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1.- RESUM

En esta tesis se aportan algunos clementos para la caracterizacion de la estructura
y organizacion de los genes que codifican para toxinas bloqueadoras de canales de sodio
de alacranes americanos. Estas toxinas constituyen una familia de proteinas con
secuencias muy conservadas.

Se trabajo con dos géneros representativos de América que habitan en la mayor
parte del continente: El género nartenmericano Centrurvides y el género sudamericano
Tityus.

La especie C. noxius, originaria de Nayarit ¢s de particular interds, ya que por
1a alta toxicidad de su veneno cs considerada la especie més venenosa de norteamérica.
Para determinar Ia estructura individual de los genes que en esta especie codifican para
toxinas hlequeadoras de canales de sodio, se realizaron experimentos de amplificacién
por PCR. Durante la clonacién y caracterizacién de algunos productos de la
amplificacion se obtuvo la clona CnA, cuya secuencia nucleétidica pudiera ser la de un
pseudogen. Asinismo, se amplificd y se determind la secuencia nucledtidica de 1a regidn
que codificaria para la parte estructural y extremo 3’ de la clona CnC que corresponde
a una nueva secuencia muy parecida a la que codificaria para 1a toxina Cnl. De esta
forma, se confirmd que en esta especie no existen intrones cuando menos en la region
amplificada de estos gencs,

Por otra parte, se intenté determinar la estructura de los genes que codifican
para cste tipo de toxinas en alacranes del género sudamericano Tityws. El alacrdn Tityus
serrulatus cs asinlismo de gran interés pucsto que su veneno es uno de los més toxicos
de sudameérica y del mundo. En particular una toxina de su veneno, la toxina gama, es
de considerable importancia puesto que presenta afinidad tanto para los canales de sodio
de insecto como para los de mamifero. Esta toxina presenta ademds la mayor afinidad
conocida para canates de sodio de cerebro de rata.

Puesto que era conocida 1a secuencia del ADNc que codifica para la toxina gama,
se disefiaron oli tedtidos para amplificar el gen cromosomal completa. De esta
forma, se logrdé amplificar y sccuenciar un fragmento 790 pb que corresponde con el
ADNc de Ia toxina gama. La secuccin de tal fragmento es interrumpida por un intrén

de 462 pbd situado en la regién gue codificaria para el péptido sefial.

Posteriormente, siguiendo una gia similar, se colabord en la obtencién
de los genes que codifican para los equivalentes de Ia toxina gama en otras dos especies
del génere Tityus.




2.-INTRODUCCION.

Esta tesis se constituye de dos partes: Una publicada (articulos 1y 2 pig. 22 y 29)
y otrzt en vias de preparacion para publicacidn, Esta dltima parte se describe con mayor
detatle en esta tesis, '

Los articulos publicadus y 1os datos de 1a tesis, se anteceden con una introduecion
general y una revision del conocimiento nuis reciente respecto o las toxinas de alaerdin,

2.5L- Et ALACRAN Y LA IMPORTANCIA DI SU ESTUIO.

Lot atacranes o escorpiones son los artrdpodos tervestres ais antiguos que se
conocen y probablemente fucron los primieros micmbros de este phytum en conquistar
1a tierra. Los primeros alacranes fueron acudlicos y su registro fosit data del sildrico,
los escorpiones terrestres aparccen ¢n el devdnico, hace aproximadamente 350 millones
de aiios (Barnes, 1983).

Se han reportado alrededor de 600 especies de alacranes incluidos en 70 géneros

y 6 familias (Miranda et al.. 1970). La mayor parte de las especies venenosas conocidas

estin dentro de la familia Burhidae, 2 la cual pertenecen los géneros Tiryus de América

del Sur y Centruroides de América del Norte, Las especies Centruroides noxius y Tityus

serrulatus, originarias de Nayarit y Brasil respectivamente, son de particular interés, ya

que por la alta toxicidad de sus s estdn ideradas como dos de las especies miis
del o (Hassan, 1984; Dehesa-Ddvila, 1989).

Los alacranes ain representan un problema médico y un riesgo para la salud en
México, Brasil, Medio Oriente y Africa del Norte (ver revisién Possani,, 1984). En
nuestro pais, anualmente son atendidos mas de 2(4) 004 casos de picaduras y el promedio
de personas fallecidas por esta causa es del orden de 704 a 8(M), en su mayoria nifios
menores de 2 aiios (D.Lopéz-Acuita y A, Alagon, comunicado durante la sesion téenica
de Ia Saciedad Mexicana de Salud Piiblica, Mexico D.F. marzo de 1979). Los estados mis
afectados por este problema son Colima, Nayarit, Guerrero y Morelos (Keegan. 1980).

No obstante que Ins picaduras de alacrin ain representan para alguios paises un
problema de salud piblica. el enfoque actual de las investigaciones sobre los venenos de
los alacranes dejo de ser objeto de interés tnicamente médico. En el presente, el
conocimicnto de que las toxinas contenidas en los venenos de alacran bloquean en forma
especifica diferentes canales idnicos, Ins ha convertido en valiosas hierramientas para

studios de neurobiologia, electrofisiologia y farmacologia molecular (Catterall er af.,

1986).

Reci con el advenimi de las técnicas de hiologin molecufar, se abre
la posibilidad de acelerar ¢l estudio de las relaciones estructura-funcién de este grupo
de toxinas, asi como la organizacidn y expresién de los genes que las codifican.



INTRODUCCION
2.2.- EXTRACCION Y PURIFICACION DEL VENENO DE ALACRAN
En diversas investigaciones en Lis cunles se ha purifieado el veneno de alacriin,

se ha d atto que sus contponentes activos son polipéptidos que reciben el nombre
de toxinas (ver revision Rochat ¢f al.. 1979),

La mayoria de los trabajos bioguimicos veportados sobre toxinas de alacrdin se
han llevado a cabo con veneno extraido por estimulacién manual o cléetrica de los
telsones (Babin et al., 1974: ZAotkin ¢f al. 1978; Rochat ef af.. 1979: Possani et al., 1981a),
ya que ¢! uso de glandulas | izadas presenta el probl de ¢ inacian del
veneno con componentes de alto peso ntolecular (Possani er ., 1980.1981h).

La presencia de Ins toxinas en los diferentes venenos es usualmente seguida por
el efecto que estas presentan al ser inyectadas en animales de laboratorio (Tu, 1977;
Zlotkin et al., 1978; citado en revision Possani, 1984).

La técnica mds ampliamente utilizada para la purificacion de toxinas de alacrin,
consiste en su extraccién del veneno crudo a través de solubilizacién en agun y
centrifugacién seguida por una cronnlogral"m en columna (ver revisién Zlotkin ef l.,
1978). La filtracién en gel con recict en Sephadex G-50, es seguida de 1 6 2
cromatografias de intercambio iénico sobre soportes insolubles como puede ser la
carboximetilcelulosa (Rochat ef al., 1979; Possani et al 1981a, c). Las resinas se
equilibran y las muestras son aplicadas en una serie de diferentes sistemas de
amortiguadores a valores especificos de pH y fuerza idnica, En algunos casos, In
estrategin para la purificacion involucra un pase cromatografia de intercambio iénico
seguido de filtracion en gel de Sephadex (ver revision Possani 1984).

2.3.- ESPECIFICIDAD DE LAS TOXINAS DE ALACRAN.

Las toxinas de alacriin, como algunas olras de origen animal, son proteinas
biisicas y cortas de una sola cadena polipéptidica (Miranda er af., 1970) de 28 (Lazavovici
et al., 1982a,b) a 78 aminoicidos (Toledo y Neves, 1976). Se ha reportado ¢l nislamiento
de alrededor de 120 toxinas puras, de las cuales se ha determinado la secuencia completa
de antinodcidos de mids de un tercio (ver revision Possani 1984; Meves ef al., 1986;
Ramirez et al., 1994)

Segin su especificidad sobre los cannles idnicos, se han reconocido hasta el
momento 4 tipos diferentes de toxis las que b les de sodio (Miranda ef
al., 1970), potasio (Possani et al., 1982), calcio (andivin, et al 1991 y 1992) y cloro
(DcBin ez al., 1993). Las toxinas bloqueadoras de canales de sodio fucron las primeras
caracterizadas y hasta ahora son bién las mcjor |
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2.1.1.- Toxinas bloqueadoras de canales de sodio.
2.3.1.1.- Mccanismo de accién.

La potente accidn de este tino de toxinas estd relacionada con su hahilidad para
unirse cont alta afinidad o los canales de sodio que son voltaje depeadientes en células
excitables (Catterral, er af 1976 y 1986: Couraud y Jover, 1984),

L.os canales de sodio permiten el influjo de este ion produciendo la fase inicial de
despolarizacién répida en el potencial de accidn. La actividad de estos canales cs
alterada cuando las toxinas se unen a ellos en diferentes sitios (Strichartz, 1989). Esta
interrupci6n en el flujo de iones de Na* a través de los canales en fibras nerviosas y
musculares, trac igo un cfecto parali sobre el individuo (Cattervall e al., 1986).
Las arritmias respiratorias producidas por las picaduras de alacriin son debidas
principalmente a la despolarizacién de las fibras vicerales aferentes (Freire-NMaia, 1983),

Las toxinas que bloguean canales de sodio muestran entre si diferente grado de
toxicidad para los diferentes grupos animales. De esta manera, se han reportado toxinas
que han d rado ser prefer especificas contra mamiferos (Miranda et al.,
1970) insectos (Zlotkin et al., 1971) o crustiiceos (Zlotkin et al., 1978).

2.3.1.2.- Toxinas especificas para canales de sodio de mamiferos.

Al realizar una comparacién de los diversos estudios realizados sobre la union
especifica de las toxi que blog les de sodio de mamiferos, resulta evidente
que existen dos clases de éstas (Meves ef al., 1989). De acuerdo con Koppenthofer y Smith
(1968) y Narashashi et al., (1972), los efectos de las toxinas de los alacranes de los
géneros Leiurus y Buthus del viejo mundo, producen un retardamiento cn la inactivacién
de los canales de sodio. Por otra parte, Cahalan (1975) demuestra que las toxinas de los
alacranes del género americano Centruroides inducen la aparicion de una nueva
corricnte de sodio (citados por Freire-Maia y Campos, 1989).

En este contexto, Catterrall (1980) encontrd 3 sitios receptores asociados n canales
de sadio. El sitio 1, al que se unen la tetrodotoxina y la saxitoxina (toxinas de especics
marinas). El sitio H, al que sc unen Jas toxinas liposolubles como la veratridina y
batracotoxina y el sitio II1, al que se unen las toxinas de anémona y de alacranes de
géneros del viejo mundao.

De acuerdo con Jover (1980) y Couraud et al. (1982) las toxinas de los alacranes
de Africa y Asia, sc unen de manera dependiente de voltaje al sitio 111 del canal de sodio
afectando su inactivacién (uniéndose al canal abierto) y son denominadas toxinas o, Por
otra parte, las toxinas de alacranes norteamericanos se unien de manera independiente
del voltaje a otro sitio del canal, quc se llamé sitio 1V, afectando su activacién (umcndose
al canal cerrado) y se denominan toxinas tipo 8 .

10



INTRODUCCION -

Un caso especial o constituyen las toxinas de los alacranes sudamericanos del
género Tityus. Las toxinas del alacrdn Tityus serrulatus se unen a sitios diferentes en el
canal de sodio. La tityustoxina, aislada por Gémez y Diniz en 1966, también lamada
TsIV-5 por Possani ef al quicnes 1 sccuencinron en 1985, se une al sitio 115 del canal de
sodio y es por lo tanto una toxina o (Kirsch ef al., 1989), Por otra parte, la toxina gama
(Possani ¢t al., 1977) hién indebidamente 1) la Ti-VII (Sampaio et al,, 1983) ¢
Ts VI (Bechis ef al.,, 1984, citado por Martin-Eauclire, ef af, 1992) se une a los mismos
sitios receptores que las toxi del género Centruroides, por lo que se le considera una
toxina tipo B (Jover ef ¢f,, 1980: Couraud ef al.. 1982; Barhanin ef af.. 1982),

El estudio de Ia toxina ganm reviste considerable interés ya que posce la més alta
afinidad hasta ahora deserita para los canales de sodio del cerebro de rata (con una
constante de diseciacidn en el rango picomolar). Esta toxina tiene ademiis propicdades
farmacoldgicas tanto de las toxinas del tipo B, como de las toxinas especificas contra
insectos (De Lima ef al., 1986, citado por Martin-Eauclaire ef af 1992).

2.3.1.3.- Toxinas especificas contra canales de inscctos,

Las toxinas que bloquean canales de sodio de insectos se clasifican como
excitatorias y depresantes (Zlotkin et al,, 1971; 1985). Aunque estos dos tipos de toxinas
producen cfectos opuestos, ambas se unen al mismo sitio en las membranas neuronales
de inscctos (Zlotkin ef al., 1985 ; De Lima ef al,, 1989},

2.4.- ESTRUCTURA DE LAS 'I’OXINAS DE ALACRAN.
2.4.1.- Estructura de las toxi doras de Ies de Na‘.

Las toxinas que blogucan cmmlcs de sodio constituyen una familia de protem.ls
que presentan entre si gran homologia (Possani ef al., 1984) (ver figura 2, articulo 1 pig.
25), tienen de 61 a 78 aminodicidos y pr una ¢ i6n estructural dnda por

4 puentes disulfuro (Miranda et al, 1970; Kopeyan ef al., 1974: Fontecilla Camps ef
al.,1980; Possani ef al., 1982 y 1983).

Los aminodcidos que son conservados en cste grupo de proteinas son de gran
importancia para Ia estabilizacidn de su estructura secundaria y terciaria (ver revision
Possani, 1984). Fontecilla Camps et al., (1981), realizaron un analisis de Ia estructura de
28 toxinas cncontrando que aunque las secuencias exhibian considerable variacién,
mostraban tres reglones conservadas. La regitn conservada mis grande corresponde n
los residuos 1-6, la segunda regidn a los residuos 45-47 y la tercera a los residuos 51-53,

11
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Las principales caracteristicas de la estructura sccundaria y terciaria de las
toxinas de alacréin han sido estudiadas por las téenicas de dispersién rotatoria dptica,
dicrofsmo circufar, resonancia magnética nuclear y eristalografia por rayos X (ver
revisién Possani ef al., 1984). Aungue Ia combinacién de varias de cstas técnicas ha
permitido conocer los detalles de la estructura de estas moléculas, la cristalografin por
difraccién de rayos X es sin duda la téenica que mds informacién ha aportado. Hasta
ahora, con esta técnica se ha logrado determinar la estructura tridimensional de la
variante 3 del alacrin norteamericann Centruroides sculpturatus (Fontecilla-Camps ef al
1980; Almassy et al., 1983) y de fu wxina Aall 11 del alacrdn norteafricane Androctanus
australis Hector (Fontecilla-Camps et al., 1988).

Las caracteristicas mis sobresalivntes de Ia estructura de Ia variante 3, son dos
y media voeltas de o hélice que comprende de los residuos 23 al 32, y un corto trecho
de Mimina §3 plegada de 3 hiebras antiparalelas que incluyen los residuo 1.4, 37-41 y del
46-50. La ldmina B plegada corre en forma casi paralela a la hélice o, y s¢ unen ambas
mediante dos puentes disulfuro que incluyen Ias cisteinas 25-46 y 29-48. Cercas de esta
regién, se forma un tercer puente disulfuro entre las cisteinas 16 y 41, El cuarto puente
disulfure, entre las cisteinas 12 y 65, estd expuesto en un extremo de la molécula.

La estructura tridimensional de Aall U de Androctonus australis Hector, presenta
caracleristicas estructurales similares a Ia variante 3, De esta forma, ambas toxinas
comparten una regién altamente estructurada la cual contiene la o hélice, el triplete de
hebras antiparalelas de 1a ldimina B plegada y tres de los cuatro puentes disulfuro, Como
era esperado, los dcidos que It las asas protuberantes varian en forma
apreciable en ambas moléculas. Las mayores diferencias fueron encontradas en las
regiones donde ocurren inserciones y en ¢l extremo COOH terminal (Fontecilla-Camps

et al., 1988).

2.5.- GENETICA MOLECULAR DE LAS TOXINAS DE ALACRAN.
2.5.1.- ADN complementarios.

En ¢l presente se han logrado aislar y secuenciar varios ADNes que codifican
para toxinas especificas contra canales de sodio tanto de mamiferos como de insectos.

Androctonus australis Hector (alacrin norteafricano).

Bougis ef al., aislaron en 1989 los primeros G precursores que codifican para
toxinas de alacréin utilizando un banco de ADNc de 1a especie norteafricana Androctous
australis Hector. De estos precursores, 4 codifican para toxinas especificas contra
mamiferos del tipo alfa (Aal 1, AaHP’, AaH 1l y AaH 1H) y 2 cspecifiros contra insectos
del tipo excitatorio (AaH IT1, AaHIT2). Los precursores de toxinas especificas contra
mamiferos estin codificados por ARNms de alrededor de 380 pb (sin incluir poliA). En
la parte codificante se presenta una region que codificaria para un péptido seiial de 19
aminodcidos y una parte cstructural que codificaria para 64 6 65 aminodcidos de los

12
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cuales el ditimo farginina) o los dos dltimes (glicina y arginina) respectivamente, son
aminoficidos que no sc encuentran en el péptido maduro, por lo que se presunte que son
sitios de procesnmieto. Estos autores proponen que para Ia activacién de cstas toxinas
serequiere of corte det dltimo aminodicido (arginina) en el extremo COOW dcl precursor,
Ademis, cn ¢l caso de la toxina Aall, se requicre que el peniitimo aminodcido dei
precursor (glicina) done su grupo amino al aminoicido que lo antecede (ver figura 4,
pig. 38)

Los precursores de toxinas especificas contra insectos ticnen un péptido seiint de
18 aminodcidos, una parte estructurnd que codificaria pnra 78 aminodcidos y no
presentan aminoiicidos extra con respecto al péptido maduro.

Leiurus guinguestriatus hebraeus (Asia)

Gurevitz y colaboradores (1991) reportaron la sceuencia de LgholTI, un
transcrito de 314 pb (sin inciuir poli A) que codifican para una toxina especifica contra
insectos. LghodT exhibe un 75% de homologia con respecto a la toxina o 4 de Leiurus
quinquestriatus y solo un 53 % con respecto a Ia familia de toxinas o que afectan
mantiferos del alacran Andractonus australis Heetor, No obstante esta relativaniente baja
similitud entre la parte estructural de LaghalTt y la familia de las toxinas o de A.
australis, ambas toxinas comparien un péptido seital muy semejante con sole 4
diferencias en 57 nucleétidos codificantes, por lo tanto, se presume que LgliodT1 es una
toxina alfa especifica contra insectos,

Buthotus judaicus

Zitberberg ef al (1991) reportaron la secuencia de un ADNc que codifica para una
toxina especifica contra insectos de! tipo depresante. Este transcrito de 323 pb (sin
inctuir poli A), incluye las regiones que codificarian para un péptido seiial de 21
aminoficidos, la parte cstructural de la proteina madura de 61 aminoacidos y tres
residuos adicionales antes def coddn de terminacién (Arginina-Lisina-Lisina)

Tityus serrulatus (sudamérica)

Martin Eauclaire et af (1992), reportaron 1a secuencia del ADNc que codifica para
{a toxina Ts VII o gama del atacrin brasileiio Tityus serrulatus. Esta toxina es especifica
contra mamiferos y es del tipo de las neurotoxinas beta. Este transcrito con una fongitud
de 343 pb (sin incluir poli A), tiene una regién que codificaria para 20 aminosicidos det

3



ANTECEDENTES

péptido sciial, Ia region que codificaria para el péptido maduro (61 2.0.) y una region
que codifica para 3 aminodcidos que no forman parte de la toxina madura (Gli
Lisina-Lisina) antes det codén de terminacién. Por determinacidn de secuencia de
aminodcidos se snhe que la tltima cisteina es amidada (cistei ida)

En todos los transcritos que codifican para toxinas de alacrin se ha reportado
una posible seiial de poliadenilacién en el extremo 3°.

2.5.2.- ADN gendmico.

Bougis ef al (1989), realizaron andlisis mediante hibridacién tipo Southern
utilizando como sonda ¢} ADNe de fa toxina AaHI1, Estos experimentos sugirieron, segiin
diches autores, que csle gen se encuentra en copia tinica y tiene un tamaiio minimo de
2800 pb. Posteriormente, Martin-Eauclaire ef al (1992), presentaron en el Congreso
Internacional de Toxinologia de Singapur informacién de que habian determinado la
secuencin nucledtidica del gen Aall I' del alacrin nortealricano Androctenus australis
Hector. Dichos autores establecieron la estruciura de este gen pero no reporlan la
secuencia nucleotidica. De esta manera, el gen de Aall I’ contendria dos exones (exdén
1 =48 pby exon 2 = 267 pb) y un intrén de 426 ph que se encontraria cercano al final
del péptido seiial (longitud total del gen 681 ph).

3.- ANTECEDENTES
3.1.-Antecedentes del grupo

En los iltimos aiios, en el grupo del Dr. L.D. Possani se ha trabajodo

cn la bioq 1 de los venenos de alacranes americanos, principalmente

del génere Centruroides de norteamérica y Tityus de sudamérica. Hasta I fecha, se han

identificado 8 toxinas bloqueadoras de canales de sodio de C. noxius (Possani et al., 1981;

Possani et al.,1984; Valdivia et al., en prensa), 2 de C. limpidus limpidus (Alagon ef al.,

1987) , 1 de C. limpidus tecomanus (Ramirez et al., 1988; Martin ef al.,, 1988) y 4de T.
serrulatus (Possani et al., 1991),

De 1as toxinas de C. noxins, 7 son especificas contra mamiferos: Cal (fraccion -
14), Cn2 (11-9.2.2), Cn3 (11-9.2.3), Cnd (11-10.2.2), Cn7 (11-13.3), Cn8 (11-13.4) y Cn? (I1-
14.4) (de tas dltimas solo se ha secuenciado st extremo N terminal) y una contra
crustiiceos CnS (I1-5). Del alacran Tityus serrulatus se ha logrado sccuenciar
completamente la toxina gama, Ia texina IV-5 y la toxina 11-8.

Eu forma mis recicnte, en nuestro laboratorm se han utilizado metodologias de

1 para el aistami y d ion de los genes que codifican para
toxinas de alacrin. De csia manera, en ct prcseme se han logrado secuenciar 4
precursores completos que codifican para doras de les de sodio del

tipo B del alacrin C. noxius. De estos precursores, dos son de la familia de genes que

hial
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codifican para toxinas especificas contra mamiferos (CngtlV, CngtV) y otros dos son
toxinas especificas contra insectos y crusticeos (Cagtll y Cngtill). Dos de estos ADNc

corresponden con la in de inodcidos de toxi ya jadas: Cugtll con
CnS y CngtV con Cnd (Becerril ef ai., 1993; Vizquez ef al., 1993). De esta manera, al
ar las ias de ami idos deducidas a partir de Ias de nucledtidos de los

ADN comptementarios, con !a de aminodcidos de cstas toxinas, se ha podido deducir las
modificaciones post-traduccionales que sufren los péptidos precursores para generar las
toxinas maduras, los cuales son similares a los de los otros precursores previnmente
reportados:

1) En primer lugar, una peptidasa sefial realiza un corte en la primera lisina del amino
terminal para escindir el péptido seial,

2) Una carboxipeptidasa especifica corta los residuos baisicos que se encuentran en ¢l
COOH terminal del péptido (Una y dos lisinas en Cnd y Cn5 respectivamente).

3 Cumulo al Gitimo, o a los dos Gltimos aminodcidos bdsicos antecede una glicing, una

o ami amida al aminodeido que a su vez le antecede. Este seria el caso de
Cn5 cuyo péptido precursor terminarfa con Asn-Gli-Lis. De csta manera, la toxing
madura terminaria en asparaginamida,

3.1.- Antecedentes directos.

Los antecedentes mids inmediatos a este trabajo, los constituyen los resultados
obtenidos en mi tesis de licenciatura tituiada “Impl i6n de un método general
para la caracterizacion de genes que codifican para toxinas del veneno del alacrin
Centruroides noxius Hoffmann® (1992), En dicho trabajo, se realizaron bisicamente
experimentos del tipo Southern y PCR que a continuacién describo:

a) Southern.

Con el objetivo de obtener informacién relativa a la organizaci6n de los genes que
codifican para toxinas de alacrin que bloquean canales de sodio, se realizaron
experimentos del tipo Southern blot. Para ello, se realizaron digestiones con diferentes
enzimas de restriccidn utilizando 10 pg de ADN gendémico por easayo y se utilizaron
comeo sondas Jas clonas Cngtl y Cngtll, Este anilisis sugicre un tamaiio mdximo de 18
kb para la regién gendmica total que codifica para esta familia de genes y un tamaiio

ini de apr il 600 pb para los elementos de dicha familia (figura 3
articulo 1, péig. 26). Si consideramos que la extensién de los ADNcs de esta familia es de
alrededor de 330 pb, podemos deducir que si existe un intrén en estos genes éste no serin
muy grande,
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b) PCRs genémicos.

Para obtencr infornmcién relativa a la estructura de los gencs que codifican para
toxinas bloqueadoras de canales de sodio en C. noxius, se realizaron experimentos de
PCR. Puesto que entonces sélo conociamos la secuencia de nucledtidos de la clonn Cogtl
(clona incompleta en el extremo 5° )3 ccuencia de aninodcidos de algunas toxinas de
C. noxius; decidinmos elcgnrlx region det amino y del extremo 3 para disenar los oligos
para el PCR por las siguicntes razenes: i) La parte N terminal ¢s una region bien
conservada entre 1as toxinas bloqueadoras de canales de Na®, (ver figura 1y 2 articulo
1, pig. 24 y 25} i) La region del extremn 3* que elegimos para cf discio del o fue I
region que inmediatamente antecede a la posible seiial de poliadenilaciin de Ia clonn
Cngtl, por lo tanto, con este oligo amplificariamos la region mds amplia posible hacia
el extremo 3 (aiin no sabiamos que esta region era conservada en esta familia de gences).

En este PCR (ver condiciones en articulo 1) sec amplificé una banda especifica de
270 pb (ver figura 4 articulo 1), que es el tamaiio que se ollienc al usar estos mismos
oligos con un banco de ADN, ¢s decir, se obtienc un t fio que corresy in al que
se tuviera si en estn regién no existicran intrones. Por lo tanto, estos experintentos
sugieren gue no existen intrones, ent ka parte estructural y ¢l extremo 3°, del gen o grupo
de gencs amplifiendos con estos oligos en C. noxius.

4.- OBJETIVO
DETERMINAR LA ESTRUCTURA DE LOS GENES QUE CODIFICAN PARA

TOXINAS BLOQUEADORAS DE CANALES DE SODIO DE ALACRANES
" AMERICANOS

16



5.- MATERIALES Y METODOS
5.1.- EXTRACCION Y PURIFICACION BE ADN DE ALACRAN

El ADN gendmico Tte obtenid edi Ia téenica de Blin and Staflford (1976),
con las modificaciones que se describen en Corona M., (1992). Esta técnica consiste
fundamental encle lamienfo y trituracién del cuerpo del alacrin, tratamiento
con una solucién gue contiene proteinasa K y extracciones con fenol y fenol-cloroformo,

Pucsto que este ADN ain conti fuert unido, un pi yde bajo peso
malecular prohablemente cargado positivamente, s¢ necesita de un (ratamiento adicional
para purificarlo. Un método que implementamos para este objetive consiste cn pasar el
ADN por una columna de agarosa A-50 de filtracién molecutar (el cual se deseribe en
en ¢! articulo 1, pig 26.)

Otro método que posteriormente implementantos debido a la limitante de trabajar
con muy pocos o incluso, un solo alacrdan (ya que para usar [a columna necesitanios una
carga de ADN que s6lo se obticne con varios alacranes) consiste en el uso conjunto de
una columna de Centricon 100 (Amicon) y una columna de GlassMax (Gibco BRL),

Después de In extraccién del ADN, la solucién que lo contiene se pasa o una
colunina de Centricon 100 y se centrifuga a 1000g (cada carga 2 mi, si se tiene mds que
este volumen, se debe de recargar la columna cuantas veces se necesite), el tiempo de la
centrifugacién depende de la concentracidn del soluto y puede ser de varias horas. Esta
columna tienc una membrana hidrofilica de baja adsorcién, con un tamaiio de poro que
permite filtrar a las moléculas de bajo peso y retiene a las de alto peso molecular, En
el caso de Centricon 100, Ia membrana filtra a Ias moléculas con un peso molecular
inferior a 100 kD. Por tanto, se pueden eliminar de 1a solucidn, sales, dicidos nucleicos
degradados, proleinas pequeiias o las  fracciones peptidicas que resultan de la
degradacién de proteinas de alto peso molecular. Una limitante lo constituye ¢l hecho
de que no es tan cficiente la filtracion de moléevlas cargadas que se adhieren
electrostdticamente a un componente de alto peso molecular (como es el caso del
pigmento que pretendemos eliminar).

Para climinar por completo dicho pi; ¥ otros contami se utilizé una
columna GlassMax. Es importante notar que si 1o sc utiliza primero ¢l Centricon y se
pasa directamente la solucién con ¢l ADN por el GlassMax, se provaca Ia pérdida del
ADN. Esta columna funciona en 3 pasost en el priniero, s¢ agrega a la colummna ia
solucién de ADN en presencia de un agente caotrépico (Nal)} provoc.mdo que el ADN se
una a una membrana de silica; cn el segundo paso, se pasan sucesi 3v
(0.4 ml c\u) de una solucién de lavado (50% etanol, (.1 M NaCl, 10 mM Tris pH 7.5, 1
mM EDTA); finalmente sc cluye ¢l ADN con agua a 65°C,
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Con una colummna Glassd ax es posible limpiae con eficiencia, desde nanogramos
hasta mis de 50 pg de ADN de un tamaiio entre .2 a 50 kb. Si se intenta limpiar una
molécula de mayor peso molecular esta es fragmentada. De lo anterior se concluye. que
para la mayoria de las aplicaciones no s recomendado el uso de esta columna para
limpiar ADN dmico {que después de la extraccion de fenol tienc un tamaiio de
alrededor de 200 kb. Sambrook, er al 1989). Sin embargo, en el caso del PCR parece ser
diferente. Numerosas observacinnes indi que ¢l fracci i del ADN constituye
una ventaja para la amplificacién yn que reduce a Tm del templado y ademis parece
aumentar la especificidad del alineamicato (Corona M. 1992), por lo tanto, la ruptura
del ADN gendmiico en fragmentos de alrededor de 50 Kb podria ser una ventaja en este
caso,

Con el j de procedil descritos, fue purificado ADN de los cuerpos
de un alacrdn entero y aproximadamente la mitad de otro (aprox. 2 gramos de tejido).
Con este material se obtuvieron 60 pg de ADN genémico limpio (40 pg por alacrdn).
Puesto que hemos experimentado que desde 1 ug de ADN gendmico como templado
(aunque lo éptimo son 5 ug) se puede obtener una amplificacién sigatficativa en 30 ciclos
(de alrededor de 0.5 ng de producto amplificado), con la cantidad de ADN purificado
de un sdlo alacrin podriamos realizar 40 ensayos de amplificacién.

5.2.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

A continuacién se describen las condiciones de los 2 tipos bdsicos de PCRs
realizados con ADN de Centruraides noxius y el realizado con ADN de las especies del
género Tityus. La Tm de todos los oligos utilizados fue estimada segiin Ia ecuacidn de
Bolton y McCarthy, 1962 (citado por Sambrook ef al, 1989).

1) C. noxius

A) Con los oligos 5’extBam1 (extremo 5' de la secuencia de la clona Cngtll con sitio de
restriccién) y CtoxEcoRI (region anterior a ln que codificaria el C terminal de Ja clona
Cngtll con sitio de restriccién)

Los oligonucleétidos utilizados pars este PCR fueron los siguientes:
Oligo 5xtBam (Directo). GGG'GATCCCTICCGAAGATGAACTCGTTG. 28mero Tm =
64°C. Oligo CtoxEcoRI(Inverso) GGG’AATTCAGGAAGGGGATAAGTCGGTGT
29mero Tm= 64"C. Se mucstran subrayados los sitios de restricei6n.

Las condiciones fueron: 2000 1M de cada dNTPs, 2 mM de MgCl,, oligos SextBam
y CtoxEcoRI 1 uM c\u, ADN gendmico 1.5 pug y Enzima Vent polimerasa 2 U. E}
programa se inicié con 95°C 5 minutos, se agregé la enzima y se prosiguié con un
programa inicial de 92°C 1 mi 50°C 1 mi y72'C 3 mi durante 1 ciclo y
se continué con 92°C 1 minuto, 53°C 1.5 minutos y 72°C 3 minutos durante 35 ciclos y
finalmente, un periodo de extensién de 15 minutos a 72°C. El experimento se realizé cn
vuna méquina Biosycler .
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B) Con los oligos Ntox 2 (regién gue codificaria para el N terminal de Ias toxinas
bloqueadoras de canales de sodio contra mamiferos) y Extremo 3’ (extremo 3°de Ia clona
Cngtll),

Se utilizaron los sigui 1i fedtid
Oligo Ntox 2 (Directo}: A,\AG,\,\G(‘. TTATCTGGTGG. l‘)mcro Tm = 51"C,
Oligo Extremo 3'(Inverso): AACTGCAATTAACAAGCGTTAC 22mero Tm = 52°C.

Se realizd un primer experimento de amplificacién con las siguientes condiciones:
200 M de cada dNTPs, 2 mM MgSO,, oligos Ntox2 y Extremo 3° 1 uM c\u, ADN
genémico 5 pg y 2 U de enzima Vent poliinerasa. E! programa que se utilizd fue Y5°C
30 segundos, 50°C 20 segundos y 72'C durante 40 segundos, durante 33 ciclos, Se utitizé
una miquina Perkin Einier 9600,

El resultado de este PCR mostré un rendimicnto muy pequeiio (alrededor de 50
ng), el cual hasta cierto punto puede justificarse por tratarse de una amplificacién
especifica en pocas copias de genoma eucaribtico. Por tol motivo, se realizé una
reamplificacié do como N0 del volumen de la reaccibn de
amplificacién y las mismas condiciones utilizadas en Ia amplificacién. Este nuevo PCR
tuvo un rendimiento de alrededor de 3 pug del producto amplificado.

2) Tityus sp

A continuacién se describen las condiciones utilizadas para la amplificacién del
gen que codifica para la toxing gama de T. serrulatus,

Los oligonucleétidos usados para la amplificacién (TB1 y TB2) fueron disciiados
en hase a 1a secuencia del ADNc que codifica para la toxina gama de T. serrulatus (ver
figura 1, pag. 20). Las condiciones de 1a r ién fueron las siguil Se utilizaron 10
ug (medido por D.0.) de ADN genémico como temiplado, 200 1M de cada dNTP, 2 mM
de MgS0,, oligo TB1 4.4 g (4.7 pM), TB2 5 pg (6.3 pM), enzima Vent polimerasa 2 U,
El programa utilizado para Ia amplificacién consistié en un pnso inicial de
desnaturalizacién a 95°C 5 min, seguido por 92°C 1 min,, 53°C 1 min. 72°C 3 min.
durante 1 ciclo; se prosigue con 92°C 1 min., 55°C 1 min., 72°C 3 min., durante 30 ciclos
y finalmente, un paso de extension de 72°C 15 min. Se realizd una reamplificacién
tomando como templado 10 ng del fragmento de alrededor de 800 pb (purificado por
elusidn de banda), las condiciones de ia reaccién fueron similares a la amplificacién, el
programa usado también fue similar, excepto en la temperatura de alineamiento que en
este caso fue de 56°C.
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TBL
CGAAGAACAATCGATCTGAACG ATG AAA GGA ATG ATC TTG TTT ATT AGC TGC TTA TTG 58
M X G M 1 L F 1 S c L L -12

‘TB4
CTG ATC GGC ATT GTC GTA GAA TGT AAA GAA GGT TAT CTC ATG GAT CAC GAA GGT 112
L i_G& 1 vV VvV E ¢ K G Y L M D H E @ 10

TB3
TGC AMA CTT AGT TGC TTT ATC AGA CCA TCG GGA TAC TGC GGC AGA GAA TGC GGA 116
[+ K L s ¢ F I R P S G Y € G R E ¢ G 28
ATT AAA AAG GGC TCA TCG GGC TAT TGC GCC TGG CCC GCG TGT TAC TGC TAC GGG 220
1 K X G s s 6 Y € A W P A C ¥ C Y -G 46
CTT CCA AAT TGG GTG AAA GTT TGG GAT AGA GCG ACG AAC AAA TGT GGC AAA AAA 274
L P N W V XK Vv W D R A T N K C G K K 64

TB2 .
TAN ATTIGTTTCGCTGAARATCCTTTACAAATGAACTGTAATARGTTTGGCAARAATARAAAAATGTTC 343

Figura 1.- § ia nucledtidica y la deducida de aminodcidos del ADNc que codifica
para la toxina gama del alacrén Tityus serrulatus. Se marcan con negritas los
oligonuclettidos utilizados para la amplificacién (TB1 Tm = 64°C y TB2 Tm = 53°C),
para a deteccién especifica de Ia toxina gama (TB3) y para la identificacién de 1a familia
a ta cual pertenece esta toxina (TB4). (modificado de Martin-Eauclaire et al., 1992, FEBS
Lett. 302: 220-222).
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5.3.- CLONACION

Se utilizdé el plasmido pBLUESCRIPT KS (Stratagene, La Jolla Cal. U.S.A)),
purificado de una minipreparacion de lisis alcalina (Sambrook ef al 198Y), seguida por
GlassMax. Se probaron varias estrategias de clonacién. En el caso del PCR 1 de C.
noxius en que ambos oligos tienen sitios de restriccion se digirieron ¢l plasmido y cl
inserto con las enzimas que cortan en estos sitios. En el PCR 2 de C. noxius, en ¢! que
ningiin oligo tiene sitios de restriccién, el vector se digirié con EcoRV para generar
extremos rasurados y el inserto no se traté (aprovechando la propiedad de la enzima
Vent de generar extremos rasurados). En los PCR realizados con ADN de las especies
del género Tityus, puesto que un oligo ticne un sitio de restriccién (8qriH1), se realizaron
dos estrategias de clonacién: en un caso se digirié el plismido primero con EcoRV y
después con BamHI y ¢l inserto con BamI; en el segundo caso, se digirié el plasmido
con EcaRYV y se cloné rasurado. Las reacciones de ligacién se realizaron en un volumen
de 10 pl con T4 ADN ligasa (Boehringer Mannhein, GmbH, Germany) de baja
concentracién. Sc utilizaron dos tipos de relaciones molares plasmido:inserto, 1:1 y 1:5,
(0.05 pM de plasmido e inserto para una relacién 1:1),

En todas estas cslr'llcgins de clonacién, incluyendo la de extremos rasurados, se
obtuvieron (ver adclante), por lo que no parece ser necesario
aiiadir silios de reslrlccmn a los oligos a menos que se quiera clonar direccionalmente,

Py e

Para Ia preparacién de las células competentes (E.coli DH50 F°) y para su
transformacion, se utilizé el protocolo SEM (Inove ef al., 1990). Con este método
obtuvimos una eficiencia de transformacién de 2 x 107 transformantes por pg de
pidsmido superenrrollado. El nimero de recombinantes obtenidas en las dos
concentraciones molares utilizadas fue Ia siguiente;

Recombinantes (pg): Rasurado 1:5 8,000.
1:1 <1,000.

Cohesivo 1:5 8,000.

1:1 40,000.

Como puede apreciarse, sc obtuvo mayor nimero de recombinantes cuando se
utilizé un extremo cohesivo, con respecto a cuando se utilizé extremos rasurados. Asi
mismo, cuando se clond con extremos rasurados, Ia eficiencia fue mayor.utilizando una -~
relacién molar de 1:5. Un dato mas dificil de interpretar, es el hecho de que cuando se
clond con un extremo cohesivo se abtuvieron mds r bil en la relacién molar
1:1 en relacién a 1:5. Una posible explicacién In constituye Ia hipétesis de que a una
mayor concenlracién de insertos con extremos cohesivos, se favorece mis la uni6én de
varios insertos en concatameros, que la unién de un inserto-con el plasmido

5.5.- DETECCION DE CLONAS POSITIVAS Y SECUENCIACION

Ver materiales y estrategin cn los articulos 1 y 2. (pig. 22 y 29).
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Cloning and characterization of cDNAs that code for Na™-channel-
blocking toxins of the scorpion Centruroides noxius Hoffmann

(Recombinant DNA; 2gt11 cDNA library; Southern blot genomic analysis; nucleotide scquence; polymerase chain
reaction: 1oxin genc cvolution; introns)
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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 Hofimaan (CnH), we prepared a 2.g111 cDNA library from the
venom glands, Using specific oligodeaxyribonucleotides (oligos) designed according to known amino acid (aa) sequences
of CuH toxins {STox), we detected several positive ¢lones, d ined their nucleotide {nt) and deduced their
aa sequences. A comparative analysis of these sequences with previously reported STox revealed that CnH cDNAs code
for a lamily of very similar STox. The ¢cDNA coding for a known STox, 11-10, was cloned. Additionaily, three other
complcte (new) nt sequences were obtained for cDNAs encoding peplides similar to STox 1 from CnH or varignts 2
and 3 from Centrurofdes sculpturaius Ewing. Southern blot genomic DNA analysis showed o minimum size of approxi-
mately 600 bp as EcoR1 fragments lor elements 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 cede lor these genes do
not conlain introns, or at least not large introns.

INTRODUCTION of 700-800 people per year {D. Lopez- Acudla and A.

Alagén, communicated during the technical session of the

Of the 134 species and sub-species of Mexican scarpi- Sociedad Mexicana de Salud Piblica, Mexico City,

ons, only eight arc dangerous to man (Dchesa-Davila, March 1979),
1989). Species which cause the most frequent cases of Scorpion venoms constitule a rich source of low-AM,
scorpion poisoning in Mexico belong to the Centruraldes peptides toxic 1o a variety of organisms including man
genus. They represent a serious health problem with more (Miranda et al, 1970; reviews by Zlotkin et al, 1978;
than 200000 people stung per year and a mortality rale Possani, 1984). The most dangerous scorpion venoms so
Correspondence to: Dr. 1.0, Possni, bustitato de Biotecnologia. c1sd DNA, calf thymus sonicated and denatured DNA: Denhardt s solu-
UNAM, Av, Universidad 2001, Apartada Postal $10-3, Cuernavaca, cach of bovine serum albumin ficol:polyvinylpyrralidone;
Marclos 62271, Mexico. Tel. (52-73) 172199; Fax {52-73) 17238B; EtdBr, ethidium bromide; kb, kilobaseis) or 1000 bp: N, any nucleoside:
€e-mail: possani4i phrd22ccingebiunam mx Bt igo. i ide, PCR.

chain reaction; SDS, sodium dodecy] sulfate: SSC, 0.15 M NaC10915
Abbreviations: aa, amino acidis): bp, base pairls); cDNA, DNA comple- M Nacitrate pH 7.6; SP, signal peptide(s) STox, corpion 10ain(sx Tar
mentary to RNA; Cli, Centruroides limpidus secomanus. Cngt, CONA melting temperatore (temperatore at which 50% of the bybrids formed
from CrH cloned intodgt) L; CaH, Censruroides roxius Hoffmann; C1E, between two nucleic acids are dissociated).

Centrurcides sculpiratus Twing: Css, Ceruroldes suffusis suflususi
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Fig. 1. Nucleolide sequences of clones Cnerll-CagrV and sheir deduced aa sequences. SP sequences are underlined The averlined i sequences [1-21
and 246-266 (complementary 1] were used 10 synthesize PCR primers. Precursor peptides start at t 1bold numben on the left side of Crasl) and firush
with ua rexidue 87 thold pumbcr) v the right of the Carrtl sequence. Polyadenylaion sigaals IAATAAAD ate doubly underlined. Methods: The
screening of the cCDNA Iibrary was carned aut in two sieps. In the first siep. we analyzed approvimately 30000 plaques with a muture of ohgo
probes designed from a conseried regian of CuH STav: M 42-38 in Fig 2 [$-TASGCNTTSGONTGSTGGTG. where N = AG.C or T1. Probes
were synihesised on 4 Mycrosyn [450A DNA synthesizer by fcyanoethyl phosphuroamdiie chemistry and #2P.end-labeled by T4 polsnucleotide
Kinase. Replica fiters were prehybridized for 2-8 b a1 37 C in 6= SSC pH 76 containing § « Denhardt's 1% SDS 100 g per mi calf thymus
sonicated and denatured DNA (ctad DNAI00S%4 sodium pstophusphate. Filteis were thea hybriducd 1n 62 SSC pH 76 1 x Denhardt's 100 g
per ful etid DNA 0.03% sodium pyrophasphate *I.cnd-tabeled oligo probe far 1316 hat 37 C. Successise washes were peeformed in 6 x SSC phl
76 005% Napyrophosphate 0.1%s §DS at 37 C for $ min and once at 42 for § mun before autoradiography using N-AR Klm with intensiying
screens for 18 h at =70 C. The secand step of hibrary screening consested n the isalation af clanes similaf 1o the positae shune Cagrl identified i
thy o screening). Poutne vlones were hybrdized with an oligs probe designed from n1 K- 16 of € sculpturatia Aariant 31CEV 3 from
GIAAITSGGNTG). Prehybuidization and hbridization canditions for the dauble-stranded prube 1Cngsd mserts wete sumilar
t lhnne‘nn described excepl Ehat incubation was 41 42°C in the presence of 0% formamide. The pe- and hybridiration canditions for CEs S olegos
same v n the fint step of library screcrung. Positie clone iseits were dmpliied by PCR uing gl forward (8-
m,«cm(‘rcn(.mncccm and reverse 15 TTGACACCAGACCAACTGGTAATG) primers (New England Biv-Labs) These pmers
hybridice with the Ranking cewions of the Agtt) £coR( cloning site. The annealing temperature depended on the T,, of the pomers but 1y pically was
50 C. The reactions wete petformed in a programmable heating chamber tBisclert unng 30 rounds of temperature cyeling 92 € for ) min, 40 C
for 1.5 min and 72 C for 3 min followed by u final 16-msn step at 72 C. As recommended by the manufacturer. we used 100 ng of csch primer $00
g of template DNA 25 units of Vent polymerase (New England Buo-Labsisn 4 final val. of 400 reaction bufler. These PCR products were puttfied
from gel. blunt-cnded with T4 DNA polymerase and subcluned nto the LuoRY sule of pBlucseipt phegemid (Stratagene, Ls Julia, L At The hgatwn
reaction was used 10 transform competent £ colé DHS-3 celhs. The sabvloned DNA was sequenced using the Sequenase kit 1US Brochemaal.
Cleseland, Qi1 en both strands. The 4gt11 farmard and 1evens oligo primers were wed fur sequencing, Since the PCR reaction n known 1 be
assoxated with 4 relaively high raie of 6t misncorporanion, we performed the PCR amplificatvn expenments with Vent polymerase instead of Tug
polymerase, and several independent clones were sequenced. The Crgtl1-CrgrV ni sequences were deposited with the GenBank Nuvleotide Sequence
Database ender accession Nos. LOSH6N -LOSIO3. respectively

been characterized. As can be scen in Figs. | and 2, the Mature peptides encoded by the cDNAs shown in
four final C-terminal residues for STox 11-10 (CngtVy are Fig. 1 would be 66 ua residues in length for Cngill,
Cys-Asn-Gly-Lys. [t has been determined that the Asn Cngtlll and CngtV and 65 na residues for CrngrlV,
residue is amidated at the C erminus in the mature 11- Comparative analyses belween these sequences reveal

10 STox (A.V.. BB, 8. Martin, F. Zamudio, F.B. and that Cagrll and Cugel1l are 92% similar at the nt level,
L.D.P., manuscripl in preparation). Now that the cDNA and the peptides encoded by these ¢<DNAs are 91% sim-
sequences encoding both North Alfrican (Bougis et al., ilar. Also, Cngr!V shares 80% similarity with Cnge111 at

1989; Gurevitz et 2l, 1991) and North American (this the nt Jevel and 68% at the aa level. Similar results are
study) STox are available, we can surmise that C-terminal obtained when CngtV s compared. In spite of a Jower
STox processing follows the rules previously proposed by similarity at the aa level between the peplides encoded
Bougis et al. (1989). Additional processing consists of the by Cngtlk (or Cngrll[} and CngelV (or CngiV), the sim-
removal of the SP. ilarity at the nt level (at least 80%;) suggests that these
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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 Holfmann (CnH), we prepared a 2.gt1! cDNA library from the
venom glands. Using specific oligodeoxyribonucleotides {oligos) designed according 1o known amino acid (aa) sequences.
of CnH toxins (STox), we detected several positive clones, di ed their nucleotide (nth and deduced their
aa sequences. A comparative analysis of these sequences with previousiy reporied STox revealed that CnH ¢cDNAs code
for a family of very similar STox. The ¢cDNA coding for a known STox, 1I-10, was cloned. Additionally, three other
complzte (new} nt scquences were obtained for cDNAs encoding peptides similar 10 8Tox | from CnH or variants 2
and 3 from Cemruroides sculpturatus Ewing. Southern blot genomic DNA analysis showed & minimum size of approxi-
matcly 600 bp as EcoR | fragments for elements of this family, PCR amplifications of CnH genomic DNA and hybridiza-
tien of PCR products with specific probes indicated that the genomic structural regions that code for these genes do
not contain introns, or at least not large introns.

INTRODUCTION of 700-800 people per year (D Lopez- Acufia and A.
Alagon, communicated during the technlenl session of the
Of the 134 species and sub-species of Mexican scorpi- Sociedad Mexicana de Salud Publica, Mexico City.
ons, only cight are dangerous to man (Dehesa-Davila, March 1979).
1989). Species which cause the most frequent cases of Scorpion venoms constitute a rich source of low-Af,
scorpion poisoning in Mexico belong to the Centruroldes peptides toxic to a variety of organisms including man
genus. They represent a serious health problem with more (Mirands ¢t al, 1970; reviews by Zlotkin et al, 1978;
than 200000 people stung per year and a mortality rate Possani, 1984). The most dangerous scorpion venoms so
Correspondence to: Dr. L. Possani, Institute de Biotecnologia, ctsd DNA, calf thymus somicated and denatured DNA: Denhardt's solu-
UNAM, As. Universidad 2001, Apartado Postal 310-3, Cucrnavaca, tion, 0.02% each of bovine serum alburmin-ficoll;palyvinylpyrrotidone;
Marelos 62271, Mexico. Tel. {52-73) 172799, Fax (52-73) 172388 EtdBr, ethidium bromide; kb, kitobascts) or 1000 bp: N, any nuclenside:
e-mail: postani§¢ phr322 ceingehiunam.my ar, ideisx. aligo, o i i )
chain reaction; SDS, sodium dodex! sulate: SSC. 0.15 M NaCl.ovIS
a ffs); bp, hase pairts) cDNA, DNA comple- M Nay-citrate pH 2.6; SP, vignal peptidefsi: $Tox, scorpion 10ainfsk Tas
mentary 1o RNA: Clt, Centruroides timpidus tecomanus, Cnga, cONA melting temperature (temperature at which 30% of the hybrids formed
from Crid cloned into Ag1t1: CaH, Centruroldes noxiua Hoffmann; CSE. betw cen two nucleic acids are dissociated).

Centrurcides seulpturanus Ewing, Css, Centruroldes suffusus suffusus:
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far studied have been shown to contain two kinds of
STox: long-chain polypeptides of 60-70 aa which block
Na*-channels of excitable cells (Catterall, 1977: Couraud
et al, 1982) and short-chain peptides of 17-39 ou affecting
K *«channels (Carbone et al, 1982; Possani ct al. 1982
Miler et al, 1985 Gimenez-Gallego el al., 1988; Strong
et ak. 1989), Recently, Viddivia et al. (1991) demonstrated
the existence of another class of polypeptides in the scor-
pion venom that activates the Ca®*-releuse channel of
the sarcoplasmic reticulum,

Nevertheless, the most thoroughly studied STox are
those that modify Na *-channels and were classified as 2+
and B-STox (Couraud ct al. 1982 Whevler ¢t al., 1983).
This classification was proposed based on the existence
of twa different binding sitex on the Na“-channels for
the - and [S-tonins (Jover et al, 1980: Couraud et al..
1982). 2-STox modify mainly the inactivation mechanism
of the Na* -channcls (Nonaer. 1979, while f- STox prel-
erentially alter the actisation mechanism {reviewed by
Meves et al., 1986; Strichariz et al. 1987; Thomsen and
Catrerall. 1989).

Our group has contributed dunng the last dn.ldc [
the ge of the struc ' hip of
the toxins from the venom of Mexican scorpmnsll’ms.um
1984; Zamudio ct al., 1992). A few regions involved in
toxicily or antigenicity huve been mapped in these STox
using synthetic peplide and monoclonal antibody
approaches (Gurrola ct al, 1989; Possani et al., 1991).
The possibility of using modern molecular biology strate-
gies for cloning, direcied mutagenesis and expression of
specific STox-encoding genes or gene fragments in order
10 use the purified products to verify their interactions
with ion channels has greatly motivated our work.

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

RESULTS AND DISCUSSION

(a) Isolation ef ¢cDNA clones encoding STox peptides

A degenerale oligo pmbc codmg for au 42-48 of $Tox
Cn2, which arc wi among i éddy
toxins, was used (o screen a 2gth | ¢cDNA library prcpnrcd
from CuH venom glands {legend to Fig. t and Fig. 2).
From this screening we detected several positive signals
with different intensitics; we decided to characterize first
the clone that gave the strongest signal. This clone was
named Cngfl and had an insert of approximately 230 bp,
This insert was subcloned into the EcoRI sites of
MUI3mp18 and M13mp19, and its n1 sequence was deter-
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mined, When the an sequence from this ¢DNA was
deduced, we found the target scquence {ua 42- 48 of Cn):
however, the entite sequence did not correspond to Cn2.
Cugrl wus o truncated clone that contuined the sequence
for a (new) Na *-chunncl-blocking STox cDNA coding
from 11 25 through the polyadenylation site. A compara-
tive analysis of the deduced i sequence of clone Crgtl
with seported STon aa primary sequences revealed that
from 41 2 encoded by this clone. 30 a4 were ident
with the STox variam 3 of C. sendptiraus (see F
-dimensional structur
Camps et al., 1980). To explore the possibility of isolating
acomplete cDNA that encoded a STox closely rekited 1o
OB variant 3, we decided to use the Cugil insert as a
probe to screen the eDNA library under vonditions of
high stringency in order to isnkate clones haghly homolo-
pous 1o the Cagrl itsert. From this secand sereen
isolated seseral positive dlones,

The neat step convisted of probing Southern blots of
digested DNA of the isolated positise clones with i vari-
ant 3-specific oligo Wesigned from aa W 16; see Figs. |
and 21 Two positise inserls with a sire adequate 1o
encode o complete STox sequence were subcloned into
the EcoRV site of pBluescript {pKS, Stratagene, La Jolla.
CA). They were called Cngi1l and Cngrlil.

From this sccond screening, two less strongly positive
clones were isoluted, subcloned and scquenced. They were
called CngilV and CngeV, The nt sequences of clones
Cngiil through CngtV are shown in Fig. 1. These cDNAs
ar¢ about 350 bp in leagth and ¢ncode STox precursors
of 86-87 aa.

Tt has been proposed, based on the analysis of their
<DNA scquences, that STox might be synthesized us pre-
cursors with a signal peptide (SP) of 18-19 aa (Bougis
ct b, 1989; Gurevitz ¢t al, 1991). Catl SP scquences
met ail the requirements for cukiryoles as proposed by
von Heijne (1986).

In the case of STox that affect mammalian Na *-chan-
nels (Bougis et al, 1989) and in the case of a STox that
affects inscct Wa *-channels (Gurevitz et al., 1991), it has
also been obscrved that they have exiensions at their
C-terminal ends: Arg, Gly-Arg or Arg-Lys. These basic
residucs are not present in the mature peptides and when
Gly precedes a basic residue, the residuc becomes ami-
dated at the C terminus (Bougis et al., 1989).

Of the STox coded by the cDNAs shown in Fig. 1, only
Cngr'V was thoroughly studied. 1t corresponded to STox
U-10 (Possani ct al, 198)), a Na'-channel effector
(Carbone et al,, 1982; 1984), whose complete primary aa
sequence has been determined (A.V., BB, 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 closely related to Centrurofdes STox that have

we
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Fig. 1. Nuclealide sequences of slones Crall~CagsV and their dedisced aa sequences. SP scquences are underhined The ovedlined at sequences { 131
and 246-260 tcomplementarys) wete used 10 3y nthesize POR pramert. Precursor pepuides start a1 1 1bold numbert on the keft sule of Crerl) and finish
with x4 residuc 87 (bold number) to the right of the Cneill sequence. Polyadenylation wignals (AATAAA) are doubly undertined. Methods: The
screening of the CINA fibrary was Catnied out in two sieps In the first step, we analyred approvmately 30000 plaques with 3 mivture of hgs
probes designed frum a consersed region of Cubl STou: nt 42-34 in Fig 2 [$.TA{GCNTT{GONTG{TGGTG, where N = A.G.C or T). Probes
were synthesized on 2 Mycrosyn 1450A DNA symihesizer by f-cyanocthyl phosphoreamidite chemastey and 3! P<nd-Jabeled by T4 polynucleotide
kinase. Replica filicrs were prebybridized for 2-8 h at 37 C in 6% SSC pH 76 cuntaining $ = Denhard's B.1% SDS 100 pg per mi call thymus
sonicated and denatured DNA tcisd DNA) 00S® s sodiem pyrophusphate. Filiers wete then hybndired in 65 SSC pH 76 1 » Denkardrs 100 g
per mi cisd DNA .05 sodium pyraphusphate ** Pend-labeled alsgo probe for 12+16 h at 37 C. Successive washes were performed in 6 » SSC pHl
76005% s Napyrophosphaic 0.1% SDS at 37 C for $ min and once a1 42°C for $ min before autaradwgraphy using N-AR film with intensifying
screens for (R hut =70 C. The secand siep of library xcreening consisted 1 the isolation of clones similar to the pasitne vlone Carrl idennficd in
the first step tuligo screening). Posiive cloncs were bybridized with an oligo probe dewgned from n 1. 14 of C. udpturan vanant 11CE N from
Fig. 2 {$"GASGGNTGYAALTIGGNTGL Prehy brdization and hy bridization condilions for she duuble-stranded probe (Crgrl inscrt were similar
10 those Just descibied ecept that incubiatian was a1 42C in the presence of 2044 farmamide. The gre- and hybridization conditions for CaELS oligos
were the same v in the fint aep of brary srecning. Posine clone imscits were amphiied by PCR wing gehl formard 18-
GGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCG and reverse IS TTGACACCAGACCAACTGGTAATGI primers iNew England Bio-Labsi These prmens
hybridize with the Nlanking tegions of the 2111 EcoR1 cloning site. The annealing temjxrature depeaded un the T of the ptimers hul pically wus
S0 €. The reactions were perfarmed 1 2 programmable heating chamber (Biosycler) using 30 rounds of lemperature cychng 192 € for { min, 30 C
for 1.5 min and 72 € for 3 min) fullowed by 2 final 10:min step a1 72 C. As recommended by the manufacturer, we used 300 ag of each prier 00
g of template DNA 2.5 units of Vent polymerase (New England Bio-Labyiin a final vol. of 10t teaction buffer. These PCR products were punified
from gel, Blunt-ended with T4 DNA polymerase and wubcloned into the EcuRV site of pBluescript phagemid (Stratapene, La Jolta, € A1 The ligatron
feaction was wsed 10 transfonn competent £ o vt DHST celly. The subcloned DNA was sequenced wsing the Sequendse bt (LS Biochemical,
Clevcland, Ol an bath strands The Agttl farward and revene wligo prmets were wed for sequenceng. Since the PCR teaction s known o be
ansociated with a relatively high rate of at muincorpuraton. we performed the PCR amplfication experiments with Vent pofymerase 1nstead of Tuy
polymerase, and seveeal independent clones were sequenced. The Crgrll-Cres¥ ma sequences were deposined with the GenBaak Nucleotide Sequence
Database under accession Nos. LOS0D- LO5G). espectively

been characierized. As can be seen in Figs. 1 and 2, the Mature peptides encaded by the cDNAs shown in
four final C-terminal residues for STox 110 (CngrV) are Fig. | would be 66 ua residues in length for Cngril.
Cys-Asn-Gly-Lys. It has been determined that the Asn Cngtlll and CngtV and 65 aa residues for CngtlV.

residuc is amidated at the C terminus in the mature I1- Comparative analyses between these sequences reveal
10 STox (A.V., B.B., B. Martin, F. Zamudio, F.B. and that CrgtIl and CngrlIT are 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% si

sequences encoding both North African (Bougis et al., ilar, Also, CngrlV shares 80% similarity with Cngel?] at
1989; Gurcvitz et al., 1991) and North American (this the nt level and 68% at the aa level. Similar results are
study) STox ate available, we can surmisc that C-terminal obtained when CngeV . is compared. In spite of a lower
STox processing foliows the rules previously proposed by similarity at the aa level between the peptides encoded
Bougis et al, {1989). Additional processing consists of the by Cngnll (or CrgrItl) and CngtIV (or CngrV), the sim-
removal of the SP, ilarity at the ot levet (at least 80%5) suggests that these
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Fig- 2 The a3 sequence compatison of principal representatines of Centruranfvs STus. Tosin sequences were prouped acording t ther amlaniies.
Gaps 1-) were introduced fo manimize simitarities Below each smilany group. the consensis ~cquence 1s shiswn 1N bald The s sequenies dedued
from cDNAs are included. The Cayr ¥ dedoced primaty soquence has been vortoborated by direct a4 sequence of the mature STow AV BB B
Martin. F. Zamudio, 7.8 and L 1P manuscrpt 1 preparations Dats are from this study, Mesevet ol 119%3) and Zamudie €1al (19924 10 consensus
sequences, X represents a vinable readue. The aa are ahgned with the List digats of 1he numeraly

cDINAs originate from mRNAs transcribed from closely
related genes. Comparative studies with the North
Alrican Amdroctonus australis Heelor $Tox cDNAs show
that ulthough the regions encoding mature peptides are
more variable, the nucleotide sequences cncoding SP and
the 3 non-coding regions are relatisely well-conserved
(data ot shown). The cDNAs encoding STox 1. I, I and
N of A, australis Hector tsce Bougis ¢t al. 1989) have a
similar variation in the regions that code for the mature
peptides, bul those encoding the SP und the 3 non-
coding regions are also well-conserved. These results indi
cate that both scorpion species (4. austrafis [ector and
Cniy have followed a similar strtegy to gencrate va
tion in their STox: gen¢ duplications und independent
evolution of the duplicated genes.

{b) Deduced aa sequences derived from ¢ NAs. Analysis
and with different Ce ides primary $Tox
sequences

In order to compare the 4a sequenices derived from the
cloned Cntl cDNAs, dilferent Centruroldes STox were
grouped according to their similarities, Gaps were intro-
duced where necessary to maximize similarities. The STox
can be clustered into three groups as shown in Fig. 2.
‘The sequences were aligned with respect to Cy's residues.
Each main group was aligned, and a consensus scquence
was proposed for cach one of them. CngiViil-10) is
included in the first group, where Cn2 can be considered
representative. Crgrll and Cngill} are inchaded in the
second group, where CsE variants 2 and 3 arc also pre.
sented. Cngt1V is included in the third group, where Cnl
can be considered representative. Some specific differ-
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several deletions of |
Examples of such deletions or inscl
from ¢DNA sequences. The au residue number 9 that is
a Ser in Cnptll and Cagtlll is missing in Cog!dV (Figs.
| und 041 is interesting to note, however. that this region
in Ceatreraidey 1onins is very variable (Zamudio cu al,
1992y, indicating that its encoding DNA could be a hot
spot for mutation.

(<) Southern hlut genomic analysis

To determine the size of the genomic DNA region con-
aining the genes encoding the peptides shown in
Southern blot hybridization analysis was carricd oul
When using Cagrd or Cagidd inserts as probes (Fig 3),
only 1wo DNA fragments are clearly observed: one of
approaimately 18kh when the genomic DNA was
digested with Bumttl, Hindl}l or Bamttl + fHind117 and
a second segment of approzimately 0.6 kb when the diges-
tions were performed with EcoR1, EcoRi+ BamH1 o1
EcoRL+ IHindlll. These results and the fact that Cugtll
and CrgrI1 share 92% similarity at the nt lesel sugpest
that at least two different 0.6-kb EcoRl DNA segments
should contain the genomic DNA regions encoding these
wo cDNAs (mRNAs), Since CngitV {or CageV) is 80%
similar at the nt level to Cagill (or Cogrlll), and since
the bands mentioned ahove are the only two bands pre-
sent in the Southern blot experiment (18 kb and 0.6 kb),
we propose that the genomic regions that specify these
four cDNAs {mRNAs) are contained within these 0.6:kb
EcoR1 DNA fragments. The double digestions with
EcoR I+ BamHI or EcoRl+ Hindll! suggest that the 18+
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Fig. 3, Southern blot genomic analyss. Cnti DNA digested with
tesinction endonucleases was blated in tanes: 1, EcoRl; 2. BumM: 3.
Hind$11; 4. EcoRle BamhL 5. EcoR1+ Hind111; 6, SamHT+ Hind11
Methods: High M, genomic DNA was prepared from the whole body
of CnH. Afiet ethanol precipitation the DNA was resuspended in water
and subjected ta molecular filtration chromatugraphy On 3 afatase
A50 (Bio-Red. 0.7 » 26 cm columa) equilibated land then cluted) with
10 m>t Tris pH 7.6 EmM CDTA 075 M NJCl. Tuenty fractions of
0.5 ml were collected. and the DNA prafile was dctermined by sbsar-
bance a1 260 nm. Fractions corresponding to the mazimum of absot-
bunce were pooled and erbanol-preipaaied. This sep was Recesary
in arder 10 ehiminate & pigment that coprecipilates with scorpian DNA.
‘The wolored matenal was shown to inhibi 1he enzymanc digestion of
DNA. After digestion with the indicated endonucheases, 10-pp samples
of DNA wete electtapharesed in a 0.7% agarose gel. blotied onio 4
nitsocelllose membrane and probed independently with the insers
derised from elones Cnged or Crgabl. The probes were ¥ P-labeled using
the random primer Labetng Mt from Dupoat. The iliers wers prchy -
bridized, hybridized and w ashed as described in the legend 1o Fig. | for
double-siranded probes isecond slep screeningh cvcepl that an addi-
nonal wash at 65 € for 10 min was performed.

kb band lmghl conlam at least these four 0.6-kb EcoR1

An ion is that each cDNA
(mRNA) could be encoded by a different 18-kb band.
Thus, their corresponding genes may also be encoded in
the sume or different 1B-kb DNA bands, and conse-
quently, they might have the same orpanization as the
0.6-kb EcoRI fragments in which a substantial part ol the
tegion transcribed into their respective mRNAs might be
present, Furthermore, these results alse suggest thal the
genes encoding these STox lack large introns.
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{d) PCR genomic analysis

In order to unds § the genomic orgs tion of
the structuriti DNA regions ¢ncoding Cnll STox a PCR
amplification experiment using genomic NA and
specific primers was performed, The DNA sequences thal
were used for the synthesis of the PCR primers corre-
spond 1o well-consersed sequences of Catl €DNA. They
are shown ovecliped in Fig. | and flank o sipeteh of
26} 266 bp of DNA that includes the matare part of the
STox encaded by these ¢PINAL As can be seen in X
while several DNA bands were visualized after staining
with ExdBr, whuen using 0.5 pg of genamic DNA as the
PCR substrate (Fig. JA, lane 23, only one specific DNA
band, of about 270 bp, was observed after hybridication
{Fig. 48, lune 2y, This band correspands 1o the smillest
band siuined with EidBr. When ten times more genomic
DNA (5 pg) was used as the substrate for PCR amplilica-

tion, i second specific bund of ubout 330 bp detected
A B
123 123
bp
1946
1307 —
475 — www bp
368 — .
35 mes ‘— 3

Fag. 3. PUR genumic snahyas Pamers for genomic PCR amphlicatiuns
wete syothesized ay doseribed in the legend 10 Fug. | The forward
primer (5-AAAGAAGGTTATCTGGTAAAC) carresponds 10 a well-
conscried DNA sequence that codes for the first 7 aa of mature €.
noxiwy tovims e Figs, | aad 21 The sovensc primer 15~
AACTGCAATTAAGAAGCGTTA) is complementary 10 & well-
conserved a1l 246-266 sequence of €DNA (see Fig. 1) The source of the
DNA was the same a5 for the Southern blot genomic snalysis. PCR
conditions were the same us described in the legend 1o Fig. |, except
that S yg or 5 ug of emplate DNA were used, (Panct A) Preducts of
PCR amplification; lanes: | pBRI22 (Bolivar ¢t al, 1977) digesied with
Taql as size matker; 2. PCR sample (120 of 10tal reaction) using 0.5
g of genomic DNA a3 template; 3, same as lane 2 but using 3 pg of
templaic DNA. The gel was stained with EIdBr and photographed
wnder uliraviolet light. (Pancl B) Avtoradiography of PCR products
shown in panet A hybridized with Crgrl inserr. The pBRI22 DNA wat
alea trandlerred and hybridized as 3 negative control.
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(Fig. 4B. lane 3). It is important to observe that the 330-
bp band wis detected only when high concentrations of
genomic DNA were used as a substrate for PCR, suggest-
ing that this band might correspond 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 protolypes of DNA sequences that
encade Cnbl STox, these PCR resulls indicate that the
270-bp product should code for the mitture part of CnH
8Tox closely related 10 the ones encoded by the
Cugr)l-Cage¥ ¢DNAs. These results also indicate that
those genomic regions do hot contain introns. However,
the results in Fig. 4B (lane 3) clearly show the presence
of a 330-bp fragmeni which could accommodate an
intron of about 60 bp in its genomic region. Another pos-
sibility is that the 330-bp band cortesponds to a rare
version of a closely related gene. Prelin 'y results
aimed at verifying the existence of introns in the genomic
regions encoding the 5 ¢nd 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 Jeast between the regions coding for the SP
and the C terminus (data pot shown). An interpagtive
review of the results presemted in this worh, including
detailed comparative analyses and recent data on the
STox structure-function relationship, is now in prepar.
tion for publication {B.1., AV, C.G, M.C., L.D.P. and
F.B}. "

(e} Conclusions

(1) We have prepased and probed a 2gtll ¢DN
library from the senom glands of the Mexican Cnli scor-
pion. From this ¢DNA library we have isolated four
<DNAs that code for different STox.

(2) We have determined the nt scquence of these cDNAs
und deduced their ua sequences. From these sequences
we hise shown that they are closely related 0 the STox
Cnl of Cotl and to variants 2 and 3 of CsE. CagtV corre-
sponded to STox 11-10 of CaH, which has been purificd
and sequenced in our group,

(3) From the nt sequence data, it scems that these Cil
cDNAs derived from a common gene ancestor. We pro-
posc that this gene might have duplicated, and each dupli-
cation then evolved independently.

(4) From Southern blot genomic analysis, it can be
proposed that this family of closely retuted genes, includ-
ing at least the genes coding for the four cDNAs reported
here, shows a minimal size of about 600 bp when the
genomic DNA is digested with £coR1.

{5) PCR genomic amplifications of Cnlf DNA with
specific primers and hybridization with specific probes
suggest thut the region(s) cncoding the mature pan of
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STox closely related 10 the ones reported here do not
scem to contain large introns,

6} Comparison of $Tox sequences deduced from Cnl
<DNAs provided background for their classification, in
terms of their similatity, in three different groups.
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The gene encoding toin gamma from the scorpion, Tuyus serrulatus, was amplified by PCR from genomic DNA empfoying syntberic ofigonucle-

otides designed from the reported cDNA sequence. The nucleatide sequence of this genc reveals the presence of an intron of 475 base pairs (bp)

whiich interrupts the region that encodes the signal peptide of the precursor Toxin. A comparison of the intran boundary sequences of the gamma
toxin gene with ones from other urachnid genes is alto prescnted.

Scorpion 1axin; Na® channel; Genomic DNA clene: Nucleatide sequence; Arachnid intron; Tttyus serrutatur

1, INTRODUCTION 2, MATERIALS AND METHODS
. N 21. Purification of PNA from T. servolatus
Scorpion toxins are extremely useful tools for the Genomic DNA was purified from whole body as described [10).

study of ion channels [1]. Toxin gamma, the first chem-
ically characterized toxin from Tityus serrulatus venom
{2, has played an impertant role in the charncterization

Sinthesis of oligonucleotides
The aligonucleotides used for PCR (oligo 1} m [-20; ohgo 2, nt
766-790 {complementary, Fig. 1) and the one usd 10 sereen for the

of voltage-sensitive Na* channels (sec review in [3)). The gamma toxin gene {oligo 3, corresponding 1o amino acid fesidues
complete amino acid sequence of Lhis peplide was ob- 2430, Fig. 1), were synthesized as described [10],

tained by two independent groups [4.5). An extended ) .
report on the modification of the Na* channcl gating 3 o merare chain reaction (PCR) and detectin of gamim tovin:

relutedd mucleotide sequences

mechanism by this peptide has pm\'mpsly been reported The PCR was performed in a programmable heating chamber
[6]. Toxin gamma (2], also called toxin VI [S], belongs (Hybaid) using 30 rounds of temperatuse cycling (92°C for 1 min,
to the class of B-scorpion toxins, binds to the dth site of $5¢C for | minand 72*C for 2min) foliowed by a 10-min stepat 72°C,
the Na® channel and has been the subject of intense A sample of the PCR reaction was clecirophoresad in & 1% agarose

e, blotiesd onto a hittoce!tulose membtane and probed with a specific

rescarch beeausc it is toxic to both mammals and insects P labeled oligonvcleatide (olign 3. Fig. 1),

{7}, Recently, emphasis has been placed on cloning the

gene that encodes this peptide, with the aim of express- 14, Cloning and characterization of PCR products

ing recombinant vatiants for the study of the structure- I'CR products were purified fiom gel, blunt-ended with T4 DNA
function relationship of the texin-chunnel interactions l"s:’l’:‘fr":':: '&’ ;‘fﬁ;ﬂlc"{‘ﬂ[}!‘\ffﬁu"l?ilﬁlﬁflr;l:‘":::l: vh:iz‘l'n'i:
[8]. A complerncntary DNA sequence encoding toxin lun}!nEm competent £ colf DHS-2 e Plasrmid DA Tram white
VI was reported [9], however, fto information on the colonies was purified and digested with Bumb{1 and HindIt. Diges-
nucleotide sequence at the genomic DNA level is tions were electrophoreted in an agarase gel, blotinl onto mitroucliu-
known. In this communication, we report the complele lose and probed with radivactive oligo 3 (see section 1.2, above).
nucleatide sequence of the gene that encodes gamma Positive clones were sequericed using the Sequenase kit, versian 2 (US

N . M PR i ieal, land, , USA th . Ot N
toxin of . serrulutus, Thus, this toxin is the first for e O O e e

which the complete peptide sequence, nucleotide mes- nt $11-850, Fig. 1), were used for sequencing.
senger RNA (cDNA) scquence and genoinic DNA se-
quence have been determined. 3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1, Southern blor of PCR producis
Electrophoresis and staining with ethidium bromide
*Corresponding suthor. Fax: (52) (73) 172 388. of PCR products revealed the presence of several faint

6 Published by Elsevier Science Publishers B.V:.
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ICQATCTGAACG AT AAR COM ATG ATC TTO TIT ATT AGC T0C TIA TTG CTG ATE G 58
[ - [} M I L r. 1 5 [ A L 1 -4

atgt aacaat 123

191

e 259

177

398

463

530

GG ATI GIC GTA GAN TGT AAA GAA GGT TAT CTC ATG GAT CAC GAA GGT TGC 583

-] 1 v v £ < 13 £ G Y L " 12

CTT AGT TGE TTT ATC AGA CCA TCG GGA TAC TGC GGC AGA GAA TGE Goh ATT AAA 637
1 s e r 1 R P S5 G ¥ S n E ¢ 6 1 x

AAG GGC TCA TCG GGC TAT TGC GCC TGG CCC GCG TGT TAC TGC TAC GGG CTT CCA 691
x o s A w P A € Y € ¥ G L B 4

AAT TGO GTG AAA GTT TGG GAT AGA GCG &C@ Mﬂm'ﬂ:TMCAMMAKM ATC 748
N LA L 4 - K end 64

115 790

given below the

are double underlined. The broken fine abwme m 617

bands of diverse size and a stronger one of upproxi-
matcly 800 bp. Southern blot of these bands, using ra-
dioactive ofigo 3 (sce section 2.2) as a probe. showed
that only the 800 bp band was specific {data not shown).
According to the stecteh fanked by oligos 1 and 2 (318
bp) on the cDNA [9]. these results suggested the pres-
cnce of an intron of approximately 485 bp. As showa
in Fig. 1. it is actually 475 bp.

3.2, Nucleotide sequence determination

Fram the final screening (sce section 2.4). 3 clones
were selected on the basis of the expected size and the
strengh of the autoradiographic signal. They were par-
tially sequenced and finally. one of them which encoded
gamma (oxin, was completely seguenced on both
strands using the oligonucleotides described in section
2.4, as sequencing primers. This nucleotide sequence is
shown in Fig. |. Analysis of this sequence identifies two
cxons (nt 1-55 and nt 531--790) and an intron (m 56 -
530) with a size of 475 bp. To our knowledge. this is the
first formal report of a scorpion gene in which the com-
plete genomic nucleotide sequence is presented. Prelim-
inary results obtained with a gene (rom .mdroctonus
ausiralis Heetor [8], suggested the presence of an intron
of similar size and position, but provided na nucleotide
sequence [8]. The nucleotide sequence of the 1wo cxons
from the gene encoding gamma toxin of T. scrridurus
presented here, coincides exactly with the reported
cDNA sequence lor toxin V11 (9], cxcept for positions
745 and 760 in which a thymine (cDNA) is replaced by
8 cytosine (genomic DNA). These results are consistent

30

1. Nucleutide sequence of the genoric DXA encoding e i Lo precueor oM Fitvees +
1aking the fiest Towtue o (he IIatrg o s » b1 an
side of corresponding sexuences. The slgmlptplld\' o umk:lmnl Dllgnnu»lmudn ™

7 and dolted hne above it S 480 sepressnt ol
Exons | (nt 1-55)and 2 (01 $31 790 ace ull(lu\ in capital letters, The wiran tat $6

erdatnn 1 deducad anine s wquence
mbered at the right
20.4nd T8 790 womplen ||L|nil
WL fespectivedy (s wtion 2.
S30) 1s written in bower cane detsen.

vt lor PCR gt 1
1

Table 1
Comparison of 151en houndares From diferent genes of arschnids®

fncron

Sequenie of mtron boundarics

§ Sphee donor  Inuran size ¥ Splhice acveptor Ref,

5
qtaa-

S 61 kbp
86 kbp
63kbp
21 kbp
50 .bp
&9 kbp
113 kbp
17hbp
475 bp

P

Consensus wu agtnnnn.

nantttreag

*Comparison of 8" and 3" intron boundanes from difTerent genes of
arachnids. Only the Jirst 10and Jast 10 nucleotides of the introns are
shown. The proposcd consentus for 8 and 3 intron boundaries are
shown at the bottom: of this table (n means any nucleotide). Introns
1-8 cotrespond 1o the gene encoding subunit e of hemocyanin from
the tatantula, Burs pelrus culiforaicum, Tntrom 9 corresponds 1o 4he
pamma tosin encoding gene (rom the Soulth American scorpion.
Tityus serrutatus. Introns 10-46 correspand 10 the genes encoding
eysteine proicases lcom the mites, Dermatephugvides forinae introns

10- 12), Eurogl) il 13- 14 and
pieronyasitus Gintsans 15-16).
**This wark.
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wilh the conclusion that the gene encoding toxin gamma
[2]. also called toxin VII (5], from Tiryus serrulatus, has
been cloned and sequenced. Also, it appears that native
toxin gamma is in fact processed at the C-terminal re-
gion, after synthesis, by a similar mechanism to that
described for toxin Cn4 of the scorpion, Centruroides
noxius [11). As shown in Fig. 1, prior to the termination
codon, in the uranslated peptide there is a glycine fol-
lowed by two basic residues {lysines). Thus, the cysteine
at the end of the mature peptide may be amidated, nl'lcr
C-terminal p as ibed [5)and sugg by
Martin-Eauclaire ¢t al. [9].

3.3, Intron sequence analysis

A scarch of the GenBank (release August, 1993) using
the program Gene-Works, revealed the existence of four
genes containing introns from other members of the
group of arachnids. One from the tarantula (Eurypeima
californica) encoding subunit ¢ of hemocyanin [12)
which contains cight introns and other three encoding
cysteine proteases from the mites, Ewroglyphus maynei,
with two introns, Dernatophagoides farinae with three
introns, and Dermatophagoides pieronvssinus with two
introns (unpublished results of Kent et al. [13]). Com-
parison of the sequences from these fifieen introns with
the intron of gamma toxin gene (Table I). reveals a
diversity of sizes from 58 bp to 14.3 kbp. The only
common sequences are those at the 5* and 3 bounda-
ries. A conscnsus sequence is proposcd for these bound-
aries in Table 1. When these boundary consensus se-
quences are compared to other cukaryotic intron
boundarics [14), it appears that they are a regular fea-
ture of all eukaryotic introns thus far reported.
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7.- RESULTADOS Y DISCUSION.

A continuacidn se discutirdn los resultados de los experimentos realizados,
Centruroides noxius.

PCRs GENOMICOS.

En los experimentos inicinles de amplificacion realizados en esta especie (ver mi
tesis de ficenciatura) fue utilizado un oligo correspondiente a In region amino terminal
que es alamente conservada en esta familin de (oxings. El otro oligonucledtido fue
dlscnudo con base cn una region del extremo 3’de los ADMcs hasta entonces

los. Los r de cstos cxpcnmcnlos suglcrcn que no hay intrones cn ia
parte amplificada. De csta manera, fltaba investigar si habia intrones en la regitn que
codifica para cl péptido seial y ¢l extremo 5’de cstos genes.

Con el objetivo de obtener mis informacion sobre Ia estructura individual de esta
familin de genes, se realizaron 2 tipos mis de experi de amplificaci

n Con.lns oligos S’extBaml y CtoxEcoRI.
2) Con los oligos Ntox 2 y Extremo 3.

1) Con los oligos 5°extBam1 (extremo 5’con sitio de restriceion) y CtoxEceRI (region un
poco anterior a la que codificaria para ¢l C terminal de Cngtll con sitio de restriceion)

Cuando realizanios este PCR conociamos ademis de la clona Cngtl (incompleta
en el 5'), las secuencias nucleétidicas completas de lns clonas Cngtll y CogtlH (ver
figura 1, articulo 1). El conocer el extremo 5’ de estas secuencias, abria la posibilidad
de investigar si habia intrones cn esta regidn, El oligo 5’extBam/ (directo) fue disciiado
con basc en Ia secuencia del extremo 5’ de Cngtll. El oligo CtoxficoRI (inverso) se
diseiio con base en la secuencia de una regidn un poco anterior al COOH terminal que
se conserva en la subfamilia a la cual pertenece CsEv3, Cngtll y Coptlll (ver figura 2,
articulo 1, pdg. 24 y figura 2, pig. 33).

El resultado de este experimento mostré la amplificacién de un fragmento de
alrededor de 225 el cual fue clonado y secuenciado. Al andlizar dicha sccuencia se
encontré que aunque presentaba considerable homologia con las secuencias de ADNes
antes determinadas, exhibia varias caracteristicas atipicas (ver figura 2, pig. 33) que
podemos enumerar de la siguicnte manera:
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Cnu!IIImCGMGM‘GMC’KCGTTC'H\" kmAmmmmmmmAmccAACAcmmcocam
ES G

o 8 L T

Cnh CTTCGAAG ATG MC 1ce TTG C)\GGA N:AG‘IC’KCGCL'A Mﬂ
Ty, e T W AK

20 30 40 30 &
cngeIrt GMGGTTM‘CR:LTAMcMGz\ccchocc'mcmTAcoc'r'mcm'meGGAAM
K G € K G ¢ F W L G X
enA GACCGT‘I‘ATC‘NGI\GMCATGAGCACGGGC’XCCWTACAC\'TGCQOGMA'H'GGGAGM
G Y.u E N H TGCKYTCQL‘LGB
120
CngtIIr MC GMCGCTGCGXT MGGM'K'-CMAGCG ARG MC CM GGAGGT ACT TACC—GC‘K‘AT’I‘GC
3 Q Y 6 Y €
cnh mmﬂc’l’GCGATN\GGMTGCQMGCGMGMCCMGGAGGTAGTT}\CGG:'I'RT'I‘CC
¢ E A K n Q G Y <
<ngtiIl TACGCTmWGMTCGTGCGMGGTmCCCGMAGT ACA <CG M-'l' TATCCC C’l"l'CCl'

W ¢ E P T

cnA TAccmmoccmch'rGCGAAGGTmcCCGMA(?PACACCGMTTM'CCCCWCK.T
G € W ¢ E 6 L P B e i sune syl “aut s

CngeIrl ART AAA ACA TGC AGC AR AMR TAA TGGURAC TTTTATTGTCC ATARRCAGRARTAT GOTTC

Figura 2.- Secuencias de las clona gendmica CnA, Con fines de analisis se compara con
la clona de ADNc CngtlI). Sc presenta doblemente subrayadas las secuencias de los
oligos usados para la amplificacion, con negritas las bases en que difiecre CnA con
respecto a CogtlIl y subrayas y con negritas una secuencia de 7 nuclebtidos que se repite
(aqui se omite {a repeticion).
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RESULTADOS YDISCUSION

i) Carece de un trecho de 30 nuclestidos en la regién que codificarin para el péptido
sefial. ii) Presenta una repeticion de 7 nucledtidos atrededor de In regidn que codificarin
para ¢l aminodcido 4{). iii) Presenta 2 nucledtidos adicionales que se encuentran despuds
de 1a secuencin del oligo 5'extBamHI y antes del triplete que cadificarin para la glicina
15 del péptido seiial. 1V) Por lo aateriorntente expuesto, esta secuenciu no estiarin en fase
de lectura.

Dchido a que csta cloma no habia sido antes sccuenciada, se descarta la
posibilidad de que sea una contaminacion del PCR. Ademas, puestn que csta clona
presenta una secuencia particular que se diferencia en forma significativa de cualquier
otra sccucncia conocidn (17 camhios con respecto a Cngtlll) crecnios que es poce

probable que se trate de un artelacto, princiy cate por fas sigui v

i) Se utilizé la enzima Vent polimerasa con actividad correctora 3’- 5’exonucleasa, Ia
cual introduce un error en promedio por cada 1) 000 nucledtidos incorporados, por lo
tanto, la posibilidad que introduzca 17 cambios en un fragmento de 270 pb ¢s muy
remota.

ii} El tipo de errores mas comunes introducidos por la polimerasa son transiciones
(cambios de nucledtidos del mismo tipo quimico, purinas o pirimidinas) o
desplazamientos de una base. Con respecte al primer caso, los cambios observados con
respecto a CngtIl! no son en su mayoria de este tipo (6 de 15); en cuanto al segundo

caso, no se ohservan desp enla ia de CnA.
iti) El hecho de que en ¢l mismo expernnento, se haya nmphf‘cudo otro lragmento cuya
secuencia (en 4 clonas independi ) es idéntica a la clona Cngtlll, nos indica que bajo

esas condick ta ima Vent poli asa tiene una gran fidelidad.

Por tales razones, crecmos posible que lo que se amplificé y cloné en CnA es una
secuencia de un | que se ra ¢n estado criptico en ¢l genéma de C.
noxius.




RESULTADOS Y DISCUSION
2) Con los oligos Ntox 2 (regién que codificaria para el N terminal) y extremo 3.

En ol tiempo en que se realizdé este PCR, se conocia ademds de Ias clonas Cngtl,
Cngtll y Cngtlll, dos clonas nuevas: CngtlV y CngtV. La clona IV pertencee a una
subfamilia diferente a las otras clonas (ver figura 2, articulo 1, pig. 25) y su sccuencia
deducida de inodcidos presenta alta homologia con respecto a las toxinas Cnl
(fraccion IL14) y Cn2 (fraccion 11.9.2.2) en su region N terminal. Debido a que era
interés del grupo cncontrar los genes que cadifican para cstas toxinas, se disefio un oligo
de Ia regién N terminal ¢ cual pudiers amplificar en forma especifica los genes
relacionados a CngtlV, Cal y Cn2.

Al analizar los productos de este PCR, sc observd que el fragmento amplificado
mayoritariamente era de alrededor de 270 pb (1o cual coincidia con ¢l tamaiio esperaclo)
(ver fotografin 1, préxima pagina). Si bien en la amplificacién no se observéd
contaminacion cn el control negativo, en el experimento de reamplificacion se observaron
varias bandas una de las cusles pudiera coincidir con Ia banda de 270 pb. Dicha banda
podria ser producto de una contaminacién de la misma clona genémica o de algiin
ADNc.

El producte de este PCR fue clonado y fueren secuenciadas 4 clonas, 3 de las
cuales fueron iguales (CnB) y una diferente (CnC). En la region amplificada, la clona
CnB difiere con respecto a la CnC, en 4 cambios de nucleéudos ¥ 2 de aminoécidos y

con respecto a la clona CogtlV, en 6 ledtidos y 5 icidos (ver figura 3, proxima
pdgina 37). )
Por otra partc, Ia ia deducida de aminoicidos de la clona CnB tiene 4

cambios de aminodcidos con respecto a Ia secuencia publicada de Cnl. De estos canibios,
3 son en ¢! COOH terminal y T un paco antes en la posicién 60 (prolina por treonina).

Consirderando la alta similitud entre Ias secuencias de la toxina Cn1 con respecto
a la deducida de aminoAcidos de Ja clona CnB, proponenios las siguientes 2 hipétesis:

A) La clona CnB podria codificar para la toxina Cn 1, Para cllo, se tendria presente las
siguientes 2 premisas:

i) El precursor péptidico que codificaria la clona CnB sufriria un procesamiento en cl
extremo carboxilo similar al propuesto para los precursores de las toxinas AaHIE, Ts
gama y CnV (ver figura 4, pag 38). Este procesamiento incluiria la eliminacién de Ia
lisina COOH terminal por una carboxipeplidasa especifica y la amidacidn del
antepenultimo residuo (serina) por ¢! grupo amino del pemiltimo aminosicido (glicina).
Puesto que este aminodcido modificado no se detecta mediante el andlisis convencional
de los fenil-tio-hidantoina (PTH) inodcid podriamos suponer que no se detectd
cuando se realizé la sccuencia de la toxina Cnl y por tanto, se tomd el aminodcido
precedente (cisteina) como el COOH terminal (ver figura 3, pdgina 37).
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Fotografia 1.- Producto de la reamplificacién del ADN gen6mico de C. noxius con los
aligos Ntox2 y extremo 3°. En el carril 1, se presenta un control negativo (15 de 100 pl);
en el carril 2, un control sin muestra; en el carril 3, el producto de la reamplificacién
(2 de 100 pl pasados por centricon). En el carril 4 se muestra el marcador VI de
Bochringer (2176\1766\1230\1033\653\ 517\453\394\298\234\220 154). En el carril 3, se
observa que el producto principal de la reamplificacién es de alrededor de 270 pb, En
¢l control negativo (carril 1), se aprecia una banda muy tenue de alrededor de 270 que

puede corresp auna ¢
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RESULTADOS Y DISCUSION

10 20
MGGACGGTTATCTGGMGACGIMI\GGGCMCAMAAGAA’!‘TG CTATMAT'IGGGAQAMI\CGAT

G
MAGMGG'I‘TA’I‘C’IGG’I\:‘-GI\CGC}\MGGGCTGC;\AAMGM']'IGCTATMAHGGGAAMAACGAT
K G Y L DA KG C K K N Y G K N D

MAGMGG'I'I‘I\TC’IG("K‘C‘I\CGCMI\GGGC’I‘GCAAMAGMTI‘GCTATMA’I'IGGGAAAMACGA’I‘
K EG Y L V DA KO GOCE K KW NTZ CY KILGIK KN
K b6 YL V. DAI KSGTU CIE KIEKNT CYIKXKIL G K N D

30 40
TATTCC&ATAGGGAATGCAAAATGAAACACCGAGGACGTAGTTACCGCTAiTGCTACLGA?qﬂhGGTCC
N E C KM KHRGGS Y G YCYGTFGC
TATTCCRATAGGGAATGCAGAATCAAACACCGAGGAGGTAGTTACGGCTAiﬁCCT%CGGATTﬂGGCICC

C R M K
TATTGCAATAGGGARTG”AuAAECAAACACCGAGGAGGTAGTTACGGCTAdTCCTACGGA7ﬂﬂCGGTGC
C N R E C R M H R G ¢ S

YCNRECRMKHRGGSYGYCYGFGC

TATﬂGTGAAGGAngTCCGATAGThCACCGACIﬂCGCCCCTTCggAATAAAACATCCGGCGGAAZATAA
TA‘I'ICCGAAGGAT’I‘GGCCGKMGTACAC CGAC'I'ICG C CCC’I'I‘CC'I‘MTJ\AMCI\TGCAETGSI\A&II‘Z‘K
'X‘A’I"IC'ICAAGGA’I'[I‘C'I‘CCGA’I‘AG’I‘AEAC CGI\C’I’ICG CCCC’I‘I‘CCTMT}\ﬁMgAmCAGCGgAI\;(\AEE
Y C E G L S D S T P T N P L T N K T C ¢ K End

TGGCAACGACTTTTTATTGTCCACCAACAGRAARTAG TGTAACGCTTGTTAATTCCACTT
TGGCAACGACTTTTTATTGTCCACCAACAGAAATAGTGTAACGCTTGTTAATIGCAGTT
TGGCAACGACTTTTTATTGTCCACCAACAGAAATAG TG TAACGC TICTTAATTGCAGTT

Figura.- 3.- Secuencia nucledtidica de las clonas CnB y CnC. Son comparadas con la
secuencia nucledtidica de Tn clona CugtlV (ADNc) y con In secuencia de aminodcidos que
fue reportada para la toxina Cnl. Los oligonucledtidos usados para la amplificacién son
subrayados (oligo Ntox2 19mere. Tm = 51°C; oligo extremo 3’ 22mero Tm = 52'C,
ecuacién por Bolton y McCarthy 1962). Se marcan con negritas los cambios de la clona
CnC con respecto a CnB y los cambios de esta con respecto a la secuencia originalmente
reportada para Cnl (fraccién H,14), Asimismo, son subrayadas las bases que cambian
en la clona CngtlV con respecto a 1a clona CnB.
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ESPECIE ADN¢ EXTENSTON P, SEfAL R.ESTRUG. +T

Androctonus australis AaH I 331 pb 19 a.a. 63 a.a. R
Androctonus australis AaH I‘ 331 pb 19 a.a. 63 a.a. R
Androctonus australis AaH II 331 pb 19 a.a. 63 a.a. G-R
Androctonus australis AaH III 331 pb 19 a.a. 64 a.a. R
Androctonus australis AaH IT1 320 pb 18 a.a. 70 a.a.

Androctonus australis AaH IT2 320 pb 1B a.a. 70 a.a.

Buthotus judaicus BjT2 323 pb 21 a.a. 61 a.a. R-K-K
Leiurus quinquestratus LghalT 314 pb 19 a.a. G4 a.a. H-R-K
Tityus Serrulatus Toxina gama 321 pb 20 a.a. 6l a.a. G-K-K
Centruroides noxius CngtIT{Cn5) 328 pb 19 a.a. 66 a.a. K-K
Centruroldes noxius CngtIII 349 pb 1% a,a. 66 a.a, K-K
Centruroides noxius CngtIv 323 pb 19 a.a. 65 a.a. G-K
Centruroides noxius cngtv{Cnd} 349 pb 19 a.a. 65 a.a. G-X
Centruroides noxius CnB ("“Cnl*} 266 pb 19 a.a. 65 a.a. a-K
Centruroides noxius cnec 266 pb 19 a.a. 65 a.a. G-K

Figura 4.- Comparacién de ADNcs que codifican para toxinas de alacran. La extensién
de estos ADNcs incluye desde e) péptido seciial hasta antes del poli A. En el caso de las
clonas Cagtll y CngtlV, es posible que ¢l oligo T (para la sintesis del ADNc) haya
alineado antes del poli A.

Las. clonas CnB y CnC son clonas genémicas obtenidas por PCR en las gue se
amplificé desde el N terminal hasta el extremo 3’ (no se amplificé la regién del péptido
sefial), Aiin no se ha aislado los posibles péptidos que estarian codificados por las clonas
CngtIll, CngtlV y CnC, por lo que se senalu 1a regién estructural (toxina madura)
deducida y los aminodcidos que se ha propuesto que son procesados en el C terminal.
Proponemos que CnB codifica para la (oxina Cnl.

Se presenta en la col +Ter los amino4cidos del C terminal del precursor que
no aparecen en ¢l péptido maduro,. Ha sido prop que los ami idos bisicos son
cortados por una carboxipéptidasa especifica. Cuando antes de estos aminoficidos bésicos
huy una glicina (seiialada en negritas), una o amidasa tomaria su grupo amiuo para

lar al aminoAcido preced Las referencias de las ias son i en
1a figura 5, pig. 40)
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RESULTADOS YDISCUSION

ii) Debido a un error técnico al realizar la secuencia del péptido, se confundié una
prolina en la posicién 60 por una treonina.

B) Et gen que codifica para Ja toxina Cnl, es un gen difereate al de 13 clona CaB. Estos
genes, junto con los de las clonas CngtlV y CnC, forman una subfamilia de genes que
codifican para toxinas bloqueadoras de canales de sodio de mamifero, Puesto que
durante la purificacién de Ia toxina Cnl sc observé en Ia misma fraccidn la presencin
de cuandoe menos 2 componentes minoritarios adicionales (Possani er al, 1981a); cabe In
posibilidad de que existan otras foxinas similares a Cnl. Estas toxinas pudieran
carresponder con algunos de fos genes antes mencionados.

Resulta claro que para pmlcn corroherar coalquiera de estas dos hipdtesis, ¢s
indispensable realizar la revisidn de la secuencia péptidica de la toxina Col.

Un poco despudés, en el laboratorio se secuencié una clona de ADNc con una
secuencia idéntica a Ia clona CnB3 pucsto que existe Ia posibilidad de que en ¢l PCR
gendmico hubiera contaminacién (ver foto 1, pag. 35) el hecho de que se haya
secuenciado el mismo gen pudicra ser correlacionado en ese sentido. Sin cibargo, puesto
que se obtuvo otra secuencia de la misma amplificacién (CnC), no se puede descartar
que la clona CnB sea una clona genémica.

Considerando que cuando menos Ia clona €nC es una clona gendmica, se puede
concluir que no existen intrones en la parte estructural de este gen. Esta conclusién es
consistente con los datos previamente obtenidos.

2) Tityus serrulatus

Por los trabajos de Bougis ef al (1989) en los que se reportaron 7 ADNc de A.
australis y los de nuestro grupo (Becerril ef af., 1993; Vazquez ef al., 1993), en los que
se secuenciaron 4 ADNc de C. sosius, resultaba clare que existin conservacion de las
regiones que codifican para cl péptido seial y el extremo 3’ (ver figura 1, articulo 1, pig.
24 y figura 5, proxima pigina). Por otva parte, por experimentos de PCR realizados en
C. noxius, teniamos datos que sugerinn que no habia intrones en la regién que
comprende la parte estructural y el extremo 3’ de estos genes, Aunque no sabiamos si
habia un intrén en 1a parte anterior a la region que codificaria para el N terminal, los

. datos obtenidos por anilisis del tipo Southera sugerian que en caso de haber un intrén
en esta zona, éste no seria muy grande,

Cuando Martin-Eauclaire e al (1992) obtuvieron la secuencia nucleétidica del
ADNc que codifica para la toxina gama de T. serrulatus, en nuestro grupo se considero
(tenicndo en cucnta los antecedentes mencionados), que era factible obtener por PCR Ia
secuencia genémica de este gen.
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I) ALACRANES DEL VIEJO MUNDO {NEUROTOXINAS ESPECIFICAS CONTRA INSECTOS)
1) ATGAANTTATTIGCTTTTATTAGTTATTTCTGC TTCAATGCTGCTTGAGTG TTTGGTTACCGCC
M KL L L L L VI SASHNMTILLETCILUVNA

2) ATCMA’I‘I'I‘CTCCTA’I'XC‘PX’X‘CTCGTAGTCCTI‘CCMTM'KGG GGGTGCTTGGC
G V L

¢

3) AmeNCT}\mﬂTCT‘CGTAGT‘CCWCCMTMm GEGTGTTTGUC
L G VvV VvV ¢C

4} ANM)\TI'X‘CTCCTA'I‘TG‘I'I'I‘CTCGT}\(-TCC’('I‘CCAA’I MNG GGGTGCTTGGC
L L G V Vv G

c A’I‘GAM’H‘XXTCCTA’ITX'K'K‘XXTXXTKXXXXXTXCAA’I‘XX'ICX GXCTCTTTGGX
M K X L L L X X X X X X X X  s-e-c-m---

II} ALACRANES DEL VIEJO MUNDD (NEUROTOXINAS TIPO ALFA)
5) ATGAATTATTIGGTAATGATTAGTTTGGCACTTCTCCTCATGA TACCTCGTCGGAGAGT
v E S

M N Y L vM I S L A L L L M
6) ATGAATTATTIGGTAATGA I'l't\(xm CCACTTCTCCTCATGA TACGTGTGGAGAGT
M N Y L VM s L AL L L MY I ¢ V E S
7) AmMTI‘A’!'X"mGTMTG I\T'K'AC-'I"I'I‘( :C-(‘ACT'I‘C'I‘CC TCATGA CAGGTGTGGAGAGT
1)

Y M
8) ATGM'ITACT'IGG'ICAT(:A I'I‘AGTI'!‘(-C-CI\C ’I"I‘C'I‘C‘I'FCGTGI\ CI\GGTGT]\GI\G)\(‘T
T 8

9} ATGMNATT’K;G'I I\ATGI\T'A 'AGCTTTGGCACTICTCC 'IY; TTGA C]\G(,’I\G J‘(,GAGI\GI'
M N H L M $ L AL L L L LGV E

c ANMTXAX’I'IGGTXA‘I\SAT'TAGTPNGCAC‘I'I‘CTCX'I\:I"I‘Gl\ CAG(-’ICTAGAGAGT
M N X L VM ISILALILILIX X GV E S

IIX} ALACRANES AMERICANOS (NEUROTOXINAS TIPO BETA)

10) ATGA}\)\GGM‘ICA 1L T u, T A An’l'l‘AuL l‘bL T uu u,t. Aw\TCG(‘Cm u,u.u AAGM’IGT

M
11) I\NMCTCG’I'I'G’X'IGA’l‘Gi\TCACTGC’X'I‘G’I'I"IG'I'I‘CC’ICATCGGMCAGTG’IGGGCI\
A A

M L
12) ATGMCTCG'K'IG’I'IGATGATCAC’I‘GC‘I'I‘G'I"('ICG'I‘CCTA’I"I‘CGGMCF\G I‘G’!‘GGGCI\
L L M I T A C L F
13} I\TGM'I'I‘CG’I'T.G I'I‘GI\TCI\J‘CAC’I‘GC"“I‘G’I‘I’ICGTCCTGA'I‘CGGN\C}\GTGTG(’C CA
N

L L
14) A’I\}MC’I’CG’I’KC’I‘I‘GATCI\TCACTG"‘T‘I‘G I'I'KCGCCC'I'C("I'CGGMCAGTC'ICGC.LA
M T L
c I\'ICI\I\XXXXXTGXTXXTXXTXAXX'XXXTGXT'I‘XXXXCTGATCGGXAXKG’(XXXXG)’/\XXX
M X X X X X X X X € L X L X G X v X

1} Buthotus judaicus BJT2 (Zilberberg ot al 1991)

2) Androctonus australis (AaH ITLl)} (Bougis et al., 1989)
3) Androctonus australls (AaH IT1) (Bougis et al., 1939)
4) Androctonus australis (RaH 1P2 (Bougis et al., 1989)
5} Androctonus australis (AaM 1) (Bougis et al., 1989)
6) Androctonus australis (AaH I’) {Bougis et al., 1989}
7) Androctenus australic {AaH III){Bougis et al., 1989)
8) Androctonus australis (AaH 1T} {(Bougis et al., 1989}

9) Lelurus quinquestratus hebreus LghulT {Gurevitz et al., 1991)
10) Tityus serrulatus toxina gama. (Martin-Eauclaire et al., 1992}
11) Centrurcides noxius CngtIl (Becerril et al., 1993}
12) Centruroides noxius Cngtlll(Becerril et al., 1993)
13) Centruroides noxius CngtlV (Becerril et al., 1993)
14} Centruroides noxius CngtV (Becerril et al., 1993)

Figura §,- Alincamicnto de Jos péplidos sefal de fus penes de toxinas hasia ahori sceucnciados. Todus Tas
secucncias provienen de ADNe. En ok oo de los 3 grupos se eseribe una seeuencia consenso, b cual sc
cvalus tomando las bases y aminodcidos que son consenso en it misnmy especic y con respecto a ol especic
distinta en el mismo grupo. Sc intndujeron espacios pitrt dar mayor homologfa a1 alincsmmicnto. En el grupo |
s¢ introdujo 2 espacios en lis sccuencins de s (oxings contrit insectos de AaH con resneclo & BiT2. Note que
adn cuando con €s(os espacios amnent homologfu entre nucledtidos ¢ 1do con negritas en cf consenso),
se pierde Ia fase de lecturn de lps aminodcidos, En el grupp I, se introdujo 1 espacie y ninguno o ¢l grupo 111
iyan fas bases donde se sabe gue son bordes de un intndn {en Ts y AaH [7), Nole ko coincidencia entre
s donde se intredujeron espacios pact mayor bomologfie en fos gropos 1y 11y el sitio donde se encuentrsy
el inrént de Ja toxina gama de Ts. Observe cn el consenso de! grupe 3 la conservicion de la zona doncle sc
encucntra ¢l intrén .
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RESULTADOS Y DISCUSION

En Ia figura 1 (psigina 20) se mucstra la secuencia del ADNc que codifica parn
Ia toxina gama de 7. serrulatus. Se muestran 1os oligos disciindos para la amplificacion
(TB1 y TB2) asi como los utilizados para !a biisqueda de las sccuencias amplificadas
(TB3 y TB4).

El producto de la amplificacion de este PCR fue un fragmento de alrededor de
800 pb el cual mostrd ser especifice cuando se hibridé con las sondas TB3 y TB4, El
fragmento fue clonado y se secuenciaran 3 clonas de 790 pb quse mostraron ser idéntieas
entre si.

Las secuencias de cstas clonas gendmicas, son idénticas al ADNe previsunente
reportado por Martin-Eauclaire ef af,, excepto por dos cambios en las posiciones 745 y
760 del extrenmo 3' no traducido, en las cuales se cambia una timina del ADNce por uan
citocina en ¢l ADN genémico (ver figura 1, articulo 2, pigina 30). Este es ¢l primer gen
que cadifica para una toxina de alacrin del cual se ha determinado la secuencin
gendmica, el ARN (ADNc) ¥ la secuencia peptidica.

OTRAS ESPECIES DEL GENERO TITYUS
Utilizando una metodologia similar, se colaboré en la obtencida de las sccuencias

gendémicas de los cquivalentes de Ia toxina gama en otras dos especies del génera Tiryus.
Las secuencias no son mostradas porque se prevé utilizarlas para una patente.



9.- CONCLUSIONES

Las conclusiones de este trabajo las pod ar de la sigui
manera:

1.~ Se implement6 una nucva metodologia para la purificacién de ADN
gendémico de alacrin,

2.~ Utilizando ADN gendmico de C. noxius, se amplificé una secuencia que
pudicra corresponder a la de un pseudogen.

3.- En esta misma especie, se amplificd 1a regién genémica que codificaria
para la parte estructural de una toxina parccida a Cnl. De esta manera, se
confirmé que no existen intrones en Ia parte estructural y extremo 3’ de
este grupo de genes.

4.~ Se amplificé y sccuencié el gen que codifica para la toxina gama del
alacrén sudamericano Tityus serrulatus. Este gen tiene un tamafio de 790 pb
y presenia un intrén de 475 pb en la regitén quc codificaria para el péptido
seiial. Al publicar esta secuencia, se realizé el primer repoirte formal de una
secuencia genémica de alacrdin.

5.-Utilizando una metodologia similar, sc colaboré en la obtencién de las
secucencias gen6micas que codifican para los equivalentes de la toxina gama
en otras dos especies del género Tityus.
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