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PROLOGO

Los mecanismos de transporte de potasio en la levadura no han sido
completamente esclarecidos Si bien es cierto que varias proteínas de membrana han sido
caracterizadas, el papel de las proteínas involucradas con el movimiento de potasio aún es
desconocido Este trabajo tiene la finalidad de plantear algunas de las incógnitas que
prevalecen en el área de transporte del potasio en la levadura, así como el de resolver
algunas de ellas Para ello se utilizaron los siguientes modelos de estudio: levaduras
Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces lactis, los sistemas de expresión heteróloga
de ovocitos deXenopus laevis y las líneas celulares de mamífero CHO y HEK293,

La presentación de este trabajo se hace en tres secciones, cada una de ellas
incluye un trabajo publicado en revistas con comité editorial Se eligió este formato de
tesis, como una forma alternativa que resultara poco repetitiva de los resultados y
discusiones plasmadas en los artículos publicados Considero que se mantiene un formato
legible y bajo el control del método científico; es decir, a cada parte previa a la
presentación de los resultados, le antecede una hipótesis así como los objetivos generales
y los objetivos particulares que se persiguieron en cada uno de los trabajos Al finalizar
las secciones de resultados, se incluye una discusión general donde se mencionan las
aportaciones de cada uno de los trabajos, tratando de integrarlos en el contexto actual en
el área de transportadores y canales De igual manera se incluyen las perspectivas que se
desprenden de cada uno de los trabajos

La sección I comprende una revisión general de los aspectos hasta ahora
conocidos en la regulación de los niveles de iones en la levadura, tomando como ion
principal al potasio Por sus características, esta sección ha sido utilizada como una
introducción general a esta tesis Posteriormente se incluyen algunos aspectos básicos de
la estructura y biofísica de los canales de potasio

La sección II hace referencia a los resultados obtenidos durante el posgrado e
incluye dos trabajos publicados en revistas del área de levaduras, de transportadores y
canales,

La sección III comprende las discusiones y perspectivas de cada uno de los
trabajos

Finalmente, se incluyen a manera de apéndice, las metodologías más relevantes
utilizadas en el trabajo experimental de esta tesis

Es importante señalar que el orden de los trabajos que se presentan, corresponde
al orden cronológico como fueron desarrollados, Cada trabajo es el esfuerzo de varias
personas las cuales aparecen como co-autores o en los agradecimientos de cada
manuscrito en particular

Carlos Saldaña, 2002
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RESUMEN

Los mecanismos que controlan el transporte de potasio a través de la membrana
en la levadura no han sido completamente esclarecidos En Saccharomyces cerevisiae se
han descrito tres tipos de proteínas relacionadas con el transporte de potasio: dos
transportadores de potasio Trkl y Trk2, y un canal de rectificador de salida de potasio
con dos dominios de poro en tándem (T0K1)

En el primer trabajo describimos la clonación y la caracterización del gen KlTrkl
de Kluyveromyces lactis Kllrkl muestra homología con las transportadores Trk2p y
Irklp La cepa imitante KltrkA, presenta deficiencia en el transporte de potasio y requiere
de más potasio para crecer Mediante estudios cinéticos determinamos que tanto la cepa
silvestre como la muíante KltrkA, sólo expresan un sistema de transporte de potasio de
baja afinidad

En el segundo trabajo se describe la contribución relativa de cada uno de los
dominios de poro del canal TOK1 en los procesos de selectividad y de paso de iones
potasio Separamos cada uno de los dominios de poro y los expresamos de manera
independiente, observándose que, cada uno de ellos es capaz de complementar a la cepa
muíante trklAtrk2A de S ceievisiae Esto sugiere que cada uno de los dominios en
funcional en la levadura La expresión de cada dominio de poro en ovocitos de Xenopus
laevis, muestra la expresión de dos canales catiónicos no selectivos con propiedades
funcionales y farmacológicas novedosas

Estos resultados proveen importantes hallazgos para el estudio de los sistemas de
transporte en un contexto fisiológico en la levadura



ABSTRACT

The mechanisms controlling potassium transpoit across the plasma membrane in
yeast cells have not been completely understood Thiee types of potassium transport
proteins have been desciibed in Saccharomyces cerevisiae: two potassium transportéis,
Trklp and Irk2p, and T0K1, a potassium channel with two pore domains in tándem
oiiginalíy identified ín this yeast

The first work repoits the cloning and functional chaiacterization of the Trkl
homologous gene (Kltrkl) fiom the yeast Kluyveromyces lactis, Kllrklp shows higher
homology to Trk2p than Trklp Disruption of Kltrkl results in yeast cells with defícient
potassium transpoit and increased potassium requirement fbr normal growth
Deteimination of kinetic parameters in the K, lactis wild type and Kltrkl A strains indicate
that this is a low affinity component of a major potassium uptake system

The second work describes the relative contribution of' each one of the two pore
forming domains from IOK1 to its selectivity and gating We split and expressed the
pore domains separately or in combination Expression of the two domains separately
rescued a potassium transpoit-defícient yeast mutant, suggesting that each domain forms
íunctional potassium-permeable channels in yeast Expiession of both domains
independently in Xenopus leavis oocytes results in the appearance cationic channels with
novel functional and pharmacological pr operties

All these results provide new insights into the role of these complex potassium
transpoit systems in yeast, and their putative contiibution to yeast physiology



SECCIÓN I

Proteínas de membrana plasmática de la levadura

En este primer manuscrito abordamos el tema de la homeostasis de iones en la
levadura Saccharomyces cerevisiae, destacando el papel del ion potasio El presente
trabajo surge como una actividad académica desarrollada durante el doctorado y por las
características de la misma se incluye como una introducción general en esta tesis

Si bien es cierto que se han aislado y caracterizado cada una de las proteínas que a
continuación se mencionan, aún no se ha desarrollado un modelo que explique
satisfactoriamente y con suficiente detalle la homeostasis del potasio En esta revisión
señalamos el papel hasta ahora conocido de las proteínas relacionadas con la regulación
de los iones a nivel de la membrana plasmática de la levadura

Inicialmente presentamos una descripción de los aspectos teóricos básicos de los
sistemas de transporte, planteando su función en los organismos e integrándola en un
contexto de la teoría quimiosmótica propuesta por Peter Michell Posteriormente
describimos las proteínas que han sido caracterizadas y que se encuentran involucradas
en la homeostasis del potasio

La regulación de los niveles de iones en la levadura. Las proteínas de la
membrana plasmáticas involucradas.

Carlos Saldaría y Antonio Peña

Publicado en Rev Lat-Ámer.. Microbio! (1999) Voi 41 (3): 193-203
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La Regulación de los Niveles de Iones en la Levadura las
Proteínas de la Membrana Plasmática Involucradas

CARLOS SALDAÑA* Y ANTONIO PEÑA

Departamento de Genética Molecular, Instituto de Fisiología Celular Universidad Autónoma de
México Apartado Postal 70-242 04510 México D F

•Autor para la correspondencia: Te! 56-22-56-52 Fax 56-22-56-30 E-mi\\ csaidanacíltftsioi unom mx

ABSTRACT Potassium transpon across a membrane mecbanism ío yeast ceUs nave no* beea completcly
understood, Altbough maay membraae proteios have beca cbaracterbeed, tbeir ipecifk rote ío potassium
traosfer Is still unkaown Yeast ceQ» typícally maiotaid otgb Intractllular cooceatratíons tbrougb severa!
pousjiura transpon systems, makiag tbls syitem oí study an oprima) eukaryotk cell to explaia potassium
trsttsport across membraae. Toree types of proteio retated witn potassium traosport acroa* membraoe
nave been described: (1) tfee energy necessary for potasshuo accomulaHoa (ISO mM) b rckased by electri-
cal {radicoa maintaiaed aeróos tfae membrane by H*-ATPase; (2) tbc secood group of protetns reUted
witb potassiam transport are two transporten, TRK1 aad TRK2; (3) tbe tbird group are kuown a aew
family of outwardly rtciifyiog potassium cbaonel proteia witb two pore domains io tándem. Molecular Bi-
oíogy, Pbysiology aad Electropbysiotogica] experímeats ssggest a posstbie fuoctiooal relatioosbip amoog
the (bree groapa of protejas meotíooed above A mecbanism of potassium traosport dyaamic across mem-
braoe in two species of yeast b propoted,
Key Words: Potasnum Transporta Transporten, lonic Cbannel, H* / K* interebaoge, Sacckaromyces cert-
visioe* Ktuyvtromyces iactiz

RESUMEN. Loa aaecaalsmos de transporte de potasio ea la levadura ao bao sido completamente esclare-
cido*. Si biea varias proteínas de membrana han sido caracterizadas, el papel de bu protetaas involucra-
das coa el movimiento de potasio aun es desconocida L*s levaduras típicamente mantienen una concen-
tración alta de potasio ci tu interior a través de alguno» tatemas de transporte. Tres tipo* de proteínas se
encoco tras rtlacioosdo» coa el transporte de potasio a través de la membrana bao sWo descritos: (1) la
energía necesaria para la acamulacioa de potasio (150mM) es generada por un gradiente eléctrico mante-
nido a través de la membrana plasmática por la H+ ATPwa; (2) el segundo grapo de proteínas relaciona-
das coa el transporte de potasio son dos transportadorea TRKJ y TRK2; (3) d tercer grupo conocido es
«na Bucva familia de canales rectificadores salieatea coa doa dominios de poro ea taadem. Expertmeatos
de Biología Molcc«br, Fisiología y Etectrofitioloffa sugieren aaa posible relación entre loa (rea grupo* de
proteínas mencionadas coa anterioridad. Se propone un ntecanUmo de la dinámica del transporte de pota-
sio a través de la membrana plasmática de doa especies de levadora
Palabras clave. Transporte de iooet, Transportadores, Caá a le» iónico», Intercambio H*/ K*. Sacckaromy-
ees certvbite, Ktayvtromycti lactis.

INTRODUCCIÓN

En el proceso de caracterización de ta membrana plas-
mática de la levadura Sauhoromyces cerevisiae se ha en-
contrando una variedad de proteínas relacionadas con el
transporte de solutos y de iones En este microorganismo,
se ha descrito y caracterizado diferentes sistemas de trans-
pone que han servido para estudiar fenómenos relaciona-
dos con alteraciones en las proteínas de la membrana plas-
mática

El transporte en las membranas está mediado por pro-
teínas,, de la$ cuales hay distintos tipos, canales facilitado-

res (transportadores, acarreadores y permeasas) y bom
bes *° En esU revisión resaltamos el papel, hasta ahora co-
nocido, de varios tipos de proteínas involucradas con ta
regulación de tos niveles de iones en la levadura S cerevi-
sioe La primera, además de haber sido la primera proteina
clonada, es la J-T'ATPasa. la cual se encarga de acidificar
el medio extracelular bombeando protones * Su actividad
genera un gradiente eléctrico a través de la membrana pías-
máttea, el cual impulsa al sistema de proteínas (TRK1 y
TRK2), cuya misión principal es la de transportar selecti-
vamente potasio hacia el interior celular con diferentes afi
nidades l0':t Otro tipo de proteínas corresponde a un canal

I «3
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rectificador saliente Je potasio en la membrana plasmática
de li levadura,, que se encarga de la salida de K : : Eslu-
dios detallados han demostrado que además de ser activado
por la dcpolanzac:on de la membrana plasmática también
es activado por altas concentraciones de Ca: citoplasmas-
co La función de esta proteina consiste en balancear las
cargas durante el desplazamiento de protón acoplado al
transpone de solutos' Otro sistema reportado recientemen-
te es et de un intercambiador H*'catión, que parece tener
un papel en la regulación del pH interno de la levadura a

Por otra parte queremos resaltar la caracterización de
otra especie de levadura; Kluyveromyces lactis, tiene una
sola copia de varios de sus genes, Esto hace de esta especie
un organismo más sencillo de estudiar desde el punto de
vista genético

En esu revisión pretendemos plantear las funciones
específicas de cada una de las proteínas de membrana ptas-
máiica involucradas en la homeostasis del K* en las leva-
duras S cerevisiae y K loctis asi como plantear algunas
de las preguntas aún no esclarecidas,

Transpone de Iones en Le1- i^s is

cuentran disueltas en el Tiedio extracelular e intncelular
El trios porte mediado pasivo o difusión facilitada,

Es un sistema de transporte que consiste en e! movimiento
moléculas especificas que ftu>en desde una concentración
elevada en un lado de la membrana a una concentración
baja al otro lado de la membrana, de modo que la tenden-
cia sea a equilibrar los gradientes de concentración Los
translocadores simples o facilitadores mueven substancia a
favor de su gradiente de concentración "

£1 transporte activa Es aquél en el cual moléculas
específicas se transportan desde una concentración baja a
una elevada, es decir, en contra de gradiente de concentra-
ción Un proceso endergónico como este debe de estar aco-
plado a un proceso suficientemente exergónico para que
sea favorable Muchos de estos eventos se producen utili-
zando directamente la energía producida por la hidrólisis
de ATP TaJ es el caso de las proteínas que mueven iones
potasio (K*) t través de la membrana. Este ion se encuen-
tra en concentraciones intricelulares altas con respecto al
medio extracelular : í

LOS SISTEMAS DE TRANSPORTE EN LOS ORGA-
NISMOS, ¿OLÍ SON Y CUÁL ES SU PAPEL?

Todos los tipos celulares mantienen en su citoplasma
una composición y una concentración de sustancias dife-
rente del medio que las rodea, esto se debe en gran medida
a la presencia de la membrana plasmática,

Hay dos tipos de transporte a través de la membrana, el
transporte mediado y el no-mediado El primero ocurre
mediante una simple difusión de tas moléculas que no tie-
nen carga, y que se "disuelven" en la membrana y difunden
libremente de un lado a otro de ella El segundo ocurre me-
diante la acción de proteínas transportadoras especificas
(que reciben el nombre de permeasas, portadores, transió-
casas, translocadores y transportadores)u

Es sencillo explicar que la membrana celular impida el
libre movimiento de macromoléculas; también se puede
explicar que las moléculas potares o cargadas deban de
mantenerse a un lado o del otro de la membrana, debido a
la capa de sotvatación que las rodea y aumenta su volu-
men Es necesario para la célula que las moléculas o iones
que se transponen a través de la membrana de un lado a
otro, es decir, desde el lado donde se encuentran en menor
concentración hacia aquel que está en mayor concentra*
c i en"

El transporte a través de la membrana requiere atrave-
sar la doble capa de fosfol¡pidos que la constituye Una
molécula grande, una molécula pequeña hidratada o un ion
requiere de un sistema de transporte o un acarreador o un
poro especifico, capaces de permitir el paso de un lado a
otro de la membrana Estos sistemas de transpone, antes de
permitir el paso de la sustancia deben de reconocerla > dis-
tinguirla de un sinnúmero de otras moléculas que se en»

EL PAPEL DEL POTENCIAL ELECTROQUÍMICO

La difusión de una sustancia a través de una membrana
se parece, termodinámicamente hablando, a un equilibrio
químico Una diferencia en las concentraciones de las sus-
tancias entre los dos lados de la membrana genera una di-
ferencia de potencial químico:

AG, - Cídentro) - G¿fuera) - RT tn [(a) dentro/(a) fuera]

donde G, es el potencial químico de a; (a) dentro y (ajjíir-
ra se refieren a las concentraciones de esta especie dentro
y fuera de la célula respectivamente; R es la constante de
los gases; y T es la temperatura en grados Kelvin.

Por consiguiente, si la concentración de a fuera de la
membrana es mayor que la de dentro, para la transferencia
de a de fuera a dentro, AG, será negativo y el flujo neto de
a será hacia dentro Sin embargo, si la concentración de a
es mayor adentro que fuera, AG» es positivo y el flujo neto
de entrada de a tendrá tugar solo si un proceso exergonico,
(al como !a hidrólisis de ATP, se acopla al mismo para
hacer que la energía libre global pase a ser negativa

Las diferencias de carga que se mueven a través de tas
membranas generan una diferencia de potencial eléctrico el
cual puede ser determinado por la siguiente ecuación:

Aiy • v (dentro) •• v (fuera)

donde ,¿v se denomina potencial de membrana; v (dentro),
es el potencial eléctrico del lado interno de la membrana: y
V (fuera), es el potencial eléctrico del lado extemo de la
membrana

194
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MECANISMOS GENERALES DE TRANSPORTE

Dentro de los sistemas de transporte mediado, hay dife-
rentes vanantes,, que fueron propuestas por Mitchell21 en
1961, para tratar de definir los mecanismos implicados en
cada caso

Triaitocadores primarios.. Son aquellos en los cuales
el sistema de transporte esta ligado directamente a una
fijenie de energía, como el ATP, o a las diferencias del po-
tenciaJ redox generado entre ambas caras de ta membrana
celular

Translocadore* secundario* Son aquellos que apro-
vechan l*s condiciones existentes de diferencias de con-
centración de otros iones, o las diferencias del potencial
eléctrico stablecidas por los transJocadores primarios
Dentro de éstos, se reconocen las siguientes categorías:

a) Uniportador, que supone el movimiento de una única
molécula • la vez Dentro de esta categoría puede haber el
caso de moléculas o iones que se mueven según su diferen-
cia de concentración o por diferencias del potencial eléctri-
co ambos lados de una membrana Fig 1,

b) Simportador, que transporta simultáneamente dos
moléculas o iones que pueden ser diferentes en la mis-
ma dirección Habitualmente, en este caso, se aprovecha
que un ion se encuentra a mayor concentración de un lado
de una membrana, o es impulsado por una diferencia en el
potencial eléctrico a ambos lados de ella, pan mover a otra
molécula o ion Fig, 1

c) Antiportador, que transporta simultáneamente dos
moléculas diferentes en direcciones opuestas También en
este caso, lo habitual es que la en agía pan el movimiento
de una molécula o ion sea proporcionada por la diferencia
de concentración o del potencial eléctrico de la membrana
Fig 1

Cuando se mueven partículas cargadas a través de la
membrana, se habla del carácter eléctrico del transporte
iónico, que se especifica además como:

a) Electroneutro (eléctricamente inexistente), cuando
hay una neutralización simultánea de cargas, sea por un
simpone de iones de carga opuesta o por un antíporte de

carga similar
b) Electrogénico,. cuando el proceso de transporte resul-

ta en una separación de cargas a través de la membrana
c) Electroforético, cuando una molécula o ion se mue-

ven dé acuerdo con la diferencia del potencial eléctrico a
ambos lados de la membrana

CANALES IÓNICOS

Como ya se dijo, el paso de iones a través de las mem-
branas biológicas tiene un impedimento físico, ya que por
su naturaleza eléctrica y por su capa de hidratación, se ve-
rían rechazados por el ambiente hidrofóbico de la bicapa
fosfolipldica Sin embargo, los iones son capaces de transi-
tar a través de las membranas debido a la presencia de pro-
teínas membranales especializadas en dicho movimiento,
como los canales iónicos Estos transportadores permiten
una rápida difusión de tos iones hacia el interior o exterior
celular; diferente de los otros sistemas de transporte por la
rapidez con la que permiten el paso, principalmente de io-
nes, aprovechando las diferencias del potencial eléctrico a
los lados de una membrana. Como transportadores que
son, estas moléculas atraviesan la membrana, y por ello
presentan tres dominios estructurales; el citoplasmético, el
transmembranal y el extracelular; y un poro por donde pa-
san los iones Con base en sus características y modo de
acción, los canales iónicos se clasifican en cuatro grandes
grupos: los receptores canal, los canales sensibles a voltaje,
los canales sensibles a presión y los canales activados por
proteínas G que habitualmente están relacionados con hor-
monas30

Los iones se distribuyen diferencialmente a través de
las membranas, dando lugar a la generación de gradientes
de naturaleza eléctrica y química. El establecimiento de
gradientes tiene una significación biológica dando lugar a
un sistema regulalorio de los movimientos intracelutares de
los iones a los que se la ha denominado homeosusis iónica
celular De tal manera que en condiciones básales se tiene
una concentración mayor de sodio y de calcio en el exte-

Figura 1 Esquema representativo de translocadorcs secundarios: Untponadores (Al Simportadores (B) y Antiponadores
<C) Estos se encuentran elcctrogénicamente asociados con los translocadores primarios que utilizan una fuente de energía
tal como el ATP ^ ^
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Transporte de Iones en Levaduras

Exterior celular

H ATPasa

Citoplasma

Figura 2, Modelo de membrana plasmática de levadura que involucra proteínas encargadas de la homeostasis del potasio
La H" ATPasa (A) se encuentra electrogénicamenie acoplada a los sistemas de transporte de potasio TRK1 (B) y TRK2
(C) El cana! rectificador saliente TOK1 (D) se encarga de la salida del potasio y finalmente, el intercambiador H /K que
regula el pH intracelular,

rior celular, mientras que el potasio se encuentra en mayor
concentración en el interior,,25

Una característica importante al estudiar los canales
iónicos es la capacidad que tienen para abrir y cerrar el po-
ro (gatingX ya que un poro abierto tiene una propiedad im-
portante de permeabilidad selectiva, definida directamente
con el radio de hidratación de cada ion y con la magnitud
del gradiente electroquímico, Pero el "gating". además de
los elementos estructurales de la proteína que lo represen-
tan, se puede analizar desde el punto de vista biofísico, rea-
lizando análisis cinéticos, en los cuales se pueden postular
estados abiertos, cerrados y de transición, Este se lleva a
cabo registrando los cambios que se observan en su capaci-
dad para mover los iones, presentándose como corrientes
eléctricas., pero aún contando con la historia de eventos, no
es posible predecir el tiempo de apertura y de cierre, ni la
magnitud de cada uno de ellos; es decir, los canales tienen
un comportamiento que se apega a un modelo de Markov,
en el que se contempla un estado de transición de primer
orden Mediante estos análisis, se encuentra que e! tiempo
de apertura de un canal puede cambiar por un pequeño pul-
so, de tal manera que se pueden tener más de un estado
abierto: y la transición cerrado-abierto, tiene un curso de

tiempo multiexponencial (varios estados intermedios), de
tal manera que se supone la existencia de pasos de primer
orden20

IMPORT ANCIA DEL ESTUDIO DE LOS SISTEMAS
DE TRANSPORTE DE IONES, Y EN ESPECIAL

DELK*

Los estudios encaminados a elucidar el mecanismo del
transporte de potasio en levadura, fueron iniciados por
Conway9 y Rothstein,38 quienes presentaron por primera
vez pruebas sobre la existencia de un acarreador de catio-
nes, a partir de! análisis cinético del transporte, Posterior-
mente Mitchell,28 retomó ios antecedentes hasta el momen-
to existentes, proponiendo una teoría que en términos sim-
plistas dice Vos cationes pueden penetrar a una estructura
aislada por una membrana,, solamente si dentro existe un
potencial electroquímico negativo con respecto al exterior
que provea el impulso requerido para la penetración del
ion, el cual en muchos casos se mueve en contra de su gra-
diente de concentración" El potasio es uno de estos iones
que suele moverse en contra de su gradiente de concentra-
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cióri,, pao a favor de un gradiente electroquímico Los es-
tudios realizados sobre el movimiento del potasio en las
células de levadura han permitido establecer que la canti-
dad total de este ion que captan, guarda una relación con su
concentración externa; es decir, a mayor concentración
extema de K', mayor es la cantidad total captada por la
célula; pero también, mayor es la cantidad de H" expulsada
al exterior celular La comprensión dei fenómeno del trans-
pone de cationes, ha llevado al planteamiento de dos cues-
tiones; la primera se refiere a la posible existencia de un
mecanismo de regulación de este sistema de transporte, y
segundo, de las posibilidades reales de la existencia de ta-
les sistemas de regulación

LOS SISTEMAS PARA EL TRANSPORTE DE K* EN
LA LEVADURA

Fuera de que los sistemas de transporte conocidos están
constituidos por proteínas, con que velocidad se mueven y
cual es su afinidad por las sustancias que transportan, es
poco to que se sabe acerca de su funcionamiento en detalle

£1 tema de la afinidad es importante, pues hay diferen-
cias en los sistemas de transporte en lo que se refiere a la
concentración de las sustancias que se transportan Este
asunto toma importancia en el caso de los microorganis-
mos como la levadura, que pueden sobrevivir en medios
extremadamente pobres, y para ello necesitan de sistemas
de transporte capaces de tomar con gran eficiencia molécu-
las de materiales nutritivos que requieren para sobrevivir y
que se encuentran escasos en el medio La energía para la
acumulación de potasio en la levadura, se deriva del gra-
diente eléctrico generado a través de la membrana plasmá-
tica por la rT-ATPasa, lográndose una acumulación de po-
tasio interna de 150 mM Fig 2.

En Saccharomyees cerevisiae se puede observar que,
cuando crece en concentraciones bajas de potasio, expresa
un sistema de transporte con una afinidad alta (Km ~0 15
mM) Sin embargo, cuando crece en un medio rico de este
catión, el sistema de transporte que utiliza para tomarlo
tiene una afinidad menor (Km - 6 0 mM),3'

Sin embargo, como trataremos más adelante, existe
gran controversia alrededor del papel que juega cada pro-
teína en el movimiento del potasio hacia el interior de la
levadura De hecho se ha especulado acerca del papel re-
dundante de dos genes semejantes involucrados; es decir,
puede ser que ambos genes en algún momento evolutivo
codificaban para la misma proteina *

SISTEMAS Y MECANISMOS PROPUESTOS

Identificación de las proteínas implicad» y cons-
trucción de las primeras muta ote* En la membrana plas-
mática de la levadura el sistema de transporte de H* está
ligado al de K* por lo que se ha concluido que en la mem-

Tabla 1 Constantes cinéticas para los sistemas de trans-
porte de K Rb* y *2 K" de la levadura Saccharomyees ce-
revisiae Para expresar el sistema de alta afinidad las leva-
duras son crecidas en concentraciones 5 fiM de K" en el
medio de cultivo Para expresar el de baja afinidad, se cre-
cen en cultivos con 2 mM de K Tomado de Rodríguez-
Navarro 1984

SISTEMA

Alta
Afinidad

Baja
Afinidad

CONSTANE
CINÉTICA

Km
(HM)

Vmax
(nmolas/min/mg)

Km
tuM)

Vmax
(nmolas/min/mg)

86Rb

150

21

6

6

4 2 K

24

34

2

7

brana plasmática de la levadura se utiliza ATP como fuente
de energía,30 según el esquema de la figura 2

Se propuso que la levadura tiene un translocador pri-
mario, que consiste en una ATPasa (molécula que rompe
ATP), que con la energía producida por la ruptura del ATP
es capaz de bombear protones (iones de hidrógeno) al exte-
rior de la célula, generando por una parte una diferencia de
concentraciones de iones hidrógeno en el exterior, más áci-
do, que en el interior (más alcalino) Pero además, dado
que los protones tienen carga positiva, se genera una dife-
rencia de potencial eléctrico entre el exterior, más positivo,
que en le interior (más negativo) Esta diferencia de poten-
cial es el factor que impulsa a los iones K* hacia el interior,
gracias a la presencia de un uniportador más o menos espe-
cífico para este ion, pero que puede mover, con menos afi-
nidad, a otros cationes monovalentes.4

La ATPasa de protones (rf-ATPasa) fue aislada y re-
constituida en liposomas preparados con lectina, y el gen
que la codifica fue clonado y definida su secuencia414:

En 1984, Rodríguez Navarro y colaboradores encontra-
ron que S cerevisiae crecidas en ausencia dé Na y NH/,
se expresan dos sistemas de transporte de K diferentes
Tabla 1

Tal descubrimiento llevó a estos autores a proponer la
existencia de un sistema de transporte de K* interconverti-
ble, que pudiera operar con dos afinidades diferentes; o
bien, dos sistemas de transporte independientes,, uno de
alta y otro de baja afinidad para el ion potasioJ

En 1985, el grupo de Rodriguez-Navarro obtuvo una
mutante de S' cerevisiae deficiente en el transpone de po-
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tasio de alta afinidad, lo que demostró !a existencia de dos
sistemas de transporte de K" independientes o bien, como
ya se dijo, la hipótesis sobre un sistema interconvertible
para el transporte de potasio con dos afinidades diferen-
tes " Otros estudios en sistemas procariontes v eucariontes
han demostrado que c! potasio se transporta por sistemas
múltiples., func i ocalmente independientes y que tienen di-
ferentes afinidades por cada catión.

En 1988 el grupo de Gaber, clonó y secuenció el gen
TRKI de $.. cerevisiae, planteándose como el responsable
del sistema de transporte de alta afinidad..10 Partiendo del
hecho de que el sistema de transporte de potasio está aco-
plado electrogénicamente con el bombeo de protones"*0 y
de la clonación de TRKI, se demostró contundentemente
que el transportador y la H'ATPasa son diferentes proteí-
nas De aquí se desprende la primera conclusión importan-
te: existe una independencia física y funcional de los siste-
mas de transporte de potasio y el bombeo de protones.

Para 1990, el grupo de Gaber reportó la secuencia del
gen TRK 2 corno el responsable del sistema de transporte
de potasio de baja afinidad pues al crear una dobie mulan-
te de los dos transportadores de potasio, la levadura sólo es
capaz de crecer a partir de concentraciones de potasio de
100 mM " Las mulantes mostraron hipersensibilidad a pH
bajo que puede ser suprimida por altas concentraciones de
potasio pero no de Na' El gen TR.K-1 suprime los defectos
en el transporte y la hipersensibilidad al pH El gen TRK-2
codifica; por similitud, para un transportador de potasio
similar a TRK-l con 12 dominios transmembrana les y una
región hidrofóbica grande2*

En 1994 Ramos y colaboradores, proponen que el
TRK2 no es un componente de baja afinidad para el trans-
porte de potasio en la levadura S. cerevisioe Con base en
estudios cinéticos de transporte de ^Rb, se analizaron las
mutantes trkl TRK2, trkl 7RK2° (sobrexpresado) y trkl
trk2, revelando que el TRK 2 presenta moderada afinidad
por el **R.b Cuando se realiza un ayuno de K* la mutante
trk 1 TRK 2., las células muestran un componente de baja
afinidad y uno de moderada afinidad con una V ^ muy
baja Por otra parte, las células que sobrexpresan el produc-
to del gen TRK2 en la mutante trki TRK2'\ incrementan la
Vfl1-Jl del componente de moderada afinidad y dicho compo-
nente desaparece en la doble mutante trk! irk2 En contras*
te, en la mutante trkl TRK 2 la salida de **Rb no se ve
afectada por mutaciones en TRK 2 Congruente con tos
diferentes niveles de actividad del componente de modera-
da afinidad en la salida de ""Rb, la mutante trki TRK2 cre-
ce lentamente en concentraciones micromolares de potasio,
mientras que las células de la mutante trkl TRK2" las célu-
las crecen rápidamente, y en la doble mutante trkl trk2 hay
un crecimiento pobre Actualmente se discute la existencia
de un sistema único en el transporte de K compuesto por
varias proteínas *

Miranda y colaboradores en 1995, demostraron en la
levadura A.', lacth, a través de la clonación de la
H'ATPasa la dependencia del transporte de potasio con el

198

1 ransportc de Iones en Levaduras

potencial de membrana pues una mutante carente de trans-
portador de potasio cuenta con una actividad de ATPasa
igual que la cepa silvestre; mientras que una mutante de la
K'ATPasa presenta una deficiencia en el transpone de po-
tasio "

Las steueocias de tas H" ATPasas.. El primer gen de
H ATPasas de hongos reportado fue el de S cerevtsioe
denominado como PMA I; de este gen se encontró otra
copia en esta levadura (PMA 2)*° Posteriormente se deter-
minó la secuencia del gen homólogo de Sewospora eras-
sa,16 que mostró alto grado de similitud con las secuencias
de los genes PMAl y PMA2 S cerevisiae Utilizando como
sonda la ATPasa de S cerevisiae, se identificaron otras
ATPasas por hibridaciones con bibliotecas genómicas de
Schizosaccharomyces pombe,13 Zygomyces roían*"1 y Can-
dida albicans N

Las secuencias de los TRK1». En 1988 se clonó y se
secuenció el gen que codifica para el acarreador de alta
afinidad TRK-l en $ cerevisiae, demostrando la indepen-
dencia fisica y funcional del sistema de transporte de pota-
sio y de protones l0 Posteriormente por hibridación, utili-
zando como sonda el gen TRK-l de S cerevisiae se identi-
ficaron secuencias con similitudes en el genoma de la ma-
yoría de las especies de Saccharomyces y se clonó el gen
TRK-l de Saccharomyces uvarum* y 5 pombe,u encon-
trándose que confiere un transporte de alta afinidad al igual
que el de S cerevisiae Ambos genes tienen secuencias con
86 % de similitud con TRK 1 de 5 cerevisiae " En nuestro
grupo de trabajo estamos caracterizando el gen homólogo
TRKI en la levadura K ¡aclis, el cuál presenta una identi-
dad alta con respecto a los ya clonados y secuenciados Fig
3

En 1991, Haro y colaboradores señalaron que el 7RK-
!, puede ser un componente regulador del sistema del
transporte de potasio de £ cerevisiae y que se requiere pa-
ra potenciar el influjo de potasio por la disminución del pH
interno,,'9

El descubrimiento de que el TRK-l y TRK-2 codifican
para transportadores de potasio estructura Imente homólo-
gos, asi como son los dos genes PMA-l y PMA-2 que codi-
fican para bombas de protones en S, cerevisiae.^ haría
pensar que el TRK-2 pudiera ser un regulador de transpor-
te34

S. cerevisiae con eliminación de los genes TRKI y
TRK2 requiere de 100 mM de potasio para poder crecer, lo
cual ha sugerido la probable existencia de otro u otros
transportadores Se han identificado mutaciones supresoras
(designadas RPD) en óirkl átrkl, restableciéndose el sis-
tema de transporte de potasio Dichas mutaciones supreso-
ras se seleccionaron por la capacidad de permitir el creci-
miento en baja concentración de potasio (7 mM, pH 5 9); y
por supresión del fenotipo a pH bajo y alta concentración
de potasio (pH 3 0, 100 mM) La selección directa por su-
presión del defecto en el transporte de potasio ha dado la
pauta para obtener nueva información a cerca de la función
de otras proteínas en el transporte de potasio en la levadu»
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Figura 3. Homología entre las proteínas transportadoras de
potasio T'RK de las levadoras Saccharomyces cerevisiae
(Sctrkl y 2); Saccharomyces v\arum (Sutrkl); Schizosac-
charomyces pombe (Sptrkl) y K¡uy\eromyces lactis
(Kltrkl).
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ra La secuendación de las mulantes supresoras han mos-
trado un alto porcentaje (86% de identidad de aminoáci-
dos) con proteínas involucradas en el transporte de car-
bohidratos Estos resultados sugieren que el transporte de
potasio puede deberse a un incremento en la permeabilidad
de la membrana cuando los transportadores están realizan-
do el transporte de glucosa y los iones se mueven por este
medio de manera inespecífíca i :

En 1991 Pena y Ramírez, demostraron que en mutantes
de levadura del sistema de alta afinidad, la adición de glu-
cosa provoca una salida de cationes monovalentes, que se
acelera notablemente por cationes trivalentes como el Tb3*,,
Con el uso de este tipo de mutantes se ha visto que la sali-
da de potasio espontánea requiere de substratos como glu-
cosa o etanol Estos resultados demuestran que la salida de
potasio se realiza por proteínas diferentes a las codificadas
por los genes TRKI y TRK23I

En nuestro grupo de trabajo, hemos caracterizado el
transporte de potasio en K. lactis demostrándose cinética-
mente; mediante el uso del isótopo ^Rb, la existencia de
sólo un sistema de transporte de potasio, similar al de alta
afinidad de S cerevisiae (Datos no publicados)

Por otra parte, por hibridaciones heterólogas hemos
clonado y secuencíado el gen responsable de dicho trans-
pone; el gen homólogo KITRKI, que de igual manera tiene
una alta similitud e identidad con los ocos TRK"s" La
construcción de una muíante inactivadora del gen, muestra
un fenotipo donde no hay transporte de potasio; mientras
que en cajas de cultivo para medios de selección requiere
de un mínimo de 5 mM de K' para crecer Por otra parte, la
actividad de la H*-ATPasa de la cepa muíante .¡iKltrkl no
muestra diferencias significativas con respecto a la cepa
silvestre,, por lo cual se ha podido concluir que el fenotipo

de la mutante es defecto en el transportador de potasio > no
un defecto en la actividad de la H'-ATPasa (Dalos no pu-
blicados)

De estos resultados sugieren aparentemente que se trata
de un sólo sistema de transpone ya que un análisis de las
constantes cinéticas revelan que para la expresión del siste-
ma de alta y baja afinidad, los valores son prácticamente
los mismos en la cepa silvestre Por su parte, en la cepa
interrumpida presenta una perdida de afinidad y una conse-
cuente disminución en la velocidad máxima de transpone

Canales de K *y el caso de la levadura, Los canales
de potasio son proteínas ubicuas en los organismos vivos.,
que se encuentran en bacterias, levaduras, plantas > anima-
les y exhiben una gran heterogeneidad estructural Estos
canales contribuyen al control de flujo de K* y del volu-
men celular, participan en la liberación de hormonas y
transmisores, al restablecimiento del potencial de membra-
na,, así como a la excitabilidad de músculos y neuronas í0

Los canales de potasio pueden ser regulados por cam-
bios en el potencial de membrana o por el estado metabóii •
code la célula, o bien por hormonas y transmisores I0

Últimamente se clasifican los canales de potasio con
base motivos estructurales conservados que puedan estar
involucrados en la actividad del canal Este tipo de clasifi
cacíones se lleva a cabo debido a que las propiedades de
selectividad de cada canal, se pueden modificarse por mu-
taciones que cambian la selectividad iónica w

La clonación y secuenciación de canales de potasio han
revelado la existencia de una familia de canales de potasio
dependientes de voltaje {voltege-gate K " cbannef) y la fa-
milia de los canales rectificadores de entrada de potasio
(inwQrd Rectifter K channef) Los canales de potasio de-
pendientes de voltaje y los canales de potasio activados por
calcio, contienen seis probables segmentos transmembra-
nales (Sl-Só*) cada uno en subunidades a, o también cono-
cidas como dominios de selectividad iónica Las subunida-
des (J de los canales voltajes dependientes, tienen motivos
potenciales para !a unión de nucleótidos, por ejemplo NAD
(P)H Los canales de potasio rectificadores entrantes apare-
cen relacionados distantemente de los canales de potasio
voltaje dependiente y presentan solo dos probables seg-
mentos transmembrana les (MI, M2) en a subunidades ca-
da uno Las subunidades 0 de canales rectificadores entran-
tes de potasio y los canales de potasio ATP-sensibles con-
tienen múltiples segmentos transmembrana I es probables y
dos dominios de unión de nucleotidos que los relaciona
con la superfamilia de los transportadores ABC, que tienen
una región especifica para unir ATP '

Las proteínas codificadas por genes TRKI y 77ÍÁ-,
contienen múltiples regiones hidrófobas con semejanza a
los transportadores ABC La remoción de estas proteínas
elimina la corriente rectificadora entrante de potasio Si
bien, no se conoce algún gen que codifique para un canal
de rectificación entrante de potasio en S ccn\isiac este
hecho ha servido para clonar genes de éste tipo por com-
plementacion de la mutante va mencionada

IQ9
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Ya se ha hablado de que los canales iónicos son proteí-
nas, o bien complejos de proteínas en la membrana y que
media el transpone pasivo de iones a través de la forma-
ción de un poro acuoso de difusión Actualmente se mane-
jan dos características principales para los canales: ¡a pri-
mera es que los iones se mueven a través de ellos extrema-
damente rápido (-10* iones, seg); y la segunda que la aper-
tura y cierre de los canales está regulada por cambios en el
potencial de membrana debido a unión de ligandos especí-
ficos,, o bien por cambios en la fluidez de la membrana
plasmática "

La caracterización de la salida de iones en la levadura
se ha realizado y registrado de diferentes maneras,, Pero no
fue sino hasta 1995 que se reportó un gen responsable de la
salida de K* que codifica para una protefna de tipo canal
Se describió como una nueva familia de canales de potasio
rectificador saliente (TOK1) cuya característica principal
es que presenta dos regiones de poro en tándem :2 Ese mis-
mo año., Xin-Liang Zhou y colaboradores, describieron a
este mismo gen como el codificador responsable de un ca-
nal de potasio de membrana plasmática de levadura, acti-
vado por depolarización El gen fue nombrado por éste
grupo como YKCI *%

El canal rectificador saliente de potasio en la membra-
na plasmática de la levadura es el encargado de la salida de
K* Otros estudios han demostrado que también es activa-
do por altas concentraciones de Ca2* citoplasma!ico y que
la función de ésta proteina., muy probablemente sea mante-
ner el balance de carga durante el desplazamiento de pro-
tón acoplado al transporte de substratos6 "

Gustin y colaboradores en 1988, mostraron que en la
membrana plasmática de la levadura existe actividad de un
canal que tiene conductancias para aniones y cationes Este
canal se caracterizó como mecanosensible y juega un papel
en la osmoregulación, permitiendo la salida de iones en
condiciones de estrés osmótico "

La secuenciación del genoma de S cerevisiae reveló
que en el brazo izquierdo del cromosoma X hay dos nue-
vos marcos de lectura abiertos; uno de ellos, el J0911, al
ser removido en la levadura no afecto la viabilidad de las
células y no se apreciaron otros efectos sobre los fenotipos
bajo tas condiciones registradas16

El canal TOKI presenta una estructura topológica ca-
racterística de los canales de K* voltaje dependiente l&
traducción de este marco de lectura reveló una proteína
hipotética con dos dominios de poro (P»like domain), cada
uno constituido por un octapéptido(Pl: SLLTVGLG; P2:
CLXTIGYG) . El análisis de hidropatía demuestra ocho
hélices potencialmente transmembranales (S1-S8), con re-
giones de poro entre S5 y S6 y una región adicional de po-
ro entre S7 y S8 Existe una aparente homología en las se-
cuencias de los segmentos hidrofóbicos contiguos a cada
región de poro y el dominio S6 es similar al de los canales
de potasio2 1

Con base al uso de codones para este gen (/o* condom
bia índex CBl ~0 055),, se sugiere que se expresa en bajos

e JC iones <s~. \.C

niveles Es posible por tanto que el numero de canales en
ta membrana plasmática por célula sea relativamente bajo
y se estima este intervalo entre 10 a 40-50 cop ias" '

Actualmente, se considera necesario realizar más expe-
rimentos para determinar el papel del canal rectificador
saliente en la membrana plasmática de la levadura, pues
sólo se ha especulado sobre la probable función y no exis-
te hasta el momento una explicación contundente que res-
ponda a la presencia del canal que medie la salida de K J

Hasta hace poco se pensaba que un canal, con las ca
racteristicas antes mencionadas, era exclusivo de células >
de tejidos excitables, pero el hecho de encontrarlos en la
levadura ha sido un descubrimiento que no deja de sor-
prender, pues ¿cuál es su función especifica en ta levadu-
ra? Aunque se ha especulado que tos canales rectificado-
res salientes que presentan dos regiones de poro en tándem
encontrados en células animales son los responsables de la
salida del potasio, y que es precisamente esta característica
de doble poro la que hace que tenga una dirección a lidad
funcional, no se conoce todavía su papel fundamental Sin
embargo nosotros consideramos que es prematuro concluir
que todos los canales con este tipo de comportamiento y
con esas características estructurales produzcan un fenoti-
po de rectificación saliente

Intercambio \CI K* En la levadura, el transporte de
potasio hacia el interior celular, es un proceso que está
controlado por dos factores primarios: la diferencia de po-
tencial y el gradiente de pH generado por la rf-ATPasa

En vesículas de membrana plasmática de levadura y
fostatidilcolina, la adición de ATP conduce a la acumula-
ción de protones dentro de ellas Aunado a esto, se produce
la entrada de u Rb aparentemente a favor de la diferencia
del potencial electroquímico De esta manera se ha pro-
puesto la existencia de un sistema de intercambio H* / K' "

El papel de este intercambiador en la levadura, muy
probablemente esté involucrado en la regulación del pH
interno de la célula Es conocido que los iones K produ-
cen indirectamente, un incremento en el bombeo de H*
produciendo entonces un incremento del pH interno de la
célula Ahora bien, este sistema de intercambio H* / K' se
sugiere como un mecanismo de seguridad en caso de una
excesiva alcalinización del interior celular u

El gen KHAl corresponde a un marco de lectura
(YJL094c) que codifica para un probable intercambiador
K7H*en $. cerevisiae La interrupción de este gen por re-
combinación homologa, presenta un incremento de la con-'
cenfración de potasio en el interior celular Cinéticas de
transporte de l6Rb mostraron el mismo sistema de satura
ción para la silvestre y la mutante interrumpida Las célu-
las mutames acidifican más el medio extracelular y presen-
tan una alcalinización del medio intracclular mayor con
respecto a las células silvestres Estudios de citometria de
flujo han mostrado un incremento en ta duplicación del
DNA de las células mulantes con respecto a las silves-
tres.3'1 Células mulantes de Khal producen una gran acidi-
ficación consistente con una alcalin:¿ación del medio intra-
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celular aunado a una alta velocidad de consumo de oxige-
no Se especula que la alta acumulación de potasio y el in-
cremento de la presión osmótica aceleren el ciclo celular y
la actividad metabolica

de la Dirección General de Asuntos del Personal Académi-
co de la Universidad Nacional Autónoma de México
400346-5-3282PN del Consejo Nacional de Ciencia y Tec-
nología, México

CLONACIÓN POR COMPLEMENIACIÓN

Uno de los métodos más eficientes para clonar genes
relacionados con el movimiento de potasio a través de la
membrana plasmática ha sido la clonación por complemen -
tación de mutantes de levadura, Esta sección no pretende
describir protocolos detallados de cómo se han llevado a
cabo la clonación de algunos genes, pero consideramos que
es relevante mencionarlos ya que la levadura ha demostra-
do ser un buen modelo para describir y caracterizar nuevos
elementos genéticos de organismos eucarionte y procarion -
tes relacionados con la homeostasis de dicho catión

En 1992 Anderson y col .. reportaron el primer canal
iónico (KAT!) plantas aislándolo de un banco de cDNA, de
Arabidopsis thalianay que suprimía totalmente el defecto
de transporte de potasio de la doble mulante &irkl ttrk 2
de 5. Cerevisiae,1

En 1992, Hervé Sentenac y col , clonaron y expresaron
en levadura de un sistema de transporte de potasio de A
thaliana; la complementación se realizó en ta mulante de
S cerevisiae ótrkí clonándose el gen AKTi 39

Uozumi y colaboradores en 1995 realizaron mutagéne-
sis al azar en el motivo estructural GYG del gen KAT I que
corresponde a la región de poro y que al ser modificado
provoca cambios en la selectividad por potasio **

Se ha clonado un canal (ORKI) de escape selectivo
para potasio de Drosophila melanogaster por expresión en
S cerevisiae en la cepa átrkí ÓJrk 2t en la cual confiere
capacidad para transportar potasio cuando es expresado
heterólogamente IS

También se han podido clonar genes que codifican para
proteínas de tipo canal de organismos más complejos como
son los vertebrados, Tal es el caso del grupo de Tang que
en 1995 clonaron por expresión funcional un canal Rectifi-
cado entrante de K' (gpIRKI) en levadura, utilizando la
cepa btrkl &trk 2 como receptora4Í

Se ha clonado el gen HAK1 de la levadura Schwannio-
myces occidentalis, que confiere la capacidad para crecer
en medios bajos en K'dc S cerevisiae Atrkl y ótrkl
átrk2$

Périer y colaboradores en 1995 clonaron y secuencia-
ron una probable ATPasa de la familia Clp/HSPlO4
(SKO3). Este suceso constitu>e el punto de partida para la
clonación de nuevos miembros de las familias de ATPa-
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En la revisión anterior no se aborda con suficiente profundidad el tema de los
canales de potasio Por esta razón consideramos que es importante ahondar en los
aspectos básicos para entender con mayor claridad los resultados presentados en este
trabajo de tesis A continuación se profundiza en algunos aspectos de los canales de
potasio con la intención de introducir, posteriormente, las incógnitas prevalecientes en el
tema

¿Qué es un canal iónico?

Los canales iónicos son complejos de proteínas de membrana plasmática y su
función radica en facilitar1 la difusión de iones a través de las membranas biológicas, Las
membranas construyen una batiera dieléctrica (hidrofóbica-hidrofilica) para las
moléculas cargadas, Los canales iónicos proveen una ruta hidiofílica de alta
conductividad a través del interior1 hidrofóbico de una membrana, Se sabe que el poro de
un canal cataliza el transporte de las moléculas cargadas a través de un medio con una
constante dieléctrica baja El sitio catalítico de un canal puede estar abierto o cenado La
conformación de canal abierto se puede comparar como un estado de transición en el que
los iones están fuertemente asociados al sitio catalítico Los cambios de transición entre
el estado abierto y el cerrado se le conoce como gating [Hille, 1978] Una propiedad
importante de los canales iónicos es la capacidad de discernir entre los diversos iones que
se encuentran en solución Esto se debe principalmente a que en el sitio catalítico o poro
existe un filtro de selectividad que permite el paso de sólo cierto tipo de iones Con base a
esta selectividad los canales iónicos se pueden clasificar como canales de potasio, calcio,
sodio y cloro [Hille, 1978]

El presente trabajo se realizó con canales de potasio y por tal razón describiremos
a continuación algunas de sus características estructurales y funcionales más relevantes
Comenzaremos con las bases para su clasificación y posteriormente abordaremos algunos
aspectos biofísicos que los caracterizan, revisando algunos conceptos necesarios para
entender su comportamiento

Canales de Potasio

Los canales de potasio son proteínas ubicuas que se encuentran en animales, plantas,
levaduras y bacterias y que se caracterizan por una gran heterogeneidad Estos canales
contribuyen al flujo de potasio, la regulación del volumen celular, participan en la
liberación de algunas hormonas y de algunos neurotransmisores, contribuyen en el
restablecimiento del potencial de membrana así como a la excitabilidad de los músculos y
las neuronas [Tan, 1997] Los canales de potasio pueden estar regulados por cambios en el
potencial de membrana, por el estado metabólico de la célula o por1 transmisores y
hormonas [Hille, 1978],

A lo largo de millones de años de evolución, se han seleccionado mecanismos
específicos para conducir iones de potasio a través de la membrana celular y como una
consecuencia se ha determinado una estructura estable para realizar estas funciones A
continuación desarrollaremos algunas de las características estructurales y funcionales
que se conocen de los canales de potasio, por mucho los más conocidos en la naturaleza
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¿Cómo se determina la dilección de la coniente en los canales de
potasio?

Primero abordaremos la rectificación, es decir, los canales preferentemente pasan
corrientes iónicas en una sola dirección ¿Por qué? Esto puede ser entendido por tres
razones [Goldstein, 2001]:

a) La primera se basa en una concentración desigual de iones a ambos lados de la
membrana Los flujos de corriente se mueven más fácilmente del lado en el cual
la concentración es más alta hacia el lado de menor1 concentración, es decir a
favor1 de su gradiente de concentración, Este tipo de rectificación se conoce como
retictificación abierta {Goldman, Hodgkin & Katz rectification) y ha sido descrita
en las corrientes nativas así como en los canales conocidos como de fuga

b) La segunda razón se basa en la apertura y cierre de los canales (gating) Los
canales pueden rectificar si se abren en un intervalo de voltaje en el cual se
favorecen las corrientes de entrada o de salida Por ejemplo, algunos canales de
potasio dependientes de voltaje muestran una rectificación de salida que depende
del voltaje, porque sólo se abren por una despolarización que favorece eí flujo de
potasio hacia afuera

c) La tercera razón se basa en un bloqueo del canal Es decir, algunos canales
rectifican debido a que son bloqueados por voltaje Por ejemplo, las corrientes
rectificadoras de entrada presentes en los canales Kir son bloqueadas
internamente por el Mg2+ y las poliaminas (compuestos orgánicos que contienen
dos o más grupos aminos: espermidina y espermina) cuando el voltaje de la
membrana es positivo con respecto al potencial de equilibrio para el potasio (EK)
Este tipo de canales puede ser desbloqueado mediante pulsos hiper polarizantes
por debajo de EK

Algunos canales de potasio se asocian en tetrámeros para realizar sus
funciones de selectividad iónica y de peimeación.

Comparando la estructura de los canales de sodio y de calcio con los de potasio,
podemos ver1 que es posible proponer que los de potasio se forman por 4 subunidades Se
sabe que la co-expresión de los mRNA que codifican para diferentes canales de potasio,
generan canales quiméricos Esto indica que las diferentes subunidades se mezclan en la
membrana La demostración experimental que indica que los canales de potasio son
tetrámeros fue realizada por MacKinnon, usando una muíante del canal Shaker en la cual
sustituye un aspartato por una aspar agina en la posición 431 (D431N) Esta mutante une
muy débilmente una isofoima de la caribdotoxina, La toxina bloquea eí canal silvestre
cuando se encuentra en el lado externo y lo hace con una constante de disociación igual a
4 nM La mutación hace que la constante de disociación aumente aproximadamente a
lpM [MacKinnon, 1991 #4] La co-expresión de los mRNA que codifican para el canal
silvestre y para canal mutado tuvo como consecuencia la expresión de varios tipos de
canales Shaker con diferentes sensibilidades a la toxina Las sensibilidades abarcaron el
intervalo entre la de la mutante y la de la silvestre Si los monómeros se mezclan al azar y
ios mRNA tienen la misma capacidad de expresarse, unos canales tendrán sólo
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subunidades silvestres, otros tendrán sólo subunidades mutadas y otros tendrán una
mezcla de ambas [MacKinnon, 1991]

Que se conoce de la estructura del poro de los canales de potasio

Los datos experimentales que dieron un indicio acerca de qué región de la
molécula formaba el poro en los canales de potasio fueron obtenidos con mutaciones
puntuales en la región P, usando bloqueadores específicos y haciendo quimeras entre
diversos tipos de proteínas que tienen una diferente conducción de los iones, Las
moléculas que permitieron identificar los limites del poro para el canal de potasio Shaker
fueron la caribdotoxina (CIX) y el tetraetilamonio (TEA), La primera es uno de los
componentes del veneno del escorpión Leiurus quinquietratus var hebradem La CTX
bloquea el paso de los iones potasio uniéndose a la boca extema del poro Como la boca
externa del canal, que en el sitio de unión de la CTX, contiene aminoácidos cargados
negativamente, éstos concentran la toxina (que esta positivamente cargada) en sus
cercanías La sustitución de los aminoácidos negativos por unos neutros o positivos,
disminuyo la inhibición (la K¿ será mas alta) Esta fue la primera evidencia, pero no era
suficiente para afirmar de manera inequívoca que todo el segmento P estaba involucrado
en la conducción de iones, Iampoco contestaban cuáles eran los limites del túnel que une
las bocas interna y extema de los canales y mucho menos en qué sitio se da la selección
de iones (Latorre), Las respuestas a estas incógnitas se encontraron Usando quimeras por
una parte y TEA por otra

Hartman estudió las características de conducción de dos canales de potasio
NGK2 y DRK1 El primero tiene una conductancia de 24 pS y une TEA con una Kd alta
El segundo canal tiene una conductancia menor (11 pS) y su constante de afinidad por
TEA es baja Cuando el segmento P del canal de alta conductancia se reemplazó por
segmento correspondiente del canal de baja conductividad, la quimera resultante expresó
un canal de alta conductancia y une IEA con una alta afinidad Estos experimentos
muestran que el segmento P forma la porción de los canales en donde se realizan los
procesos de conducción y de selectividad iónica (Latorre)

El IEA es un catión orgánico capaz de bloquear los canales de potasio, En el caso
del canal Shaker1, este catión orgánico bloquea el canal con una alta afinidad (Kd - 0 66
raM) en el lado citoplasmático y débilmente en el lado externo (Kd = 30 mM) Es claro
que la identificación en el segmento P de los aminoácidos involucrados en la unión del
TEA brinda la posibilidad de definir los limites del túnel que une los dos vestíbulos Sólo
dos aminoácidos localizados en los extremos de las orquillas que forman el poro son
esenciales en la unión del TEA Cuando la treonina 441(posición del Shaker) se sustituye
por una serina, la Kd de la reacción de bloqueo en el lado interno aumenta a 7 mM Por
otra parte, si la treonina 449 (posición del canal Shaker) se muta a una tirosina, la Kd para
la reacción de bloqueo del lado externo disminuye a 0,7 mM, Estos resultados delimitan
la longitud del túnel en el cual se realiza la selección entre los cationes a un segmento de
solo 8 aminoácidos (Latón e),
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Clasificación estructural de los canales de potasio

El conocimiento de las secuencias de diversos tipos de canales de potasio ha
sacado a la luz ciertas analogías funcionales que si bien son importantes, no son
suficientes para hacer una clasificación La clasificación de los canales se debe basar1 en
un componente genético y uno estructural La estructura de los canales iónicos se ha
deducido de los índices de hidrofobicidad y es muy aproximada, por lo que se puede
modificar fácilmente cuando se determine su estructura por métodos más finos tales
como la resonancia magnética nuclear o la cristalografía de rayos X, Con base a su
estructura podemos clasificar' los canales de potasio en las siguientes familias:

1P/6TM: los canales de potasio dependientes de voltaje {voltage-gatedpotassium
channels) Presentan seis segmentos transmembranales (6TM) y un dominio de poro
(1P) Este dominio esta involucrado directamente en la formación del filtro de
selectividad y provee de especificidad al potasio

1P/2TM: los canales rectificadores de entrada (inward retifying potassium
channels) presentan una región de poro y sólo dos cruces transmembr anales (2TM) por
subunidad

A partir de los estudios in vivo e in vitto se han caracterizado estas dos familias de
canales y se ha obtenido información sobre otras subunidades reguladoras
independientes Asi se han identificado varios subtipos de canales de potasio: Canales de
K+ dependientes de voltaje, canales de K+ dependientes de Ca2+, Canales de K+ sensibles
a ATP, canales de K+ acoplados a proteínas G y canales de K+ rectificadores de entrada

2P/4TM: Constituyen una familia de canales que se describió en 1995 y que hasta
la fecha se conoce poco de ellos El primer1 miembro de esta familia fue el canal T0K1 de
la levadura S, cerevisiae Si bien es cierto que su estructura básica es diferente al resto de
los miembros de esta familia (2P/8IM), fue el primer gen clonado que codificara para un
canal de potasio con dos regiones de poro en tándem Los siguientes genes que integran
esta familia mostraron una estructura básica de 2P/4TM y se pueden encontrar
ampliamente distribuidos en plantas (A. thaliana), nematodos (O elegans), moscas (£>.
melanoganster) y mamíferos (R norvergicus, M. musculus, H. sapiens) Comprenden
canales rectificadores de entrada, rectificadores de salida y canales de fuga A la fecha se
tienen bien caracterizados 8 canales de esta familia, que se clasifican en 4 subgrupos:
l.TWEK-1 y TVVIK-2 {Tándem o/P domains in Weak Inward rectifler K+ channels)
canales con dos dominios de poro en tándem con rectificación de entrada débil; 2.TREK-
1 (for TWIK-RElated K* channet) canales de potasio relacionados con TWHC o una
rectificación de entrada débil; 3.TRAKK (for TWIK Related Arachidonic Accid
stimulated K? channels) canales de potasio con rectificación de entrada débil estimulados
por1 ácido araquidonico o por ácidos grasos poliinsaturados y activados por presión
(stretch); 4.TASK-1 y TASK-2 (TWIKRelatedAtid-Sensitive Jf channels) o canales de
potasio sensibles a la acidez,

19



mmm 1P/2TM

Figl Estructura propuesta para los canales de potasio 1P/6TM, 1P/2TM y 2P/4TM y
2P/8TM Se sabe que las primeras dos familias acoplan en la membrana plasmática en
homo o heterotetrámeros, mientras que la última se acoplan en dímeros,
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A continuación se describen algunas de las características biofísicas conocidas de
las familias de canales antes mencionadas

Canales de potasio voltaje-dependientes (1P/6TM)

Esta familia de canales se caracteriza por presentar de manera intrínseca un sensor
de voltaje, el cual es regulado por el potencial de membrana Dentro de esta familia se
han clasificado seis subfamilias: Shaker (Kv 1 1-1..7), Shab (Kv 2 1, 2 2), Show (Kv 3 1-
3 4), Shal (Kv 4 1-4 3), eiher-a-go-go (HERG) y Slowpoke o slo (Maxi K) [Tan, 1997
#1]

¿Cómo peimean los iones potasio a través de los canales voltaje-
dependientes?

Esta pregunta ha sido tema de muchas investigaciones en muchos laboratorios
alrededor del mundo Extensivos estudios biofisicos han revelado que los canales de
potasio presentan un poro largo en el cual se pueden acomodar múltiples iones potasio en
una fila Mientras que los sitios de unión a potasio en la región del poro tienen mayor
afinidad por potasio que por sodio, la presencia de múltiples iones potasio en el poro
facilita su disociación de los sitios de unión debido a la repulsión electrostática entre los
iones [Hffle, 1978], [Neyton, 1988], [Shapiro, 1991]

Los estudios que se han hecho con el canal Shaker han servido para establecer los
siguientes hallazgos: 1) la permeabilidad de dos diferentes iones, depende de su
concentración [Pérez-Cornejo, 1994], 2) la corriente en canal único (corriente de potasio
VÍ amonio) es una función no-monotónica de la fracción molar en solución
[Heginbotham, 1993], 3) el bloqueo dependiente de voltaje por1 cesio esta en relación de
su concentración [Perez-Comejo, 1994], 4) el bloqueo de los canales de potasio con
tetraetilamonio (TEA) depende de su concentración que exista al otro lado de la
membrana [Newland, 1992], 5) la proporción de entrada y de salida del potasio
(utilizando una porción de flujo con un exponente de 3 4) indica que 4 iones están
presentes en una fila en el poro del canal [Stampe, 1996]

Activación voltaje-dependiente de la comente de potasio

El sensor1 de voltaje detecta los cambios en el potencial de membrana e induce
cambios en la estructura de la proteína, los cuales generan corrientes de compuerta
igaíing currents) que activan el canal y se dé el paso de iones [Armstrong, 1977],
[Bezanilla, 1994], [Sigworth, 1994], La secuencia del S4, que contiene residuos básicos
(cargas positivas) cada tercera posición, se ha propuesto como el sensor de voltaje El
movimiento de estas cargas en la membrana promueve la apertura y el cierre del canal
[Bezanilla, 1994] Cabe señalar que este segmento cargado, también se encuentra en los
canales dependientes de voltaje de sodio, de calcio [Tan, 1990],
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Mecanismos de inactivación

Se han descrito dos mecanismos para explicar la inactivación de la corriente de
potasio en los canales dependientes de voltaje, tomando como modelo el canal Shaker: la
inactivación Iipo-N y la Iipo-C, las cuales involucran los extremos terminales amino y
carboxilo respectivamente, de las subunidades a. de los canales

La inactivación de Tipo-N involucra un mecanismo de bola y cadena {ball and
chain mechanism) [Bezanilla, 1977], en el que el extremo amino de cada una de las
cuatro subunidades funciona de manera independiente como una bola que ocluye el poro
por el lado citoplásmico después de que el canal se ha abierto [Hoshi, 1990]; [Zagotta,
1990]; [MacKinnon, 1993], Hoshi et al encontró en 1990 que la falta de algunos
aminoácidos en el extremo amino del canal Shaker destruirían el proceso de inactivación
Estos experimentos permitieron circunscribir la compuerta de inactivación a los primeros
veinte amino ácidos del amino terminal En el modelo bola y cadena, estos veinte amino
ácidos forman una estructura tridimensional que equivale a la bola (péptido bola o
péptido inactivante), La bola inactivante "cuelga" del segmento S1 que tiene
aproximadamente 70 residuos de largo Sólo cuando el canal se abre como consecuencia
de la despolarización de la membrana, la bola se puede unir a la boca interna del canal
formando un tapón que impide el flujo de iones Cuando se recorta la cadena que une la
bola, la inactivación se vuelve más rápida [Hoshi, 1990]

Estudios posteriores realizados por el grupo de MacKJnnon, han revelado que la
inactivación tipo N se da por reacciones secuenciales donde el extremo amino,
inicialmente, se une a la superficie citoplasmática del canal y posteriormente ingresa al
poro como un péptido extendido [Zhou M 2001]

La inactivación Tipo-C se observa en ausencia de la inactivación Tipo-N En el
canal silvestre Shaker, éste tipo de inactivación involucra los aminoácidos del poro del
canal y el segmento S6, Algunas evidencias experimentales revelan que en la
inactivación Tipo-C promueve cambios estructurales en la boca externa del canal que
causan un colapso localizado del poro [Liu, 1996] Una alternativa para explicar el
colapso del poro durante la inactivación Tipo-C resulta de una alteración de la
selectividad del canal Esta explicación se basa en el hecho que durante este tipo de
inactivación, la permeabilidad relativa del potasio se reduce de manera significativa con
respecto a la del sodio El filtro de selectividad ahora es impermeable para el potasio,
mientras que el potasio interno previene la peimeación de sodio [Statkus, 1997],

La inactivación Tipo-C es rápida y pronunciada en presencia de la inactivación
Iipo-N, porque el poro del canal se mantiene abierto durante la inactivación Tipo-N, pero
no conduce [Baukrowitz, 1995]

22



Canales de potasio rectificadores entrantes (1P/2TM)

Esta familia de canales fue descrita por Katz en 1949 Katz los denomino como
rectificadores anómalos porque su capacidad de rectificación era opuesta a aquella que
muestra el canal de potasio involucrado en el potencial de acción En los canales
rectificadores salientes, la conductancia de la membrana aumenta cuando la célula es
hiperpolarizada; esta es la anomalía (Latorre libio) En 1992 se clonó un rectificador de
entrada de Arabidopsis thaliana denominado KAT1 que, expresado en ovocitos, sólo se
activaba por potenciales mas negativos que -120 mV Por otra parte, su estructura se
determino mediante perfiles de hidrofobisidad demostrando que era muy similar al de
otros canales de potasio, Este hallazgo parecía confirmar que a pesar de las diferencias
funcionales, los canales de potasio parecían tener como consenso seis cruces
transmembranales [Schachtman, 1992], Poco después de describir el KAT1, se clonaron
y se caracterizaron dos rectificadores de entrada clonados respectivamente en células de
riñon de rata (R0MK1) y de macrófagos de ratón (IRK1; IR por inward rectifier) Los
perfiles de hidrofobisidad de estos canales mostraron la existencia de sólo dos cruces
transmembranales MI y M2, cuya identidad con los segmentos hidrofóbicos del Sháker
era muy baja y con una región de poro con alto grado de identidad con los canales de
potasio [Ho, 1993]; [Kubo, 1993]

En cuanto a la dependencia a voltaje en ésta familia de canales, la rectificación de
la corriente parece ser instantánea traduciéndose en una disminución de la conductancia
del canal a medida que la célula es despolarizada De manera tal que el voltaje modifica
la conductancia unitaria del canal, no la probabilidad de apertura, como es el caso de
otros canales de potasio dependientes de voltaje Cuando el voltaje de la membrana es
negativo con respecto al potencial de equilibrio para el potasio (EK), los iones potasio
liberan el poro bloqueado y se da un flujo de iones significativo hacia el interior celular
(Latorre libro) En cuanto a la estructura de esta familia, se ha propuesto que se agrupan
en homo o heterotetrámeros y que sólo conservan el arreglo estructural interior que da
origen al poro, necesario para hacer' a los miembros de esta familia canales selectivos a
potasio (Latorre libro)

Recapitulando, los canales que contienen es su estructura un segmento S4 cargado
positivamente, los segmentos S1,S2 y S3 se especula que su función está en estabilizar ía
estructura del canal, aislando las cargas de S4 del interior altamente hidrofóbico de la
membrana (Latoire libio)

Los canales rectificadores de entrada, meten potasio a la célula con facilidad en
contra de su gradiente de concentración pero a favor de su gradiente electroquímico,
manteniendo el potencial de equilibrio del potasio [Hagiwara, 1976] además de ser
sensibles a la fuerza electroquímica impulsora de los iones potasio

Considerando la débil similitud que existe entre los segmentos hidrofóbicos de los
canales los rectificadores de entrada y dependientes de voltaje (S5, H5 y S6), sugiere que
los múltiples dominios hidrofóbicos se encuentran involucrados en el paso del potasio El
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dominio hidrofílico C-terminal contiene residuos ácidos que está en relación con la fuerte
rectificación entrante y con la permeación a potasio [Taglialatela, 1994]

Canales de potasio con dos regiones de poro en tándem (2P/4TM)

Hasta antes de 1995, los canales de potasio que se habían reportado, solo tenían
un dominio de poro, caracterizado por una secuencia consenso TXGYG [donde X puede
ser cualquier aminoácido], que funciona como un filtro de selectividad para el potasio
[Yellen, 1991], [Heginbotham, 1994] Con la clonación y caracterización de un canal de
potasio de la levadura Saccharomyces cerevisiae se generó una nueva familia, debido a
que es el primer ejemplo de un canal de potasio que en su estructura primaria presenta
dos regiones de poro en tándem y ocho cruces transmembranales (2P/8TM), además es el
primer ejemplo de canal rectificador de salida que no depende del voltaje (non-voltage-
gated outward retifier potassium channet) y que es activado activado por una
despolarización de la membrana [Ketchum, 1995]

En los años siguientes se clonaron otros genes que codifican para canales de dos
poros El gen para el canal KCNKO (dORKl) se clonó a partir de tejido neuromusculai de
Drosophila [Goldstein, 1996] Su estructura teórica predice un arreglo 2P/4TM Es el
primer canal de fuga selectivo para potasio (K^-selective kak conducíame channet) que
se conoce KCNK1 (IWIK1, hOHO) fue el primer gen que codifica para un canal de de
mamífero clonado que tiene la característica de con la característica de 2P/4TM [Lesage,
1996]

Hasta ahora se ha identificado más de 50 genes en la base de datos que tienen una
estructura probable de 2P/4TM Se han clonado 14 de ellos [Goldstein, 2001] Con la
secuenciación del genoma de Caenorhabditis elegans, se encontraron 42 genes que
potencialmente tienen una estructura 2P/4TM Sólo una docena de estos canales muestran
una reproducibilidad expeiimental al expresarse en las células nativas TOK1 [Ketchum,
1995], KCO1, el canal de Arabidopsis thaliana 2P/4TM [Czempinski, 1997] codifican
para canales de potasio rectificadores de salida que no son dependientes de voltaje Los
canales aislados de animales KCNKO, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 10, 13 y TWK-18 codifican para
canales de fuga selectivos para potasio, sin embargo, aún no es clara su función
[Goldstein, 2001]

Un aspecto novedoso en esta familia de canales es que se acoplan en dímeros y no
en tetrámeros como sucede con las dos familias de canales anteriormente descritas Este
hecho se basa en la estructura primaria de los canales, la cual presenta dos dominios de
poro en su estructura primaria, lo que da un poro de conducción iónica con 4 dominios P

A continuación enlistamos las características funcionales de los canales
pertenecientes a esta familia que han sido más estudiados Modificación a partir de
Lesage 2000 [Lesage, 2000]
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Electrofisiología Farmacología

.2+Ba /quinidina

Zn2+/AL

quinidina/ A L

quinidina/Gd3+/

AG

Comportamiento Conductancia Bloqueadoies Activadores Regulación

TWIK-1 336aa Rectificador de entrada 34pS

TWIK-2 313aa Rectificadoi de entrada ND

TASK-1 395aa Rectificadoi GHK 14pS

IASK-2 499aa Rectificadoi GHK 60pS

IREK-1 411aa Rectificador de salida lOOpS quinidina/Gd3*/ PUFAs/ PKAyPKC
A G [Na"]c, [H+]i
crenadores E deM.
aniónicos (Po5=-36

mmHg)

i. PKC

[ H ^ P K C

[Hic,pIC=7 3

^ pIC=8 3

TRAAK 393aa Rectificador GHK 45pS Gd3+ PUF As/
A,G.

cienadoies
aniónicos

E d e M
(Po5=-46
mmHg)

ND, no determinada; PUF A, ácidos grasos poliinsaturados, A L, y A G, Anestésicos Locales y
Anestésicos Generales; GHK Goldman-Hodgkin-Katz; [H+]¡ ó e concentración interna o externa de H^; Po 5,
presión que induce la activación media máxima, Modificación a partir de Lesage 2000 [Lesage, 2000]
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SECCIÓN II

RESULTADOS
Los resultados más relevantes de este trabajo de tesis se encuentran organizados

en dos partes

PARTE I

The Kltrk gene encodes a low affínity transporter oí the K* uptake system in
the budding yeast Ktuyveromyces iactis.

Aceptado para su publicación en la revista Yeast

PARTE II

Spliting the two-pore-domains from T0K1 result in twó cationic channels
with novel fuüctional properties

Aceptado para su publicación en la revista JBC

26



RESULTADOS PARTE I

Kluyveromyces lactis como modelo alternativo para el estudio de los
transportadores.

El trabajo que continuación se presenta tiene como finalidad ahondar el tema de
los transportadores de potasio en la levadura, Si bien es cierto que S, cerevisiae ha sido la
levadura más estudiada para entender los sistemas de transporte de potasio, aún hay
algunas incógnitas relacionadas con los mecanismos que regulan la expresión de los
sistemas de transporte, Al inicio de este trabajo se planteó como objetivo clonar1 y
caracterizar1 el ó los componentes involucrados en el transporte de potasio, utilizando K
lactis como un modelo alternativo, Esta levadura presenta características genéticas más
sencillas que S.. cerevisiae, lo cual nos permite realizar la parte medular del proyecto: la
expresión heteróloga de las proteínas involucradas en la homeostasis del potasio, Este
estudio nos ha llevado a demostrar que es posible la complementación de las mutantes
que son deficientes en el transporte del potasio, utilizando genes ortólogos, homólogos y
no homólogos de otras especies Se demuestra así el papel funcional de estas proteínas,
independientemente de la especie de levadura, e incluso, la expresión de proteínas
pertenecientes a algunos organismos con un nivel de organización más complejo que la
levadura

HIPÓTESIS:

En el genoma de la levadura Kluyveromyces lactis se encuentran genes que
codifican para proteínas homologas a los trasportadores TRK1 y TRK2 de
Saccharomyces cerevisiae Estos genes tendrán la capacidad de complementar de manera
heteróloga ambas especies de levadura,

OBJETIVO:

Identificación, clonación y caracterización de los genes que codifican para los
transportadores de potasio homólogos a TRK1 y TRK2 en la levadura Kluyveromyces
lactis

OBJETIVOS PARTICULARES:

Caracterizar las clonas transformadas que se obtendrán a través de la
complementación de los genes heterólogos,

Producir un sistema de expresión heterólogo que sea estable en ambas especies de
levadura,
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En esta primera etapa de resultados, se presentan los obtenidos al realizar el
estudio de los sistemas de transporte de potasio de la levadura Kluyveromyces lactis
Estos resultados fueron aceptados para su publicación en la revista Yeast bajo el título de:

The Kltrk gene encodes a low affinity transporter oí the K* uptake system in
the budding yeasí Kluyveromyces lactis,,

Manuel Miranda, Carlos Saldaña, Jorge Ramírez, Guadalupe Códiz, Aurora
Brunner, Laura Ongay-Larios, Roberto Coria y Antonio Peña

• El articulo está en prensa
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SUMMARY

Potassium uptake in Saccharomyces cerevUiae is mediated by at least two pioteins known as
Trklp and Trk2p., Diiect invoívement on catión movements has been demonstrated fór Trklp,
which is the high affinity tianspoitei S cerevUiae cells also show low affinity potassium uptake,
perhaps mediated by Trk2p, Mutants lacking Trklp, lose high affinity system, but when grown
with modeíate potassium concentrations, Tik2p seems to replace it, Mutants lacking both pioteins
are viable but require at least 10 mM K+ in the médium to sustain giowth,. Here we tepoit the
cloning and chaiacteiization oí a gene fiom KUcyveromyces lactis encoding a homologue of these
two pioteins. KlTikp is a 1070 amino acid peptide that show, oveíall, highei homology with
Tik2p than with Tiklp, and its disiuption gives tise to cells with defícient potassium ttanspoit and
with an incieased K+ lequiíement foi noimal giowth,, Deteimination of kinetic paiameteis in the
K, lactis wild type and KltrklA stiains, as well as in SctrklA Sctrk2A S cerevUiae cells
expiessing KlTrkl, indicated that this is a íow affinity component of a majoi potassium uptake
system in K. lactis The sequence has been deposited in Genbank undei accession numbei
AF136181,
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INTRODÜCTION

Uptake of potassium ions thiough plasma membiane in Sacchawmyces cerevisiae íakes place by
means of two systems encoded by Trkl (Gabei et al.., 1988, Ko et al, 1990) and Trk2 (Ko and
Gaber, 1991) genes,, Trklp seems to be the majoi potassium transporte!, and trkl mutants lose the
high affmity potassium influx, showing a requirement fbr highei levéis of potassium than the wild
type cell (Ramos et al,, 1985; Gaber et al.., 1988),, Trk2p is also involved in K+ uptake,
appaiently with a lower affinity (Ko et al, 1990), but the tegulation of its activity seems to be
complex vaiying with culture conditions (Ramos and Rodríguez-Navarro, 1986; Ramos et al,
1994), trkl A Trkl cells regain, after derepiession of Trk2 transcription, their ability to grow on
micromolar concentrations of K+ (Vidal et al,, 1995), Deletion of Trkl and Trk2 genes, results in
1000-fóld increase in the K+ requirement to sustain giowth and cells exhibit a low affmity ectopic
K+ uptake that is not detected in wild type cells (Wiight et al, 1997; Madrid et al,, 1998),

Schizosaccharomyces pombe, the físsion yeast, presente also a dual system fbi plasma membrane
K+ transpon, Trklp (Soldatenkov et al, 1995; Lichtenbeig-Fraté et ai, 1996) and Trk2p (Calero
et al, 2000) Mutants lacking both transportéis fáil to grow in media with low K+ concentration
and unlike budding yeast, S pombe displays biphasic transpoit kinetics and the piesence of any of
these two transportéis is sufñcient to sustain giowth at noimal potassium levéis, These
transpoiters have essentially equivalent roles fói the physiology of the cell (Caíeio et ai, 2000)

A Ttk type transportei from Sckwanniomyces occidentalh has also been identified (Bañuelos et
al., 2000),, This cariier seems to opeíate mainly at modérate K+ concentiations, but shows
variable activity, depending on the pH of the médium., Apparently, this yeast strain lacks a second
Trk type of protein, instead, a Hakl carriei has been desciibed, which mediates potassium uptake
at \xM concentrations and at acidic pH (Bañuelos et al,, 1995; Bañuelos et al, 2000)

While Trkp homologues have been also desciibed in Debaryomyces hamenii (reviewed in
Rodríguez-Navarro, 2000), Candida albicans (Genbank Acc, No,, AF267125, Miranda et al,
unpublished) and in the fílamentous fungus Neurospora crassa (Haio et al, 1999), Hakp
homologues have been found in D hamenii (reviewed in Rodríguez-Navano, 2000) and in N.
crassa (Haro et al, 1999), Besides, with the increasing chaiactetization of componente of the K+

uptake systems in fungi, many questions remain to be answered fbi a complete understanding of
the piocesses, per example, what is the distiibution of Tik type and Hak type of transportéis
among yeast species, i.e,,, is coexistence of both types of tianspotters wide spread in budding
yeast? Aie there Trklp and Tik2p systems in most species? If this is so, do they have specialized
oí ledundant ñmctions?

Kluyveromyces lactis is heterothallic budding yeast closely related to S cerevisiae, but it
possesses distinctive physiological piopeities; peí example, it is essentially aerobic and assimilates
a wider vaiiety of carbón sources, especially Iactose (Wésolowski-Louvel et al, 1996), K, lactis
lacks glucose repression of íespiíation, and glucose has a weak repression effect on
lactose/galactose utilization (Breuning, 1989),, Its life cycle resembles that of the S cerevisiae and
shares high similaiities in haploid and diploid vegetative giowth and in sexual reproduction K.
lactis mulante, defective in potassium uptake, have been isolated (Biunner et al, 1982; Miranda
et al, 1995) and one of these led to clone and characterize the plasma membrane H+-ATPase-
encoding gene,. A mutation that caused low H+-pumping activity was used to demónstrate the
direct ñmctional relationship between the membrane potential generated by the H+-ATPase and
the K+ uptake system in this yeast (Miranda et al, 1995),,
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Here we describe the cloning of a gene that codes fot a K+ transponer of the Trk type ftom K,
lactis. The putative protein shaies structural characteristics with the yeast transportéis known so
far, but its disiuption caused paiticulat effects on the uptake properties of the catión,

MATERIALS AND METHODS

Strains. plasmids and media: The S cerevisiae strains used in this study were: R757 (Mata, his4-
15, Iys9, ura3-52), A159 (Mata, Ms3A200, ura3-52, trplA, trklÁ) and CY152 (Mata, his3A2QQ>

ly$9, trplA, ura3-52, trklA, trk2A::HlS3) were gifts ftom R Gaber (Northwestern University,
Evanston, Hlinois). K lactis strains were WM37 (Mata, his3) and MD2/1 (Mata, argA, lysA
,uraA) Escherichia coli strain DHct5 was used to propágate shuttle vectors and recombinant
plasmids. Plasmids KEp6 and YEp352 (Miranda et al, 1995) were used to transfect K. lactis and
S cerevisiae strains, respectively,, YIp352 was derived ñora YEp352 by removing the 2p,
replication origin and used as integrative vector forgene disruption, pCRII (Invitrogene) was used
to subclone PCR producís, pTZ18R (Pharmacia) was used to subcloné DNA ftagments fbi
sequencing, YPD media consisted of 1% yeast extract, 2% bacto-peptone and 2% glucose, SD
minimal médium consisted of 0,67% yeast nitrogen base without amino acids (Difco) and 2%
glucose Required amino acids and nitiogen bases were added at a final concentration of 25
(jg/ml. LSK médium (Gaber et ai, 1988) supplemented with different K+ concentrations was
used to determine K+ requirement for growth

KlTrkl Cloning: Cloning of the KlTrkl gene was fírst achieved by standard PCR amplification,
Degenerated oligodeoxynucleotides (27mer) designed ftom positions 2601(fótward piimer) and
3387 (backward piimei) of the ScTrkl ORF wete used to amplifíed a KlTrkl ORF ftagment ftom
the K lactis genomic DNA, The PCR conditions were as follow: 5 min at 94°C; 50 cycles of 45 s
at 94°C, 45 s at 55°C and 60 s at 72°C; and a final extensión of 10 min at 72°C, The PCR
product was subcloned into the pCRII vector and sequenced The KlTrk PCR product was used as
probé to screen a KEp6-based genomic library ftom K lactis, strain WM37,, Positive clones were
analyzed with restiiction enzymes, subcloned into pTZ18R vector and fully sequenced in both
directions,

Growth conditions: Yeast tiansfotmants were grown in SD médium supplemented with the
required amino acids until mid-log phase,, To test for K+ requirement, cells were transfened ftom
SD médium to LSK médium containing vaiious K+ concentrations Growth was monitored after
24 or 48 hrs of incubation at 30°C..

K+ uptake assays and Rb+ tiansport: Yeast cells were grown until early stationary phase in YPD
médium (or SD médium plus the required amino acids for cells carrying plasmids), Cells were
hatvested by centrifugation and washed twice with distilled water,, The final pellet was suspended
in water and used as fiesh cultures. Fot starved cells, ftesh cultures were aerated for 4 h at 30°C,
After aeíation, the cells were collected, washed twice, and resuspended in water at a final
concentration of 0,,5g/ml 100 mg of cells (wet weight) were suspended in 10 mi of 2 mM
tarüate-MES-TEA pH 6..0 Glucose (50 mM) was added to energize K+ transpon, K+ movements
were measuted by continuous lecording of the extracellulai médium, using a potassium selective
electrode connected to an ion analyzer (Beckman Selection 2000),, Rb+ ttansport was determined
in whole cells as follow: 50 mg (100 jxl) of cells were added to 900 ul of 2 mM MES-TEA pH
6,0, 50 mM glucose and incubated for 2,5 m at room temperature,, 86Rb was added at different
concenttations and incubation contmued fot 2,5 m,, Aliquots of 100 |xl were taken out and fíltered
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thiough nitrocellulose filter (0,45 nm pore size) and washed once with 10 mi of lOOmM KC1,
Fiiters weie dried and counted in a liquid scintillation counter,

Other: Standaid Molecular Biology protocols (Sambiook et al,, 1989) and manufacturéis'
recommendations were followed foi routine DNA manipulatíons., Yeast genetics procedures weie
as desciibed (Sherman et al, 1986).

RESÜLTS AND DISCUSSION

Genomic DNA from K lactis (stiain WM37) was used as témplate fbr PCR amplification using
the oligodeoxynucleotides described in the Methods section,, A PCR product of the expected size
(786 bp) was obtained and cloned into the pCRII vector, Sequencing of the full fiagment
confirmed similatity to Trk genes ftom S cerevisiae. This PCR product was then used as a probé
to screen a genomic DNA library ftom the WM37 strain, Thiee positive clones were identified
and one of them, of 5 Kb approximately, was analyzed with lestriction enzymes and sequenced in
full in both directions, The cloned gene, designated KlTrkl, corresponded to an ORF of 3213 bp
including the stop codon and codes fbr a putative protein of 1070 amino acid residues with an
estimated molecular weight of 121,6 KDa The sequence has been deposited in the Gene Bank
undei accession number AF136181, The cloned fiagment carries 772 bp upstream the stait codon,
presumabíy containing the full promoter, and 1032 bp downstream the stop codon A putative
TATA box is located in position -64. The deduced primary stiuctute of the protein strongly
íesembles the S cerevisiae Trklp and Trk2p K+ transportéis,, Taking into account the full
piimary stiucture of the proteins, KlTrklp shows 46% similarity and 39% identity with ScTrklp,
and 56% similaiity and 48% identity with ScTrk2p,

The deduced KlTrklp presents the putative 4 MPM motifs (wher;e M coirespond to
tiansmembiane segments and P conesponds to a loop that enters the membrane but tums out
befóre crossing it) characteiistic of K+ channels and transportéis ftom a variety of oiganisms
(Durell et ai, 1999; Durell and Guy, 1999) (figure 1),, Compaiing KlTrklp with the transportéis
ftom S cerevisiae the máximum homoíogy is found in the hydrophobic segments coiresponding
to the MPM domains,. KlTrklp shows 81% similaiity and 74% identity with ScTiklp, and 80 %
similaiity, 73% identity with ScTrk2p The highest conservation between these sequences can be
observed in the MPMd module (figurelA),, Wíthin this module, the transmembrane MI segment
is the most highly conserved, i.e,., 21 out of 24 amino acid resídues are identical in KlTrklp and
ScTrklp, and 23 out of 24 between KlTrklp and ScTik2p,, As well as the S cerevisiae
tianspoiters, KlTrklp contains, in the Mld segment the W and C residues appearing to have key
ioles in piotein interactions in the putative tetiamer model pioposed for this sort of transportéis
(Durell and Guy, 1999).,

One of the main differences between ScTrklp and ScTrk2p is the length of the hydrophilic loop
linking the MPMa and MPMb modules (figure IB),, In ScTiklp this loop is 642 amino acid
residues long, while ScTrk2p contains a shoiter versión with only 326 residues ínterestingly,
KlTrklp (having 363 amino acids in length) shares this last stiuctural characteristic with ScTik2p,,
Compaiing the three variable segments that connect the MPM modules and the amino and
carboxyl ends of the transportéis (figure IB), KlTrkl presents 46% similaiity and 38% identity
with ScTrk2p while it shows 38% similaiity and 32% identity with ScTrklp,. The carboxyl tail of
KITiklp, neveitheless, is at least 3-fold longei than any of the S cerevisiae cairiers (figure IB)
Taking the above stractural characteiistics into account it was concluded that KlTrklp is the
stiuctural homologue of ScTrk2p.
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While potassium channels in general comprise a single core and assemble as homotetiamers, most
of the carrieis contain a string of fbur cores within a single polypeptide,, The characteristic
signatura fbr selectivity in potassium channels is GYG (Doyle et al,,, 1998), while GLX oí GFX
is found in the P loops of the ScTrk(s) (figure 1A),, It is remarkable that KlTrklp contains
identical signatuies in 3 out of 4 P loops (Pa, Pb and Pd) to ScTiklp, while it is identical in 1 out
of 4 to ScTik2p As the ScTrks, Tiklp ftora K lactis contains the well conserve GLS motif in the
Pd loop,, Whether these stiuctural characters have a mechanistic meaning, lemains to be
investigated

Disruption of KlTrkl gene was accomplished by homologous recombination using the integiative
vector YIp352 The KltrklA mutant required a two-fbld increase in K+ concentration in the
médium to grow at level similar to the wild type strain (figure 2A),, While the wild type stiain
grew well in LSK médium containing as low as 10 u-M K+, the KltrklA mutant required at least 1
mM Addition of at least 10 mM K+ in the médium eliminated the shift in the geneíation doubling
time of the KltrklA strain. Moreover, long incubation peiiods (more than 72 h) of the disiupted
mutant allowed slow growth even in media containing 10 uM K+

Dependency of high potassium concentraron in the médium has been obseived fox both trkíA and
trklA trk2A S cerevisiae strains (Gaber et al, 1988; Ko et al, 1990), This requirement is
alíeviated not only by expression of potassium transportéis from different species (reviewed in
Rodríguez-Navarro, 2000) but also by gene products that may encode non-K+ transpoiters that
suppoit ectopic K+ uptake (Liang et al., 1998; Madrid et at, 1998), This same effect is obtained
by overexpression of the endogenous Toklp potassium channel (Fairman et al, 1999) oí even
with channels ftom heterologous systems (Bertl et ai, 1995) Rescue of the SctrklA Sctrk2A
growth defect in low potassium LSK was achieved when KlTrklp was overproduced from the
multicopy plasmid YEp352 (figure 2b). In this experiment the heterologous transportei allowed
growth of the S cerevisiae mutant in a médium containing as low as 0 01 mM K+

Disruption of the KlTrkl gene altered potassium uptake in K lacth As can be seen in figure 3A
(left panel), addition of starved cells to the K+-free incubating médium resulted in a spontaneous
catión efflux of the same magnitude (about 23 |¿M) in both the wild type and the KltrklA mutant
A rapid reuptake of K+ is observed in the wild type strain upon addition of glucose but not in the
disiupted strain. Additionally, glucose stimulus resulted in an important efflux of K+ ftom fresh
KltrklA cells grown in médium with 100 mM K+ (figure 3A, right panel). This behavior was
repoited before (Peña and Ramírez, 1991) in the SctrklA mutant giown in a complex médium,
and was ascribed to an active K+/H+ exchangei,.

In the same way that expression of the KlTrkl gene íestoies growth of the S cerevisiae trklÁ
trk2A cells in low potassium médium, it also restores efficient uptake of the catión as shown in the
K+ electrode recording expeiiment (figure 3b),, In these experiments, trklA trk2A staived cells
carrying the K lactis transgene showed an initial two-fbld spontaneous efflux compared to the
double mutant canying vector alone; addition of glucose had no effect on mutant cells, but
induced a total influx of the catión in the transfected cells.

The above set of experiments shows that KlTrkl gene encodes a protein with a role in potassium
uptake in K lactis and that this transportei is able to restóte potassium uptake in S cerevisiae
cells devoid of its native transportéis. In addition, since KltrklA cells may eventually giow even
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in médium with 10 M-M K+ (figure 2A), and that staived cells still show slow catión influx aftei
addition of glucose (figure 3A), it is feasible to assume that mutants retain an active K+ uptake
system.

Determination of kinetic parameters fói specifíc 86Rb tiansport was done in staived wild type and
KltrklÁ cells. AtTmity fot Rb+ was essentially the same in both wild type and disrupted sttains
(figure 4A), but KltrklA cells showed one half ieduction in VMAX compated to that of the wild
type cells. Ihis last observation indicates that deficiency in K+ uptake and requirement fot high
K+ concentraron to sustain grow, should be attiibuted to teduction of total numbei of transporters
in the disrupted strain,, Determination of Rb+ tianspoit in these conditions, also confhmed that
KltrklA cells still show capacity of K+ üansport, suggesting that KlTiklp is not the only
transponer, but a component of a major K+ uptake system.

At this point, it could not be demonstrated whethei the temaining K+ influx is mediated by a
second component of the K+ uptake system, since we have not been able to identify a second
transpoiter-encoding gene by hybridization experiments, Moreover, the lecent repoit of the
sequencing random pioject of the K lactis genome (Bolotin-Fukuhara et al, 2000), in which
approximately 2700 ORFs were identified, compiising about 50% of the total genome, did not
show any sequence related to potassium transportéis except fot1 the one heie desciibed, However,
it is not yet possible to discard the presence of a second Trk gene in the lemaining poition of the
K lactis genome, Even more, it has been shown in several species of fungus, except for S
cerevisiae and perhaps fbi S pombe (reviewed in Rodríguez-Navarro, 2000), that Hak type of
potassium transportéis coexist with Trk transportéis, therefore, searching fói components of the
K+ uptake system in K lactis should include not only Trk(s) but also Hak(s),

Expression of KlTrkl gene, on the other hand, allowed S cerevisiae cells lacking their Trk
transpoiters (SctrklA Sctrk2A) to uptake Rb+ with modérate affinity and with 10-fóld increased
VMAX (figure 4B),, Although, it has been shown that non-K+ transporters, amino acid permeases
and the inositol carrier per example (Wright et al,, 1997), may support low-affinity K+ transpoit
in SctrklA Sctrk2A cells, our results indícate that activity of KíTrklp should make total
contribution to the K+ uptake in the transfected strain,

Besides the structural similarities between KlTrklp and ScTrk2p, and in contrast to what has been
obseived when ScTrk2p is inactivated, disruption of KlTrklp íesulted in significant alteíation of
K+ homeostasis in K lactis.
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FIGUKEtEGENDS

FIGURE: I.. A, Alignment of amino acid sequences corresponding to MPM modules of

ScTrkp(s) and KlTrklp.. MI and M2, first and second transmembrane regions respectively

P, loop entering the plasma membrane a, b, c and d, motifs oí MPM modules forming the

putaHve tetrameric model of transporten Numbers in parenthesis indícate amino acid

residues separating aligned regions B, Schematíc representation of the primary strucrure

of Trkp(s). The four MPM motifs are represented by black boxes Number of amino acid

residues separating MPM motifs is indicated Total number of amino acids for each

transporter is indicated in parenthesis Schemes are drawn to scale

FIGURE 2. Growth of yeast strains in the presence of K* at different concentra tions

Strains were grown on SD supplemented with 100 mM K* and ihe rcquired amino acids

for 24 hrs at 30°C. One colony was then streaked on LSK médium containing required

amino acids and the indicated K* concentration Growth was monitored after 48 hrs of

incubation at 30°C A, K, lactis, wild type and KltrkU strains,. B, S cerevisiae, wild type

and SctrklA Sctrk2A carrying vector alone or YEpfCITrki

FIGUKE 3 Potassium uptake was determined by continuous recording of extracellular K*

using a selective K* electrode 100 mg of cells were added to 10 mi of 2mM tarrrate-MHS-

TEA pH 6 0 at 30°C. At the indicated time, 50 mM glucose was adáod and recording was

continued for 5 min, Calibration was done in parallel by additions of 10 ^M KC1 A, K

lactis wild type and KltrkU strains, Left panel, starved cells Right panel fresh cells grown

in 100 \iM K\ B, S camsiae, trkU trk2A strain, carrying plasmid alone or YEpKlTrkl

FIGURE 4, DeterminaHon of kineric parameters for »*Rb transport 50 mg of cells (100 \ú)

were preincubated in 900 ni of 2mM MHS-TEA pH 6 0 for 2.5 min at room temperature

Different »Rb concentrations were added and incubation continued for 2 5 min. Alíquots

were taken out, poured on nitroceliulose membrane (45 ^m pore size), washed with 10 mi

of 100 mM KCI, and counted in a liquid scintillatíon counter The most probable lines and

KM and VMAX were adjusted by non-linear regression. A, K lactis wild type and KltrkU

strains B, S. cerevisiac, trklA trklA strain, carrying plasmid alone or YEpKlTrkl
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El caso de los canales iónicos en la levadura

En la actualidad los mecanismos de permeabilidad y selectividad de los canales de
potasio con un solo dominio de poro han sido caracterizados hasta nivel de estructura
tridimensional Se sabe que estos canales se asocian en homotetrámeros o
heterotetrámeros para ser funcionales Se ha visto que esta característica se puede
extrapolar a otras familias de canales tales como los de Na+ y los Ca2+, cuya organización
comprende la estructuración de cuatro dominios homólogos, donde cada uno de ellos
contribuye de la misma manera a la formación del poro del canal

Por una parte, se comienzan a estudiar los procesos de permeabilidad y
selectividad de los canales con dos dominios de poro Los filtros de selectividad en esta
familia generalmente son diferentes entre si Es decir, la secuencia entre uno y otro poro
en un mismo canal varia Por otra parte, se desconoce como es la interacción entre los
dominios de poro, pero se especula que los miembros de esta familia se asocian en
dímeros para que se puedan dar los procesos cinéticos típicos de estas proteínas

Se sabe poco de los canales de potasio con dos regiones de poro Algunas de las
principales preguntas que se pueden hacer son ¿Cuál es el significado funcional de la
presencia de dos poros en tándem? ¿Cuál es la contribución de cada uno de los dominios
de poro a la permeabilidad y a la selectividad por el potasio? Con base en las respuestas a
estas preguntas, se puede obtener información muy importante en el tema de la
selectividad, así como de la estructura cuaternaria de la proteína, ya que se ha propuesto
que esta familia de canales se acomodan en dímeros en la membrana [Lesage, 2000], a
diferencia de los canales de potasio con una sola región de poro que se acoplan en
tetrámeros [Tan, 1997]

HIPÓTESIS:

La hipótesis de este trabajo füé que ambos dominios de poro presentes en el canal
IOK1 serian funcionales de manera independiente y que podrían complementar a la
mutante Atrkl, Atrk2 de S., cerevisiae, que es deficiente en ambos sistemas de transporte
de potasio,, Esta hipótesis se basa en el hecho de que potencialmente ambos canales serían
selectivos a potasio, debido a la similitud estructural que presentan con las familias de
canales de potasio ya descritas con anterioridad

OBJETIVO:

Para estudiar cual es la contribución a la selectividad y a la permeabilidad por
potasio de cada uno de los dos dominios de poro de TOK1, se planteó como objetivo
separar los dominios y expresarlos independientemente o en conjunto en ovocitos de rana
Xenopus laevis,,
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OBJETIVOS PARTICULARES:

Utilizar los canales T0K1A y T0K1B para complementar la doble muíante Atrkl
Atrk2 de Saccharomyces cerevisiae,

Caracterizar fisiológicamente las cepas en las que se haya complementado la
doble mutante Atrkl Atrk2 de S cerevisiae

Caracterizar electrofisiológicamente los canales generados a partir de la fisión de
TOK1, expresándolos en ovocitos de Xenopus laevis
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RESULTADOS PARTE II

A continuación se presentan los resultados obtenidos de la expresión por separado
de los dos dominios de poro del canal T0K1 Los resultados presentados en esta sección
permiten entender con mayor' detalle un aspecto hasta ahora obscuro en la biofísica de los
canales de potasio: ¿Cuál es el papel de los dos dominios de poro en la permeabilidad y
selectividad de esta familia de canales de potasio?

Los resultados obtenidos en este estudio fueron sometidos y aceptados para su
publicación en la revista Journal of Biológica! Chemestry, bajo el titulo:

Spliting the two-pore-domains from T0K1 result in two cationic channels with
novelfunctional properties

Carlos Saldaña, David Naranjo, Roberto Coria, Antonio Peña y Luis Vaca

Vol. 277, No 7 febrero 15 pp4797-4805. 2002
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Potassium channels are membrane-spanning pxoteins
with several transmembtane segments and a single pote
región where ion conduction takes place (Biggin, P. C,
Roosild, T,., and Choe, S (2000) Curr. Opin. Struct Biol
4, 456-461; Doyle, D. A-, Moráis Cabial, J., Pfúetzner,
R. A., Kuo, A,., Gulbis, J. M, Cohén, S L., Chait, B. T, and
MacKinnon, R. (1998) Science 280, 69-77). TOK1, a potas-
sium channel identified in the yeast Saccharomyces cei-
evisiae, was the fíist descr ibed member from a growing
new family of potassium channels with two por'e do-
mains in tándem (2P) (Ketchum, K, A., Jomer, W, J.,
Selléis, A, <J, Kaczmarek, L K, and Goldstein, S, A.
(1995)Nature 376,690-695) In an attempt to understand
the relative contiibution of each one of the 2P from
TOK1 to the functional properties of this channel, we
split and expressed the pote domains separately or in
combínation,, Expression of the two domains sepaiately
rescued a potassium tianspoit-deficient yeast mutant,
suggesting that each domain foims functional potassi-
um-pctmeable channels in yeast. In Xenopus laevis oo-
cytes expression of each pore domain resulted in the
appearance of unique inwardly rectifying cationic chan-
nels with novel gating and pharmacological pxoperties,
Both por'e domains were poorly selective to potassium;
however, upon co-expression they paitially restored
TOKl channel selectivity, The single channel conduct-
ance was different in both pore domains with 7 ± 1 (re =
12) and 15 ± 2 (re = 12) picosiemens for the first and
second domain, respectively. In light of the known
stiucture of the Streptomyces lividans KcsA potassium
channel pore (see Doyle et al. above), these íesults sug-
gest a novel non-four-fold-symmetiic ai cbitectui'e fox 2P
potassium-selective channels..

Potassium cliannels play key roles in the physiology of
kaiyotic and eukaiyotic organisms, In many cells, potassium
channels are responsable foi maintaining the resting mem-
biane potential and foi the modulation of fiíing propeities in
excitable cells (4), The exceptionally diveise functional piopei-
ties of potassium channels are matched by a laige number of
genes identified oveí the last few years (5)

Genome sequencing and molecular cloning has allowed the
identification of a significant number of potassium channels

* This work was partially supported by Consejo Nacional do Ciencia
y Tecnología and Dirección General de Asuntos del Personal Académico
(to L V., D. N , R. C, and A P.). The costs of publication of this article
were defrayed in pait by the payment of page charges. This article must
therefore be hereby marked "advertisemenf in accordance with 18
U.S.C. Section 1734 solely to indícate this fact

1 To whotn correspondence should be addressed: Departamento de
Biología Celular, Instituto de Fisiología Celular, UNAM, Ciudad Uni-
versitaria, México D.F.. 04510, México. Tel: 525-622-5654; Fax: 525-
622-5611; E-mail: lvaca@iílsiol unam mx

possessing two and six transmembiane domains (TM)1 (5),
Despite the stmctuial diversity, all these channels have a
common featuie consisting of a single pore-foiming domain,
which is essential for ion conduction and selectivity (1, 2) It is
geneíally accepted that all these potassium channels aggregate
as tetramers to foim a functional channel, leaving the pore at
the axis of a four-fold symmetiy (1, 6)

Recently a new family of potassium channels characteiized
by the piesence of two poie-forming domains in tándem (2P)
has been identified (3, 7-9), These new potassium channels
have eithei four (2P/4TM) or eight (2P/8TM) transmerabrane
segments and are highly conseived throughout evolution (7,11,
12) Recent experimental evidenee suggests that this family of
potassium channels probably dimerizes to form functional
channels (8) In general, the sequences of both selectivity fílters
of 2P channels are different, thus they are expected to make
potassium-selective pores without the regular four-fold symme-
try, but the functional significance of having two different
pore-foiming domains remains largely unknown

TOKl was the first membei identified from the 2P family of
potassium channels (3). This is the only member from this
family possessing eight TM (2P/8TM), The arrangement of the
putative TM and the 2P in TOKl íesults in a stiucture that
resembles a six TM Shatei-like channel attached to an inward
rectifier-like channel, This potassium channel may be impor-
tant foi the maintenance of membiane voltage in yeast, which
is essential for nutrient uptake and turgor regulation (10)

Despite over 60 genes identified so fai encoding 2P potas-
sium channels, veiy little is known about the functional signif-
icance of having two pore-forming domains in tándem In an
attempt to determine the role of each one of the two pore-
forming domains in this new family of potassium channels, we
divided TOKl at the intiacellular linker between the sixth and
seventh TM to produce two structures that resemble single
pore domain channels, one with 6TM and the other with 2TM,
each one with its respective pore-foiming domain

The results presented here indícate that each construct can
foim functional potassium channels in yeast and Xenopus lae-
vis oocytes showing poor ionic selectivity and novel gating and
pharioacological prxipeities Co-expression of both constiucts
paitially restored wild type TOKl channel properties, Given
the proposed poie stiucture for 1P potassium channels based
on the ciystal structure of the KcsA potassium channel (2),
these results suggest a novel non-four-fold-symmetric architec-
ture to attain potassium-selective poies

1 Theabbreviationsusedare:TM, transmembranedomain(s);2P, two
pore domains in tándem; 1P, one pore domain; Pl, fitst pore; P2, second
pore; HOMOPIPES, homopiperazine-AT^'-bis-2-(ethanesuííbnic acid);
MES, 4-morpholineethanesulfonic acid; CHO, Chínese hámster ovary;
HEK, human embryonic kidney; pF, picolarads

Thts paper is avaílable on line at hítp://wwwjbcorg 4797
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FIG. 1. Proposed memlbrane topology of wild type TOKl, TOKlA, and TOKlB channels, A, liypotheticai TOKl sttucture with eight
transmembrane hélices and two pore dománs in tíffldem, The first pore (Pl) domain is located between the fifth ancl sixth. ttansmembrane
segments, and the second pore (P2) donvaiiv is located between the seventh and eight transmembrane segmenta S, segment B, we introduced a
stop codon after methionine 351 and the endonuclease resttiction site (BgíW by mutageiücPCñ. to sepárate the two pore domains from TOKl and
divide the channel in to two structures that resemble single poce potassium channels. The first sttucture contaíned aix transmembrane segments
(SOKlA), and the second contained two transmembrane segments (TOKlB). C, complementation of the potassñrm uptakerdeíitient S cerevisiae
yeast mutant ÍAtrkl7Atrh2)'bypYES2-TOKl,pVES2-TOKlA, andpYES2-TOKlE. Tho double mufcantyeast cells v/eretransformed with constrxicta
indicated in the figure and grown in SI>-1JííA medi«rft supplemented with 100 mM KC1 (data not shown) Ttansformed cells were réplicated in thé
potassium-deficient médium (0,5 mM KCV containing 4% galactose to induce gene expression) LS-GAL and grown in this médium for 10 h. All
constmets (TOKl» TOKlA, and TOKlB) rescued the double mutant, whereas the mutant transformed with the empty vector (.pYBS2) did not grow
m potassium-deficient médium, The wild type S. cerevisiae yea3t containiag TRK1 and TRK2 (Wt) grew normally in potasaium-deficient médium
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MAIERIAIS AND METHODS

Reagents and Solutions—All salts used were analytical grade pur-
chased from Sigma. HEPES and MES were purchaaed from Calbio-
cliem, and HOMOPIPES was from Research Organics Inc

Production ofTOKIA and TOK1B—The primers used for mutagenic
PCR were 5'-AGGTCCAAATCGTAGATCTATTATATGGAT-3' and 6'-
ATCCATATAArAGATCTACGATTTGGACCT-3' forward and reverse,
respectively In the forward primer, bases in bold show the nucleotide3
replaced, the stop codon is shown in itah'cs, and the restriction site
(Bglll) is underlined Universal primers were used to amplify the 5'-
and 3'-ends of the respective constructs The amplified fragmenta were
cloned into pCR2.1 (Invitrogen), and constructions were sequenced in
its entirety TOK1A and TOK1B were cloned into the BarriHl site of
pYES2 (Invitrogen) and introduced into the Saccharomyces cerevisiae
double mutant potassium uptake-deficient yeast CY162 {btrkl,Atrk2)
using the lithium acétate method Por electrophysiology experiments
all constructs were cloned into the BamHl and Bglll sites of the
pGEMA vector for cRNAsynthesis using the mMACHINEkit(Ambion).

Complementation Assays—The double mutant potassium uptake-
deficient CY162 (Atrkl,Atrk2) yeast cells were transformed with TOK1,
TOK1A, and TOKlB constmct3 and grown in SD-URA (yeast nitrogen
base with 0.6% amino acids, 2% glucose, 20 mg/liter lysine, and 30
mg/liter histidine) médium supplemented with 100 mil KCL Trans-
formed cells were replicated in the potassium-deficient médium LS-
GAL (0,5 mM KC1 containing 4% galactose to induce gene expression)
and grown in this médium fbr 2-3 days The data shown were obtained
at this time point

Measurements of Potassium Transport in Yeast—The double mutant
potassium uptake-deficient CY162 (Atrkl,\trh2) yeast ceíls were trans-
formed with TOK1, TOK1A and TOK1B constructs Yeast cells were
harvested by centrifiigation and staxved for 12 h before initiating po-
tassium measurements. Starved cells were washed twice with distilled
water, suspended at a density oí 6 x 109 cells/ml, and kept on ice until
use, Aliquots of 0,5 mi were applied to the recording chamber contain-
ing a potassium-selective electrode (Corning) adapted with a valinomy-
cin membrane The electrode was connected to a potentiometer (Selec-
tlon 2000, Beckman Instruments). The output signal from the
potentiometer was acquired with a PC computei via an analog-digital
interface and in-house-designed software (programmer Wilfrido Mar-
tínez) The datareported represent the concentration of potassium in
the médium in mM after calibration with known concentrations of
potassium dilutions

Transient Expression of TOK1B in Mammalian Cells—The cDNA
from TOK1B was introduced in the BamKl~Notl sites from the pcDNA
3 1 expression vector (Invitrogen). Chínese hámster ovary (CHO) and
human embryonic kidney (HEK29S) cells were purchased from the
American Type Culture Collection (ATCC) as frozen passages, Cells
were cultured using Dulbecco's modiñed Eagle's médium supplemented
with antibiotics and 10% bovine fetal serum, CHO and HEK293 cells
were transfected with 5 ¡xg oí the TOK1B construct mixed with Lipo-
fectAMINE plus (Invitrogen) Cells were studied 24-48 h post-
tt ansfection,

Electrophysiology—cRNA was prepared after linearization of
pGEMA containing TOK1, TOK1A, and TOKlB with Non and tian-
scribed witii T7 as described previously (3) Transcript concentration
was estimated spectrophotometrically, Oocytes were isolated as de-
scribed elsewhere (11) and injected with 46 ni of distilled water con-
taining 5—10 ng of cRNA of the construct to be studied Whole oocyte
currents were recorded 1-4 days after injection using a two-electrode
voltage-clamp system (Oocyte Clamp, Warner Instruments). Electrodes
filled with 3 M KC1,1 mM EGTA, 6 mM HEPES-KOH (pH 7 0) showed
resistances of 0,3-1.0 megaohms, Recordings were performed under
constant perfusión at room temperatura. The low potassium bath solu-
tion contained 2 mM KCI, 98 mM NaCl, 1 mM MgCLj, and 0 3 mM
CaCl2 In the high potassium bath solution the KCI concentration was
100 mM. All solutions were adjusted with 5 mM HEPES (pH 7), 6 mM
MES (pH 6), or 5 mM HOMOPIPES (pH 5) Patch clamp experiments in
the outside-out configuiation were performed with an EPC-9 amplifier
(HEKA Electronics) Ensemble averages were prepared with Igor Pro 4
(Wavemetrics). In these experiments the pipette contained the 100 mM

KCI solution, and the bath contained the 2 mM KCI solution described
above The relative permeability calculations were performed according
to the Goldman-Hodgkin-Katz equation as described elsewhere (4) In
all cases, combined data represent the mean ± S D from n independent
observa ti ons

RESU11S

Dividing the Two Pore Domains from TOK1 Produces Novel
Cationic Ckannels—TOK1 possesses eight tiansmembiane
segments with two pores in tandera This structure resembles
a síx transmembiane domain Shaker-like channel attached to
an inward rectifier-like channel (Fig. 1A), ther«fore, dividing
the two pore-forming domains from this channel would result
in two stiuctures that resemble single pore potassium chan-
nels The fíist structure consists of six TM segments with the
fiíst pore (Pl) domain located between the fifth and sixth TM
segments (TOK1A, Fig IB), and the second structure has two
TM segments containing the second pore (P2) domain between
the two segments (TOKlB, Fig IB)

Sepárate expression of each construct in the potassium
tianspoit-defícient S. cerevisiae double mutant (Atrkl,Atrk2)
(12) overéame the potassium auxotrophy as illustrated in Fig
1C, This result indicates that both constructs may function as
individual potassium channels in yeast This yeast potassium
transport-deficient mutant has been previously used to identify
a novel 2P potassium channel from Drosophila melanogaster
(ORK1) (13) and the voltage-dependent potassium channel
from Arubidopsis íkaliana (KAT1) (14) utilizing a complemen-
tation stiategy similar to the one repoited here This strategy
relies on the fact that this mutant cannot grow in potassium-
deficient médium. Fig, 1C shows that the mutants transformed
with wild type TOK1, TOK1A, oí TOKlB are rescued only
when exposed to a galactose médium to induce plasmid expres-
sion, Furthermore, transformed mutants grown in glucose,
where plasmid induction does not occur, did not grow in potas-
sium-deficient médium (data not shown),

Experiments peifoimed with a potassium-selective electrode
show a cleai potassium uptake-deficient phenotype in
Atrkl,Atrk2 (Fig. ID) This phenotype has been studied previ-
ously using similar measurements and reflects the role in po-
tassium uptake played by the only two potassium transport
systems functionally identiñed in this yeast (TRK1 and TRK2
(15)) The addition of glucose to the médium results in the
activation of the H+-ATPase from yeast (PMA1) with the con-
comitant establishment of the cell potential via this protón
transport system,, Unlike animal cells, in yeast the membrane
potential is largely determined by the activity of this electro-
genic ATPase (16), Under these conditions, glucose addition
establishes an electiuchemical gradient initiating the uptake of
potassium into wild type yeast cells via the high affínity potas-
sium tianspoit systems (TRK1 and TKK2)

As expected, the double mutant Atrkl,Átrk2 yeast cells do
not show potassium uptake due to the absence of both potas-
sium transportéis (Fig, ID), This potassium uptake-deficient
phenotype is reversed in the double mutant Atrkl,Atrk2 yeast
cells transformed with wild type TOK1 (Fig, ID), The rescue of
the potassium-deficient pheno.type from the Ltrkl,ktrk2 double
mutant by overexpression of TOK1 has been previously docu-
mented (17)

Interestingly, the sepaiate expression of TOK1A oí TOKlB
also rescued the Atrkl,Atrk2 phenotype (Fig, ID) In fact, po-

D, representative potassium uptake measurements using a potassium-selective electrode, The vertical arrow {Yeast) indicates the time of addition
of yeast aliquots to the recording chamber The second arrow (Glu) Ulustrate3 the time oí glucose addition to the médium,, Downward deflections
indícate potassium removal from the médium (yeast uptake) The traces shown are for wild type R-757 yeast (Wt, open squares), double mutant
(Atrkl,Atr!i2, solid Une), and double mutant transformed with TOK1 (filled squares), TOK1A (open areles), and TOKlB (closed circles) Yeast cells
were prepared and staived as indicated under "Materials and Methods."
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tassium uptake from Átrkl,Atrk2 yeast cells transformed with
the three constructs (TOKl, TOKlA, or TOK1B) was indistin-
guishable by this technique (Fig ID) These results indicate
that TOK1A and TOK1B contribute to potassium uptake in the
double mutant either directly by producing potassium-peime-
able channels or indirectly via the activation of otheiwise silent
endogenous potassium transport systems from yeast. The later
possibility is less likely since TKK1, TRK2, and TOKl are the
only known potassium pathways functionally identifíed and
recognized by genome analysis in this yeast.

To fuither explore the possibility that TOK1A and TOK1B
may produce functional channels, both constiucts were ex-
pressed separately in X laevis oocytes. Water-injected oocytes
showed inwaid currents smaller than 0 3 /xA at -160 mV(Fig,
2). The amplitude of these currents is in agreement with what
other gioups have obseived inX laevis obtained from different
suppliers (18, 19).

Injeetion of mRNA from each construct (TOK1A or TOK1B)
sepaiately into oocytes resulted in the appearance of inwardly
lectífying channels with novel functional propeities (Fig 2)
Unlike TOKl, which is a depolaiization-activated outwardly
rectífying potassium channel, both constructs (TOK1A and
TOK1B) produced hyperpolarization-activated channels show-
ing a strong inward rectification (Fig, 2A),, The rectification was
so strong that no outward cunents were detected even at
potentials as positive as +100 mV (data not shown)

One cannot discard at this point, howeveí, the possibility
that expression of TOK1A and T0K1B may result in the acti-
vation of endogenous and otherwise silent oocyte channels,
Weakly potassium-selective and chloride conductances acti-
vated by hypeipolarization have been previously described in
oocytes injected with IsK (20,21), Mat-8 (22), and the y subunit
from the Na+-K+-ATPase (23),

In an attempt to clarify this point, TOK1B was introduced in
a mammalian expression vector (see "Material and Methods")
and tiansiently expiessed in CHO and HEK293 cells Expres-
sion of TOK1B in these two mammalian cell Unes resulted in
the appearance of inwardly rectifying, hyperpolarization-acti-
vated cunents similar to those illustrated in Fig, 2 (data not
shown)

Nontransfécted CHO cells showed small inward currents of
5 ± 1.5 pA/pF at -160 mV measured at pH 6 (12 ± 2 pF/cell,
n = 25),, Approximately 50% of the CHO cells transfected
with TOK1B displayed large inward cunents (150 £ 12
pA/pF at -160 mV, n = 15) Similar results were obtained in
HEK293 cells where inwaid cúrrente under control condi-
tions at -160 mV were 7 ± 3 pA/pF (17 ± 4 pF/cell, n == 22).
After transfection with TOKlB -60% of the cells showed
lar ge inward cunents of 210 ± 52 pA/pF at -160 mV meas-
ured a t p H 6 (n = 14),

Unfoxtunately these two cell lines did not tolérate extracel-
lular acidification below pH 6, making any fuither studies of
the effect of pH on gating and single channel conductance with
these constructs extremely difficult,, Nevertheless, these pre-
liminary results provide additional information strongly sug-
gesting that expression of TOK1A and TOKlB may produce
functional channels rather than actívate endogenous and oth-
erwise silent channels in yeast, oocytes, rodent, and human
cells,

Modulation of TOKl, TOKlA, and TOKlB by Extmcettulcn
Acidification—One common feature found in many 2P potas-
sium channels is their modulation by protons TOKl (24) and
the TWIK (25) subfamily of channels are inhibited by intracel-
lulai acidification, whereas increasing the extracellulai pH
above 7 activates the members of the TASK subfamily of chan-
nels (26)

We have found that TOKl is also modulated by extr acellular
pH Extiacellulai acidification increased the amountof inward
cunent through wild type TOKl with little effect on the out-
ward cuirent (Fig 2A). Above pH 6 TOKl showed a strong
outward rectification, whereas at pH 5 a significant amount of
inward current was detected (Fig. 2A) The inward current
carried by wild type TOKl at pH 5 resembled the current
produced by the expression of TOKlA or TOKlB separately
(Fig 2A),

Extracellular acidification also increased the amount of in-
ward current through TOKlA and TOKlB and reduced the
time to reach the peak inwarxi current at all voltages explored,
Fitting the inwaid current obtained between -130 and -160
mV to a single exponential fiinction produced the activation
time constants (T) shown in Table I In general membrane
hyperpolarization reduced the time to reach the peak inwaid
cunent at the three pH valúes explored for TOKlA and
TOKlB; however, the time constants obtained at pH 7 were
10-20 times slower compared with pH 5 (Table I).

Interestingly, despite the clear structural differences be-
tween TOKlA and TOKlB (TOKlA possesses six TM, and
TOKlB has only two TM), both constructs produced channels
with similar activation kinetics, pH effects, and inward recti-
fication properties If indeed these constructs produce fúnc-
tional channels, such results would suggest that the pore do-
main (the only conserved sequence in both structures) might
determine these propeities

Coinjection of TOKlA and TOKlB Partially Restares TOKl
Channel Propertíes—Since the sepárate expiession of TOKlA
and TOKlB appear to produce functional channels, the next
obvious question to explore is whether co-expression of both
constructs may reconstitute functional TOKl channels To in-
vestígate this, oocytes were co-injected with equimolar concen-
tr ations of both constructs Co-injection of mRNA from TOKlA
and TOKlB (TOK1AB) partially restored wild type TOKl
channel propeities as indicated by the appearance of a signif-
icant amount of outward current at voltages more positive than
0 mV in the co-injected oocytes (Fig, 3A), Partial co-assembly of
TOKlA and TOKlB channels to fono wild type TOKl was
further suggested by selectivity experiments where the curr ent
produced by TOK1AB showed a more negative reversal poten-
tial (-74 ± 3 mV, n = 10; Fig 3 O than the individual injeetion
of TOKlA(-23 ± 4.4 mV, n = 9; Fig 32)) or TOKlB (-42 ± 2 6
mV, n = 8; Fig, ZE) Under these conditions the reveisal po-
tential obseived for wild type TOKl was -76,5 ± 3mV(n = 10;
Fig 3B), Calculating the relative permeabiliíy ratios using the
Goldman-Hodgkin-Katz equation gave a PK*/PNa+ of >200
for TOKl > TOK1AB, 5 for TOKlB, and 2 4 for TOKlA. Due to
the strong inwaid rectification observed with TOKlA and
TOKlB, the reversal potentials were measured using voltage
piotocols to elicit tail cunents (Fig ZA), Thus, in addition to
the fact that TOKA and TOKB are inward rectifieis, they are
poorly potassium-selective,

Pharmacological experiments further stiengthened the pos-
sibility of co-assembly between TOKlA and TOKlB to foim
wild type TOKl channels, Wüd type TOKl is inhibited by
triethanolamine with K¿ = 5 mu (3), TOKlA and TOKlB were
not blocked by triethanolamine concentrations up to 20 mM,
whereas 10 mM triethanolamine inhibited 75% of the current
produced by TOK1AB (data not shown). All these results
strongly suggest that in the co-injection of TOKlA and TOKlB
part of the protein may associate to reconstitute TOKl
channels,,

Characterization of TOKlA and TOKlB Single Channels—
Single outside-out patches obtained from TOKlA- and TOKlB-
expressing oocytes demonstr ated further novel properties from

P
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FIG. 2 Novel cationic channels obtained aftei1 oocyte injection with cRNA from TOK1A and TOKXB A, representative whole oocyte
cúrrente obtained at pH 5, 6, and 7 from oocytea injected with fí-10 ng of cRNA for the wild type TOK1, TOKlA, TOK1B, and the co-injection oí
TOK1A and TOK1B (TOKlÁB). H3O indicates water-injected oocytes, The voltage protocola used are shown in the upperpanels Current-voltage
relationships obtained at the peak current for each voltage step at pH 5, 6, and 7 (indicated in the figure) for wild type TOKl (B), TOKlAB (C),
TOKlA CD), and TOK1B (E) are shown. The right label indicates the amount of peak current in pA. The bath sotution used was 100 mM KCl (see
"Material and Methods"). Currents from TOKl- and TOKlAB-injected oocytes were generated after pulsing from -80 mV (holding potential) to the
test potential of-150 mV to +75 mVin 15-mV incrementa (interpulse durationof 3 s), Currents from TOKlA- and TOKlB-injected oocytes were
generated with a similar protocol except that the pulse increment was -10 mV

both constiucts The single channel conductance foi TOKl is 35
picosiemens (3), Oocytes obtained from sis different animáis
were injected with mRNA ñ̂ om TOKlA or TOK1B.. Outside-out
patches obtained frara these cells showed múltiple channels

of equal amplitude for each constiuct The single channel
conductance calculated between -100 and -160 mV ñom
patches with a single channel showed clear difféiences be-
tween TOKlA and TOK1B, The conductance obtained from
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TABLE I
Time constants for the activation ofTOKIA and TOK1B whole oocyte

currents and single channels
The valúes shown are in milliseconds... All currents were fitted to a

single exponential rise equation. Because of the current inactivation
observed at the end of the voltage pulse at pH 5, the fit limit was set
between the beginning of the voltage pulse and 250 ms, Thia applies for
whole oocyte currents and the ensemble averages from single channels,
Single channel ensemble averages were obtained from 20-30 sweeps
like those shown in Fig. 4.

TOKlA
Whole oocyte

PH5
pH6
PH7

Single channel
pH5
PH6
pH7

TOKlB
Whole oocyte

pH5
PH6
pH7

Single channel
pH5
PH6
pH7

-130 mV

100
167

1174

99
165

1182

60
170
373
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169
342

-140 mV

63
129
590

70
130
601

39
114
318

41
120
311

-150 mV

35
76

330

42
73

335

20
72

229

17
71

226

-160 mV

18
30

218

21
32

220

8
40

169

6
44

171

T0K1A was 7 ± 1 (n = 12) and was 15 ± 2 (n = 12)
picosiemens for TOKlB (Fig, AC),

The identification of single channels from TOK1A and
TOKlB was based on the following observations,, (a) These
channels were observed only in outside-out patches from oo-
cytes expiessing the respective constructs and never in water-
injected oocytes (n = 9 from three cüfferent animáis) oí in
oocytes injected with the cRNA for the human bradykinin type
II receptor (n = 12 from four different animáis) used as control
of injection, (ó) both channels responded to changes in extra-
cellular acidifícation similar ly to whole oocyte currents, and (c)
single channel ensemble aveiages from both constmcts resem-
bled whole oocyte currents (compare Fig 2A with Fig 4, B and
E) Fitting the ensemble averages to exponential function pro-
duced time constants that were indistinguishable from those
obtained with whole oocyte currents (Table I)

Although direct measurements of the reversal potentials for
TOK1A and TOKlB were not possible due to the r^duction in
single channel amplitude and channel open probábility neai
the reversal potential, fitting the data to the Goldman-
Hodgkin-Katz equation produced estimated reveisal potentials
similar to those obtained with whole oocyte cuirents. The ex-
trapolated reveísal potential for T0K1A was -15 ± 5 mV (n =
12) and -50 ± 6 mV for TOKlB (n = 16; Fig. 4C),, In both
constiucts, no measurable channel activity was detected in the
outward dii'ection, confirming the strong inward rectification
obseived with whole oocyte cuirents,,

Modulation by extiacellular acidifícation was evident also at
the single channel level Fitting the cuirent produced by the
ensemble average of many single channel i'ecordings to a single
exponential function gave T valúes indistinguishable from
those obtained at the three pH valúes exploi'ed with whole
oocyte currents (Table I)

These expeiiments indícate that the increment in inwartl
current amplitude through TOKlA and TOKlB obseived with
extiacellular acidification is not the result of changes in the
single channel conductance but lather due to an increment in
open probability (JPa), The effect of membrane hypeipolaiiza-
tion and extracellular acidification on TOKlA and TOKlB
single channels is illustrated in Fig, 5 Single channel Po de-

cayed exponentially with membiane depolaiization (Fig 5B)
No distinguishable single channel activity was observed at
potentials more positive than -100 mV The strong voltage
dependence observed with TOKlA and TOKlB single channels
may explain the inward rectification obtained with whole oo-
cyte currents

Extracellular acidification increased channel Po at all volt-
ages explored in TOKlA and TOKlB (Fig 5, B and C), thus the
modulation of single channel gating by acidification was con-
sistent with the effects obtained with whole oocyte cunents foi
both constructs (Fig, 2) The results presented hete may ex-
plain why extracellulai acidification unmasks inward cunents
through wild type TOK1 channels, suggesting that this may be
the result of changes in channel gating and voltage dependence
in the wild type channel

The fact that water-injected oocytes and oocytes injected
with the mRNA encoding the human type II bradykinin recep-
tor (control of injection) did not produce hyperpolarization-
activated currents oí single channels similar to TOKlA or
TOKlB taken togethei with the appearance of inwardly recti-
fying cunents in CHO and HEK cells transfected with TOKlB
suggest that these constiucts may produce functional channels
rathei than actívate endogenous channels Fuitheimore, the
reconstitution experiments using combined injections of
TOKlA and TOKlB (TOK1AB) can only be satisfactoiily ex-
plained if a fraction of both constiucts interact to form TOK1
wild type channels..

DISCUSSION

We have divided a 2P potassium channel with eight TM to
produce two constiucts that resemble single pore potassium
channels, one with two TM resembling a Kir-like inward rec-
tifíer potassium channel and the other with six TM resembling
an outwaid rectifier of the Kv family of potassium channels

Expression of the two domains separately oveicame the po-
tassium auxotrophy in the potassium transpoit-deficient yeast
double mutant &¿rkl>6,trk2. Fuithermore, expeiiments meas-
uring potassium uptake with a potassium-selective electrode
showed a cleai phenotype in the Atrkl,Atrk2 double mutant,
consisting in a reduced potassium uptake coropared with that
in wild type yeast This phenotype was rescued by transfoim-
ing the double mutant with plasmíds containing wild type
TOK1, TOKlA, or TOKlB separately.

Electrophysiology experiments peiformed with X. laevis oo-
cytes injected with TOKlA and TOKlB mRNA showed the
appearanpe of inwardly rectifying, hyperpolarization-activated
cationic cunents not present in oocytes injected with mRNA
from the human type II biadykinin receptor oí in water-in-
jected oocytes, Similar cationic cunents were also observed in
CHO and HEK293 cells transiently transfected with a plasmid
containing the cDNA ftom TOKlB

Although it is possible that TOKlA and TOKlB (which share
limited amino acid homology and are structuially veiy differ-
ent) may be activatois of cationic channels in yeast, oocytes,
rodent, and human cells, we believe this hypothesis is less
likely than that in which both constructs (which have the
general featuies found in 1P potassium channels) may indeed
produce functional cationic channels.

Inteisubunit interactions of the 2P from TOK1 may account
for the differences in selectívity and single channel conduct-
ance obseived between the wild type channel and both con-
stiucts (TOKlA and TOKlB) In this regard, it is worth men-
tioning that even when the amount of mRNA injected in the
TOK1AB experiments was the same as that injected fox
TOKlA or TOKlB sepaiately the amplitude of current pro-
duced by the co-injection was one-third of that obtained with
the individual injection of the constiucts,
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2

Pie, 3. TOK1A, TOK1B, and TOK1AB produce channels with different potassinm selectivity. A, repreaentative whole oocyte currents
from oocytes iiyected with 5-10 ng of cBNA of the wild type TOK1, TOKlA, TOK1B, and TOK1AB obtained with 2 and 100 mM KCl extracelluíar
solutions. TOK1 and TOK1AB currents were elicited with the voltáge protocol illustrated at the top left margin of the figure (the same protocol as
used in Pig, 2), Becaxise of the strong inward rectífication, TOKlA and TOKlB current measurements were obtained from the tail currents elicited
with the voltage protúcol shown at the right. The arrotos indícate the point at which the cuirent measurements were obtained to construct the
currentvoltage curves. Currentvoltage relationahips for the wUd type TOK1 (B), TOK1AB (C), TOKlA O», and TOKlB (B) are shown The insets
show a magnífícation to demónstrate the reversal potential shift obtained with 2 mM KC1 solution adjusted to pH 6

This obseivation is particulaily important for two i^asons 1)
If TOKlA and TOKlB are activatois of endogenous channels,
one would expect equivalent cuirent amplitudes in the co-
injection experimente and not less cuirent as we have ob-
served. This observation further suppoits the hypothesis that
TOKlA and TOKlB may produce fimctional cationic channels;
and 2) these obseivations suggest that some tetiameric combi-
nations might result in noníunctional or nonconducting chan-

nels,, Homotetramers of TOKlA or TOKlB and the heteistet-
xamer TOK1AB result in functional channels; however, it is
possible that heterotetiameiization of three TOKlA plus one
TOKlB or vice versa may result in noníunctional channels,
Ongoing experíments with TOKlA and TOKlB constiucts
cloned in tándem may help to elucídate this point,

If TOKlA and TOKlB are indeed producing cationic chan-
nels with similar properties, these results are particulaily
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Fio. 4, Single channel recoidings obtained from oocytes ex-
pressing TOK1A and TOKlB. A, representative single channel re-
cordings from oocytes expressing TOK1A and TOKlB at extracellular
pH 5 B, single channel ensemble averages from 20-30 sweeps like
those shown in A for TOKlA and TOKlB. C, single channel current-
voltage relationships foi TOKlA (filled circles) and TOKlB {hollow
áreles) at pH 5. D, representative single channel recordings obtained at
extracellular pH 7 for TOKlA and TOKlB. E, single channel ensemble
averages from 20-30 sweeps obtained at extracellular pH 7 for TOKlA
and TOKlB. The scale shows 2 pA for the single channel currents, 50
pA íbr the ensemble averages, and 100 ms F, single channel current-
voltage relationships obtained at pH 7 for TOKlA (filled circles) and
TOKlB {hollow circles) The solid Unes represent the fit to the Golman-
Hodkin-Katz equation to obtain relative permeability ratíos of PK+/
PKTa+ = 2.4 and 5 for TOKlA and TOKlB, respectivelyu The symbols
illustrate the mean + S.D, Where not shown error bars are smaller than
symbols

stiíking given the stiuctuial differences in both constiucts
(2TM versas 6TM), which may suggest that the pore domain
(the only conseived sequence between them) might be the
stmeture responsible for these functional properties. Considera
ing that the individual explosión of TOKlA and TOKlB re-
sults in channels with pooi selectivity for potassixiro ions
whereas T0K1AB and wild type TOK1 pitxiuced potassium-
selective channels, one might speculate that the spatial rear-
rangement of the two pores ñom both constiucts to foim wild
type TOK1 may provide a non-fouii-fold-symmetiic potassium-
selective aichitectiue,, This architectuie contiasts with the pro-
posed foui>fold-symmetric aichitectui'e foi 1P potassium-selec-
tive channels based on the crystal stiuctuie of the Streptomyces
lividans KcsA potassium channel (2),

In this regard, iecent expeiimental evidence obtained with
tándem constiucts (dimers) of the 1P potassium channel Drkl
suggests that mutations that altei the symmetiy of the poie

B
píí?

«TOSÍA

• > , • : : - . • , .

C

i *•*•

£• 0,2

i
• ^ . í*

-f50-140 -150-tOO

Fio. 5. Modulation by acidification of TOKlA and TOKlB sin-
gle channels., A, representative single channel recordings obtained
from outside-out patches from TOKlA- and TOKIB-injected oocytes at
the voltages of -100, -140, and -160 mV, The scale shows 2 pA and 50
ms., The horizontal arrows point to the zero current (closed) level Open
probability versus voltage plots obtained from TOKlA- (filled circles)
and TOKlB ihollow circZesMnjected oocytes at pH 5 (B) and 7 (C) The
solid Unes represent a fit to a single exponential decay function of the
formy=yo+A1e - (X - Xo)It, where y0 - 0,X= -100, A"o - -160, A,
= the highest Po valué for each condition, and t = time constant In all
cases the t valúes were not statistically different with t — 18 ± 3 and
p > 0,1, The symbols illustrate the mean ± S D Where not shown error
bars are smaller than symbols,

domain result in changes in selectivity, gating, and singie
channel conductance in the mutant dimers (27).

TOK1 is an outwardly rectifying potassium channel Single
channel openings are rarely obseived in the hypeipolaiized
direction (3),, These properties are the opposite of what we have
observed with the expression of TOKlA and TOKlB The
strong inwai'd rectification observed in TOKlA and TOKlB
may result fi-oin the voltage dependence properties of both
channels since single channels open scarcely at voltages ap-
proaching the reversal potential and no discernible opening
events were observed in the outward direction

In the family of inward r̂ ectifier potassium (Kir) channels,
the unirying hypothesis to explain inward rectification pro-
poses that the blockade by magnesium and/or polyamines pio-
duced by the depolarization is sufficient to account for the
inward r'ectification in many members from this family (28)
One cannot discar'd at the present time a similar mechanism
involved in the strong rectification obseived with TOKlA and
TOKlB,

Altematively, the voltage dependence and gating différences
observed between wild type TOK1 and the constiucts (TOKlA
and TOKlB) might be the result of a dirTerent spatial aiiange-
ment of the pore architecture, We do not have a defínitive
explanation at the present time to account for these diffei enees

The structur e of TOK1 i esembles a six tr ansmembr ane do-
main Shaker-like channel attached to an inwai'd rectifier-like
channel, therefore the finding that separating the two pore-
forming domains fiom TOK1 results in the appeaiance ofpo-
tassium-permeable channels with novel selectivity, single
channel conductance, and gating properties is veiy provocative

If indeed TOKlA and TOKlB produce functional channels
(as suggested by the evidence in yeast, oocytes, and mamma-
lian cells pr esented here) then these new channels may p: ovide
an excellent experimental tool to explore structural deteimi-
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nants of ionic selectivity, gating, and voltage dependence in 2P
potassium channéls and may help to understand the functional
role of the sequence vaiiations in the 2P found in this growing
faroily of channéls Future experimente splitting the two pores
from other 2P potassium channels may provide additional in-
foimation about the non-foui-fbld-symmetric architecture of 2P
potassium-selective channels
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SECCIÓN III

Discusión y Perspectivas

Kluyveromyces lactis es una especie de levadura que está relacionada con S.
cerevisiae, K, lactis es, aparentemente, menos compleja desde el punto de vista genético
ya que sus genes se encuentran en una copia y por tanto su manipulación geneática es
más sencilla, Como antecedente de nuestros resultados, el grupo de Brunner y
colaboradores, aislaron en 1982, unas mutantes deficientes en el transporte de potasio
[Brunner 1982] Estas mutantes fueron utilizadas por1 Miranda y colaboradores para la
clonación y caracterización de la HT ATPasa de esta levadura [Miranda 1997] Las
mutaciones que disminuyen la actividad de la H* ATPasa sirvieron para demostrar que
existe una relación entre el potencial de membrana generado por la H* ATPasa y los
sistemas de transporte

En parte del trabajo de esta tesis, se describe la clonación y caracterización de un
gen que codifica para un transportador del tipo TRK en K lactis (K1TRK1, por ser el
primer gen clonado en esta especie) Debemos aclarar que, el estudio molecular demostró
que esta levadura tiene sólo un sistema de transporte de potasio y no dos como lo
propusimos originalmente, El gen que codifica para el KÍTRK1 tiene una mayor
identidad y similitud con TRK2 S cerevisiae Por otra parte, el estudio cinético del
transporte demuestra que funciona como un sistema de baja afinidad para ei transporte de
potasio similar al TRK2 de S cerevisiae

El gen K1TRK1 tiene una gran similitud con los genes de los transportadores
homólogos clonados en otros hongos, Esto habla del nivel de homología de las
secuencias y de la especificidad de estas proteínas y función en eí transporte de potasio

Por otra paite, la muíante de este transportador produce un fenotipo deficiente en
el transporte de potasio, Esta característica pone de manifiesto que K lactis no cuenta con
otra proteína involucrada en el movimiento de potasio al interior1 celular: Esto es
interesante, ya que uno de los puntos más discutidos en la redundancia de los sistemas de
transporte de potasio en S. cerevisiae Los experimentos cinéticos indican que en la cepa
silvestre sólo expresa un sistema para introducir dicho ion Por lo anterior, se puede
proponer1 que K lactis no tiene una redundancia genética para los transportadores y que
K1TRK1 es la principal proteína involucrada en el transporte del potasio Por ello K,
lactis es un buen modelo para estudiar los sistemas de transporte de potasio

Un aspecto importante que debemos de resaltar1 es que K1IRK1 es capaz de
complementar heterólogamente la doble mutante Atrkl, Atrk2 de S, cerevisiae Esto pone
de manifiesto el carácter redundante presente en los transportadores de S. cerevisiae Sin
embargo, aún no descartamos ía posibilidad de que los sistemas de transporte de potasio
en la levadura sean más complejos, y que involucren otro tipo de proteínas que sean
inducibles bajo condiciones de estrés osmótico, p bien proteínas que incrementan su
actividad, compensando la ausencia de otras En la siguiente parte de resultados, se
presenta experimentos en los que se demuestra que un canal rectificador1 de salida de

58



Finalmente, debemos indicar las metas siguientes para esclarecer algunas de las
incógnitas que prevalecen en el campo de los transportadores y que nos interesan:

Seria notable encontrar1 y estudiar el o los dominios estructurales involucrados en
la captura y transporte de los iones potasio en esta familia de transportadores presentes en
la levadura En el articulo sobre el transportador KIIRK1 mencionamos que existe el
dominio conservado GLX ó GFX que recuerda el filtro de selectividad presente en los
canales de potasio (GYG), Esta secuencia en los transportadores clonados puede estar1

relacionada con la selectividad del potasio por parte del transportador Consideramos que
ia mutagénesis dirigida en residuos involucrados en el reconocimiento del potasio, podría
darnos información de la selectividad por dicho ion

Otro aspecto que nos interesa estudiar es si existen proteínas involucradas en el
transporte de potasio Para lograr esta meta, se pretende hacer estudios de regulación de
la expresión de los genes que participan en el transporte de potasio, utilizando las
metodologías de la genética molecular, como los microarreglos, para determinar si hay
otros elementos genéticos aún no considerados para estos sistemas de transporte

59



A partir de la clonación y caracterización del canal TOK.1 de la levadura S
cerevisiae [Ketchum, 1995] han surgido preguntas a cerca de la funcionalidad de los
dominios del poro y sobre la contribución de cada uno de ellos en la selectividad y la
permeabilidad del potasio Por otra parte, aún se especula sobre la función de este canal
en la levadura La hipótesis mas aceptada en la actualidad es que el canal tiene como
principal papel mantener1 el voltaje de la membrana plasmática durante el transporte de
nutrientes [Bertl, 1998]

Los resultados que describimos indican que cada dominio de poro puede formar
un canal funcional en la levadura S, cerevisiae, en ovocitos de Xenopus, así como en
células de mamífero CHO y HEK, revelando propiedades novedosas en cuanto a la
apertura y cierre de los canales (gating), la farmacología y la selectividad,

La expresión de los canales T0K1A ó T0K1B en S.. cerevisiae, son capaces de
curar1 el fenotipo de la muíante Atrkl Atrk 2.. Esta mutante de levadura ha sido utilizada
con anterioridad por otros grupos como cepa receptora para clonar los canales de potasio
[0RK1 £>,, melanogaster [Goidstein, 1996]; KAI1 de A. thaliana [Anderson, 1992] y en
todos los casos se han obtenido resultados similares a los nuestros

Los estudios realizados en ovocitos nos permitieron determinar que tanto T0K1A
como T0K1B generan corrientes catiónicas no selectivas que son activadas por una
hiperpolarización, a diferencia de las que genera T0K1 que son activadas con voltajes
despolarizantes Un estudio de la cinética de activación de I0K1A y de I0K1B mostró
que ambos tienen tiempos de activación diferentes, lo que los hace potencialmente
diferentes entre si, Por otra parte, determinamos que los canales generados tienen una
activación que es dependiente del pH extracelular, como lo reportaron antes para KAT1
[Nakamura, 1997] Es decir, a pH ácido (pH5) se activan las corrientes más grandes y
rápidas mientras que a pH alcalino (pH7) la activación y el tamaño de la corriente caen de
manera significativa, Estos resultados se encuentran en relación con la naturaleza de la
levadura, que durante su proceso de fermentación presentan una clara tendencia a
acidificar el medio extracelular (hasta un pH de 4) debido a la actividad de la H* ATPasa

A un pH ácido el canal T0K1 es capaz de generar un pequeño componente de
entrada que es suficiente pata complementar la deficiencia que presenta la doble mutante
Atrkl Atrk 2 Anteriormente este fenotipo sólo había sido complementado por una
sobreexpresion de dicho canal [Fairman, 1999]

Con la partición de T0K1, estamos desenmascarando un fenotipo que depende de
manera importante del pH extracelular y que genera grandes corrientes catiónicas no
selectivas, capaces de complementar el fenotipo de la doble mutante Atrkl Atrk 2
Estamos proponiendo que las comentes, generadas como producto de la expresión de
I0K1A y T0K1B, se deben a que estos canales se acoplan en tetrámeros y no en
dímeros como sucede en el canal silvestre

Otro hallazgo es que, al co-expresar en ovocitos T0K1A y T0K1B (T0K1AB) en
concentraciones equimolares, recuperamos el fenotipo de T0K1 Es decir, que la
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traducción de ambos mRNAs en el citoplasma del ovocito generan los péptidos que se
fusionan y en la membrana plasmática y regeneran el fenotipo de TOK1 En los
experimentos de co-expresion, siempre obtuvimos una fracción de la corriente que se
activa con la hiperpolarización y que es producto de los canales TOK1A y TOK1B no
fusionados y otra fracción de corriente de T0K1 con fenotipo silvestre

Partiendo del hecho de que XOK1 se bloquea por TEA mientras que TOK1A y
T0K1B no se bloquean con este fármaco, y T0K1AB recupera la sensibilidad a TEA
(con una Ki similar a la reportada para TOK1) Es decir, la farmacología apoya una
reconstrucción del canal, ya que la fracción de corriente producto de TOK1A y TOK1B
(canales no fusionados) no se bloquea

Una conclusión preliminar puede ser que la arquitectura de los canales con dos
dominios de poro sea diferente a la de los canales con un sólo dominio y que la
interacción de IEA en la boca del canal dependa de factores diferentes a los que se han
reportado [Molina et al 1997]

Mediante los estudios de canal único realizados en ovocitos, determinamos que
tanto TOK1A como T0K1B son diferentes Ambos canales tienen conductancias
diferentes, 7 y 15 pS respectivamente, mientras que T0K1 tiene una de 35 pS. A partir de
los registros de canal único reconstruimos la corriente macroscópica obteniéndose
cinéticas similares a los obtenidos por la técnica de fijación de voltaje con dos electrodos

Sin lugar a dudas, consideramos que el trabajo descrito con anterioridad abre
grandes expectativas en el campo de los canales iónicos, El hecho de partir en dos un
canal de potasio y expresar por separados ambos fragmentos y descubrir que tienen
propiedades funcionales diferentes a las del canal silvestre, nos permite proponer algunos
estudios estructurales y biofísicos para entender procesos tan importantes como la
selectividad iónica en los canales de dos poros en tándem, que a nuestro criterio son
diferentes a lo propuesto para los canales de un solo dominio de poro

Para abordar este tema, en la actualidad nos encontramos haciendo los siguientes
estudios para determinar1 que mecanismos regulan la selectividad iónica en los canales de
dos dominios de poro

TOK1A y TOK1B son canales catiónicos no selectivos

Hemos demostrado que ambos canales generados in vitro a partir del silvestre, no
son selectivos para el potasio Pensamos que la separación de los dominios de poro
modifica una simetría que determina la selectividad por potasio y la sensibilidad a TEA
Los estudios cristalográficos realizados por el grupo de MacKinnon [Doyle, 1998;
Moiais-Cabral, 2001], en los cuales se propone que la selectividad por el potasio en el
canal KcsA, mantiene una relación estructural entre los aminoácidos que conforman la
región del poro y sobre todo el filtro de selectividad, el cual permite diferenciar entre
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iones K+ y Na+ (con radios de Pauling de 1 33 Á y 0 95 Á respectivamente) una vez
estructurado en tetrámeros

Una característica del filtro de selectividad (signature seqúense) es la secuencia
GYG, que está conservada en los canales de potasio Se ha propuesto, que al menos en
KcsA, la tirosina 78 del filtro de selectividad interacciona con el triptofano 68 que está
localizado en la vecindad del poro Dicha interacción se da entre íos aminoácidos de
monómeros adyacentes, lo cual proporcionara una simetría y una estabilidad tal que
permite la selectividad por potasio en la región de poro

En cambio, en los canales de dos poros no existen triptofanos en esa posición, por
lo que la selectividad se debe a otras interacciones diferentes a las propuestas para los
canales de un solo dominio de poro Nosotros abordamos el tema de la estructura de los
canales de dos poros en tándem, modelando y minimizando las estructuras con base en el
cristal del canal KcsA de Streptomyces lividam Estos resultados revelan propiedades
novedosas en la arquitectura y simetría del poro de los canales con dos dominios de poro
En primer lugar podemos señalar que las secuencias de los canales que se han
identificado, ninguno presenta triptofanos en la vecindad del poro y en ves de ellos hay
tirosinas y fenilalaninas próximas al filtro de selectividad, el cual alterna tirosinas o
fénilalaninas o leucinas en los filtros de selectividad 1 y 2 (Tabala 2)

Los canales con dos dominios de poro se asocian en dímeíos [Lesage, 2000]
Pensamos que al partir TOK1 (TOK1= 2 GLG + 2 GYG) y generar TOK1A y TOK1B,
que presentan cada uno de ellos una sola región formadora de poro, la dimerización se
pierde y se producen canales que se acoplan en homotetrámeros con filtros de
selectividad idénticos: TOK1A= 4 (GLG) y TOK1B=4 (GYG), Esto traería como una
consecuencia la perdida de la selectividad, ya que la simetría del poro de T0K1 es
diferente a las que se generan en los homotetrámenros de TOKIAy TOK1B

Proponemos que los canales generados en este estudio, potencialmente pueden
regenerar una selectividad por potasio si sustituimos por- mutación algunos de los
residuos involucrados en la selectividad por éste (basándonos en los trabajos de del cristal
de KcsA) y crear in vitro, canales altamente selectivos como se encuentran en la
naturaleza los canales con un solo dominio de poro (Figura 2)
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Tabla 2, Secuencias conservadas de las regiones P de los canales de potasio KcsA de batería y
Drkl de roedor, ambos con un dominio P; TWIK-1 y 2, TREK-1,TASK-1,2 y 3, y TRAAK de
humano; ORK-1 de Drosophila; y 36 genes homólogos clonados del genoma de C elegcms, todos
con 2 dominios de poro, El corchete delimita los canales mejor caracterizados Las cajas negras
muestran los residuos conservados y en la paite inferior de la tabla los residuos consenso Las
flechas indican el residuo central del filtro de selectividad
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Fig2 Alineamiento de la secuencia de poro de algunos canales de potasio de uno y dos domini
de poro Residuos variables en el filtro de selectividad en los canales de dos dominios de poro
KcsA y Shaker son canales altamente selectivos para el potasio y se agrupan en tetrámeros
mientras que TOKA, TOKB, TWIK1 y TWIK2 corresponden a las regiones de poro de lo
canales TOK1 y TWIK1 respectivamente Con las flechas se muestra los residuos qu
interaccionan (W-Y) para dar1 selectividad para potasio en KcsA y Shaker TOKA, TOKB
TWIK1 y TWIK2 muestran una probable interacción entre F-L y F-Y para seleccionar potasio
B muestra una relación entre el numero de canales clonados con dos dominios de poro y lo
residuos variables en el filtro de selectividad La proporción de canales que alternan Y en e
primer poro y P en el segundo es mayoritaria, es decir una tirosina y otro aromático, mientra
que en el caso opuesto; dos no aromáticos hasta el momento son inexistentes
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Por otra paite, pretendemos abordar' el tema de la dimerización en los canales de
dos dominios de poro.. En algunos de los miembros de la familia KCNK (2P/4TM) se ha
identificado un dominio de dimerización conocido como SED (self-interacting domain),
que parece ser una región importante pues, al eliminarla, no se registra actividad de canal
El dominio SED se encuentra localizado entre la región MI y Pl y no tiene similitud con
las secuencias homologas de los canales 1P/2TM o 1P/6TM En estos últimos, se sabe
que el dominio de tetramerización (TI), impide la formación de heterotetrámeros De
igual manera se ha determinado que la eliminación del TI produce canales funcionales
aunque con propiedades de inactivación distintas [Zerangue, 2000]

La región SDD comprende 44 residuos de aminoácidos formando una hélice
amfipática, que alterna residuos cargados con residuos no polares, Al alinear los canales
KCNK revelan una cisterna conservada en la posición 69, la cual se ha propuesto como
parte fundamental del dominio de dimerización por su capacidad de formar puentes
disulfuro entre las cadenas [Lesage, 2000] Sin embargo, se ha visto que el dominio SID
es muy variable en esta familia de canales y se cuestiona si realmente juega un papel
importante en la dimerización, ya que pudiera ser una región que una ligandos
extracelulares que regulen la actividad de los canales Por lo tanto, su eliminación
impediría que los canales tuvieran la capacidad de activarse

Consideramos que una buena aproximación para determinar la funcionalidad de
los canales con dos dominios de poro puede ser la clonación en tándem de monómeros de
canales Es decir, la clonación consecutiva de dos veces la secuencias (eliminando
previamente el codón de termino del primero) de TOK1 Lo que se espera de esta
construcción es que la expresión sea suficiente para que un canal se forme como un
dímero Mediante técnicas electrofisiológicas se podrá comparar la expresión del canal
silvestre y el dímero construido, Proponemos que la expresión de canales por esta vía,
conducirá a la formación de canales sin la necesidad de dominios de dimerización, al
plegarse sobre sí mismo Esta estructura tendría incluido los cuatro dominios
estructurales de poro que serian necesarios

TOK1, TOK1A y TOK1B muestran sensibilidad a pH extracelular

En el trabajo que presentamos, mostramos el papel que desempeña el pH
extracelular', Demostramos que tanto en el canal silvestre como a los generados in vitro,
la comente de entrada se incrementa al acidificar el medio extracelular, principalmente
en TOK1A y TOK1B, mientras que en TOK1 sólo es perceptible a pH de 5 Este
resultado lo hemos relacionado con la biología de la levadura que durante la
fermentación, el medio extracelular alcanza un pH hasta de 4,0 Esto favorece la
actividad de estos canales que complementan eficientemente la doble muíante (Atrkl,
Atrk 2) de levadura

Nosotros hemos comparado que tanto S cerevisiae y ovocitos de Xenopus, son
sistemas donde podemos hacer modificaciones del pH extracelular y estudiar el efecto
sobre la actividad de los canales A partir1 de estos estudios nosotros sugerimos que los
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canales pueden tener aminoácidos involucrados en la detección de cambios en la acidez
del medio extracelular, a manera de un sensor de pH

Se han propuesto probables sensores del pH en los canales KAT1 [Nakamura,
1997 #36], R0MK1 [Chanchevalap, 2000], Kir 5 1 [Tucker, 2000], que responden a los
cambios en la acidez intracelular Estos estudios han dado pauta para proponer que la
sensibilidad intracelular a pH, es un causa de rectificación en los canales rectificadores de
entrada y como una alternativa a otros mecanismos ya propuestos (Mg2+ y poíiaminas)
Por otra parte se ha publicado que TOK1 se inactiva por un decremento de pH
intracelular en un pKa de 6 5 [Lesage, 1996] Este fenómeno se ha propuesto como un
mecanismo de rectificación de salida en este canal

IASK-1 (KCNK3) es un canal que se inhibe por protones extracelular es a un pH
fisiológico [Lopes, 2000] TASK-3 es un canal que se expresa exclusivamente en el
cerebro del mamífero, Cuando se expresa en células HEK293 en la configuración de
canal único, genera una corriente rectificadora de entrada y la probabilidad de apertura se
incrementa notablemente con voltajes despolarizantes y con la eliminación de los
cationes divalentes del medio extracelular, Los estudios en ovocitos de Xenopus
revelaron que las corrientes rectificadoras de salida decrecen a UN pH extracelular bajo
La sustitución de la His-98 por una asparagina o por tirosina abate la sensibilidad al pH
[Rajan, 2000] Lo notable de estos resultados es que señalan a esta histidina como la
responsable de la sensibilidad al pH Dicha histidina se encuentra adyacente al filtro de
selectividad

A continuación se muestra la secuencia de poro de los canales que tienen dos
dominios de poros en tándem, los cuales son los candidatos principales para estudiar1 la
sensibilidad a pH
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De esta tabla podemos indicar que hay un consenso en la posición adyacente al
filtro de selectividad y que ahí se encuentran residuos con diferente pKa en la cadena
lateral La facilidad que presentan estos residuos para ionizarse al modificar el pH
extracelular, pone de manifiesto que en esta región se puede localizar1 un sensor de pH
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Para el caso de T0K1, proponemos que en esta región se encuentra una parte que
es capaz de responder1 al pH extracelular y que se detecta sobre todo al partir1 el canal y
generar T0K1A y I0K1B Por esta razón, la modificación de estos residuos nos
permitirá determinar- como los canales generados en este estudio pueden responder al pH
externo

Finalmente consideramos que hay una gama de posibilidades a estudiar a partir de
los canales generados en este estudio, quedando aún algunas preguntas por contestar y
cuya explicación cae mas en un terreno especulativo: ¿Cuál es el papel funcional del
canal T0K1 en la levadura? ¿Qué relevancia tiene el hecho que hasta el momento TOK1
sea el único canal clonado que presente 8 cruces transmembr anales?

En cuanto a la primera pregunta, la explicación más aceptada es la de un balance
de cargas durante el transporte de nutrientes al interior1 celular1 Sin embargo, algunos
estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio, han mostrado que tal vez este
canal pudiera tener un papel en la regulación del volumen celular Hasta el momento nos
preguntamos que tan factible puede ser esto ya que la levadura, como muchos hongos,
han mostrado que gran parte de los problemas de tonicidad celular la solucionan a través
de la presencia de la pared celular, sin lugar a duda una estructura importante que protege
a la célula de los cambios fuertes de osmolaridad, Pero queda abierta la posibilidad de
que T0K1 sea una proteína que regule el volumen, y que en realidad, la levadura no es
un sistema idóneo para estudiar este evento natural debido a las restricciones físicas que
representa la pared celular

La segunda pregunta puede tener más una explicación evolutiva si plantemos que
TOK1 es el ancestro común y que por divergencia evolutiva se generaron las familias
1P/6TM y 1P/2TM que se encuentran distribuidas ampliamente en los diferentes reinos
Sin embargo en las bacterias se encuentran canales pertenecientes a la familia 1P/2TM, y
que son evolutivamente más antiguas que el resto de los organismos unicelulares y
pluricelulares Por esta razón pensamos que los canales generados in vitro en este estudio,
pueden dar una explicación de cómo los canales pudieron divergir o converger y que
presiones ambientales tuvieron que suscitarse para que la separación o fusión de genes se
concretara

T0K1 ha demostrado ser un buen modelo para estudiar1 algunos aspectos básicos
de los canales iónicos tales como la conducción, permeación y selectividad iónica, así
como los motivos estructurales presentes en las familias de canales Es probable que
todos los canales clonados de la familia KCNK (que presentan una estructura básica de
2P/4TM) así como los canales ortólogos en otras especies, pudieran tener un ancestro
común Pensamos que la eliminación de los primeros 4 cruces transmembr anales de
TOK1, que no tienen una función estructural aparente, dará como resultado un canal
funcional y con propiedades cinéticas de selección iónica similares a las del canal
completo, ya que los eventos importantes de selección y permeación se dan en un sitio
más conservado de la proteína Si los resultados nos muestran lo contrario estudiaremos
el papel de dichos segmentos en la estabilidad del canal en la membrana
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Las propiedades estudiadas hasta ahora, demuestran que tanto T0K1A como
TOK1B generan canales iónicos funcionales que complementan la mutante de levadura
Atrkl, Atrk2 La permeabilidad y la selectividad en cada uno de ellos es diferente a el
canal completo.. Esto lo basamos en el hecho de que las corrientes generadas por cada uno
de los dominios son catiónicas no selectivas activadas por1 hiperpolarización; es decir; se
activan a voltajes muy negativos produciendo comentes iónicas de entrada a la célula, a
diferencia del canal completo T0K1 que produce comentes de salida selectivas a potasio
activadas por despolarización,

En retrospectiva, el cambio de selectividad que se observa al partir el canal
I OKI, muy probablemente se debe a que en los canales con dos dominios de poro en
tándem, existe una secuencia especial de aminoácidos posiblemente compartida por
ambos dominios de poro y esta confiere una geometiía especifica de selectividad para
potasio Esto lo basamos en el hecho de que al co-expresar T0K1A y TOK1B en una
misma célula, se recupera la selectividad e incluso la propiedad de rectificación saliente,
principales características del canal T0K1 Los experimentos de co-expresión revelan
que la reestructuración del poro se da y se recuperan las propiedades cinéticas y de
selectividad

En resumen, la partición del canal TOK1 y la expresión y caracterización de cada
uno de los fragmentos por1 separado y en combinación, abre nuevas posibilidades para
estudiar problemas de selectividad y de estructuración, aun desconocidos en las canales
de potasio con dos regiones de poro en tándem
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APÉNDICE

La técnica de fijación de voltaje

Los estudios de potencial de acción establecieron importantes conceptos sobre el
movimiento de iones, Como una consecuencia se dio el desarrollo de bases cuantitativas
para procedimientos experimentales y la medición de comente iónicas (Marmont 1949;
Colé 1949 y Hodgkín, Huxley y Katz 1949,1952) El método que se conoce actualmente
como fijación de voltaje (yoltage-clamp), ha sido la técnica biofísica más utilizada para el
estudio de canales iónicos por mas de 50 años La idea es sencilla, la fijación de voltaje
es una medida para controlar el potencial a través de las membranas aplicando voltaje y
midiendo la comente que se produce

Fijación de voltaje con dos electrodos en ovocitos (two-electrodes
voltaje clamp)

Cuando se quiere hacer fijación de voltaje en registros de célula entera, es esencial
que el voltaje se fije rápidamente para asegurar un estudio adecuado de la cinética de
canales Se sabe que grandes áreas de membrana (y por lo tanto la capacitancia) como la
de los ovocitos, requieren de largo tiempo (esto es relativo) para poder fijar
adecuadamente el voltaje de la membrana a un potencial designado Una forma de
resolver este problema es hacer una fijación lápida de voltaje mediante el uso de dos
electrodos {two-electrode voltaje clamp, TEVC) En registros electrofisiológicos típicos
con TEVC, uno de los electrodos (el electrodo de voltaje) es utilizado para registrar el
potencial de membrana instantáneo en relación con la tierra del baño, y el segundo
(electrodo de corriente) pasa suficiente corriente para mantener el voltaje fijado
previamente Esto se ejecuta usando un circuito de retroalimentación {feedback circuit)
el cual es el principal componente en la fijación de voltaje, La corriente inyectada a
través del electrodo de comente mantiene el potencial que es proporcional a la corriente
que fluye a través de los canales de la membrana De este modo, es posible el registro de
las corrientes que pasan por el electrodo de comente, como una medida de la actividad
del canal

IEVC es un método de registro electrofisiológico que es bastante estable Por1

ejemplo, las células en registro son capaces de tolerar1 cambios de la solución externa por
perfusión Esta puede ser por gravedad y con una pipeta de succión se pude regular el
nivel de la solución Por este método se puede también someter1 a las células en
experimentación a soluciones extracelulares que contengan bloqueadores y moléculas
con actividad farmacológica que puedan atravesar1 la membrana plasmática Mientras se
registra es posible inyectar1 con un electrodo intracelular segundos mensajeros o
inhibidores de canales

Los electrodos utilizados en TEVC en ovocitos están elaborados con capilares de
vidrio y son llenados con una solución que contiene 1 a 3 M de KC1, eso hace que los
electrodos sean capaces de mantener1 un contacto eléctrico entre el lado interno de la



pipeta y la solución intracelular Típicamente el diámetro de la punta del electrodo tiene
un diámetro entre 1 y 5 um y dependiendo de la solución que se use, la resistencia varia
de 0 3 a 1.0 M i l El contacto de la solución que llena el electrodo esta dada por1 un
alambre de Ag-AgCl (electrodo de plata clorinado) Si la resistencia del electrodo no
varia mucho después de hacer una serie experimental, puede ser rehusado con uno o más
ovocitos Los electrodos pueden ser llenados bajo presión negativa con una jeringa
Dependiendo del tipo de experimento (con respecto a la duración del mismo), la
concentración de la solución de KC1 debe de variar

La técnica de fijación de voltaje en parche {patch clamp)

La primera medición de canales unitarios en membranas biológicas fue hecha por
Neher y Sakmann presionando pipetas de vidrio contra la superficie de músculo limpia
(Sakmann & Neher 1983, Neher & Sakmann 1986) De esta forma fueron ellos los
primeros en medir la corriente eléctrica que pasa a través de un receptor de acetilcolina
La relación señal a ruido mejoro en ordenes de magnitud cuando Neher y Sakmann
descubrieron e.l "gigasello" Este se produce cuando se le aplica succión a la pipeta que
esta en contacto con la membrana dando origen a las diferentes modalidades de la técnica
fijación de voltaje en parches o en ingles Patch Clamp,

La técnica de patch clamp requiere que la membrana a estudiar, este limpia de
tejidos adyacentes Una pipeta de vidrio (pipeta de patch clamp) con un orificio en la
punta del orden de un micrómetro de diámetro a la que se le pule la punta con calor, se
acerca a la superficie celular y después de hacer1 contacto, se aplica una ligera presión
negativa al interior de la pipeta (sello), lo que hace que parte de la superficie de la
membrana se invagine en la pipeta Esto produce una unión entre la membrana y !a
superficie del vidrio aumentando significativamente la resistencia deí sello del orden de
megaohms (106) a valores entre 10 y 100 gigaohms (109), Este proceso permite un
aislamiento perfecto entre la región de la membrana circunscrita por la pipeta del resto de
la membrana haciéndose posible registrar la comente de un canal aislado Se debe de
tener en cuenta que para hacer esta técnica electrofisiológica, el amplificar al cual estará
conectada la pipeta sea de muy bajo ruido para que puedan ser1 distinguibles la corriente
del canal unitario del ruido de fondo (Sakmann & Neher 1983)

Cuando exista un solo canal en la membrana aislada, la corriente que se mida será
la corriente unitaria y que puede modificarse a voluntad si nosotros variamos el voltaje
Esta propiedad nos brinda la posibilidad de estudiar un solo canal bajo condiciones de
potencial de membrana controlado a micro escala,

La técnica de patch clamp tiene la capacidad de modificarse (cambio
metodológico o de conformación), de tal manera que podemos estudiar un solo canal de
una manera aislada y escindida La unión del vidrio de la pipeta; como se mencionaba
con anterioridad, produce sellos de alta resistencia Esta condición permite la posibilidad
de que cuando se retira la pipeta bruscamente, se pueda aislar un fragmento de la
membrana adosado a la pipeta dejando el resto de la célula atrás En este caso, es posible
aplicar una diferencia de potencial a este pedazo de membrana que se encuentra
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completamente aislado e incluso se puede cambiar la solución al lado interno de la
membrana, Esta configuración se le conoce con el nombre de el lado interno hacia afuera
(imide-out) Otra posibilidad de conformación de la técnica de patch clamp es que una
vez que se ha establecido el sello de alta resistencia se le aplique una tuerte succión o se
aplica un potencial elevado, siendo posible romper la membrana y obtener una
comunicación con el interior de la célula Esta configuración se conoce como célula
completa (whole cell) Si ahora se retira la pipeta es posible llevar membrana plasmática
adosada a la pipeta, que al estirarse en exceso, se estrecha y finalmente se rompe
quedando el exterior hacia afuera generándose la configuración exterior hacia fuera
iputüde-ouí)

El sistema de expresión en ovocitos de Xenopus laevis

El uno de los objetivos de la electrofisiología es entender los mecanismos
moleculares por los cuales los iones pasan a través de los canales Particularmente como
son sus mecanismos de activación y de inactivación, los de permeación y regulación Este
tipo de experimentos se ven restringidos por carecer de un modelo experimental
apropiado La mayoría de las células que se utilizan para estudios electrofisiológicos
expresan una variedad de canales endógenos, lo cual dificulta el estudio por expresión
heteróloga de un solo tipo de canal aislado Este problema puede ser parcialmente
resuelto utilizando soluciones que contengan bloqueadores y iones que no pasen por los
canales endógenos y así aislar1 el canal que se exprese Otro problema con el que se puede
enfrentar es la incapacidad de modificar artificial y sistemáticamente el gen que codifica
para el canal en células intactas, excluyéndose la caracterización de la estructura-función
Por lo tanto, es necesario contar1 con un sistema donde la célula exprese conductancias
endógenas pequeñas y en el cual un canal pueda ser estudiado por sobre expresión
heteróloga,

El sistema de expresión de Xenopus consiste en aislar células gaméticas de
hembras de X, laevis, las cuales después de un tratamiento suave con colagenaza son
inyectadas con RNAm que codifique para canales iónicos que nos interesen, Algunas de
las ventajas que ofrece este sistema son:
a) Es relativamente sencillo aislar un gran numero de células viables a partir de una sola

rana donadora, Estas células pueden ser removidas por cirugía sin tener que sacrificar
al animal, De este modo, una sola rana puede ser usada varias veces

b) Las células aisladas pueden durar poco más de una semana in vitro Las células
pueden permitir varios empalamientos de microelectrodos y pipetas de inyección
Además, es relativamente fácil mantener las células una vez aisladas

c) Los ovocitos de Xenopus son de gran tamaño (> a 1 mm de diámetro), lo cual hace
fácil su manipulación, Esto permite de manera sencilla inyectar RNAm o DNA en el
núcleo, o componentes químicos dentro de la célula

d) Los ovocitos expresan pocos canales endógenos Estos formarán parte como una
pequeña fracción de la corriente expresada

Los ovocitos de Xenopus se han utilizado para hacer la traducción in vivo de
RNAm de proteínas asociadas con la membrana plasmática, con las modificaciones pot-
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traduccionales conectas, Por su paite, las técnicas de ingeniería genética permiten, por
mutagénesis dirigida, la modificación de los RNAm que codifican para proteínas
relacionadas con la membrana y así poder estudia la relación estructura-función de la
proteína

El sistema tiene sus limitaciones Las modificaciones pot-traduccionales pueden
ser1 diferentes comparándolas con las células de mamífero, lo cual puede resultar en
proteínas con propiedades alteradas Es imposible diseñar experimentos a temperaturas
mas elevadas que la ambiente, Hay que recordar que Xenopus es un anfibio No obstante,
de estas limitaciones los ovocitos son un sistema conveniente de expresión De hecho,
solo ciertos experimentos son posibles in ovocitos

Aislamiento de ovocitos por cirugía e inyección de RNAm
Xenopus laevis pertenece a la familia Pipidae Esta especie es endémica del

sureste de África y en el laboratorio puede vivir hasta 15 años La rana es acuática y si es
removida del agua por varias horas, puede morir por desecación Hasta 15 ranas pueden
estar en el mismo acuario Los ovocitos pueden ser1 removidos por cirugía sin tener que
sacrificar1 al animal Para hacer la cirugía primero hay que seleccionar a una rana que
tenga al menos 4 semanas sin que se le haya hecho cirugía La rana es transferida a un
baño que contenga un anestésico (por ejemplo, ácido 3-aminobenzoico etil ester), el cual
absorberá por la piel, Alrededor de 20-30 minutos es suficiente Una alternativa para
anestesiar a la rana en transferirla a un baño de hielo, donde el metabolismo de la rana
bajara lentamente hasta alcanzar la inconciencia Una vez anestesiada la rana, es colocada
con el dorso hacia abajo en una cama de hielo donde permanecerá durante la cirugía Se
le practica una pequeña incisión abdominal subyacente a la fascia, Paite de los ovarios
pueden ser sacados y se puede observara que empaqueta muchos ovocitos Se toman
algunos y el resto son regresados a la cavidad abdominal y finalmente la escisión es
suturada, La rana se transfiere a un contenedor de agua libre de anestésico para su
recuperación

Los ovocitos extraídos del ovario consisten en varias células unidas por tejido
conectivo Para la inyección de RNAm y registros electrofísiológicos, es necesario aislar
los ovocitos uno por uno Posteriormente son colocados en una solución de colagenaza
(Img/ml) a temperatura ambiente por una hora aproximadamente (el tiempo dependerá
de la cantidad de ovocitos que se estén tratando) Es necesario estar revisando la
digestión con colagenaza, hasta que se alcance la ruptura del tejido conectivo y se
encuentren los ovocitos aislados Después del tratamiento con colagenaza, son
seleccionadas bajo un microscopio las células que se encuentren sanas y se transfieren a
una incubadora con una temperatura de 19° C (para la expresión óptima) Las células
sanas tienen apariencia esférica lisa, con un color café obscuro homogéneo (polo animal),
y uno blanco (polo vegetal)

Finalmente los ovocitos son inyectados con RNAm que codifique para la proteína
que nos interese estudiar, Aproximadamente 50 ni de agua estéril que contenga entre 0 5
- 5 ng/nl, es inyectada por ovocito, Esto se hace a través de una pipeta de inyección
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controlado por un microinyector acoplado a un micromanipulador Después de la
inyección, los ovocitos son incubados por 2 a 4 días para la expresión

Bibliografía:
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APÉNDICE

La técnica de fijación de voltaje

Los estudios de potencial de acción establecieron importantes conceptos sobre el
movimiento de iones, Como una consecuencia se dio el desarrollo de bases cuantitativas
para procedimientos experimentales y la medición de comente iónicas (Marmont 1949;
Colé 1949 y Hodgkín, Huxley y Katz 1949,1952) El método que se conoce actualmente
como fijación de voltaje (yoltage-clamp), ha sido la técnica biofísica más utilizada para el
estudio de canales iónicos por mas de 50 años La idea es sencilla, la fijación de voltaje
es una medida para controlar el potencial a través de las membranas aplicando voltaje y
midiendo la comente que se produce

Fijación de voltaje con dos electrodos en ovocitos (two-electrodes
voltaje clamp)

Cuando se quiere hacer fijación de voltaje en registros de célula entera, es esencial
que el voltaje se fije rápidamente para asegurar un estudio adecuado de la cinética de
canales Se sabe que grandes áreas de membrana (y por lo tanto la capacitancia) como la
de los ovocitos, requieren de largo tiempo (esto es relativo) para poder fijar
adecuadamente el voltaje de la membrana a un potencial designado Una forma de
resolver este problema es hacer una fijación lápida de voltaje mediante el uso de dos
electrodos {two-electrode voltaje clamp, TEVC) En registros electrofisiológicos típicos
con TEVC, uno de los electrodos (el electrodo de voltaje) es utilizado para registrar el
potencial de membrana instantáneo en relación con la tierra del baño, y el segundo
(electrodo de corriente) pasa suficiente corriente para mantener el voltaje fijado
previamente Esto se ejecuta usando un circuito de retroalimentación {feedback circuit)
el cual es el principal componente en la fijación de voltaje, La corriente inyectada a
través del electrodo de comente mantiene el potencial que es proporcional a la corriente
que fluye a través de los canales de la membrana De este modo, es posible el registro de
las corrientes que pasan por el electrodo de comente, como una medida de la actividad
del canal

IEVC es un método de registro electrofisiológico que es bastante estable Por1

ejemplo, las células en registro son capaces de tolerar1 cambios de la solución externa por
perfusión Esta puede ser por gravedad y con una pipeta de succión se pude regular el
nivel de la solución Por este método se puede también someter1 a las células en
experimentación a soluciones extracelulares que contengan bloqueadores y moléculas
con actividad farmacológica que puedan atravesar1 la membrana plasmática Mientras se
registra es posible inyectar1 con un electrodo intracelular segundos mensajeros o
inhibidores de canales

Los electrodos utilizados en TEVC en ovocitos están elaborados con capilares de
vidrio y son llenados con una solución que contiene 1 a 3 M de KC1, eso hace que los
electrodos sean capaces de mantener1 un contacto eléctrico entre el lado interno de la



pipeta y la solución intracelular Típicamente el diámetro de la punta del electrodo tiene
un diámetro entre 1 y 5 um y dependiendo de la solución que se use, la resistencia varia
de 0 3 a 1.0 M i l El contacto de la solución que llena el electrodo esta dada por1 un
alambre de Ag-AgCl (electrodo de plata clorinado) Si la resistencia del electrodo no
varia mucho después de hacer una serie experimental, puede ser rehusado con uno o más
ovocitos Los electrodos pueden ser llenados bajo presión negativa con una jeringa
Dependiendo del tipo de experimento (con respecto a la duración del mismo), la
concentración de la solución de KC1 debe de variar

La técnica de fijación de voltaje en parche {patch clamp)

La primera medición de canales unitarios en membranas biológicas fue hecha por
Neher y Sakmann presionando pipetas de vidrio contra la superficie de músculo limpia
(Sakmann & Neher 1983, Neher & Sakmann 1986) De esta forma fueron ellos los
primeros en medir la corriente eléctrica que pasa a través de un receptor de acetilcolina
La relación señal a ruido mejoro en ordenes de magnitud cuando Neher y Sakmann
descubrieron e.l "gigasello" Este se produce cuando se le aplica succión a la pipeta que
esta en contacto con la membrana dando origen a las diferentes modalidades de la técnica
fijación de voltaje en parches o en ingles Patch Clamp,

La técnica de patch clamp requiere que la membrana a estudiar, este limpia de
tejidos adyacentes Una pipeta de vidrio (pipeta de patch clamp) con un orificio en la
punta del orden de un micrómetro de diámetro a la que se le pule la punta con calor, se
acerca a la superficie celular y después de hacer1 contacto, se aplica una ligera presión
negativa al interior de la pipeta (sello), lo que hace que parte de la superficie de la
membrana se invagine en la pipeta Esto produce una unión entre la membrana y !a
superficie del vidrio aumentando significativamente la resistencia deí sello del orden de
megaohms (106) a valores entre 10 y 100 gigaohms (109), Este proceso permite un
aislamiento perfecto entre la región de la membrana circunscrita por la pipeta del resto de
la membrana haciéndose posible registrar la comente de un canal aislado Se debe de
tener en cuenta que para hacer esta técnica electrofisiológica, el amplificar al cual estará
conectada la pipeta sea de muy bajo ruido para que puedan ser1 distinguibles la corriente
del canal unitario del ruido de fondo (Sakmann & Neher 1983)

Cuando exista un solo canal en la membrana aislada, la corriente que se mida será
la corriente unitaria y que puede modificarse a voluntad si nosotros variamos el voltaje
Esta propiedad nos brinda la posibilidad de estudiar un solo canal bajo condiciones de
potencial de membrana controlado a micro escala,

La técnica de patch clamp tiene la capacidad de modificarse (cambio
metodológico o de conformación), de tal manera que podemos estudiar un solo canal de
una manera aislada y escindida La unión del vidrio de la pipeta; como se mencionaba
con anterioridad, produce sellos de alta resistencia Esta condición permite la posibilidad
de que cuando se retira la pipeta bruscamente, se pueda aislar un fragmento de la
membrana adosado a la pipeta dejando el resto de la célula atrás En este caso, es posible
aplicar una diferencia de potencial a este pedazo de membrana que se encuentra
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completamente aislado e incluso se puede cambiar la solución al lado interno de la
membrana, Esta configuración se le conoce con el nombre de el lado interno hacia afuera
(imide-out) Otra posibilidad de conformación de la técnica de patch clamp es que una
vez que se ha establecido el sello de alta resistencia se le aplique una tuerte succión o se
aplica un potencial elevado, siendo posible romper la membrana y obtener una
comunicación con el interior de la célula Esta configuración se conoce como célula
completa (whole cell) Si ahora se retira la pipeta es posible llevar membrana plasmática
adosada a la pipeta, que al estirarse en exceso, se estrecha y finalmente se rompe
quedando el exterior hacia afuera generándose la configuración exterior hacia fuera
iputüde-ouí)

El sistema de expresión en ovocitos de Xenopus laevis

El uno de los objetivos de la electrofisiología es entender los mecanismos
moleculares por los cuales los iones pasan a través de los canales Particularmente como
son sus mecanismos de activación y de inactivación, los de permeación y regulación Este
tipo de experimentos se ven restringidos por carecer de un modelo experimental
apropiado La mayoría de las células que se utilizan para estudios electrofisiológicos
expresan una variedad de canales endógenos, lo cual dificulta el estudio por expresión
heteróloga de un solo tipo de canal aislado Este problema puede ser parcialmente
resuelto utilizando soluciones que contengan bloqueadores y iones que no pasen por los
canales endógenos y así aislar1 el canal que se exprese Otro problema con el que se puede
enfrentar es la incapacidad de modificar artificial y sistemáticamente el gen que codifica
para el canal en células intactas, excluyéndose la caracterización de la estructura-función
Por lo tanto, es necesario contar1 con un sistema donde la célula exprese conductancias
endógenas pequeñas y en el cual un canal pueda ser estudiado por sobre expresión
heteróloga,

El sistema de expresión de Xenopus consiste en aislar células gaméticas de
hembras de X, laevis, las cuales después de un tratamiento suave con colagenaza son
inyectadas con RNAm que codifique para canales iónicos que nos interesen, Algunas de
las ventajas que ofrece este sistema son:
a) Es relativamente sencillo aislar un gran numero de células viables a partir de una sola

rana donadora, Estas células pueden ser removidas por cirugía sin tener que sacrificar
al animal, De este modo, una sola rana puede ser usada varias veces

b) Las células aisladas pueden durar poco más de una semana in vitro Las células
pueden permitir varios empalamientos de microelectrodos y pipetas de inyección
Además, es relativamente fácil mantener las células una vez aisladas

c) Los ovocitos de Xenopus son de gran tamaño (> a 1 mm de diámetro), lo cual hace
fácil su manipulación, Esto permite de manera sencilla inyectar RNAm o DNA en el
núcleo, o componentes químicos dentro de la célula

d) Los ovocitos expresan pocos canales endógenos Estos formarán parte como una
pequeña fracción de la corriente expresada

Los ovocitos de Xenopus se han utilizado para hacer la traducción in vivo de
RNAm de proteínas asociadas con la membrana plasmática, con las modificaciones pot-
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traduccionales conectas, Por su paite, las técnicas de ingeniería genética permiten, por
mutagénesis dirigida, la modificación de los RNAm que codifican para proteínas
relacionadas con la membrana y así poder estudia la relación estructura-función de la
proteína

El sistema tiene sus limitaciones Las modificaciones pot-traduccionales pueden
ser1 diferentes comparándolas con las células de mamífero, lo cual puede resultar en
proteínas con propiedades alteradas Es imposible diseñar experimentos a temperaturas
mas elevadas que la ambiente, Hay que recordar que Xenopus es un anfibio No obstante,
de estas limitaciones los ovocitos son un sistema conveniente de expresión De hecho,
solo ciertos experimentos son posibles in ovocitos

Aislamiento de ovocitos por cirugía e inyección de RNAm
Xenopus laevis pertenece a la familia Pipidae Esta especie es endémica del

sureste de África y en el laboratorio puede vivir hasta 15 años La rana es acuática y si es
removida del agua por varias horas, puede morir por desecación Hasta 15 ranas pueden
estar en el mismo acuario Los ovocitos pueden ser1 removidos por cirugía sin tener que
sacrificar1 al animal Para hacer la cirugía primero hay que seleccionar a una rana que
tenga al menos 4 semanas sin que se le haya hecho cirugía La rana es transferida a un
baño que contenga un anestésico (por ejemplo, ácido 3-aminobenzoico etil ester), el cual
absorberá por la piel, Alrededor de 20-30 minutos es suficiente Una alternativa para
anestesiar a la rana en transferirla a un baño de hielo, donde el metabolismo de la rana
bajara lentamente hasta alcanzar la inconciencia Una vez anestesiada la rana, es colocada
con el dorso hacia abajo en una cama de hielo donde permanecerá durante la cirugía Se
le practica una pequeña incisión abdominal subyacente a la fascia, Paite de los ovarios
pueden ser sacados y se puede observara que empaqueta muchos ovocitos Se toman
algunos y el resto son regresados a la cavidad abdominal y finalmente la escisión es
suturada, La rana se transfiere a un contenedor de agua libre de anestésico para su
recuperación

Los ovocitos extraídos del ovario consisten en varias células unidas por tejido
conectivo Para la inyección de RNAm y registros electrofísiológicos, es necesario aislar
los ovocitos uno por uno Posteriormente son colocados en una solución de colagenaza
(Img/ml) a temperatura ambiente por una hora aproximadamente (el tiempo dependerá
de la cantidad de ovocitos que se estén tratando) Es necesario estar revisando la
digestión con colagenaza, hasta que se alcance la ruptura del tejido conectivo y se
encuentren los ovocitos aislados Después del tratamiento con colagenaza, son
seleccionadas bajo un microscopio las células que se encuentren sanas y se transfieren a
una incubadora con una temperatura de 19° C (para la expresión óptima) Las células
sanas tienen apariencia esférica lisa, con un color café obscuro homogéneo (polo animal),
y uno blanco (polo vegetal)

Finalmente los ovocitos son inyectados con RNAm que codifique para la proteína
que nos interese estudiar, Aproximadamente 50 ni de agua estéril que contenga entre 0 5
- 5 ng/nl, es inyectada por ovocito, Esto se hace a través de una pipeta de inyección
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controlado por un microinyector acoplado a un micromanipulador Después de la
inyección, los ovocitos son incubados por 2 a 4 días para la expresión
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