10.1 i$ nOl.-xp",~ by glia 
cell5. RT-PCR in th= \~ Jl'Iralr cultlR"l ~ nriched in difrrent glia cd .. NormaIized RNA 
COrU" withTfRfa th=difr", .. gtia IJl.1rk~ " ( n'LfaJl, mAlfl and mOIig2). two n""ron 
IJl.1rk<:n (mMtilp2 and m.Syp ) and mK,,10.1. 

.13. Upid and protein distribllrion in iso/atf'd neuronal plasma membmne 
from bmin tisSIlf' 

From !he purified PM, rhe DRMs were isolated and characrerised. 
Ag. 3A showsa dor-blot for rhe ganglioside GM1, which was primarily 
presenr in fractions F3 and F4 and absent in fract:ions F8 and 1'9. Regard
ing the spedtic protein content of the DRM and non-DRM fractions, 
Fig. 38 shows that TIR was exdusive!y detected in the non-DRM frac
tions, while Cav-I and Flot-2 preferenrially localised in the DRM. In 
!he GolseofKv lO.1, 61% (n = 8) was fouOO in the DRM and the rest in 
!he non-DRM Fig. 3C shtms the protein and cholesterol concentrations 
offour represenrative fractions, (wo corresponding ro rhe DRM (3 and 
4 ) and (wo to rhe non-DRM fraction ( 8 and 9 ). The DRM fractions 
acrounted only for 9% of the total PM protein concentration, whereas 
!he cholesterol conrenr was 3 times higher in F3 rhan in rhe rotal PM: 
F3 contained 1.279 ± 0.43 mg chol/ mg prot. In conrrast, the non
DRM fractionsconrained 71%ofthe total protein and alowercholesterol 
concentrarion (fraetion 9. 0.167 ± 0.06 mg chol/ rng proc). Therefore, 
!here were at lea~ (wo dilTerent populations ofKvl 0.1 wi!hin rhe neu
rona! PM. one rhat partitioned into the DRM sulxlomain of the PM. 
enriched in GM 1. cholesterol. Cav-I and Flot-2 . .lOO aoorher popularion 
!hat was nor associared with [he DRM. Co-immunopredpitarion ass.ays 
ro test for a possible physica! interaerion between Cav-I and DRM
Kv lO.1 were negative (data not shown ~ 

.14. Neuronal PM-DRM KvlU I /om/isat1on is deper.1ent on rhecho/estero/ 
concenrrnlion and eh!' inregriey of Stlblllf'mbrane cyeoske/econ 

To investigate [he factors [hat determine the distribution ofKv 10.1 
in rhe cholesterol-enriched PM sulxlomains, we isolared DRM from 
PM previously inrubated with 30 mM MpaJ to deplete the cholesteroL 
Ag. 4A-D shows rhe PM and DRM chara.ct:erisatioo after cholesterol de
pletion Fig. 4A shows that rhe M~D rreatment reduced the rotal PM 
cholesrerol content by 8 1%; however. rhis procedure did not substan
tially alter the GM 1 distribution between DRM .lOO noo-DRM fra.ctions 
(Fig. 4B ~ In renns ofprotein distriburion, rhe M~D treatmenr reduce<! 
!he content ofCav- l and Flot-2 in rhe DRM fractions .lOO mcreased their 
concentralions in rhe non-DRM fractions ( Fig. 4 C). The extraetion of 
cholesterol wirh MI3CD reduced rhe cholesrerol concentration in rhe 
DRM from 1.279 ± 0.43 toO. 100 ± 0.09 mg cholesterol/mg protein 
in F3. bur [he concentration in non-DRM fractions was not changed 
(Fig. 4D). 8ecause DRM proreins such as Cav-I and Flot-2 interact 
with rhe submembrane cytoskeleton proteins in other systems [16J, 
we inve~igated the importance ofrhe submembrane cytoskeleton in
regrity on rhe DRM lipid and protein composition. Fig. 4E- H shows 
!he e!feer of a basic pH shock with 150 mM Na2CO] ( pH 11 ) on rhe 
DRM lipid and protein composition. Mter the Na2CCJ:¡ rreatment, the 
PM-.lSsociared acrin was reduced by S8% (Fig. 4E); the inset in Fig. 4 E 
shows a Westem blot of a representative experiment in which TfR 
was used as an inremal control. After rhe pH shock. GM 1 was evenly 
distribured among [he DRM and non-DRM fracrions ( Fig. 4F). This 
rreatment .lIso caused loss of the signals for Cav-l .lOO F1ot-2 in 
me DRM fractions and for TIR in the non-DRM fractions (Fig. 4 G). 
As s hown in Fig. 4 H, cholesrerol concenrrarion in rhe DRM 
(0.819 ± 0.369 mg chol/ mg prot) and the non-DRM ( 1.095 ± 
0.570 mg chol/ mg prot) fractions was similar to the concentrarion 
in [he PM (0.638 ± 0.230 mg chol/mg prot ). 

Because M~D and Na2CO] mooified !he DRM lipid and protein 
composition, !he Kv 1 0.1 distribution was srudied following treatment 
wi[h these agents. Fig. 5A shows a representative Westem blor with 
an anti-Kvl 0.1 antibody showing changes in !he distribution of Kv 10.1 
in the DRM and non-DRM fractions. Densitometric quantification of 
!he DRM-Kvl0.1 / non-DRM-Kv l0.1 ratio is shown in Fig. 58. Under the 
conrrol conditions. the average rario was 1.74 ± 0.644 (n = 8 ). This 
ratio was significandy reduced by both cholesterol depletion ( ratio 
0.175 ± 0.130: n = 6) .lOO actin derachment (0.153 ± 0.105; n = 3) 
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fig. ].Ch.ar<lCteriz.ationofDRM irolalftl from brdin pM,K" lnl ..ssod.neswith DRM.A) 001- blOl~gainstCMl gangtiosidein rhe9 fr~ctionsofthesu~gr.ldienL DRM ~",ronsti .. oo by 
fr.lCtions 2-4. Non -DRM 6-om fr.lCtions S--9w..-edivided itlo two: S--7 ~nd 8,9. 8) Distrn .. ion ofK" lnl in tlr "",mbr~"" fr<lCtirns: 6O';\;;ofK" lnl "xJI"'sses in DRM fr.lCtionswheretwo 
orher r<lft markers ...-e.:d'lO JI"'''''nt ( "0I -2~nd c.a,,- l). theother4O';\;; is fooM in rh" lowest non-DRM fr~ction tn!'J'therwith the mn-r~fI mar1<erTfR (n=8). C) P~in rorretlr~tions in 
m&lml (whiecolumns ) offOlI "'P"'''''ntati""fr.lCtions (n= 9): DRM (Fr.J ,nll ± n05: Fr.4,n06 ± nOJ) ~nd nrn-DRM (Fr:8,031 ± 0 .16: Fr.9, 1.11 ± nSJ) ~nd cholesterol rorren 
tr~tion in mg CtDl/rng Pro! (bl,)(kmlurms) ofthe """'" fr<lCtions (n=12 ): DRM (Fr.J, 1.28 ± OA4: Fr.4 ,n39 ± (3 1) ~nd oon-CW?M (Fr:8,O.S ± 0 .19: Fr.9,n1 7 ± 0!l6). 

( p < 0.001 in both c<!Ses). These results slrongly indicate that the Kv 10.1 
relocates from the DRM fraction to the non-DRM fraction after M3CD 
and Na2CO] !reatments. To evaluate the degree of relocation of the 
DRM-associated KvIO.1 with respect to other DRM - and non-DRM
resident proteins, we calculate<! the ratios of KvlO.l jFlot-2 and 
Kv 1O.1{f1R (Fig. 5C). For the control DRM fractions, the Kv 1 0.l jRot-2 
ratio was 0.697 ± 0.205, and in the non-DRM fractions, the Kv 10. I j 
TfR ratio was 0.433 ± 0.150, in good agreement with the DRM
Kv 10.l jnon-DRM-Kv 10.1 ratioof3 :2. For the M¡3CD !reate<! memocanes 
we observed a Kv lO.l jRot-2 ratio ofO.1 55 ± 0.119 in the DRM frac
tions and a Kvl 0.1{f1R ratio ofO.9 ± 0.087 for the noo-DRM fractioos. 
This result suggests that cholesterol depletion with M¡3(D has a greater 
elfect on the DRM-associated Kv 10.1 than it doeson Rot-2. After the re
moval ofthe submembranal cytoskeleton with Na2CO:¡, we obsel"'ll'd a 
KvI0.l jRot-2 ratio of 1.827 ± 0.561 for the DRM fractions and a 
KvIO.I{ffR ra tio of 0.939 ± 0.016 for the non-DRM fractions. Thus, 
our results show that the submembrane cytoskeleton is needed for 
proper PM protein partitioning of both Kv 10.1 arxl Rot-2. TIle elfect of 
the detachment of the submembrane cytoskeletal proteins on Kv I 0.1 
PM partitioning was stronger than the effect of cholesterol depletion. 

These results indicate that bothcholesterol and the submembrane cyto
skeleton are key factors detennining the K+ channel distribution in the 
two populations. 

35. KvlU I /oca/isation in HEK ce//s is dependent on 
cho/estero/ concentrntion 

The elfects ofMI3CD on Kv 10.1 membrane distribution in cultured 
HEK cells can be seen in Fig. 6. Fig. 6A shows a Western blot for 
Kv 10.1 in the DRM and non-DRM fractions after cholesterol depletion 
with 10 mM M¡3CD compared to the control. Fig. 6B shows the DRM
Kv 10.l jnon-DRM Kv 10.1 ratios for the control membranes inrub.ated 
with PBS arxl the ratio ofO.789 ± 0382 was compatible with a 2:3 
ratio . After choles terol depletion, the DRM -KvIO.l jnon-DRM -KvIO.1 
ratio decreased by 58% to 0330 ± 0.220 (p < 0.01 ). These results, 
obtained from a cultured ce]] system, confirm that the cholesterol con
centration in the PM is essential for KvIO.1 partitioning into the 
cholesterol-enriched membrane dornains. When the cytoskeleton in
tegrity was altered, we also observed a tendency to decrease the 
amount of Kv 10.1 in the DRM domains, although the dilference was 
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fig. 1.Cl1..1raaerilationofDRM isolatfd fmm briJin PM,Kvlo.l ... .sodill""with DRM.A ) DoI- bI<x~gai"'tCMl gangtio:;ide in the 9 fr¡u;tion,ofthe5UClUS<'gr<KlimL DRM ~",ronJ;tillOO by 
f,.l(.1ion, 2-4. Non -DRM 1i"omfrdCtion~S--9W('1"edivi~ i .. otwo: S--7 ~nd 8.9. R) Distrnllion ofKv1o.1 in tlr "",mbr~"" fr.nims;6O'.I;:ofKvlo.l ex1K="" in DRM f,dCtio",wh ... e lWO 
oth ... ,aft mar~ .... e dilO pre,;ent ( "<x -2~nd c.w-l ). theother 4O'.:l: jo; foond in the Iowe.t non-DRM fr~ction tDlIlI'therwith the mn-,~fi m.1..u, TfR (n=8).C) P~in corre"'dtionlin 
mg!ml {whitecolumns ) offOlA"" rq>,e ... ntiltivefr.lCTioru (n= 9): DRM {Fr.J .D.ll ± 0.05: Fr.4,O.06 ± O.OJ) ~ nd noo -DRM (Fr:8,031 ± 0.16: Fr.9, 1.11 ± o.5J) ~nd chole<terol corren
tr~tion in mg ChoIfrng Prnt (bI...:kcolunn.) ofthe 5arrJe fra:tion$ (0=12 ): DRM (Fr:J. 128 ± 044; Fr.4.0.39 ± 03 1) ~nd oon-t:wM (Fr:8.0.5 ± 0.19; Fr.9.0.17 ± 0.06). 

( p < 0.001 in bmh c<l'ies). These rl'Sulrs srrongly indicare dm the Kv 10.1 
relocates from the DRM fr.lcrion m the non-DRM fr.lction .lfter ~CD 

.lnd N.l2CO] lTe.ltments. To evalu.lte the degree of relocation of the 
DRM-dSsoci.lted Kv IO.1 wirh respecr m mher DRM- .lnd non-DRM
resident proteins. we c.l1culat!'d the ratios of KvlO.1/Flot-2 .lnd 
Kv 1O.1/TfR (Fig. 5C). For the control DRM fractions. me Kv 1 0.1/Rot-2 
ratio was 0.697 ± 0.205, .lnd in me non-DRM fr.lctions, [he KvlO.l j 
TIR rMio WdS 0.433 ± 0.150. in good agreement with the DRM
Kv 10.l /non-DRM-Kv 10.1 r.ltioof3 :2. For me M¡3CD tre.l[!'d memtranl'S 
we observed .l Kv l 0.l / l'1or-2 ratio ofO.155 ± 0.119 in rhe DRM fr.lc
tions .lnd .l Kvl O.I/TfR ratio ofO.9 ± 0.087 for me non-DRM fr.lcrions. 
This rl'Sult suggl'Sts ma[ cholesterol depletion wim M¡3(D has .l greall'r 
effecr on [he DRM-dSsoci.J.red Kv \0.1 man itdoeson Aor-2. Aftl'r the re
mov.ll of[he submembr.lnal cyroskelemn with NalCO]. we observed .l 
Kv10.ljFlot-2 r.ltio of 1.827 ± 0.561 for [he DRM fr.lctions and a 
Kv I O.I/TfR ra1:Ío of 0.939 ± 0.016 for [he non-DRM fr.lcrions. Thus, 
our results show th.l t the submembr.lne cytoskeleton is need!'d for 
proper PM protein partitioning of both Kv 10.1 .lnd Aot-2. The e ffect of 
rhe detachmenr of the submembr.lne [yroskelet.ll proteins on Kv I 0.1 
PM partitioning was stronger th.ln [he effect of cholesterol depletion. 

These results indicate [hM bothcholesterol.lnd the submembr.l!le cym
skeleton are key f.lcrO~ detennining me K+ channel disuibution in the 
two populMions . 

35. KvlO.! /oca/isarion in HEK ce//s is dependent on 
cho/estero/ concentmlÍOn 

The effecrs ofM¡>.CD on Kv 10.1 membrane distribution in cultured 
HEK cells can be seen in Fig. 6. Fig. 6A shows .l Wl'Stern blo t for 
Kv 10.1 in the DRM .lnd non-DRM fr.lcrions .lfter choll'Srerol depletion 
with 10 mM M~D rompared ro the control. Fig. 68 shows the DRM
KvlO.l / non-DRM Kv lO.1 rMios for the control membranes inrubated 
with PBS .lOO rhe r.l[io ofO.789 ± 0382 WdS romp.lrible wirh a 2:3 
ratío . Altercholl'Sterol depletíon. me DRM-Kv IO.l / non-DRM -Kv IO.1 
ratio decre.J.Sed by 58% ro 0330 ± 0.220 (p < 0.01 ). These results, 
obtained from .l cul[ured [1'11 system, confirm rhar the cholesrerol con
centra[íon ín the PM ís essential for Kv 1 0.1 partitioning into [he 
cholesterol-enriched membr.lne dom.lins. When rhe cytoskeleron in
[egrity WolS .llrered, we .liso observed .l rendency m decredSe [he 
.lmount ofKv 10 .1 in the DRM domains . .llthough the difference was 
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f ig. 4 . Br~in DRMch"'~<Yril.arion .úI~rcholes¡"roIdeple{irn with ~D (A-D) ~nd.úler ~crincyroskeletonde{ach""",rwith Na, co. (E- H).A) ClDle<;rtro! (mgImg Pror) deple{ion~fter 
1 h incub.nion with 30 mM ofMPCD.81%ofrtr inici.ll.nnourr w.1S extr<lC100 from rheisol.ned PM (n = 8 ,conrrol:0 .46.2 ± 01 , ~: 0 .09 ± 001 , 1' < OlJl ~ 8) Dot -blotd¡¡ain<;r GM1. 
Cl W8 smwing !hedistribution ofrh. !hreedomains marlrrs Hot -2,GiIV- l ~nd TfR in !hedifferenr fr<lC1ions. D) l'r"<J¡.,in con",rrr~tions in m&lml (wti ll columns) of illlr rq>,-.,s.,rr.nive 
fr<lCtions (n= 7): a?M (Fr:3,007 ± 005: Fr.4,009 ± 007) ~nd oon-DRM (Fr.8,04 ± 018: Fr.9,099 ± 056) ~nd cmle<;rtro! concem-.nion in mgchol/rng ¡>mr (blackcolumns) of!he 
... "'" fr<lC1ions (n= 8): DRM (Fr.3,0 .1 ± OlJ8: Fr.4 ,OlJ2 ± OlJ2) ~nd nrn-DRM (Fr.8 ,029 ± 0 .13: Fr.9,0 .14 ± 0 .07). E) DensilD""'tric ",,~lysis of ~ain detach""'nI ( mrm.a~zed wih 
TfR~ Acrin~.1Sed in 88% (n = 5,control: 1.69 ± 061 , n~trium c.arbon.ne: 021 ± 021 , p<O .05~ Inser: R""",,,,,nr.nive Wesrern blot ofisolaroo FM ~fu,r t"",r"",nI wi!h 150 mM 
ofNa,co.: TIII. w.1S ltSOO ~scontrol. F) Dot -blot <Igo1in<;r GM1 .G) W8 showingthedistrilution oftheth"",domain markers Hot -2,GiIV- l ""d TfR in thedilfe",rr fr~aion ... H) Protein con 
centr~tions in rn&Iml (whiecaumns) offourr"",-.,s.,rr.nive i <lCtions (n = 3): DRM (Fr.3,0 .13 ± 009: Fr.4,015 ± 01 ) ""d nrn -a?M(Fr.8 ,029 ± 0 .08: Fr:9,053 ± Q.29 ) ""dcholes
¡"roI concentration in mg CIDI/rng Pro! (blackcolumns) of!he s.nne fr~aions (0=8): DRM (Fr.3, 082 ± 037: Fr:4,034 ± 0 .15) ~nd oon-a?M (Fr.8, 1.1 ± 057: Fr.9, 05 ± 02~ 

not statistkally signifi cant (data na: shown ). l o further investigate the 
effect ofM~Don the HEK-KvIO.1 cells, we perfonned confocal miaus
copy experiments. Fig. 6C shows representa tive images of the co
Iocalisation of Kvl 0 .1 ( red) and CIX (green) after the M~D treatment 
The statistical analysis is shown in Fig. 6D; a signifi cant dec rease in the 
percent o f co-Iocalisa tion is observed afte r the M~CD lTeatme nt 
(p < 0.00 1 ).In thecaseofLat A treatment, the overtappingarea showed 
a significant increase (data na: showed ). ln contrast to the brain mem
branes, the cytoskeleton does na: a ppear to playa key role in the Kv 10.1 
mem brane d istribution in the HEK-Kv 10 .1 cells. We therefore investi
gated w hether other faeto rs could be contri buting to the partitioning 
of these channels in the PM of the HE1< -KvIO.1 cells. 

3.6. CaH ICaM binding modulates Eag l DRM partirioning in 
HEK-KylO. l cells 

We transiently transfeete<! HEK-293 ce lls with the G m utan t (see 
Materials and methods) and isolate<! the DRM. Fig. 8A and B shows im
agesofa representative Wetern blot .lOO the plotted ratios, respectively. 

A reduetion in the DRM-assodated KvIO.1 is observed, renected by the 

decrease of the DRM-Kv \O.l / non-DRM-Kvl 0.1 ratio to 0.233 ± 0 .083 
(p < 0.0 1). lhis result strongly suggests that (a2 + fCaM is .liso a contrib

uting faetor for the Kv 10.1 partitioning to the raft domains, w here 
presumably the negative ru rren t modulation ocrurs. 

3.7. Ky lU I rurrents in HEK cells increase afterM¡3CD trootment 

l o determine the functional corre late of cholesterol deple tion, we 
measured Kv 10.1 currents in w hole-ce ll patch c lamp experiments be
fore and after M~D inrubation (Fig. 7 ). Mer cholesterol extraetion, 
the curre nt density in response to a depola risation to + 60 mV in
crease<! by approximately two-fo ld, from 262 .4 ± 25.1 pN pF (n = 7) 
to 489.8 ± 7937 pN pF (n = 7, P < 0.05); representative recordings 
are shown in Fig. 7A and B. ln the ru rrent-voltage relationship show n 
in Fig. 7C, it can be a ppreciate<! that the increase was a lready sign ificant 
in the range fro m + 20 mV to + 80 mV. Because the activation time 
constant o fKv 10 .1 shows a characte ri stic depeOOence on pre-pulse po
tentia l [45J, we .lIso measure<! the 20-80% ri se time of ru rrents e lk ited 
bya depolarisation to + 40 mV after 5 s prepulses to - 120 0r - 60 mV. 
0 1OIesterol extraction did not a lfect the timerequired for the channel to 
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fig.4.lIr.Jin DRMchau=riz.ation a/it rchole$"'roIdepletirn with t.1lCD (II - D) dndafteractincytoskeletondet.rhmentwith N.r1co. (E-H).II ) cmJe",troI (mgImg Prot )depleti'lnaler 
1 h OOJbillion with 30 mM ofM¡S(D.81%of ttr inidill amourl w"" extrilCloo fmm theiJ;oldled PM (n = 8.control;0.46.2 ± 0.1. M¡'.(D: 0 .09 ± 0.01. 1' < 001 ). 8) Dot -blotagain'" CM1. 
C) W8 ,Mwing thed imibution ofth~ th"",dom.IiMm.l,-k"rs Hot-2.ciIV-I ~nd TfR in thediffe rmt frilClbnS. DJ """"in con"'rlution' in mglml (whi"'mlum n. ) of imr "'I'~rlillive 
frdctions (n= 7): CWM (Fr:3. 0.Q7 ± nos: Fr.4.n09 ± 007) ~nd ",m·DRM (Fr.8.0.4 ± 018; Fr.9.0.99 ± O.S6 )and cmle",<roI concerlrillion in mgchol/mg prot (blackcolumM) oI"the 
"'''''' fr.nion' (n=8): DRM (Fr.3.0.1 ± 008: Fr.4 ,OD2 ± 002) ~nd nrn -DRM (Fr.8,029 ± 0 .1 3: Fr.9,0.1 4 ± 0.07). E) D""sitn_trir andlysis oI"aain de&ilch"",m ( mrm.a~zed wih 
TfR). lIni n dec~dSed in 88:1:: (n = S,con trol: 1.69 ± 0.61. ndmum úlI"bonate; 021 ± 02 1. ¡><O.OS). lmet: Rq>~"'ntilliveWe<t ... n blot "fi"" latoo FM ~¡¡"r treat_m with ISIJ mM 
ofN.r,co.;TIIl w .... "'00 d~controL F) Dot -blot <IgiIimtCMI .G) WB showing thedi<trDJt ion of the threedom.Iin m.lrk ... snot -2.ciIV-l and TfR in thediffe~rI fr.aaion~ H) Pmtdn con
CI!Iltration.in nw'ml (whitH(jumnsj offourrep~rlillive 6-dctions {n = 3): DRM {Fr.3.0. B ± 0.09: Fr.4.0.15 ± ni ¡ and nrn ·CWM(Fr:8.0.29 ± 0.08: Fr:9,0.S3 ± O.29 ) andchole< 
",rol con¡;mtrillion in mg ChoI/mg Prot (blackrolumm) of the sarne fr~ai"", (n=8 ): DRM (Fr.3. 0lI2 ± o.J7; Fr:4. 034 ± 0.15) and ",m-atM (Fr.8. 1.1 ± 057: Fr.9. o.s ± 02). 

not sta[istically significant (data noc shown ). To further investigate the 
effectofMBCDon the HEK-Ky1O.1 cells, we perfonned confocal miaus
copy experiments. Fig. 6C shows represen[adye imdges of rhe co
Iocalisation ofKyl 0.1 ( red) and CIX (green) afterthe MBCD trea[ment 

The s tatistical analysis is shown in Fig. 6D; a significant decrease in [he 
percent of co-Iocalisarion is observed after [he M~CD lTeatment 
(p <: 0.001 ). In thecaseofLlt A [rea[ment, the oyertappingama showed 
a significant ¡ncrease (data nol: showed ).ln contrast [O the brain mem
branes. me cytaskeleron <loes nol: appearro playa key role in [he Ky lO.l 
membrane distribution in me HEK-Ky 10.1 cells. We therefore investi
gated w hether other factors (QuId be contributing to [he partition¡ng 
ofthesechannels in [he PM of me HEK-Kyl0.l cells. 

3.6 cl?+ /CaM binding modulares Eog I DRM panilioning in 
HEK-KylO./ url/s 

We transien tly rransfected HEK-293 cells with the G mutant (see 
Marerials and memods) and isolated me DRM. Fig. 8A and B shows im
agesofa representative Wetern blot and me plotted ratios, respectively. 
A reduction in the DRM-assodated Ky 10.1 is observed, reflected by [he 

decrease of [he DRM-Ky 1O.1/ non-DRM-Kyl 0.1 ratio [O 0.233 ± 0.083 
(p < 0.01 l. This result strongly suggesl5 that (aH /CaM is.llso a contrib
uting factor fo r [he Ky 10.1 parti[ioning ro rhe raft domains. where 
presumably [he negative Ulrrent modulation occurs. 

3.7. KylU I Q/rrenrs in HEK cel/s ¡ncrease afterMj3CD lrealment 

To determine rhe functional correla[e of cholesterol depletion, we 
measured Ky 10.1 currents in whole-ce ll patch c lamp experiments be
fore and alter MP<:D incubation (Fig. 7). Mer cholesterol ex[raction, 

me current density in response ro a depolarisation to + 60 mV in
creased by approximately tv.u-fold, from 262.4 ± 25.1 pNpF (n = 7) 
ro 489.8 ± 7937 pNpF (n = 7, P <: 0.05); representative recordings 
are shown in Fig. 7A and B.ln [he Ulrrent~voItage relationship shown 
in Fig. 7C it can be appredated tha[ the increase was already significant 
in the range fmm + 20 mV ro + 80 mV. Because [he actiyation time 
constan t o fKy 10.1 shows a characteristicdependence on pre-pulse po
tential [45J, we also measured me 20-80% ri>e [ime of Ulrrents elicited 
bya depolarisa[ion to + 40 mV after5 s prepulses ro - 1200r - 60 mV. 
OUlles[erol extraction did not affect me timerequired for the channel [O 
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reach the open state. Tllese results. togethe r with our previous study 
[461 suggest that cytoskeleton in tegrity and cholesterol concentration 
participate as stabilising faelDrs fOl' Kv 10.1 currents. Specifically. when 
these factors a re d isturbe<!. the currents increase. 

4. Disrussion 

In the present study. we demonstrate that 1) KvlO.1 is expressed in 
neural but not in glial cellsof mice; 2) two populations of Kv 10.1 parti tion 
intodilferent membrane dornains; 3) partitioning ID the DRMdepeOOson 
cholesterol. tlle cylDskeleton .lOO ea2 + JCaM; .lOO 4 ) cholesterol depletion 
increases Kv 10.1 K+ rurrent density in HE1<-KvIO.1 cell s.. 

4.1. KyIO.1 is expressed in neum/ cells 

TIle expression ofKv 1 n I in neurons has been demonstrated usingin 
situ hybridisation and immunohistoche mistry. but expression in gl ial 
cells has not been specifically addressed [13.43.44J. We did not observe 

expression o f Kv 10.1 in cultured mouse glia cells. This result is specifi
cally interesting because over 50% of human gliomas express Kv 10 .1 
[47J. Thus. tlle presence of Kv 10.1 appears to be .In aooorrnal acquired 
expres ion in gliornas, as it is in d:her solid tumours [3 1 J. 

42. partirioning of KyIO. 1 in p/asfOO membmne SUbdOfOOiltS 

Several proteins. such as caveolins. flotilli ns, SIT. Lc k. Rab 11 . H-Ras. 
dystroglycans. BK channels. HERG. Kvl .5. Kv \.4 .lOO Kv4.3 are known 
to assooate with detergent- resistant membrane domains enrk he<! in 
cholesterol and sphingolipids. whi le other transmembrane proteins 
such as TIR, calnexin. Na+ ¡1(+ ATPase. K- ras. Kv32 .lOO Ky4.2 areexclud
ed from these membrane domains [19.29.48-59J. Our results indicate 
that the Kv 10.1 presen t in PM isolated fro m neurons distributes 
between the DRM and non-DRM fractions. suggesting the existence of 
at least two populations of the prote in with respect ID tlle ir affinity to 
interact wi th specific lipids .lOO proteins. Wlle ther Kv 10.1 partitioning 
in lD the DRM is a stable or a transient state needs ID be fu rtller investi
gated. Kv 10.1 thus belongs to the group ofK-channels. such as Kir2 [fil1 
Kv2.1 [55J .lOO Kv4.1 [56J. that have .liso been shown to partition to the 
DRM as well as to the non-DRM domains.ln order to reside in tlle DRM. 
the length of a lTansmembrane segment must match the thickness 
of tlle cholesterol-enriched membranes [61-n3J. This depeOOs on pro
te in sequence. but changes in prote in conformation can .lIso induce 
mismatching with membrane thickness .lOO therefore result in exclu
sion. Such conforrnational changes can be .In effect of protein- protein 
.lOO protein- lipid interactions. For example. the kinase PKC~ll associ
ates with DRM, depeOOing on the co-expression ofthe prote in ZAP70 
in leukaemia cells [22~ TIle Low Density Lipoprote in Receptor 1 ( Lffi-
1) resides in the non-DRM domains in culture<! fibroblastsandepithelial 
cells but is present in the DRM isolated fro m a smooth muscle cellline 
[64J. This evidence indicates that the dislTibution process ofmembrane 
prote ins involves a more complex regulation than the amino aad 
sequence alone. The faetors involved in this regulation could indude 
post-transla tional events ( phosphorylation and glycosyla tion ). pro
te in-protein interaetions within membrane domains. as the case o f 
CD45 .lOO Lck associations with in the irnmunologkal synapse [17J or in
teractions between membrane prote ins and cytoskeletal proteins as has 
been shown for the transmission of the late ral force between 13-
dystroglycan and dystrophin in skeletal muscle [ 1 6~ In any case. dilfer
e nt membrane dislTibutionsof a protein are incompatible wi th identical 
structures .lOO confonnations.. 

4.3. KylO.l PM distribution is dependent on cho/estero/. f)'toske/eton 
integrity and Cf? +¡CaM binding 

Cholesterol extraction with M¡3CD revealed a close relationship be
tween the concentra tion o f this lipid and DRMjnon-DRM partitioning 
ofKv lO.1 in brain .lOO HEK cells. Although ~CD has adi rectelfecton 
cholesterol .lOO .In ind irect elfect on glycolipids (CM 1) and proteins. 
there are reports that demonstrate that a fraetion of the sphingolipid 
core domain remains buoyant after cholesterol deple tion [65~ We ob
served tlle same elfect in our experiments (Fig. 5B). in which isolation 
of GM I-rk h fractions was still possible despi te the extraction of mem
brane cholesteroL There are several examples that demonstrate that 
the extraetion o f cholesterol with M¡3CD varies w idely among mem
brane proteins and cell systems. Our results show that 30 mM M¡3CD 
reduces the cholesterol content in isolate<! neural PM by 80%. but only 
\O mM of M¡3CD is required to obtain the same effeet in cultured 
HEK-KvlO.1 cells. In other tissues. including the skeletal muscle. a 
10 mM conce ntration of the same compound reduces the membrane 
cholesterol by only 12% but has a la rge e lfeet on muscle contraetility 
[16J. Furthermore. different prote ins may behave dilferently after 
M¡3CD treatment. Fo r example. sorne proteins such as Lck d issociate 
completely from tlle DRM after cholesterol depletion. while otllers. in
cluding the antigen Thy- I [65J and Rot-2. d issociate only partially 
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reach the open state. These resu lts, together with our previous study 
[46~ Suggest [hat cytoskeleton integrity and cholesterol roncentration 
participate as stabilising faclDrs for Ky 10.1 currents. Specifically, when 
these factors are d isturbed, !he currents increase. 

4. Disrussion 

In [he present study. we demonstrate mat 1) KyIO.1 is expressed in 
neural bu[ nO[ in glial cellsofmice; 2) two populationsofKy 10.1 partition 
intodifferent membrane domains; 3) partitioning ID me DRM depeOOson 
coolesterol. the cyroskeleton .100 eaH ¡CaM: .100 4 ) chol~erol depletion 
increases KyIO.1 r rurrentdensity in HEK-KyIO.1 cells. 

4.1. KyIO.1 is expressed in nI~uro/ ce/Is 

The expression ofKy 1 n I in neurons has been demonstrated usingin 
s i[u hybridi!>ation and immunohistochemistry. but expression in glial 
cells has not been spedfically addressed [13,43,44J. We did notobserve 

expression o f Ky 10.1 in culture<! mouse glia cells. This result is spedfi
cally interesting because over sm; of human gliomas express Ky 10.1 
[47J. Thus, rhe presence of Ky 10.1 appears to be .In aooormal acquire<! 
expression in gliomas. as ir is in a:her solid rumours [31 J. 

42. Partitioning of KyIO.1 in plasma membrone subdomailtS 

Several proteins, such as caveolins, flotillins. Src, \.ck, Rab 11, H-Ras, 
dystroglycans, BK channels, HERG, Kv\.5. Kv\.4 .lOO Kv4.3 are known 
to assodate with derergent-resistanr membrane domains enriche<! in 
cholesterol and sphingolipids, while orher transmembrane proteins 
such as TfR calnexin, Na1- t1<+ ATPase, K-ras, Ky32 .100 Ky4.2 areexdud
ed from rhese membranedomains [19.29.48-59J. Our results indicate 
that the Ky 10.1 present in PM isolate<! from neurons dis[ributes 
between the DRM and non-DRM fractions, suggesting me existence of 
at least rwo populations of the protein with respOO to the ir affiniry to 
interact wi[h spedfic lipids .lOO proteins. Whemer Ky 10.1 partitioning 
into rhe DRM is a stable or a transient state needs ro be further investi
gare<!. Ky 10.1 thus belongs to che group ofK...rnannels, such as Kir2 [fl)~ 
Ky2.1 [55J .lOO Ky4.1 [56J. that have .lIso been shoWll [O partition to [he 
DRM as wel! as to the non-DRM domains.ln order to reside in rhe DRM, 
the length of a transmembrane segmenr must march che thickness 
of the coolesterol-enriche<! membranes [61-63J. This depeOOs on pro
te in sequence, but changes in protein ronformation can .lIso induce 
mismatching with membrane truclmess .100 therefore result in exdu
sion. Such ronformational changes can be .In effoo of protein-protein 
.lOO protein- li pid interactions. For example, me kinase PKC-f,ll assoc i
ates with DRM. depeOOing on the co-expression of [he protein ZAP70 
in leu1caemia cells [22~ The \.ow Density lipoprotein Receptor I ( LI~-
1) resides in the non-DRM domains in culture<! fibroblastsandepimelial 
cells but is present in the DRM isolate<! from a smooth musde cell line 
[64J. This evidence indicates that [he dislTibution process ofmembrane 
proteins involves a more complex regulation !han rhe amino aad 
sequence a lone. The factors involve<! in this regulation could indude 
post-translational events ( phosphorylation and glycosylation ), pro
te in-protein interactions within membrane domains, as the case o f 
CD45 .100 1.ckassociations within the irnmunological synapse [17J or in
teractions beLWeen membrane proteinsandcytoskeletal proteins as has 
been shown for the transmission of the late ral force berween 13-
dy~roglycan and dystrophin in ske1etal musde [16~ In anycase, dilTer
ent membrane dislTibutionsof a protein are incompatible with identical 
structures .100 conformations. 

4.3. KyIO.1 PM distribution is dependent on cho/estero/, ()'toske/eron 
integrity and CaZ +/CaM binding 

Cholesterol extraction wim M¡3CD revealed adose relationship be
tween the roncentration ofthis lipid and DRMjnon-DRM partitioning 
of KylO.1 in brain .lOO HEKcells. Although ~m hasa directelTecton 
cholesterol .100 .In indi rect elTecr on glycolipids (GM 1) and proteins. 
[here are reports that demonstrate that a fraction of the sphingolipid 
core domain remains buoyant after chole~erol depletion [65~ We ob
serve<! the !>ame elfect in our experiments (Fig. 5B), in which isolation 
of GM I-rich fractions was still possible despite the extraction of mem
brane coolesteroL There are severalexamples that demonstrate that 
the extraction of cholesterol with Mpm varies widely among mem
brane proteins and cell systems. Our resul[s show that 30 mM M¡KD 
re<!uces the chole~erol content in isolare<! neural PM by 80%, but only 
lO mM of M¡3CD is required to obtain the !>ame effec t in culture<! 
HEK-Ky lO.1 cells. In other tissues, induding the skeletal musde, a 
10 mM roocentration of the !>ame compound re<! uces the membrane 
cholesterol by only 12% but has a large elTect on musde contractility 
[16J. Furthermore, different proteins may behave differen tly after 
MpcD treatment. For example, some proteins such as \.ck d issociate 
completely from [he DRM after cho1esterol depletion. while mhers. in
duding the antigen Thy-l [65J and Rot-2, dissoc iate only partially 



96 
 

 

AM. jiménez-CanluiloetaL I Biodlimmet Bt>physmMa 1838 (lO/4) 921 -931 

A B 

DRM Non-DRM DRM Non-DRM 

Control MílCD 

;:;: O 

G 

• • 

+ ~ 
Control M I\CD 

fig. 6. K,,1nl membr"""disrril .. ion il~ffectoo bychole<;¡erol depletion in HEK -K"lO.1 cdls.A) We<;¡em blo! <Igolin<;( K,,1nl i n thefr~ctionsofirolalftl PM from HEI(- K,,1n l .llIertreat 
me" with PBSor lOmM MIO. 8) K"lQl r~tio bffivffn K,,1nl -DRM ""d ¡he K,,1nl -mr>-DRM of conrrol ~nd rrealftl membranes (n = 6 ,1' < 0.01 ~ C ""d El Merged colÍocal micros 
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which boIh <;(~im ""' JII1''lent (ye11ow). G) Comp.ui'>On ofrhe ¡>ere,," o""rl""ping~rea betw""n Kv1nl ~nd CMl rrealftl wit h e iher PR<; (conrrol n = 91 ) or MPCD (n = 92) in cdls 
origin.ating from threedifferent experimen'" (1/ < o.o:m ~ 

even after complete cholesterol extraction. lhe present study shows 
that Kv 1 0.1 belongs to the second group. l3ecause no direct in teraction 
of KvlO.1 with cav- I was found, it seemed unlikely that cholesterol 
alone detennined the location of Kv 10.1 ar DRM; therefore, we Iooked 
for additional regulating factors. 

A1though it was not evident when the first lipid raft model was pro
posed [66J, it is now accepted that in addition to the lipid content, the 
proteins associated with the PM are important for stabilising the do
main structures. Actin is the key regulator for d uste ring the proteins 
in "islands'" independent ofthe lipid content [67J ; thus, the PM-bourxl 
cytoske leton and transmembrane protein pk kets form fences dividing 
the cell surface into compartments of 40-300 nm [68 J. Expe rime nts 
wi th LatAarxl Cyll"Xhalasin 8 indicate thatthe actin meshwork integrity 
is important for the assodation of certain prote ins inc luding acetykho
line receptors and anion, calcium, .lOO potassium channels with the 
DRM [69-72J.ln our study, the use of Na:zCÜ:! removed almost 90% of 
the attached actin fro m the brain tissue PM. We show that in the 
absence of the undertying protein strurtu re, neuronal me mbranes 
lose their original organisation ( Fig. 5E-H), domains are d rastically 
disrupted and their detergent resistance isaltered. l hese results are in 
good agreeme nt with the mesoscale membrane model, which states 
that the cytoskeleton-defined compartments are the highe~ hierarchi
callevel ofthe PM in determiningarxllimitlng the behaviourofthe lipid 
phases [68 ~ However, the role ofthe cytoskeleton integri ty in the asso
da tion ofKv 10.1 with the DRM in the HEK cells appears to be dilferent; 
both biochemkal andconfocal mk roscopy results strongly indicate that 
the association of Kv 10.1 with the DRM remains, despite the elfects of 
la t A on actin polymerisation. Such disparities could be attributed to 

the d ilferences in the cytoskeleton structure o f the two types of ce lls. 
In support to this concept, radixin, a protein that connects the 0:5-
GABAA receptor to theartin cytoskeleton in brain tissue, does not in ter
actwith the receptorwhen analysed in HEK-293 transfected cells [73J.l t 
has been reported that me targeting of the alpha 2c adreno receptor 
depended not only on the cell type but .lIso on the dilfere nt ia tion 
state of a neuroerxlocrine cellline [74 ~ l he d ilferent inte ractions be
tween Kv 10.1 .lOO the cytoskeletal proteins that might be taking place 
in neurons compare<! to the HEK-Kvl n I cells could account for the dif
i;> rencesobserved in the (hannel dependenceon actin integri ty for DRM 
association. 

Finally, we asked whether another factor besides cholesterol could 
contribute Il".> Kv10.! PM partitioning in HEK-KvlO.! ce lls. 80th the N_ 
and the C-terminal domains ofKv 10.1 have very well de fined birxling 
sites for Ca2 + jCaM and a mutant channel (a ) resistant to the ea2 + _ 

eaM binding effect has a lready been describe<! [7,75J. We analysed the 
PM partitioning of Kv \0.1 when the C7 mutant was transfected to 
HEK-293 cells, .lOO we observed a reduction in the DRM-associated 
Kv 10 .1 (Fig. 8). Although this is the first report where the birxl ing o f 
ea2 + jCaM is explk itly tested as a detennining factor for a raft-protein 
association, a closer examination into the literature provides additional 
evidence irxl icating that this can be a general feature of eaM-binding 
proteins. Du and co-workers reported that assodation of CaMKII mu
tants lacking the CaM binding site (29 1-301) to raft domains was par
tia l or absent [76J, comp.a red to the behaviour ofwild-type CaMKII 
[77J. Similarly, only the CaH -sensitive adenylyl cyd ases partition to 
membrane rafts, .lOO the cytosolic domains (CaM binding sites ) and 
not the transme mbrane spans are responsible for their parti tioning 
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10 fIITl; In,;et Singlech.1mel ¡"",,,,,,, ro. each 'ilainins D and F) BÍIldry """les indicating ¡tr IOCalion ofe itheningle-stained B1}( -AF555 (red) orGMl (gr.,.n) I'ixel ... '" wd as "",as in 
whkh boih 'iI~iru ""' I""",m (yellow). G) Úlmp.arison aflhe ¡>ere"rI o .... rlappingama betw""" KvlO.1 and CMl rrruted wilh "ihe.- PIIS (ronrrol, n = 91) or M¡5CD (n = 92 ) in cdl:; 
origi""ting fmm threediff""'ntex¡>erimenrs (p ", O.OXJ1 ~ 

even afrer complete cholesterol extraction. lhe presenr study shows 
mat Kv I 0.1 belongs to [he serond group. Ilecause no dírect interaction 
of Kv 10.1 wi[h cav-I was found, it seemed unlikely rhat cholesterol 
alone detennined che locarion of Kv 10.1 at DRM: [herefore, we Iooked 
for additional regulating factors. 

A1though it was not evident when me first lipid raft mndel was pro
pose<! [66J. ir is mm accepted mat in addition ro [he lipid content, rhe 
proteins associated w ith the PM are important for stabilising the do
rnain strucrures. Actin is rhe key regulator for clustering me proteins 
in "isLmds'" independent ofthe lipid content [67J : [huso [he PM-bound 
<yroskeleton and transmembrane protein pickets form fences dividing 
me cell surface into compartments of 40-300 nm [68 J. Experiments 
with LarAaoo Cyrochalasin 8 indicare rhacche aCDn meshwoB. incegricy 
is important for the assOOation of certaín proteins including acetykho
line receptors and anion. calcium, and potassium channels with the 
DRM [69-72J.ln our study. the use ofNa;zC:Ü] removed almost 90% of 
me attached actin fmm the brain tissue PM. We show that in the 
absence of me undertying protein structure, neuronal membranes 
lose [heir original organisation ( Fig. 5E-H), domains are drastically 
disrupted and [heir detergent resistance is altered. These results are in 
good agreemenr with the mesoscale membrane modelo wruch stares 
mac che cyroskeleton-<lefined compartments are [he highe.<: hierarchi
callevel ofme PM in determiningand limitlng the behaviourofthe lipid 
phases [68 ~ However, me role ofthe cytoskeleton integrity in the asso
dation ofKv 10.1 wich [he DRM in [he HEK cells appears ro be dilferen[: 
both biochemical and cONocal microscopy resulrs srrongly indicare thar 
me association of Kv 10.1 with the DRM remains. despite the effects of 
U[ A on actin polymerisatíon. Such disparitíes could be attribure<! to 

me d ifferences in rhe <ytoskeleron structure o frhe two types of ce ll s. 
In support to chis concept. radixin, a protein that connects [he 0:5-
GABAA receptor to meactin cytoskeleton in brain tissue, does not ¡nter
act wirh [he receptor when analysed in HEK-293 cransfected cells [73J.lt 
has been reported that me targeting of the alpha 2c adrenoreceptor 
depended nor only on the ceU rype but also on [he dilferentiation 
state of a neuroendocrine cellline [74 ~ l he differenr interactions be
tween Kv 10.1 and the cytoskeletal proteins mar might be taking place 
in neumns compared ro [he HEK-Kvl n 1 cells could account for me dif
rrencesobserved in rhe channel dependenceon actín integri ty for DRM 
dSSociation. 

Finally, we asked whether another factor besides cholesterol could 
connibute ro Kvto.! PM panitioning in HEK_KvlO.1 cells. 80th rhe N_ 
and the C-terminal domains ofKv lO.1 have verywell defined binding 
sites for Ca2 +/eaM and a mutant channel (a ) resistant ro the ea2 + _ 

CaM binding effect has already been described [7,75J. We analysed che 
PM parti tioning of Kv 10.1 when me C7 mutant was transfected ro 
HEK-293 cells, and we observed a reduction in the DRM-associated 
KvlO.1 (Fig. 8) . Although chis is che firsr report where [he binding of 
ea2 + ¡'CaM is explicitly [ested as a detennining factor for a raft-protein 
a..ssociation, a closerexamination into the literature pmvides additiooal 
evidence indicating that chis can be a general fea[ure of CaM-binding 
proteins. Du and co-workers reported rhat aSsOOa[ion of CaMKII mu
tants lacking the CaM binding site (291 - 301 ) ro raft domains was par
tial or absent [76 J, com?dred ro [he behaviour of wi ld-cype CaMKII 
[77J. Similarly, only the CaH -sensitive adenylyl cydases partitíon ro 
membrane rafts , and the cytosolic domains ( CaM binding sites) and 
nor [he transmembrane spans are responsible for their partitioning 
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500 ms hy~riz.nion 1''''-¡.JI''''''''d ~ depol.:uirz.ation 10 + 40 mV: no dirr"",nce in theopeningtirTr il obS~ ..n."chole<;¡erol depletion. 

[2 1J.lt is notyet d ear why (<12 + -binding proteins would play a role in 
the regulation ofthe Iocalisation o f sorne lipid raft: proteins. Htmever, 
cakium is able to bind to the membrane and diminish the nip-nop 
rate of ¡ipids, a condition that supports the gel state [78 ~ Furthermore, 
it has been demonslTated that .In ¡ncrease in the in tracellular (aH is a 
conlTibuting, but not necessary, factor for changes in the phospholipid 
content ofleukaemiacells [79~ Together wi th ourresults, these fi ndings 
suggest that Ca2 + arxlJor Ca2 + jCaM could playa role in the regulation 
o f sorne protein or lipid partitioning within tlle PM. TIle fact that eaH 

channels a nd many eaH -regulating proteins such as calsequestrin , 
calreticulin and eaH pumps reside inside t llese domains [2 I ,7 I,SOJ 
could explain the tight regulation of the eaH concentrations in those 
localised regions of the membrane. 

4.4. Cholesterol-dependent 1(+ -current density in HEK-KvlO. ! cel/s 

Mter cholesterol depletion with M¡3(D, tlle current density of HEK
KvIO.1 cells increases significandy (Fig. SAarxl B). We alsodemon~rate 

that t lle d isrupt ion of cytoske leton through the inhibition of actin 

A B 

DRl\I NOrl-DRI\1 

lI .k_KvW. ! 

fig.8 .DRM diltriluionoftheC7 K."W .lrrn"''' in HEK -293eeD ... A) Wes"'m blo! <Igolin<;( 
K,,10 .1 in HEK- K,,1nl .md HEK-C7 edls ~fu,. DRM isoLation. R) K"lnl .<IIio belween the 
~mount of K." W.l in DRM ~nd [he ~mount in K." W.l -non - DRM in conIToI (n = 9 , 
0 .79 ± n13) ~nd C7 (n = 4 ,nn ± n04 , 1' < Onl ) edl ... 

polymerisation is assodated with a delocalisation of GM 1, Kv 10.1 , flot-
2 and cav- I from tlle DRM domains. Disturbance o f actin cytoskeleton 
with cytochalasin B also increases the curre nt density of KvIO.I 
transfected ( HO cells [46J. Gne in te rpre tation ofthese observations is 
that perturbaDons of the membrane structure by either cholesterol de
pleDon or cytoskeleton-disrupting agents induce an increase in curren t 
due to d issod ation of the Kv 1 0.1 prote in from the DRM. If this is the 
case, the DRM-assod ated Kv 10.1 , which accounts for approximately 
6O%of all PM KvIO.I , would not conlTibute to the total current recorded, 
and DRM domains would constitute a d iscrete domain wllere Kv 10 .1 
might be store<! or exert a dilferent DRM-rela ted function This behav
iour is shared by otller channels, for example HERG, Kv l 5, BK and 
(ay2.2 [57.7 I ,S I ,S2~ Kv2.1 channels are organised in to clusters ("cor
rals") w here they do not contribute ID the whole cell current [S3J.ln 
general, changes in lipids and anchoring of proteins can influence the 
electromechankal properties of channels. In the case of the nicotinic 
acetylcholine receplDr [841 changes in tlle fatty acid aOO steroidcontent 
of the membrane are responsible for the transiDon between tlle resting 
and desensitised states. Direct contact between tlle lipids a nd trans
membrane regions of this receptor has been describe<!, and tlle mem
brane is proposed as a key player for the fine-tuning o f the channel 
activity within specific submembrane domains [S5J. 

5. Conclusion 

In isola ted PM from neuronal tissue, KvlO.1 is segregated in lD two 
dilferent populations, one asociated with tlle DRM aOO depeOOent on 
the PM cholesterol and on tlle actin-<ytoskeleton aOO to CaH JCaM in 
PM fro m transfected HEK-293 cells , with a mutant unable to bind 
(aH JCaM to KvlO.1 protein, a nd a nother assooated with non-DRM 
fraction. The parti tion o fKv lO.1 to the dilfere nt PM DRMJnon-DRM 
seems to playa role in tlle regulation ofits coOOuctive properties as it 
is depeOOent on cholesterol in PM ofl iving cells. 
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[2 1 J. Ir is noe yet clear why (aH -binding proteins woukl playa role in 
the regulation ofthe Iocalisation o f sorne lipid raft proteins. HlM'ever. 
cakium ¡s able to bind [O the membrane and diminish [he fl ip-f1op 
rate of lipids. a condition rhat supports the gel starl' [78 ~ Furthermore. 
ir has been demonstrated mar .In ¡ncrease in me intracellular ea2 + is a 
contriburing, but oor necessary, factor for changes in me phospholipid 
contenrof leooemiacells [ 79~ l ogerher with our results. these ñndings 
suggesr that Ca2 + andfor Ca2 +/CaM could playa mil' in the regulation 
o f sorne pmtein or lipid partitioning within the PM, l ile facr that ea2 + 
channels a nd many ea2 + -regula ting proteins soch as c.a lsequestrin, 
calretirulin and ea2 + pumps reside inside theS!' domains [2 1,71,SOJ 
could explain the tight regularion of the ea2 + roncentrations in those 
localised regions ofrhe membrane. 

4.4. Cholesterol-dependenr I(f -CUTll'nt deltSi1)' in HEK-KvIO.1 cells 

Mtercoolesteml depletion with MpaJ, the aJ rrent densiry ofH EK
Kv 10.1 ceHs ¡ncreases significandy (Fig. SA .100 B). We alsodemon~rate 

tha t rhe d isruption of cyroskeleton through the inhibition of actin 
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fig.8.DRM di,UilttionoftheC7 1<.;10.1 lTIJ[¡)rI in HFJ( -291cd!LA) W~"'m blo! again'il 
K",10J inHEK- K",lnl and HEK-Ocdl:;alk,DRM isoLaoO/L8) Kv1n1 'illio~n!he 
amount of 1<.; 10.1 in DRM and [he amount in 1<.; 10. I -non -DRM in control (n = 9 , 
0.79 ± 0.13) ~nd C7 (n = 4.0.23 ± 0.04 , 1' < 01)1 ) cdls, 

polymerisation is associared with a delocalisation of GM 1, Kv 10.1 , flor-
2 and cav- l from rhe DRM danains. Disturbance o f actin cytoskeleton 
with cytochalasin Balso increases the curre nt densiry of Kv 10.1-
transfected CHO cells [46J. One inrerprerarion of rhese observations is 
thar perrurb.ltions of the membrane structure by either cho1esteml de
pletion 01' cytoskeleton-disrupting agents indoce an increase in current 
due to dissociarion of the Kv 1 0.1 protein fmm the DRM. If rh is is me 
case, the DRM-associared Kv 10.1, which acrounts for approximately 
6O%of all PM Kv 10.1, would not ronlTibure ro the total CUITent recorded, 
and DRM domains would constitu te a d iscrete domain where Kv 10.1 
might be stored or exert a differenr DRM-rela ted function This behav
iour is shared by orher channels, for example HERG, Kv15, BK and 
Cay2 .2 [57,7 I.SI.S2J. Kv2.1 channels are organised into clusters ("cor
rals" ) where rhey do not rontribure to rhe whole cell current [S3J.ln 
g-eneral, changes in lipids and ancooring of proteins can influence the 
electmmechanical pmpen ies of channels. In rhe case of the nicotinic 
acery!choline receptor [841 changes in the fatty acid .100 stemidcontent 
(!fthe membrane are responsible for me transition between the resting 
and desensitised states. Direcr rontan between [he ¡ipids and trans
membrane regions of chis receptor has been describe<!, and the mem
brane is proposed as a key player for the ñne-tuning of the channe! 
acriviry within specific submembrane domains [S5J. 

5. Conc1usion 

In isolated PM fmm neuronal tissue, Kv 10.1 is segregated inro two 
differen r populations, one a~iared with the DRM .100 depeOOent on 
the PM coolesreml and on the actin-qtoskeleton .100 ro Ca2 + ¡'CaM in 
PM fmm rransfected HEK-293 cells , wirh a mutanr unable to bind 
(.12 + ¡'CaM to KvIO.1 pmtein, and another associated wi th non-DRM 
fraction. The partirion of Kv 10 .1 ro the different PM DRMjnon-DRM 
seems to playa mil' in rhe regulation of its coOOoctive properties as ir 
is depeOOen[ on cholesterol in PM ofliving cells. 
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