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RESUMEN

En esta tesis se reporta el aislamiento, caracterizacion y determinacion de la secuencia
nucleotidica de dos clonas de cDNA que codifican para sendas toxinas del veneno del
alacran Centruroides noxius Hoffmann alin no reportadas por secuencia directa de
aminodcidos. También se reporta la edicién por técnicas de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), de uno de esos cDNAs y su clonacion en un vehiculo de expresidn

con ¢l objeto de generar toxinas funcionales por técnicas de biologia molecular.



PRESENTACION

El propdsito de esta tesis fue el hacer una contribucién al conocimiento de la biologia
molecular de las toxinas del alacran Centruroides noxius Hoffmann como parte de un
proyecto mas amplio relacionado con el estudio de la relacion estructura-funcion de
dichas toxinas. La contribucion de la parte de biologia molecular se centra en la
caracterizacion de los genes que codifican para estas toxinas, expresién de genes tanto
silvestres como mutantes para entonces ensayar sus productos en los modelos
bioldégicos adecuados. Esto nos permitird correlacionar los cambios estructurales
introducidos, con la especificidad y/o toxicidad de dichas toxinas.

En esta tesis se presenta primero &l marco tedrico y antecedentes que sirvieron de base
para elaborar este proyecto. Se anexa una copia de un articulo publicado en la revista
Gene en el cual se incluyen los datos relativos a la clonacién y determinacién de la
secuencia nucleotidica de las clonas de cDNA antes mencionadas y que fueron
denominadas Cngtl y Cngtll. En la parte de metodologia solo se presentan los datos
referentes a un ensayo adicional que no se planteé al inicio de esta tésis y que
corresponde a la edicién, clonacién y expresién del gene Cngiil. En la discusion y

conclusiones se trata de conjuntar ambos grupos de datos.
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I INTRODUCCION

Aun cuando el nimero de especies del orden scorpiones es muy grande
{aproximadamente 800) solo unas 50 especies de la familia Buthidae pueden
considerarse peligrosas al hombre. Estas especies penenecen a los géneros
Androctonus, Buthus, Leiurus, Parabuthus, Mescbuthus en Africa y Medio Orients,
Centruroides en México y sur de Estados Unidos y Tityus en America del Sur (Keegan
1980). Se sabe que la actividad toxica de los venenos de alacrédn es debida a la
presencia de pequefios péptidos bdsicos de cadena sencilla que se encuentran
estabilizados mediante puentes disulfuro. También se sabe que el veneno de cada
especie de alacrdn contiene una serie de estas proteinas neurotéxicas, las cuales
presentan diferencias en la composicidn de aminodcidos y en el grado de toxicidad que
exhiben hacta las diferentes especies animales (Babin et al, 1974). Se han realizado
numerosos trabajos enfocados a la purificacién y caracterizacién de estas toxinas (Zlotkin
et al., 1978, Possani 1984). Las toxinas encontradas en estos venenos se han dividido
en dos grupos de acuerdo a la longitud de su cadena peptidica {Possani 1984, Zamudio
et al., 1992, Ménez et al.,, 1992). En el primer grupo se encuentran toxinas de cadena
larga con 60-70 residuos de aminodcidos, 4 puentes disulfuro y son toxinas que sé unen
al canal de Na* de células excitables. En el segundo grupo se encuentran péptidos de
cadena corta con 37-39 residuos de aminodcidos con 3 puentes disulfuro y que modifican
canales de K*. Atendiendo a su mecanismo de accién y al sitio de pegado al canal, las
toxinas de cadena larga se dividen en dos tipos: ay B (Jover et al., 1980, Couraud et af.,

1982, Couraud y Jover 1984). Las toxinas tipo o se unen, de manera dependiente del



voltaje, al sitio de pegado No. 3 del canal dz_a sodio y afectan la inactivacion del mismo.
Las toxinas tipo B se unen al sitio de pegado No. 4 del canal de sodio, de manera
independiente del voltaje, afectando la activacién.

Al hacer alineamientos de las secuencias primarias de estas toxinas se puede observar
que mantienen varias caracteristicas en comdn, como son la misma localizacién general
de los residuos cisteina, un patrén similar de puentes disulfuro y la localizacién de
algunos residuos invariantes o conservados (Fontecilla-Camps et al., 1980). Respecto
a la estructura tridimensional los trabajos de dicroismo circular, resonancia magnética
nuclear y cristalografia de rayos-X han permitido proponer la conservacion de un marco
estructural para todas las toxinas de alacran, independientemente de su tamafo
(Fontecilla-Camps et al,, 1980, Almassy et al., 1983, Loret et al, 1990, Bontems et al.,
1991). La conservacidn de este marco estructural se mantiene aun en ciertas toxinas
contra insectos que presentan un puente disulfuro atipico (Fontecilla-Camps 1988).

E! interés por el estudio de las toxinas de alacrédn, que en sus inicios fue motivado sdélo
por el aspecto médico, se ha incrementado en funcidn de que dichas toxinas han
resultado ser herramientas fundamentales en el estudio de la relacién estructura-funcion
de los canales idnicos asi como su caracterizacion y aislamiento (Fontecilla-Camps et al.,
1980, Couraud y Jover 1984, Possani 1984, Blaustein et al, 1991). Ademds presentan
ciertas caracteristicas como: tamafio pequefio, alta estabilidad, selectividad y
especificidad que las perfilan como proteinas modelo para e! estudio de la relacion
estructura-funcién pues nos ofrecen la posibilidad de introducir nuevas funciones bajo un

mismo tema estructural (Zlotkin et al, 1978, Ménez et al., 1992).



Il ANTECEDENTES

11.1.- Al iniciarse el presente trabajo el grupo del Dr. Baltazar Becerril contaba ya con un
banco de cDNAs, del alacran Centruroides noxius Hoffmann, el cual fué construido en
el fago gt11 aprovechando su alta eficiencia de empaquetamiento in vitro de DNA como
un método para introducir los genes de las toxinas del veneno de este alacrdn a una
cepa de E. coli. Se utilizaron aproximadamente 800 glandulas de organismos 7 dias
después de la extraccion del veneno, tiempo necesario para la regeneraciéon de las
células glandulares, concomitante con un importante incremento de la concentracion de
mRNA que codifica para las toxinas.

Se contaba también con la secuencia nucleotidica de la clona Cngtl la cual se obtuvo de
una busqueda en la que se utilizé como sonda un oligonucledtido disefiado a partir de
la regidn carboxilo de la toxina 11.9.2.2 (residuos 42-48) cuya secuencia primaria habia
sido determinada por el grupo del Dr. Possani (Possani et al,, 1981). Dicha clona se
encuentra truncada y codifica para la regién carboxilo de una proteina del rasiduo Cis
25 al Ser 66 los cuales presentan una alta similitud ( 40 de 41 residuos son idénticos)
con la regién equivalente de la variante 3 del alacran C. sculpturatus Ewing ( CsEv3

)(Fig.# 1), cuya secuencia de aminoacidos se conocce (Babin et al., 1974).

I.2.- En el veneno de C. sculpturatus se han encontrado varias toxinas, algunas muy
potentes contra verebrados como son las toxinas [, II, Il y IV, asi como tres toxinas
denominadas variantes 1, 2 y 3 las cuales presentan una baja actividad contra insectos

y aun mds baja contra vertebrados (Babin et al, 1974). Esta minima toxicidad en



1 10 20 30 40 50 60

CsEv3 KEGYLVKKSDGSKYGCLKLGENEGCDTECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLPESTPTYPLPNKSC

* Kk F ok ko

CngtI CDKECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLPESTPTYPLPNKSCGRK

I1-9.2.2 KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQGYKGAGGYCYAFACWCTHLYEQAIVWPLPNKRCS

* ok ok ok kKK

Fig.# 1 Comparacion de la secuencia de aminoacidos de las toxinas CsEv3 y 11-9.2.2 con la secuencia deducida a partir
de la secuencia nucleotidica de la clona Cngtl. Utilizando las cisteinas como punto de alineamiento. Las asteriscos marcan
las regiones para la cual se disefiaron los oligos.



vertebrados las hace buenos candidatos para los ensayos de proteccion en mamiferos.
Con respecto a su estructura, las variantes fueron consideradas toxinas 8 sin embargo

los ensayos electrofisioldgicos mostraron que su mecanismo de accién es tipo o (Meves
et al,, 1984).

El aspecto mas importante de la toxina CsEv3 es que su estructura tridimensional ha sido
determinada (Fontecilla-Camps et al., 1980, Almassy et al., 1983) mediante cristalografia
de rayos-X, de alta resolucién (1.8 A). Los rasgos més prominentes de la estructura

secundaria (Fig.# 2) son: dos y media vueltas de hélice o que incluye del residuo 23 al

31, una corta ldamina B plegada de 3 hebras antiparalelas que comprenden del residuo
1 al 4, del 37 al 41 y de! 46 al 50. La ldmina B plegada corre aproximadamente paralela

a la hélice o y ambas se conectan mediante dos puentes disulfuro de las cisteinas 25

a la 46 y de la 29 a la 48. Cerca de esta regién se encuentra un tercer puente disulfuro
que se forma entre las cisteinas 16 y 41. Ademds la molécula presenta tres vueltas

reversas que incluyen los residuos 31 a 34, 42 a 45 y 52 a 55.

11.3.- Al momento de iniciar este trabajo existia ya un reporte sobre clonacién y expresién
de toxinas de alacran. En dicho trabajo (Bougis et al, 1989) parten de un banco de
cDNAs del alacran nortealricano Androctonus australis Hector para aislar una serie de
cDNAs que codifican para 6 toxinas diferentes, 4 contra mamiferos y 2 contra insectos.
Este fue el primer trabajo que mostrd la existencia de precursores para las toxinas de
alacran y sugiere un posible procesamiento de estos precursores para llegar al péptido
maduro.

Logran la expresién de una toxina biolégicamente activa, en células COS-7. Sin embargo

mencionan que la cantidad de proteina obtenida sélo permitié hacer el ensayo biolégico



Fig.# 2 Representacién esquematica de la estructura de la toxina CsEv3. La hélice-a
se representa como un cilindro; las tres hebras antiparalelas de la lamina B plegada se
representan por medio de flechas y los puentes disuifuro estan representados por las
barras negras. N= extremo amino y C= extremo carboxilo.



y no fué posible hacer la caracterizacién de la proteina recombinante.

{l.4.- Por Qltimo, otro dato que apoyaba la viabilidad de este proyecto fue la distribucion
del género Centruroides (Fig.# 3). Se encuentran en nuestro pais 28 especies de este
género, 8 son peligrosas al hombre incluyendo al C. sculpturatus Ewing., el cual es
considerado por varios autores como de Arizona y Nuevo México pero hay reportes de
su presencia en Sonora y hasta Sinaloa. Por lo tanto si el C. noxius se localiza en
Nayarit'y el C. sculpturatus Ewing de Sonora a Estados Unidos se puede pensar en que
son especies cercanas, sobre todo por estar considerado México como el centro de

radiacién del género (Keegan 1980)
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il OBJETIVO

Aislar y secuenciar un cDNA que codifique para una toxina semejante a la variante 3 del
alacran Centruroides sculpturatus Ewing (CsEv3) de un banco de cDNAs de Centruroides

noxius Hoffmann.
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IV PUBLICACIONES

VI.1.- Becerril, B., Vazquez A., Garcia C., Corona M., Bolivar F. and Possani L. D.
“Cloning and characterization of cDNAs that code for Na*-channel-blocking toxins of the

scorpion Centruroides noxius Hoffmann". Gene ( 1993 ). En prensa.
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Cloning and characterization of cDNAs that code for Na* -channel-
blocking toxins of the scorpion Centruroides noxius Hoffmann

(Recombinant DNA; Agtl1 cDNA library; Southern blot genomic analysis; nucleotide sequence; polymerase chain
reaction; toxin gene cvolution; introns)

Baltazar Becerril, Alejandra Vazquez, Consuclo Garcia, Miguel Corona, Francisco Bolivar and
Lourival D. Possani

logla, Universidod Nacional Auté de México, Cucrnavace, Morelos 62271, Mexico

Instituio de Bl
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SUMMARY

With the purpose of studying the organization and characteristics of the genes that code for toxins present in the
venom of the Mexican scorpion, Centruroides noxius Hoffmann (CnH), we prepared a Agtll cDNA library from the
venom glands. Using specific oligodcoxyribonucleotides {oligos) designed according to known amino acid (aa) sequences
of CnH toxins (STox), we detected several positive cloncs, determined their nuclcotide (nt) sequences and deduced their
aa sequences. A comparative analysis of these scquences with previously reported STox revealed that CaH ¢cDNAs code
for a family of very similar STox. The ¢cDNA coding for a known STox, 1110, was cloncd. Additionally, three other
complete {(new) nt seq were obtained for cDNAs encoding peptides similar to STox 1 from CnH or variants 2
and 3 from Centruroldes sculpturatus Ewing. Southern blot genomic DNA analysis showed a minimum size of approxi-
mately 600 bp as EcoRI fragments for clements of this family. PCR amplifications of CnH genomic DNA and hybridiza-
tion of PCR products with specific probes indicated that the genomic structural regions that code for these genes do
not conlain introns, or at least not large introns.

INTRODUCTION

Of the 134 species and sub-specics of Mexican scorpi-
ons, only cight arc dangerous to man (Dchesa-Ddvila,
1989). Species which cause the most frequent cascs of
scorpion poisoning in Mexico belong to the Centruroides
genus. They represent a serious health problem with more
than 200000 pcople stung per year and a mortality rate

Correspondince ta; Dr. L.D. Pomani, Instiluto dc Biotecnologia,
UNAM, Av. Univcrsidad 200], Aparindo Postal 510-3, Cucrnavaca,
Morclos 62271, Mexico, Tel, ($2-73) 172792, Fax (52-7]) 172388,
c-mail: pousani@pbrI22ceingebiunam.mx

Abbicviations: 13, amino acid(s); bp, besc pair(sk cDNA, DNA comple-

mentary 16 RNA; Cli, Ceatruroldes Himpldus tecomanus; Cngt, CONA
from Cal cloncd into gtl §; CnH., Centruroldes noxius Hollmann; CJE.,
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of 700-800 people per yecar (D. Lopez- Acuiia and A.
Alagon, communicated during the technical session of the
Socicdad Mcxicana dc Salud Puablica, Mcxico City,
March 1979).

Scorpion vcnoms constitulc a rich sourcc of low-M,
peptides toxic to a variely of organisms including man
(Miranda ct al, 1970; reviews by Zlotkin et al., 1978;
Possani, 1984). The most dangcrous scorpion venoms so

Centruroldes sculpiwotus Ewing: Css, Centruroides suffusus anffusus;
ctsd DNA, call thymus sonicated and denlluud DNA Dmhlrdl l lolu-
tion, 0,02% cach of bovinc scrum alb vinylpyr

EtdDr, cthidium bromide; kb, kilobasol; ‘or 1000 bp:N ny nuckonde.
nt, ide(s); oligo, di PCR,

chain tcaclion; SDS, sodium dodccyl lull’llc. §SC, 015 M V-CIIOOIS
M Najcitrate pH 1.6; SP, signal peptide{s); STox, scorpion toxin(sk Ta.
melting temperature (lemperature st which S0% of the hybrids formed
between two nucleic acids arc dissocinted),

(right hand col. sherk)



{ar studied have been shown to contain two kinds of
STox: long-chain polypeptides of 60-70 aa which block
Na *-channcls of excitable cells (Catterall, 1977; Couraud
ct al, 1982) and short-chain peptides of 37-39 aa affccting
K *-channels {Carbone et ol., 1982; Possani ct al., 1982;
Miller et al., 1985; Gimenez-Gallego ct al., 1988; Strong
et al,, 1989). Recently, Valdivia et al. (1991) demonstrated
the existence of another class of polypeptides in Lhe scor-
pion venom that activates the Ca’*-relense channel of
the sarcoplasmic reticulum.

Nevertheless, the most thoroughly studicd STox are
those that modify Na *-channcls and were classified as a-
and §-STox (Couraud et al,, 1982; Wheeler ct al., 1983),
This classification was proposcd bascd on the existence
of two diffcrent binding sites on the Na*-channcls for
the a- and P-toxins (Jover ct al, 1980; Couraud ct al.,
1982). a-STox modily mainly the inactivation mechanism
of the Na *-channcls (Nonner, 1979), while - STox prefl-
crentially alter the activation mechanism (reviewed by
Meves ct al,, 1986; Strichartz et al., 1987; Thomsen and
Catterall, 1989).

Qur group has contributed during the last decade to
the knowledge of the structure-function relationship of
the toxins from the venom of Mcxican scorpions (Possani,
1984; Zamudio ct al.,, 1992). A few regions involved in
toxicity or antigenicity have been mapped in these STox
using synthetic peptide and monoclonal antibody
approaches (Gurrola et al., 1989; Possani et al, 1991).
The possibility of using modern molecular biology strate.
gics for cloning, directed mutagenesis and expression of
specific STox-encoding genes or genc [ragments in order
to use the purified products to verily their interactions
with ion channcls has greatly motivated our work.

The aim of the present study was the isolation and
characterization of several cDNAs from the Mexican
scorpion Centruroides noxius Hoffmann (CnH) and an
initial characterization of the genomic region encoding
these cDNAs.

RESULTS AND DISCUSSION

(a) Isolation of cDNA cloncs encoding STox peptides

A degenerate oligo probe coding for aa 42-48 of STox
Cn2, which arc well-consccved among  Centruroides
toxins, was used to screcn a Agttl cDNA library prepared
from CnH venom glands (legend to Fig. | and Fig. 2),
From this scrcening we detected several positive signals
with different intensitics; we decided to characterize first
the clone that gave the strongest signal, This clonc was
namied Cngel and had an insert of approximatcly 230 bp,
This insert was subcloned into the EcoRI sites of
M13mpl8 and M13mpl9, and its nt scquence was deter-
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mincd. When the aa sequence from this cDNA was
deduced, we found the targel sequence (aa 42- 48 of Cn2);
however, the entire sequence did not correspond to Cn2.
Cngtl was a truncated clonc that contained the sequence
for a {ncw) Na“*-channcl-blocking STox ¢cDNA coding
from aa 25 through the polyadenylation sile, A compara-
tive analysis of the deduced aa sequence of clone Cngil
wilth reported STox aa primary sequences revealed that
from 41 aa encoded by this clone, 40 aa were identical
with thc STox variant 3 of C. sculpturatus (sce Fig.2),
whosc three-dimensional structure is known (Fontecilla-
Camps ct al., 1980). To explore the possibility of isolating
a complete cDNA that encoded a STox closely related to
CsE variant 3, we decided to use the Cngil insert as a
probe to screen the cDNA library under conditions of
high stringency in order to isolate cloncs highly homolo-
gous to the Cngl insert. From this second screening, we
isolated several positive clones,

The next step consisted of probing Southern blots of
digested DNA of the isolated positive clones with a vari-
ant 3-specific oligo (designed from aa 10-16; sce Figs. |
and 2). Two positive inserts with a size adequate to
cncode a complele STox sequence were subcloned into
the EcoRY site of pBluescript (pKS, Stratagene, La Jolla,
CA). They werc called Cngell and Cngilil

From this second screening, two less strongly positive
clones werc isolated, subcloned and sequenced. They were
called CngtlV and CngtV. The nt sequences of clones
Cngtll through CngtV are shown in Fig. 1. These cDNAs
arc about 350 bp in length and encode STox precursors
of 86-87 una.

It has been proposed, based on the analysis of their
c¢DNA scquences, that STox might be synthesized as pre-
cursors with a signal peptide (SP) of 18-19 aa (Bougis
ct al, 1989; Gurevitz ¢t al, 1991). CnH SP scquences
mct all the requirements for cukaryotes as proposed by
von Hcijne (1986).

In the casc of STox that affect mammalian Na*-chan-
ncls (Bougis et al,, 1989) and in the case of a STox that
affects insect Na*-channels (Gurevitz et sl, 1991), it has
also been observed that they have extensions at their
C-tcrminal cnds: Arg, Gly-Arg or Arg-Lys. These basic
residucs are not present in the mature peplides and when
Gly precedes a basic residue, the residue becomes ami-
daled at the C terminus (Bougis ct al.,, 1989).

Of the STox coded by the cDMAs shown in Fig. 1, only
CngtV was thoroughly studied. It corresponded to STox
11-10 (Possani ct al, 1981), a Na*-channcl cficctor
(Carbonc ct ai, 1982; 1984), whosc complete primary aa
scquence has been determined (A.V,, B.B,, B. Martin, F,
Zamudio, F.B, and L.D.P,, manuscript in preparation),
As shown in Fig. 2, the deduced aa sequences of these
cDNAs are closcly related to Centruroides STox that have
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Flg. 1. Nuckolide scquendes of clones Cagthl=CngiV snd their doduand aa sequenies, 31 scquenes a1¢ uinderlingt The oveillnad ) squenivs (l-ll
and 246-268 {complementary)) were used 10 synthesize PCR primers. Presuesor pepindes start at | (Bold numbicr) on the KN akds of Crgill and Aabih
with 823 residuc 87 (dold aumber) to the right of the Cagill sequence. Polyadenylation signals [AATAAA) ats doubly undetlinad. Moihoda: The
scrcening of the cDNA libtary was carnicd vul in two stepa bn the Brel step, we analysat sppronimately JONN plaquer with & miniuie of oliga
probes designed from a conserved region of Catl STox: nt 42-43 in F:;.X {$-TAJGONTITGONTAY T G, wheis N o ALLC wi 1) Piotes
wete synthesizad on 3 Mycrosyn 1450A DNA synih by peoy hyl phosph iite chemistiy and 21 -end-labaled by T4 polynucleathd

kinase. Replica flters were prehybeidized for 2-8 b at 37°C dn 6% SSC pHt 1.6 containing S % Deahardts 0158 SDSJIOY pg per m) vall thymus
sonicated and denatured DNA (ctrd DNAND.0S% sodium pyrophosphate. Filters were then hybiddiseat in 6 w SSC ptt 7671 » DeshaedU'8/100 pg
pet mi cted DNA.0S% sodium pyrophoiphate/?P-end-tabeled aligo prots for 1216 h al M*C. Succensive washes ware perfonnad In 6 % SSC phl
2.6/0.08% Na-pyrophosphale/0.1% SDS at 37°C for 3 min and once al 42°C lor § min before atassdiography uting X-AR flm with inteasitylog
scrcens for 18 h al =70°C. The sccond step of library screcning consisted In the isolativn of clones similar 1o the positive clone Caged entlfiad I
the fieat step (oligo screening) Positive clones were hybtidized with an oligo probe detigned from ny 1016 of . seulpturatue vatisat Y (CsEv)) fiom
Fig. 2 ($"GASGGNTGS{AASTIGGNTG) Prchybridization and hybridization conditians fue the double stranded protc (Cagid bnen) weie similag
10 1hose Just described eacepl thal incubation was st 42°C In the preaence of $0%% formamide, The pre« and hybridization conditions for CaEvd aligns
were the same a1 in the fisl slep of libiary scicening, Poshtive ¢lone imcils weie amplified by PR walng Agill fwewand (3

GGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCG) and teverse (3-TTAACACCAGACCAACTIGGTAATG) primers (New Eanglumd hia-Lats) These primens
hybtidize with the Nanking tegions of the Agtt EcoR1 cloning site. The anncaling temperature depended on the Ta of the privmers but iyjicelly was
$0°C. The reactions were peifonned in s programmable heating chambier (Bioaycl) wiing 30 1osinds of temperatuie cycling (93°C for 1 s, 3000
for 1.5 min and 72°C for 3 min) followed by a final 10-min step m 72°C, Ab sccommended by the smmaulacturer, we used 300 nyg of each primsi/S00
ng of icmplate DNA/2.S units of Vent polymerase (New England Bio-Laba}in a final vul, of 100 plicaction buller, These PCR priucts wers purificd
from gel, blunt-ended with T4 DNA polymerasc and subcloned inte the EcoRY it of pllluescnpt phagenid (Siestagenc, La Jolls, CA) The ligstion
reaction was used to transform compelent £, coll DHS-a wells. The subcloned DNA was wquencat using the Sequensss kit (US Wachemical,
Cleveland, OH) on both steands. The gt forward and scverse ofigo primers were wiedd for sequencing Sinie the PCR teaction is Snawn 1o b
ausociated with a relatively high rate of ntmivincorporation, we peslormed the PCI mmplification eapeshinents with Veat polymeraic instead of Tuy
polymersse, and several independent clones were sequenced. The Cngtld-CgtV st acquences were deprosited with the Gentinnk Nuchsatlde Sequena
Database uader acoession Nos, LOS0S0-L0306), scspwctively.

been characterized, As can be seen in Figs, 1 and 2, the
four final C-terminal residues for STox 11-10 (CngtV) ure

Mature peptides encoded by the ¢DNAs shown in
Fig. | would be 66 na residues in length for Cugill,

Cys-Asn-Gly-Lys. It has been determined that the Asn
residuc is amidated at the C terminus in the mature 11-
10 STox (A.V,, B.B, B, Martin, F. Zamudio, F.I}, and
L.D.P., manuscript in preparation). Now that the cDNA
sequences encoding both North African (Bougis ct al,
1989; Gurevitz ¢t al, 1991) and North Amecrican (this
study) STox are avallable, we can surmise that Ceterminal
STox processing follows the rules previously proposed by
Bougis ct al. (1989). Additional processing cansists of the
removal of the SP.
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Cogtlll and CngtV and 65 aun. residues for CrngilV,
Compurative unalyses between theae scquences raveal
that Cngtll and Cogi1I1 nre 92% simblar at the nt level,
ind the peptides encoded by these cDNAS ure 91% sim-
ilar. Also, CngtlV shares 80% similarity with Cnglil at
the nt level and 68% at the aa level, Stmilar resulis are
obtained when CngrV s compared, In spite of 4 lower
similarity at the na level between the peptides encoded
by Cngdll (or Cngalll) and CagadV (or CagiV), the sims
ilarity ot the nt level (at lcast BO%) suggests that these
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Fig. 1. Nuckotide scquences of clones Cagtll-CngiV and their deduced aa tcq SP scq) arc underlined, The lined nt scq; -4
and 246266 (comp} y)) were used 10 synthesize PCR primers. Precursor peplides stast at 1 {bold number) on the ket side of Cngrll and finish

with as residuc 87 (bold number) 1o the right of the Cngill sequence. Polyadeaylution signals {AATAAA) arc doubly underlined. Methods: The
scrcening of the cDNA library was carricd out in two steps. Jn the first step, we analyzcd approximately 30000 plaques vlllh a mixture of oligo
ptobes desigoed from a conserved region of CnH S’rox' ot 4248 in Fig. 2 (5 -TA GCNTTSGCNTGSTGGTG, where N & A,G,C or T). Probes
wete tynthesized on 8 Mycrosyn 1450A DNA synth by B hyl ph idile chemistry and *P-end-labeled by T4 polynucleotide
kinate. Replica filtess wese prehybridized (or 2-8 h at 37°C in GxSSC pH 76 containing 5 x Denhasdi's/0.1% SDS/100 pg per mi calf thymus
sonicated and denatured DNA (c1sd DNA)Y/0.05% sodium pyrophasphate. Filters were then hydridized in 6 x SSC pH 2.6/1 3 Denhardt’s/100 pg
perml cisd DNA/0.05% sodium pyrophosphate/*? P.end-labeled oligo probe for 12-16 h st 37°C. Successive washes were performed in 6 x SSC pH
1400.05% Na-pyrophosphale/0.1% SDS at 37°C for 5 min and once at 42°C for 5 min’ befosc autoradiography wing X-AR film with intensifying

sercens for 18 h at —=70°C. The second step of library ing isted in the isolation of cloncs aimilar to the positive clone Cngtl identified in
the first step (oligo screening). Positive clones were hybridized with an oh;o probe designed from nt 10-16 of C. sculpturatus variant 3 (CsEv3) from
Fig 2 ($"-GASGGNTGSAASTSGGNTG). Prchybridization and hybridi ditions for the doubl ded probc {Cngtl inscrt) were similar
10 those just described except thal incubation was at 42°C in the p of 50% [ ide, The pre- and hybri ditions for CsEvJ oligos

weee the same as in the finl step of library screcning. Positive clone inscrts weee amplified by PCR wing Agtll forward (5%
GGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCG) and reverse (S“TTGACACCAGACCAACTGGTAATG) primers (New England Bio-Labs). These primers
hybridize with the Nanking regions of the Agtlt EcoR} cloning site. The anacaling icmperaturc depended on the T, of the primers but typically was

30°C. The ions were perfc d in & proge ble heating chamber (Biosycler) using 30 rounds of temperalure cycling (92°C for | min, 30°C
for 1,5 min and 22°C for 3 min) followcd by & final 10-min stcp at 72°C. As ded by the I , we used 300 ng of each primer/300
ng ol 1emplate DNA/2.5 units of Veal polymerasc (New England Bio-Labs) in a final vol. of 100 yl vclcnon bullee, These PCR products weee purified
{tom gel, blunt-ended with T4 DNA polymerasc and subcloned into the EcoRV sile of pBl P id (Stratagene, La Jolla, CAL The hnuan
reaction was used Lo transform competent £, coli DHS-a cxlls. The subcl DNA was icq d using the Seq kit {US Bioch
Cleveland, OH) on both strands. The Agthl forward and reverse oligo primers were uscd fur scquencing. Since the PCR reaction is known to be
ayociated with a relatively high rate of nu misincorporation, we performed the PCR amplification experi with Vent poly instead of Taq
polymerase, and scveral independent clones were sequenced. The Cngill-CngtV nt seq were deposited with the GenBank Nucleotide Seq

Databasc under acocssion Nos, LOSO60-L0O306), respectively,

been characterized. As can be seen in Figs. | and 2, the Maturc peptides encoded by the cDNAs shown in
four final C-terminal residues for STox 11-10 (CngtV) arc Fig. | would be 66 aa rcsidues in length for Cngtll,
Cys-Asn-Gly-Lys. It has been determined that the Asn Cngtlll and CngtV and 65 aa. residues for CngelV,
residue is amidated at the C terminus in the mature 11- Comparative analyscs between these sequences reveal
10 STox (A.V,, B.B, B. Martin, F. Zamudio, F.B. and that Cngtll and Cngt111 arc 92% similar at the nt level,
L.D.P., manuscript in preparation). Now that the cDNA and the peptides encoded by these cDNAS are 91% sim-

scquences encoding both North African (Bougis ct al, ilar, Also, CngtlV sharcs 80% similarily with CngilIl at
1989; Gurevitz ¢t al,, 1991} and North American (this the nt level and 68% at the aa level. Similar results are
study) STox are available, we can surmisc that C-terminal obtained when CngtV is compared. In spite of a lower
STox processing follows the rules previously proposed by similarity at the aa level between the peptides encoded
Bougis ct al. (1989). Additional proccssing consists of the by Cngtll (or Cngtlll) and CngilV (or CngtV), the sim-
temoval of the SP. ilarity at the nt level (at lcast 80%) suggests that these
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Fig. 2. The I-I parison of principal ives of C‘ truroides STox. Totin scquences were grouped accarding 10 their similarities,
Gapa {} were | imize similariti Bclow cach similarity group, the is shown in bald. The ma scquences deduced

from ¢DNAs are m:ludcd Th: CagtV deduced primary sequence has been corroborated by duccl a2 3cquence of the msture STox (A.V., B.B, B.
Martin, F. Zamudio, F.B, and L.D.P, manuscripl in preparation). Data are {rom this study, Meves ct al, {1984) and Zamudio ¢t al. {1992} In consensus

saquences, X represents a variable residue, The aa arc aligned with the last digits of the numerals.

¢DNASs originate from mRNAs transcribed from closely
related gencs. Comparative studies with the North
Alrican Androctonus australis Hector STox cDNAs show
that although the regions encoding mature peptides arc
more variable, the nucleotide sequences cncoding SP and
the 3' non-coding regions are relatively well-conscrved
(data not shown). The cDNAs encoding STox 1, 1', 11 and
111 of A. ausiralis Hector (scc Bougis ct al., 1989) have a
similar variation in the regions that code for the mature
peptides, but those encoding the SP and the ¥ non-
coding regions are also well-conserved, These results indi-
cate that both scorpion species (A. australis Hector and
CnH) have followed a similar strategy to gencrate varia-
tion in their STox: gene duplications and independent
evolution of the duplicated genes.

(b) Deduced 2a sequences derived from cDNAs. Anslysis
and comparison with dilferent Centruroides primary STox
sequences

In order to compare the aa sequences derived from the
cloned CnH ¢DNAs, different Centruroides STox were
grouped according to their similarities. Gaps werc intro-
duced where necessary to maximize similarities. The STox
can be clustered into three groups as shown in Fig. 2.
The scquences were aligned with respect to Cys residues,
Each main group was aligned, and a consensus sequence
was proposed for cach onc of them. CngtV(1I-10) is
includced in the first group, where Cn2 can be considered
representative. Cngtll and Cngtlll are included in the
second group, where CsE variants 2 and 3 are also pre-
sented. CngilV is included in the third group, where Cnl
can be considered representative. Some specific differ-
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ences among the three groups can be observed, especially
scveral deletions of 1 aa residuc in different positions.
Examples of such deletions or insertions can be deduced
from cDNA scquences. The aa residue number 9 that is
a Ser in CngtIl and Cngt!ll is missing in CagtIV (Figs.
1 and 2). Itisinteresting (0 note, however, that this region
in Ceatruroides toxins is very variable (Zamudio et al,,
1992), indicating that its cncoding DNA could be a hot
spot for mutation.

(c) Southern blot genomic analysis

To determinc the size of the genomic DNA region con-
taining the gencs cncoding the peptides shown in Fig. 1,
Southern blot hybridization analysis was carricd out.
Whicn using Cngtl or Cngull inscrts as probes (Fig. 3),
only two DNA [ragments are clearly obscrved: one of
approximalely 18kb when the genomic DNA was
digested with BamH1, Hindlll or BamH!+ HindI1l and
a sccond scgment of approximately 0.6 kb when the diges-
tions were performed with EceRI, EcoRl+ BamHI or
EcoRI+ HindI1l. These results and the fact that Cngtll
and CngtIll share 92% similarity at the nt leve] suggest
that at least two different 0.6-kb EcoRI DNA segments
should contain the genomic DNA regions encoding these
two cDNAs (mRNAs). Since CngtIV (or CngrV) is 80%
similar at the nt level to Cngill (or Cngtlll), and since
the bands mentioned above arc the only two bands pre-
scnt in the Southern blot experiment (18 kb and 0.6 kb),
we propose that the genomic regions that specily these
four cDNAs (mRNAs) are contained within these 0.6-kb
EcoRl DNA fragments. The doublc digestions with
EcoR1+ BamBI or EcoRl+ HindIl suggest that the 18-
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Fig. 3. Southern blot genomic snalysis. CnH DNA digested with
reatriction endonucicascs was blotted in lancs: I, EcoRl: 2, BamHI; 3,
Hindlll; 4, EcoRl+ BamHl; 3, EcoR1+ Hindlll; 6, BamH1+ Hinglll,
Mathods: High M, genomic DNA was prepared from the whole body
of CaH, After ethanol prwpmuon the DNA was resuspended in water
and aubjecicd to molecul geaphy on an agarose
A |o-lhd 0.7 x 28 cm) column cquilibrated (and then cluted) with
Tris pH 7.6/l mM EDTA/0.75 M NaCl. Twenty [ractions of 0.5
te collected, and the DNA pmmc was determined by lbxmbancc
t 260 nm. Fractions p g to the i of
were pooled and :Ihlnol-prxlp)llltd This step was necessary in order
to climinatc a pigmenl that coprecipitates with scorpion DNA, The
colared matcrial was shown to inhibit the enzymatic digestion of DNA.
Afler digestion with the indicated endonucleases, $0-pg samples of DNA
wrere clectrophoresed in a 0,7% agarosc gel, blotted onto a nitroccllu-
lose b and probed independently witls the inserts derived rom
clones Cngtl or Cnpull. The probes were *P-labeled using the random
primer labeling kit from Dupont, The filters were prehybridized, hybrid-
ixed and washed as described in the legend to Fig. | for double-stranded
probes {second step screening), except that an additional wash at 65°C
for 10 min was performed.

kb-band might contain at least these four 0.6-kb EcoRl
segments, An alternative explanation is that each cDNA
(mRNA) could be cncoded by a different 18-kb band.
Thus, their corresponding genes may also be encaded in
the same or diflcrent 18-kb DNA bands, and conse-
quently, they might have the same organization as the
0.6-kb EcoRI fragments in which a subslanlial part of the
region transcribed into their respective mRNAs might be
present. Furthermore, these results also suggest that the
genes encoding these STox lack large introns.
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(d) PCR genomic analysis

In order to understand the genomic organization of
the structural DNA regions encoding CnH STox, a PCR
amplification experiment using genomic DNA and
specific primers was performed. The DNA sequences that
werc used for the synthesis of the PCR primers corre-
spond to well-conserved sequences of CnH cDNA. They
arc shown overlined in Fig. | and flank a stretch of
263-266 bp of DNA that includes the mature part of the
STox cncoded by these cDNA. As can be seen in Fig. 4,
while several DNA bands were visualized after staining
with EtdBr, when using 0.5 pg of genomic DNA as the
PCR substrate (Fig. 4A, lanc 2), only onc specific DNA
band, of about 270 bp, was observed alter hybridization
(Fig. 4B, lanc 2). This band corresponds to the smallest
band stained with EtdBr. When ten limes more genomic
DNA (5 pg) was used as the substrate for PCR amplifica-
tion, a sccond specific band of about 330 bp was detccted

A B

bp
1944 __
13077~ -—

a75— e bp

368 e > ——— 330
‘—~ 270

31577 om am

Fig. 4. PCR genomic analysis. Primers for genomic PCR amplifications
were synthesized 83 described in the legend to Fig. 1. The forwacd
primer {S-AAAGAAGGTTATCTGGTAAAC), cortesponds 10 a well-
conscrved DNA scquence thal codes far the first 7 aa of mature C.
noxius toxins (se¢ Figs. | and 2} The reverse primer (S'-
AACTGCAATTAAGAAGCGTTA) i3 complementary 10 & welle
conscrved nt 246-266 sequence of cDNA (see Fig. 1). The source of the
DNA was the same as for the Southern blot genomic anslysis. PCR
conditions wete the same as described in the legend to Fig. 1, except
that 0.5 g or $ pg of 1cmplaic DNA were used, {Panel A) Peoducts of
PCR amplification; lanes: 1, pBR322 (Bolivar et al,, 1977) digested with
Tagq) as size marker; 2, PCR sample (1/20 of total reection) using 0.5
pg of genomic DNA as template; 3, same as lane 2 but using 5 pg of
template DNA. The gel was stained with EtdBr and photographed
undcr ultraviolel light. (Pane! B) A di phy of PCR prod
shown in pancl A hybridized with Cngtl inscrt. The pBR322 DNA was
also 1ransferted and hybridized as a negative control,




(Fig. 4B, lane 3). It is important to observe that the 330-
bp band was detected only when high concentrations of
genomic DNA were used as a substrate for PCR, suggest-
ing that this band might corrcspond to a region that
might have an at least tenfold lower copy number than
the 270-bp band versions. Taking the cDNA sequences
shown in Fig. 1 as prototypes of DNA sequences that
encode CnH STox, these PCR results indicate that the
270-bp product should code for the mature part of CnH
STox closcly related, to the ones encoded by the
Cngill-CngtV cDNAL These results also indicate that
those genomic regions do not contain introns. However,
the results in Fig. 4B (lanc 3) clearly show the presence
of a 330-bp fragment which could accommodate an
intron of about 60 bp in its genomic region. Another pos-
sibility is that the 330-bp band corresponds to a rare
version of a closcly related gene. Preliminary results
aimed at verifying the existence of introns in the genomic
regions encoding the 5’ end of CnH STox ¢cDNAs (includ-
ing the SP) did not detect introns. We have sequenced
some of the cloned PCR products, and we did not find
introns at least between the regions coding for the SP
and the C terminus (data not shown). An interpretive
review of the results presented in this work, including
detailed comparative analyses and recent data on the
STox structure-function relationship, is now in prepara-
tion for publication (B.B, A.V,, C.G, M.C, L.D.P. and
F.B)

(¢) Conclusions

STox closely related to the ones reported here do not
seem to contain large introns.

(6) Comparison of STox sequences deduced from CnH
c¢DNAs provided background for their classification, in
terms of their similarity, in three different groups.
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V METODOLOGIA

V.1.- Expresion del gene Cngtil: para este ensayo se utilizé un "kit* comercial (Biolabs)
para expresion y purificacién de proteinas de fusidn. El kit cuenta con dos vehiculos de
expresion uno citoplasmica (PMAL-C) y el otro peripldasmica (pMAL-P). Ambos vehicuios
presentan el mismo "polylinker* (Fig.# 4) . Como proteina acarreadora se usa una
proteina de unién a la maltosa. La purificacién de los productos se hace por
cromatografia de afinidad utilizando una resina de amilosa, también nos proporciona
anticuerpos contra la proteina de unién a la maltosa. Para el corte de la proteina de
fusidn el "kit" cuenta con el factor Xa el cual corta en la secuencia lle-Glu-Gli-Arg-Pro
codificada por una regién en cuyo borde existe un sitio para la enzima de restriccidn
Xmnl, por lo que al clonar en este sitio se puede tener una separacién exacta de la

proteina de interés.

V.1.1 - Edicién: se llevd a cabo mediante PCR usando como templado el DNA de la
clona en gt11 . Para este paso se disefiaron dos oligos: #1N ( 5’ ATG AAA GAA GGT
TAT CTG GTA AAC 3') para el extremo amino, el cual nos permite deletar el péptido
sefial completo y agregar una metionina al inicio del gene para separar la proteina de
fusion mediante un corte con CNBr. #1C ( 5" TTA GCT GCA AGA TTT ATT AGG AAG
3') para el extremo carboxilo y el cual nos permite deletar las dos lisinas que preceden

al codén de terminacion.

V.1.2 - Clonacién: el producto de PCR ( 0.2 kb ) fué rasurado con Po/ T4 y ya purificado
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polylinker

malE locZ «
mB
P terminator
tac
pPMA L-2 Amp”
vectors
lac/
M . M3 ori
pBR ori
pMAL-c2,-p2 polylinker
Sac/
molE TCG AGC TCG AAC AAC AAC AAQ AAT AAC AAT AAC AAC AAC CTC GGG
#1 Mal/N 7
Xmn/ £EcoR/ [Bamh'/-l I—Xba/-] Sa// 9 Pst/ n rl/ma’///
tl\‘I’CGGiAGGClin,:rAGG ATTTCA GAATTC GGATCC TCT AGA GTC GAC CTG CAG GCAAGCTTG.../ocZ oL
u 9 <

#2 Mal/C

k_, Factor Xo cleavage site

Fig.# 4 Diagrama de los vectores pMAL: La region del polilinker se encuentra
amplificada, se pueden observar los sitios de restriccion tnicos. Las regiones subrayadas
corresponden a los sitios de union de los oligos #1 Mal/N y #2Mal/C. La flecha marca el

sitio de corte del factor Xa.
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se subcloné en pMAL-C en el sitio de Xmnl (Fig.# 4). El producto de la ligacién se utilizé
para transformar la cepa TB1 de E. coli, la cual permite o complementacion, por lo que
las colonias recombinantes fueron seleccionadas en cajas con medio de cultivo
conteniendo X-ga! e IPTG.

La presencia y tamarfio del inserto se determind en un gel de agarosa, previa purificacién

del DNA del pldsmido el cual fué digerido con las enzimas Sact y Eco Rl.

V.1.3 - Expresion: para probar la expresion del gene Cnglll, se prepararon varios cultivos
utilizando 5 mi de LB-Amp, tomando como indculo algunas de las colonias que
presentaron un inserto del tamario correcto. Se incubaron a 37°C con agitacion hasta que
los cultivos alcanzaron una densidad de 2x10° células/ml. Se agregé el inductor ( IPTG
0.3mM ) y se incubd 2 h mas. Una alicuota de cada uno de los cultivos, antes y después
de la induccidn, se sometid a electroforesis (SDS-PAGE).

A las colonias que mostraron expresion de una proteina del tamario esperado ( 49,260
Da = 42,000 de MBP + 7,260 Cngt il ) se les determind su secuencia de nucledtidos para
comprobar la orientacién del inserto asi como la edicién del gene. Para este fin se
disefiaron los oligos #1 Mal/N y #2Mal/C (Fig.# 4).

Tomando como indculo una colonia, cuya secuencia nucleotidica mostré la orientacion
correcta del inserto, se iniciaron los ensayos de expresion. En el primero se prepararon
dos extractos diferentes para verificar si la proteina de fusién se encontraba en forma
soluble o si formaba cuerpos de inclusion.

Para determinar la cantidad dptima de inductor y el mejor tiempo de cosecha se hicieron

varios cultivos en 80 ml de medio rico adicionado con glucosa y ampicilina a 37°C .
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VI RESULTADOS Y DISCUSION

VI.1. Andlisis de la estructura de los cDNAs ( Cnglll y Cngtill ). Ambas secuencias
mostraron un marco abierto de lectura capaz de codificar para precursores completos de
una toxina de alacran. Se observa una reg‘}dn que coc;i_fiéa b;;a"méptido sefnal de 19
aa. Sigue la regidén encargada de codificar para la parte estructural de una proteina de
66 aa mas el codon de terminacién (Fig # 1 del articulo, pdgina 3). Sdlo en uno de los
cDNAs (Cngtill) se encuentra presente una sefial de poliadenilacion tipica aunque
ambos presentan la regién del poli A. Esto se debe,probablemente, a que la clona Cngtil
se encuentra truncada antes de dicha sehal y que lo que parece ser el poli A bien
pudiera ser el complementario de e! oligo dT que pudiera haber servido como primer para
la sintesis de la primera cadena de cDNA. Este efecto se puede observar en otras clonas
aisladas por nuestro grupo. La region 5' no codificadora es en un caso de 8 nucledtidos
mientras que en el otro sdlo hay 1. La region 3' no codificadora es en ambos casos
mayor de 70 nucledtidos.

La homologia que existe entre las dos clonas es tan alta (32%) que podemos suponer
que ambos genes pertenecen a una misma familia. Ademaés la secuencia primaria para
la que codifican presentan homologias aun mayores con otras proteinas del grupo de las
variantes (Fig.# 5) por lo que podemos afirmar que se trata de dos grupos de genes
homdlogos (uno en C. noxiusy el otro en C. sculpturatus). Se pueden observar regiones
altamente conservadas y otras regiones donde se encuentran todas las variaciones, las
cuales estructuralmente representan las asas o vueltas de la molécula.

Asimismo los péptidos sefiales de ambas clonas son altamente similares y presentan
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Fig.# 5 Comparacién de la secuencia de aminodcidos de !as toxinas denominadas variantes (1, 2 y 3) de C. sculpturatus
E., con las secuencias primarias deducidas a partir de las clonas Cngill y Cngflll de C. noxius Hoffmann. Se muestra el
grado de homologia que existe entre estas secuencias primarias. Los simbolos corresponden a los datos estructurales de
CsEv3. B=regién B plegada, a= hélice a, ***=regidn altamente contorsionada. Los simbolos y nimeros de la parte inferior
corresponden a las cisteinas que se encuentran formando puentes disulfuro: 12 con 65, 16 con 41, 25 con 46 y 29 con
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diferentes grados de homologia con el resto de los péptidos sefial conocidos de toxinas
de alacrén (Fig.# 6). Estos péptidos sefal presentan una region que cumple con la regla
(-3,-1) que nos permite predecir la posible region de corte del péptido seal (von Heijne
1986). Se puede observar que en todos los casos la posicién -3 es ocupada por una
valina mientras que en la posicidn -1 se encuentra un aminodcido pequefio.

La estructura de los cDNAs nos muestra que estos genes codifican para un precursor
de toxinas y que el proceso de maduracion de estos péptidos es el propuesto para otras
toxinas de alacran (Bougis et al, 1989, Martin-Eauclaire et al, 1992) y para péptidos
neuroactivos (Fricker 1988): separacion del péptido sefial mediante una peptidasa sefial
y remocion de las dos lisinas del extremo carboxilo por una carboxipeptidasa especifica
para residuos bdasicos.

VI.2.-Expresién: en la Fig.# 7 se observa el resultado de la edicién y clonacidn del gene
Cngtl. El péptido seiial no estd presente y en cambio si aparece una metionina inicial
que no existia. Se puede ver que la orientacion fue correcta, esto es que se encuentra

en el sentido de LacZa pues se puede leer la region final de Mal E, el polilinker y por

Gltimo la regién amino de Cngtll. La edicidn correcta del extremo carboxilo se comprobo
mediante secuenciacién de nucledtidos en una clona que presenta la orientacidn
contraria pudiendose cbservar que las dos lisinas fueron deletadas.

Los ensayos de expresion se pueden resumir en la Fig.# 8. Se observé claramente la
aparicion de una banda, después de la induccion, de aproximadamente 50,000 Da que
es el tamaino esperado. En cuanto al tiempo de cosecha se observa que 3 1/2 h después
de la induccién la concentracion de proteina es mdxima y no hay una degradacion .

aparente de la proteina. Para determinar la cantidad dptima de inductor se probaron
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Fig.# 6 Comparacién de los péptidos sefal de toxinas de alcranes de diferentes
geéneros. En el primer grupo se encuentran las de alacranes de América. En el segundo
grupo se encuentran toxinas contra mamiferos de alacranes de! vigjo mundo. Por ditimo
estdn las toxinas contra insectos de alacranes del viejo mundo. En cada caso se obtiene
una secuencia consenso. Noétese la valina en posicidn -3 en todos los casos y en la
posicién -1 un residuo pequefio (Ala, Gli, Ser ¢ Cis). Referencias; 1: Becerril et al.,
(1993), 2: Martin-Eauclaire et al., (1992), 3: Bougis et al., (1989), 4: Gurevitz et al., (1991)
y 5: Zilberberg et al., (1991).
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SECUENCIA NUCLEOTIDICA DE LA CLONA Cngt II / pMal C
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Fig.# 7 Secuencia nucleotidica de [a clona pMAL/Cngtll. Los primeros dos codones
corresponden a mal E, la regién subrayada corresponde al polilinker de pMAL. Sigue la
metionina que se inserté por medio de PCR y no se encuentra el péptido sefial que fue
deletado usando la misma técnica. La regidn que sigue corresponde a la toxina ya

procesada.
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Fig.# 8 Gel de proteinas que muestra los resultados de los ensayos de expresién. En el
carril | se muestra el marcador de peso molecular. En el carril il se muestra el perfit
electroforético de la cepa sin transformar.Los tres grupos de carriles siguientes: A, By
C corresponden al perfil eleciroforético de diferenies ensayos en los que |a variable fue
el inductor (IPTG; 0.5, 0.7 y 1.0 mM, respectivamente). A su vez en cada uno de los
ensayos se varia el tiempo de muestreo. Se tomaron alicuotas que corresponden a: 0.75
h., 1.5 h, 2.25 h., 3.256 h. y 425 h., que se muestran en los carriles 2 a 6,
respectivamente. En los carriles 1, de los tres ensayos, se muestra la cepa sin inducir.

La flecha marca la posicién de la proteina de fusidn.
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varias concentraciones desde 0.1 mM hasta 1 mM, siendo 0.5 mM la concentracion

elegida dado, que no se vé un claro aumento en la concentracion de la proteina cuando
se induce con una cantidad mayor a 0.5 mM.

Aunque se observé una pequefia cantidad de proteina en la fraccién insoluble la mayor
parte de la proteina se encuentra en forma soluble. Pensamos que esto puede deberse
a que la proteina estd formando los puentes disulfuro adecuados y por lo tanto no
quedan cisteinas libres para formar los enlaces intermoleculares que le permitan formar
agregados. O bién que por encontrarse en un ambiente reductor, no se dé la formacién

de ningln puente disulfuro y por lo tanto tampoco haya agregados.
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VIl CONCLUSIONES

1.- Dado que las dos clonas obtenidas durante e! desarrollo de esta tesis codifican para
un péptido que presenta una alta homologia con |a toxina CsEv3 podemos afirmar que
se cumplié el objetivo del trabajo: aislar un cDNA que codifique para una proteina

semejante a CsEv3, a partir de un banco de ¢cDNAs del alacran C. noxius Hoffmann.

2.- Podemos decir que nuestro trabajo permite confirmar las propuestas sobre la
existencia de un precursor y un procesamiento para maduracion de estas toxinas. Sin
embargo existen pequefas diferencias. Mientras que en el trabajo de Bougis et a/ (1989)
el procesamiento del extremo carboxilo se presenta sdélo en las toxinas contra
mamiferos, en nuestro caso, ambos genes muestran la regién de procesamiento del
extremo carboxilo y no son toxinas contra mamiferos. Esto ha quedado demostrado con
la reciente secuenciacién de la toxina correspondiente al gene Cngill, toxina Cn 5, por
nuestro grupo (datos no publicados). Dicha toxina no presenta el péptido sefial ni las dos

lisinas del carbexilo terminal y no afecta a mamiferos (datos no publicados).

3.- Respeclo a la expresion, aunque no tenemos la toxina caracterizada los resultados
preliminares apuntan a que se esta expresando. Si acaso no tuviera la estructuracién de
la toxina nativa se intentara renaturalizacién in vitro 6 expresién en periplasma antes de
cambiar a un sistema eucariote. Esto es porque un sistema procariote ofrece muchas

ventajas para su cultivo y los rendimientos que se pueden lograr son muy altos. Sin
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embargo, existen algunas toxinas en el veneno del alacran que requieren un

procesamiento que no se puede lograr en sistemas procariotes (o-amidacién, ademads

del corte de los residuos basicos) y para éstas el sistema de expresion debera ser

eucariote, en el caso de la toxina que trabajamos no es asi.
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