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PRESENTACION

la relacién estructura-funcién de

Esta tesis estd enfocada al estudio de
en

las toxinas del veneno del alacrdn Centruroides noxius Hotffmann,
particular a las toxinas que reconocen canales de sodio dependientes de
voltaje.

La tesis se encuentra dividida en seis partes: la primera es una breve
introduccién a las toxinas y su interacién con canales idnicos; en ia
segunda parte se hace unha descripcién de los antecedentes que sirvieron de
base para formular la hipétesis de trabajo; en la tercera parte se presenta
un trabajo publicado con los resultados de esta tesis; en la cuarta parte se
describen las metodologias y datos que no han sido publicados; en la quinta
parte se hace una discusidn de los resultados y por Gltimo un anexo qQue
comprende dos trabajos en los cuales participo como coautora.




RESUMEN

En este trabajo se reporta la expresién de la toxina Cn 5 del alacran
Centruroides noxius Hoffmann la cual reconoce canales de sodio.
Inicialmente se hace una caracterizacidon de la toxina nativa lo cual nos
permite catalogaria como una toxina contra artrépodos que muestra una
mayor toxicidad hacia crustdceos. Se hacen comparaciones de secuencia
primaria entre varias toxinas de alacrdn, tanto de toxinas contra
artrépodos como de toxinas contra mamiferos, con el fin de buscar los
sitios o regiones de la toxina que pudieran estar participando en la
especificidad y/o toxicidad de la molécula. La expresién se lleva a cabo
probando diferentes estrategias de expresién en Escherichia coli. También
se reparta el plegamiento /n vitro de la toxina recombinante. Se discute el
problema del plegamiento de proteinas en relacién a este trabajo. Asi
mismo se inicia la construccion de toxinas mutantes que nos permitan
confirmar los resultados de las comparaciones.

SUMMARY

We are presenting a work on expression of toxin Cn 5 from the scorpion
Centruroides noxius Hoffmann. This protein affects sodium channels. First
we characterize the native toxin which shows that it presents toxic
activity against crustaceans. In order to identify the motifs that
participate in the specificity or toxicity we compared the primary
sequence of toxins against mammals and toxins against arthropods.Three
ditferent expression strategies in Escherichia coli and the in vitro
refolding ot the recombinant toxin are reported. We discuss the protein
folding problem for the interest of this work. Finally. the initiation of the
construction of toxin mutants is reported, this will enable us to test the
results of the sequence comparison.




ABREVIATURAS

B—ME= beta-mercaptoetanol
CNBr= bromuro de cianégeno
DTTa ditiotreitol

EGTA= bis (B—aminoceter) etilenglicol
ELISA= ensayo inmunoabsorbente unido a enzima (siglas en inglés)
Gnd HCi=cloruro de guanidina

GSH= glutatiéon reducido

GSSG= glutation oxidado

HPLC= cromatogratfia liquida de alta resolucién (siglas en inglés)
1IPTG= isopropiltiogalactopirandsido

mbp= proteina acarreadora de maltosa (siglas en inglés)

NMR= resonancia magnética nuclear (siglas en inglés)

PBS= solucién salina amortiguadora (siglas en ingiés)

PCR= reaccion en cadena de la polimerasa (siglas en inglés)
PAGE=eglectroféresis en gel de poliacrilamida- sodio dodecil sultato
{siglas en inglés)

SDS= sodio dodeci! sulfato

AaH = Androctonus australis

Be = Buthus eupeus

BmK = Buthus martensii Karsch

Bot = Buthus occitanus tunetanus

ci = Centruroides limpidus limpidus
CnH = Centruroides noxius Hoffmann
CsE = Centruroides sculpturatus Ewing
Css = Centruroides suffusus suffusus
Lqh = Leiurus quinquestriatus hebraeus
tqq = Leiurus quinquestriatus quinquestriatus
Pi = Pandinus imperator

Ts = Tityus serrulatus



INTRODUCCION

EL VENENO DE ALACRAN
E! veneno de alacrdn es, en su estadeo natural, un liquido blanquecino que

presenta una gran estabilidad el cual estd constituido por proteinas, sales,
mucoproteinas, aminodcidos libres, |ipidos, nucledtidos y pequefos
péptidos. E! veneno liofilizado y almacenado a 4oC conserva sus
propiedades téxicas por tiempo indefinido. Este material liofilizado se

reconstituye en agua y mediante centrifugacién se puede separar la
fraccién téxica que es soluble, de los restos celulares insolubles (Stahnke
la

1978). En general el veneno carece de actividad enzimdatica y cuando
presenta, ésta, es muy pobre. La Gnica enzima que se ha reportado es la
hialuronidasa (Zlotkin 1978, Possani 1983). Los venenos de alacranes
contienen una familia de proteinas homdlogas, las cuales son responsables
de la actividad neurotdxica que produce la picadura del alacran (Babin
1974, Possani 1984). Esta actividad téxica varia de acuerdo a la especie
de alacran, desde malestares locales en el drea de la picadura hasta
envenenamiento severo con manifestaciones sistémicas que pueden

ocacionar la muerte (Keegan 1980).

TOXINAS DEL VENENO
Las neurotoxinas del veneno de alacrdan presentan una alta afinidad hacia

canales iénicos (Rochat 1979, Carbone 1982, Granier 1989, Blaustein
1991) en membranas de células excitables. Cada especie de alacran
contiene una serie de toxinas propias, entre las cuales existen diferencias
en cuanto a secuencia primaria y un amplio rango en su grado de toxicidad
y especificidad hacia los diferentes grupos animales. Las neurotoxinas son
pequefios péptidos de una sola cadena, generalmente basicos y altamente
estables debido a la presencia de varios puentes disulfuro. Dependiendo de
la longitud de la cadena, que puede ser de 30 a 70 aminodcidos, las toxinas
se dividen en toxinas de cadena corta y toxinas de cadena larga.

TOXINAS DE CADENA CORTA
E| primer grupo llamado toxinas de cadena corta constan de 31 a 39

aminodcidos y presentan tres o cuatro puentes disulfuro (Possani,1984).
La mayoria de las toxinas de este grupo son estabilizadas mediante tres
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puentes disulfuro (Carbone 1982, Granier 1989), aunque recientemente se
han reportado toxinas de cadena corta con 4 puentes disulfuro (Olamendi-
Portugal 1996). Estas toxinas bloqueana la conductancia idnica de los
canales de potasio, sin modificar los mecanismos de compuerta. Un
ejemplo de toxinas bloqueadoras de canales de potasio es la Noxiustoxina
(Ntx) del alacran mexicano Centruroides noxius Hoffmann (Carbone 1982,
Possani 1982).

Existe un segundo grupo de toxinas de cadena corta las cuales presentan
actividad contra insectos: son mdleculas estabilizadas por cuatro puentes
disulfuro y presentan reconocimiento hacia diferentes receptores. Una de
estas toxinas, llamada Clorotoxina (Cltx), 8s un bloqueador especifico del
canal de cloro de baja conductancia (Lippens 1985). Sin embargo, esta
actividad sdélo se presenta cuando la toxina es aplicada en el lado
intracelular del canal, por o que es poco probable que dicho canal sea el
blanco natura! de este tipo de toxinas.

Otro ejemplo de toxinas de este grupo es la toxina IsA del alacran Buthus
eupeus, la cual reconoce al receptor de glutamato (Arseniev, 1984).

TOXINAS DE CADENA LARGA

Las toxinas de cadena larga poseen de 60 a 70 aminodcidos y estan
estabilizadas por cuatro puentes disulfuro. Este grupo de toxinas presenta
reconocimiento hacia canales de sodio. Se han descrito varias toxinas que
presentan especificidad hacia mamiferos, insectos o crustiaceos. Sin
embargo, generalmente la selectividad hacia una especie no es absoluta.
Se han reportado varias toxinas que muestran actividad hacia varios
grupos filogenéticos.

A_- TOXINAS CONTRA MAMIFEROS

tas toxinas que reconocen al canal de sodio en mamiferos se subdividen,
de acuerdo a su mecanismo de accién en dos tipos a y B (Couraud 1982,
Meves 1984, Meves 1987, Caterall 1991). Las toxinas tipo o sSe unen al
sitio 3 del canal de sodio sensible a voitaje y retardan la inactivacién, lo
cual produce una prolongaciéon del potencial de accién. Ademads, la unién es
dependiente de! potencial de membrana por lo que su afinidad decrece con
la depolarizacién. La toxina mejor caracterizada del grupo es la toxina |
del alacran Norte Africano Androctonus australis Hector (AaH Il). Las
toxinas tipo P se unen, de forma independiente del voltaje, al sitio 4 del
cana! e inducen la aparicién de una corriente anormal de sodio, debida a un
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cambio transitoric en la dependencia de la activacién al voltaje. Un
ejemplo de toxinas tipo P es la toxina I} del alacran Mexicano Centruroides
sutfusus suffusus (Css Il). Ambos tipos de toxinas, a y B, modifican la
dependencia de la inactivacién al voltaje, haciéndola incompleta (Meves
1987).

En general se considera que el mecanismo de accién de las toxinas tipo o
es caracteristico del veneno de los alacranes del viejo mundo mientras
que el de las toxinas tipo P es caracteristico de alacranes del nuevo
mundo. Sin embargo, para alacranes de los géneros Centruroides y Tityus
{alacranes americanos) se han reportado toxinas con mecanismo de accién
tipo a (Meves 1984, Kirsch 1989). Aunque, se debe mencionar que estas
toxinas tipo o americanas no desplazan ni a las toxinas tipo a ni a las tipo
B. en ensayos de unién a sinaptosomas (Jover 1980, Wheeler 1983) y que
séSlo se han descrito dos sitios de unién al canal de sodio para las toxinas
de alacran (Tabla ).

B.- TOXINAS CONTRA INSECTOS

La clasificacidn de toxinas que reconccen canales de sodio de insectos, es
mas compleja. Actualmente se pueden definir tres grupos los cuales no
abarcan a todas las toxinas contra insectos reportadas hasta el momento.
Los tres grupos comprenden toxinas altamente téxicas que en general
pertenecen a alacranes del viejo mundo (Zlotkin 1985). E! primer grupo
esta conformado por toxinas a contra insectos, esto es porque al igual que
las toxinas tipo a de mamifero, prolongan el potencial de accién evocado
mediante una inhibicién de la inactivacion del canal. Este grupo ha sido
descrito con la toxina o contra insectos del alacrdn Leiurus
quienquistratus hebraeus (Lgha |T, Eitan 1990). El segundo grupo
corresponde a las toxinas depresoras, las cuales producen en el insecto
una paralisis flacida progresiva mediante un bloguec del potencial de
accién debido a la depolarizacién de la membrana y supresién de la
corriente de sodio. Un ejemplo de una toxina depresante es la toxina Lgh
IT2, del alacran israelita Leiurus quinquestriatus hebraeus. El tercer grupo
corresponde a las toxinas excitatorias las cuales producen una rapida
pardlisis espasmoédica y se unen al canal de forma independiente del
voltaje. La toxina AaHIT, de A. australis Hector es un claro ejemplo de
dicho grupo. E! mecanismo de interaccién de las toxinas excitatorias es




Altamente similar al de las toxinas tipo 8§ de mamiferos. También existe
cierta similitud entre el mecanismo de accién de las toxinas depresoras y
las excitatorias pues en ambas se ha reportado (Zlotkin 1991) una fase de
contraccién excitatoria que en las depresoras es transitoria mientras que
en las excitatorias se presenta de forma sostenida (Zlotkin, 1991). Por
ditimo, se puede mencionar un cuarto grupo de toxinas contra insectos, ©O
artrépodos en general, que no pertenecen a ninguno de los tres grupos
descritos y que son, principalmente, toxinas de alacranes americanos que
presentan baja toxicidad y baja especificidad hacia los modelos biolégicos
en los que han sido ensayadas. En este grupo se encuentran toxinas como
las variantes 1-6 del alacran Norte Americano C. sculpturatus Ewing
(CsEv1-CsEv6) y las toxinas de alacranes Mexicanos: Cnt, Cn5 y Cn10 de C
noxius y la toxina Cll1 de C. Iimpidus limpidus {(Meves 1984, Vazquez
1995, Lebreton 1994, Selisko 1996, Garcia 1997).

Otro aspecto que hace mas compleja la clasificacién de las toxinas de
aldcran es la existencia de toxinas que presentan caracteristicas tipicas
de dos o mas tipos de toxinas. Por ejemplo, algunas toxinas tipo f del
aldcran brasilefio Tityus serrulatus presentan alta toxicidad, tanto contra
mamiferos como contra insectos (Martin 1985, De Lima 1986). Una de
estas toxinas Ts y, ha sido probada en ensayos de unién a sinaptosomas y
sa encontré que es capaz de desplazar tanto a toxinas contra insectos,
como toxinas contra mamiferos (De Lima 1886). Otro caso similar es el de
la toxina 4 contra insectos del aldcran Androctonus australis Hector (AaH
IT4). Esta toxina depresante es capaz de unirse a ambos sitios en el canal
de sodio en sinaptosomas de mamiferos (Loret 1991). En las toxinas del
alacran norte americano Centruroides sculpturatus Ewing, se presentan
toxinas caracterizadas estructuralmenie como tipo f.y sin embargo, en el

nédulo de Ranvier su efecto electrofisiolégico es tipo a: CsEV, CsgEv3, etc.
(Meves, 1984).

CANALES DE SODIO

Los canales i6nicos dependientes del voltaje son los responsables de
generar el potencial de accién en células excitables y participan en
procesos reguladores en células no excitables (Caterall 1991). La
caracteristica mas importante de estos canales es la capacidad de
controlar su conductancia iénica, en una escala temporal de milisegundos,
mediante cambios en el potencial de membrana. Asi mismo, presentan un
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mecanismo de compuerta dependiente del voltaje para el que se han
descrito dos actividades: la activacién, que controla la velocidad de
apertura y la inactivacién, que controla la velocidad de cerrado del canal
La conductancia de los canales activados por voltaje es extremadamente
rdpida y altamente selectiva. Entre los canales activados por voltaje se
encuentran los de sodio, para los que se han descrito 5§ sitios receptores
de neurotoxinas, cada uno caon diferentes efectos en la funcién del canai

(Tabla I, tomada de Caterall, 1991).

'l’.bl. 1. Drogas y toxinas que se unen a los sitios receptoresi-S de neurotoxinas y algunos sitios
en el canal de Na-.

ales no ider

Tetrodotoxina
1 Inhibicién de la conductancia iGnica.

Saxitoxina
u-Conotoxinas
Veratridina
2 Aconitina Actlivacién persistente.
Grayanotoxina
Batracotoxina
Toxinas « de alacréan Inhibicién de la au la
3 Toxinas de anémona marina parsistente.
4 ' Toxinas B de alacréan ,Modiﬁca la dependencia de voltaje de la aclivacion.
5 Brevetoxinas Disparos repe i la -1 del
Ciguatoxinas voliaje de la acuvaclén
llnseclicidas lDlsparos repetitivas; activacion persistente,
Inhibe la inactivacion .

Toxina deGonoiopora
Toxina de Conus striatus
llnhiben la frecuencia y la dependencia del voltaje.

[ Anestésicos focales

Antiarritmicos
Anticonvulsionantes

Sitios no identificados.

ESTRUCTURA DE LAS TOXINAS
La homologia entre todas las toxinas de alacrdan se manifiesta claramente

cuando se hace un andlisis de las secuencias primarias. Como se muestra

en la Tabla 2, al hacer alineamientos de secuencias primarias en base a la
es posible observar posiciones o segmentos

posicién de las cisteinas,
conservados asi como la conservacién del! patrén de puentes disulfuro
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(Meves 1984, Possani 1985, Bontems 19891, Becerril 1995).

En cuanto a su estructura tridimensional, se ha obtenido suticiente
informacién con base en estudios de dicroismo circular, resonancia
magnética nuclear y cristalogratia de rayos X, lo cual permite establecer
la conservacién de un marco estructural entre todas las toxinas del! veneno

de alacran (Fontecilla-Camps 1980, Arseniev 1984, Pashkov 1988,
Bontems 1991,

Lebreton 1994, Dauplais 1995, Jablonsky 1995, Lippens
1995, Li 1996, Delepierre 1997). Los elementos principales de la
estructura secundaria son: una hélice a de dos y media vueitas y una
lamina p plegada antiparaleia formada por dos o tres segmentos de la
cadena (Fig. 1). La hélice o se encuentra conectada, mediante dos puentes
disulturo, a la lamina B formando e! dominio hélice a estabilizada por
cisteinas (CSH). Este dominio se ha propuesto como un motivo estructural
comun de péplidos neurotdxicos que reconocen canales idnicos (Kobayashi,
1991). Cerca de esta regién se localiza un tercer puente disulfuro que une
dos asas. Estos tres puentes disulfuro se encuentran conservados en todas
las toxinas de alacran. E! cuarto puente disulfuro puede modificar su
posicién, como en el caso de las toxinas excitatorias o no estar presente
como en algunas toxinas de cadena corta (Tabla 2).
Estos elementos conforman un nicleo compacto y son superponibles entre
todas las toxinas de las cuales se ha determinado la estructura, tanto
entre toxinas de cadena corta (Arseniev 1984, Bontems 1991, Duplais
1995, Lippens 1995), como toxinas de cadena larga, sin importar el grado
de toxicidad (Fontecilla-Camps 1980, Jablonsky 1995, Hong-Min 1996) o
fa especiticidad (Pashkov 1988, Loret 1991, Lebreton 1994, Delepierre
1997). Varias asas salen de este nucleo, dos de ellas las asas B y J. Estas
asas representan elementos estructurales que permiten diterenciar entre
toxinas tipo o y B. El asa B es de mayor longitud en las toxinas tipo o
mientras que ef asa J es mayor en toxinas tipo B (Meves 1984).
Las regiones mas flexibles de la estructura se encuentran en los extremos
N-terminal y C-terminal de ia molécula. Es de esperarse que las
diferencias funcionales deben residir en los segmentos variables ya sea en
fas asas y/o en las regiones terminales, tanto en
aminoacidoscomo en la longitud de la cadena.

IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LAS TOXINAS
El estimulo inicial para e! estudio de su veneno fue el aspecto médico de

el tipo de
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Tabla 2 Alineamiento de secuencias primarias representativas de los diferentes grupos de toxinas de
alacran. Las secuencias han sido alineadas en base a las cisteinas con objeto de mostrar la
conservacin de tres de los puentes disutiuro. Este arreglo de puentes disulfuro se mantiene en todas
las loxinas de alacran. El cuarlo puenle puede o no estar presente y fener una posicion diferente en
algunas toxinas, como en las depresantes contra insectos.



A: Representacion esquemdtica de la estructura tridimensional de
los principales motivos estructurales que se
conservan en todas las toxinas de alacran: tres hebras, que comprenden de
los aminodcidos: 1 a 4, 37 a 41 y 46 a 50, formando una lamina B-plegada y
una hélice a« de aproximadamente 2.5 vueltas (aminodcidos del 20 al 32).
Dos puentes disulfuro, entre los residuos 25 y 46 y los residuos 29 y 48,
que unen ambos elemehtos formando el motivo CSH (hélice o estabilizada

los

Fig. 1
la toxina CsEv3. Muestra

por cisteinas) .y un tercer puenie cercano a. este nudcleo, entre

residuos16 'y 41. Uniendo los extremos amino y carboxilo se encuentra el
cuarto puente formado entre el aminodcido12 y el 65. .



la picadura de alacran. Por lo tanto las toxinas que afectan mamiteros son
las mejor caracterizadas. Actualmente el alacranismo (envenenamiento
producido por la picadura del alacran) adn representa un serio problema de
salud en varias regiones del mundo. Atecta grandes nucleos de poblacion,
tanto en el medio rural como en e! urbano, y da lugar a altas tasas anuales
de morbilidad. Se estima que en México por lo menos 200,000 personas
son picadas anualmente por estos ardcnidos, ocasionando entre 700 a 800
muertes (Possani 1996).

Aunque el interés meédico por el estudio del veneno de alacrdn sigue siendo
valido han surgido nuevos motivos para esta investigacidn. Al ser peéptidos
neurcactivos son frecuentemente usados en el estudio de procesos
fisiolégicos donde estan involucradas membranas excitables (Kirsch 1989,
Caterall 1991). En el estudio de la estructura y funcién de los canales
ibnicos asi como en su aislamiento, las toxinas de alacran han jugado un
papel muy importante (De Lima 1986, Blaustein 1991, Chul-Seung 1992).
El numero y diversidad de canales idnicos expresados en las neuronas es
muy grande y para evaluar esta diversidad molecular son necesarias
sondas especificas que permitan diferenciar entre los subtipos. Debido a
la actividad altamente especitfica, de las neurotoxinas, sobre sus blancos
moleculares representan herramientas efectivas para caracterizar y
diferenciar el creciente numero de canales y receptores de! sistema
nervioso. Asimismo, en el campo de los insecticidas algunas de las toxinas
de alacranes pueden ser de gran utilidad debido a su actividad insecticida
y a su alta especificidad. Con la participacién conjunta de la biologia
molecular y la toxicologia podemos esperar que se desarrollen nuevas
mdéleculas las cuales podran ser disefadas especificamente para reconocer
con alta afinidad a un receptor determinado (Possani 1990, Adams 1994).

ALACRANES MEXICANOS DE IMPORTANCIA MEDICA

Es importante mencionar que de las aproximadamente B00 especies de
alacranes descritas, menos de 50 representan algun peligro para el hombre
(Keegan, 1980). Estas especies se encuentran agrupadas en la familia
Buthidae a la cual pertenece el género Centruroides y cuyo centro de
radiacién es México. En nuestro pais se han reportado 28 especies de este
género, 8 de las cuales se consideran peligrosas al humano: C. elegans, C.
infamatus infamatus, C. limpidus tecomanus, C. limpidus limpidus, C.
sculpturatus Ewing. C. noxius Hoftmann., C. suffusus suffususy C.
pallidiceps.
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ANTECEDENTES

TOXINA CsEv3

En 1974 en un trabajo publicado por Babin et al. se describieron las
secuencias de aminoacidos de tres toxinas de! alacrdn C. sculpturatus
Ewing (Babin, 1974). Denominadas variantes 1, 2 y 3, los tres péptidos
fueron faciimente puriticadas debido a su gran abundancia en el veneno.
Las tres secuencias resultaron altamente homdlogas y en los ensayos de
toxicidad mostraron una actividad muy baja contra mamiferos. Estas
fueron secuenciadas sélo como apoyo para determinar las secuencias de
otras toxinas poco abundantes, pero de alta toxicidad. Las clasificaron
como toxinas contra insectos pues en los bioensayos fueron capaces de
producir una pardlisis total en grillos, con duracién de dos a tres horas. Se
determinaron las dosis efectivas medias (EDso), las cuales fueron de 11,
21.5 y 255 mg/kg de peso para las variantes 1, 2 y 3, respectivamenta. En
1980 se logrd determinar la estructura tridimensional de la variante 3
(CsEv3) utilizando cristalogratia de rayos X , con una resolucién de 3.0 A.
Esta fue la primera toxina de alacrdn cuya estructura tridimensional se
determindé (Fig.1) y la primera vez que se propuso un modelo general para
la estructura de las toxinas de alacrédn (Fontecilla-Camps 1980). En 1983
el mismo grupo publicé un refinamiento de la estructura obtenida con una
resolucién de 1.8 A (Almassay, 1983). En este trabajo comprobaron que la
estructura propuesta es correcta y reportaron la configuracién en cis de la

prolina 59.

GENE Cngt /I
Como trabajo de maestria realicé una biusqueda en un banco de ADNc de C

noxius H., cuyo objetivo era buscar el gene que codificara para una toxina
semejante a la CsEv3 (Becerrii 1993). Consideramos importante para el
estudio de la relacidn estructura-funcién trabajar con una toxina cuya
estructura tridimensional fuera conocida. Se utilizé como sonda una clona
truncada que codifica para un péptide altamente similar al extremo
carboxilo terminal de la CsEv3. Se aislaron varias clonas dos de las cuales
corresponden a genes que codifican para dos protefnas diferentes muy
parecidas a las variantes de C. sculpturatus E. A estos genes se les llamé
Cngt Il y Cngt [/l. Ambas clonas estan completas e incluyen un péptido
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sefial, region codificadora para la toxina, coddn de terminaciéon, una regién
3' no codificadora donde se encuentra la sefal de poliadenilacién y la
secuencia poli A (Fig. 2).

FLEXIBILIDAD DEL EXTREMO CARBOXILO DE ALGUNAS TOXINAS DE ALACRAN
En un estudio de dicroismo circular presentado por iLoret et al., (Loret,
1990), se propone que la ausencia de prolinas en el extremo carboxilo de
una toxina es determinante para la flexibilidad de esa regién. En eoste
trabajo se relaciona la fiexibilidad molecular con la especificidad de las
toxinas, proponiendo una explicacién a la capacidad que tiene la toxina Ts
y. del alacrdn brasilefno T7Tityus serrulatus, para afectar tanto insectos
como mamiferos. Los autores se refieren a la toxina y como toxina VII sin
embargo, dicha toxina fue reportada originalmente como toxina y (Possani,
1977) por lo tanto seguiré esta nomenclatura durante todo el texto.
Concluyen que esta flexibilidad le permite al extremo carboxilo adoptar
las diferentes conformaciones necesarias para reconocer los dos tipos de
canales. Esta interpretacién se basa en el andlisis de los espectros de
dicroismo circular de tres toxinas, las cuales representan tres
actividades farmacoldégicas diferentes. La toxina Css Il que afecta
mamiferos, AaH IT2 que afecta insectos y Ts y que afecta ambos. Los
espectros de cada una de las toxinas en agua fuercn comparados con
aquellos obtenidos después de hacer un cambio gradual del solvente, a TFA
(2.2.2-triflurcetanol) que promueve la formacién de hélices o. Hacen una
comparacion y la Unica molécula capaz de modificar su conformacién es la
toxina Ts v.

Paosteriormente, el mismo grupe realizd otro estudio de dicroismo circular
con una toxina contra canales de sodio de insectos, AaH T4 (Loret, 1991).
Esta molécula presenta caracteristicas de diversos grupos de toxinas de
alacran, a pesar de tener una baja homologia de secuencia primaria con el
resto de ellas. Presenta toxicidad tanto hacia insectos como a mamiferos;
en estudios de pegado al canal de sodio de mamiferos es capaz de
despiazar toxinas tipo o y tipo B. En experimentos inmunoldgicos
encuentran que la toxina AaH T4, que es una toxina de un alacrian del norte
de Africa, presenta reactividad cruzada sélo con Css Il que es una toxina
tipo B de un alacran Norte Americano. También encuentran que esta toxina
no contiene prolina, que @s un aminoacido comun en las toxinas de alacran.
Al igual que en el caso de Ts v, el espectro de dicroismo circular muestra
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7CCG -ACT,TAT CCC.CTT

Fig 2 Secuencia nucledtidica correspondiente a la clona Cngt |l obtenida a
partir de ADNc. Esta secuencia codifica para la toxina Cn 5 del alacran
Centruroides noxius Hoffmann.
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que la regién carboxilo presenta una flexibilidad que le daria la capacidad
de modificar su conformacidén. Por lo tanto, en este trabajo también
relacionan la ausencia de prolina con una mayor flexibilidad estructura! de
la regién carboxilo de la mdlecula y con la capacidad de toxinas de afectar
tanto canales de sodio de mamiferos como de insectos.

EFECTO DE LAS PROLINAS EN LA ESTRUCTURA DE PROTEINAS

La relacién entre flexibilidad y la ausencia de prolinas se puede explicar
al observar la estructura de la prolina. Presenta un grupo amino secundario
(realmente es un iminoacido), el cual se mantiene en una conformacién
estructural rigida debido a que el ultimo atomo de la cadena lateral se une
al primer a&tomo de la cadena principal formando un anillo. Esto reduce
considerablemente la flexibilidad estructural cuando en la cadena se
encuentra una prolina. En el caso de la glicina sucede io contrario, dado
que presenta una cadena lateral con la estructura mas simple: un a&tomo de
hidrégeno. Por lo tanto, e! impedimento estérico es minimo y esto le
proporciona una mayaor fiexibilidad a la estructura donde se encuentra la

glicina (Branden 1891).

7 'é’\
H,;N=—CH— CO_.H H,C CH,
N\ /
HN—CH-CO,H
Glicina Prolina

Debido a la conformacién especial de la prolina presenta un efecto sobre el
enlace peptidico que precede a una prolina. Existen 2 conformaciones
posibles del enlace peptidico, una en la que los carbonos a (C%) mantienen
una posicién trans y otra en que su posicidon es c¢is. La forma trans se
tfavorece energéticamente debido a que existe una menor repulsién entre
los atomos que no participan en el enlace, incluyendo la cadena lateral de
cada aminoacido. En general la forma trans se presenta en las proteinas en
relacién 1000:1 sobre la cis. Esta regla se rompe cuando el residuoc
siguiente (i+1) es una prolina, en este caso la relacién trans/cis es de solo
4:1. Esto es posible gracias a que la configuracién cfclica de la cadena
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lateral de la prolina reduce la repulsién entre los &tomos y la estabilidad
intrinseca del isémero cis es comparable a la del isdmero trans
{Creighton, 1993)

ESTUDIO DE LA RELACION ESTRUCTURA-FUNCION DE LAS TOXINAS

Para poder analizar la relacién estructura-funcién de las toxinas es
posible hacer uso de la tecnologia de ADN recombinante. Mediante
mutaciones dirigidas se puede estudiar la participacién de regiones o
sitios especificos en la funcidn. Adicionalmente esta tecnologia puede
aplicarse en la optimizacién de toxinas ya conocidas o para introducir
nuevas funciones a estas moléculas.

En este tipo de analisis debemos considerar los siguientes aspectos
(Adams 1994):

a) Que ya se conocen multiples isoformas naturales gue nos permiten
hacer comparaciones de las secuencias primarias y estructuras
tridimensionales, para tratar de determinar cudles son las posiciones o
regiones asociadas con cierta funcién.

b) Que existen posiciones aitamente conservadas en todas las toxinas de
alacran, las cuales pueden tener la funcién de mantener el marco
estructural, como son las cisteinas y la glicina 39 (o posicién
correspondiente). Estas posiciones deben respetarse en los ensayos de
mutagénesis.

c) Que la afinidad hacia un receptor no estd siempre en relacion directa
con el efecto funcional de la toxina. En la mayoria de los estudios con
neurotoxinas se asume que cuando una toxina se une a un receptor de igual
forma lo afecta funcionalmente y esto no siempre es cierto. Por ejemplo,
en ensayos de unién a membranas de cerebro de rata in vitro, la toxina AaH
iT4 presenta una afinidad similar con AaH T2, mientras que en ensayos de
toxicidad in vivo fue 50 veces menos téxica (Loret 1991).

EXPRESION DE TOXINAS RECOMBINANTES

Hasta e! momento existen varios estudios de expresién de toxinas
decadena larga: la expresiéon de estas toxinas se ha intentado en varios
sistemas, tanto procariotes como eucariotes, desde E£. coli hasta células
en cultivo, por ejemplo células COS-7. También se ha ensayado en
baculovirus que se considera un buen modelo gracias a su potencial en el
control de insectos y su probada eficiencia como wvector de expresidn
heteréloga. El otro modelo de expresién que ha sido ensayado es el de
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levadura. A continuacién describo varios trabajos de expresién de toxinas
de cadena larga, en los diferentes sistemas.
a) En 1989, Bougis et al/., ensayaron la expresién de la toxina contra
mamiferos, AaH Il. Transfectaron células COS-7 con un plasmido que ileva
el ADNc de esta toxina. Lograron una expresién transitoria que les
permitié contfirmar la expresién de una toxina activa. Sin embargo,
mencionan que la cantidad de toxina recombinante fue tan pequefa que no
les permitié la caracterizacion de la toxina recombinante. Enfatizaron en
sus conclusiones qQue es necesario analizar otros sistemas de expresién
que les permita obtener mayor cantidad de toxina.
b) Dee et a/., 1990, presentaron un trabajo de expresién de la toxina AalT
en células de fibroblastos murinos (NIH/3T3). Prepararon un gene sintético
de la toxina precedido por el péptido senal de la interleucina-2 de humano,
con el fin de dirigir la secrecién de la téxina al medio de cultivo. Lograron
probar la actividad téxica de la proteina recombinante, pero la cantidad de
toxina producida no fue suficiente para realizar otros ensayos.
c) En 1990 se publicé un trabajo de Stewart et al. en el cual mencionan que
recombinante derivado del virus de la
polihedrosis nuclear de Autographa californica y la toxina AaH IT. Su
objetivo fue reducir el tiempo que tarda el virus en matar al insecto
hospedero (el virus silvestre requiere de 4 a 5 dias para matar al
hospedero). Primero ensayaron la expresién de su construccién en células
de Spodoptera frugiperda y encontraron que si expresaban una téxina
activa. En el paso siguiente alimentaron larvas de Trichoplusia ni con
polihedra y observaron que las patoiogias asociadas con la infeccién del
virus recombinante y el silvestre eran distintas. En e! caso del
recombinante se presentan los sintomas tipicos de envenenamiento por la
toxina. Lograron reducir el tiempo de vida de las larvas, después de ingerir
el virus recombinante, a 50 % del correspondiente al del!l virus silvestre.
Esto.es importante pues se traduce en menor dafio a los cultivos que se
busca proteger. La produccidn de toxina se estimé en aproximadamente

400 ng/mi.
d) Resultados similares

construyeron un baculovirus

fueron obtenidos por Maeda et al., 1991,

empleando otro baculovirus y la misma toxina. Sintetizaron el gene para
AalT y lo insertaron en un vector de transferencia para el virus de la
polyhedrosis nuclear del gusano de seda Bombyx mori . El gene queddé bajo
ia polihedrina y con el péptido sefal de la bombyxina.

el promotor de
con el virus para determinar el efecto

Inyectaron larvas de B. mori
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insecticida. Observaron una reduccién de 40% en el tiempo necesario para
matar al hospedero. Se observé un cambio en la actividad motriz de los
organismos, aproximadamente 40 hr después de la inyeccién, que les
impide comer. Estos dos efectos se suman para que haya un dafio menor a
los cultivos. La produccidn de toxina recombinante fue de 5 ug/ml de
hemolinta.

o) Martin-Eauclaire et al., (1994) realizaron un trabajo donde expresaron
la toxina AaH IT1 en la levadura Saccharomyces cerevisae. En un pldsmido
de alto numero de copias (PMA 91) que contiene un promotor fuerte (PGK1),
insertaron la secuencia que codifica para la toxina, generando dos
construcciones: una con el péptido sefial propio de la toxina y la otra con
un péptido senal de la levadura. Aunque obtuvieron una toxina
recombinante activa, la produccién en el caso de la construccién con el
péptido sefal de la toxina fue muy baja (0.7 a 4 ug /L). Para la
construccién, donde usan el péptido sefial de la levadura, la produccién fue
aun mas baja.Los autores analizaron el problema de la expresién de toxinas
de cadena larga y comentan que el principal problema es la baja exprasién,
pues aun en el caso del baculovirus gque tieme mayor produccién, la
purificacién de la proteina a partir de la hemolinta limita mucho la
cantidad final que se obtiene. Ellos creen que los bajos niveles de
produccién que se obtienen pueden ser debido principalmente a tres
causas:

1) Una tasa baja de sintesis de la proteina. Una causa podria ser el
diferente uso de codones.

2) Baja estabilidad de la proteina. Principalmente debido a digestién
proteolitica por ser una proteina extrafa al organismo.

3) Toxicidad de la proteina a las células del cultivo. Esto podria suceder si
la toxina reconoce canales por el lado intracelular, como en el caso de la
cloro toxina (Lippens 1995).
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HIPOTESIS

1991) sugieren que la ausencia de prolinas del

Loret er a/. (1990;
les permite a las

carboxilo terminal les proporciona la flexibilidad que
toxinas Ts y y AaH IT4 competir por el sitio de unién al canal tanto de las
toxinas a y B de mamiferos como por los sitios de las toxinas que
reconocen al canal de sodio en insectos. Por lo tanto nuestra hipétesis de
trabajo es: Ia prolina por ser un imincacido introduce una constriccién que
impide la estructuracién del extremo carboxilo. Al sustituirla por glicina
O por otros aminoacidos con mayor grado de movilidad que ias prolinas, se
favoreceria la flexibilidad necesaria para unirse a ambos tipos de canales

de sodio (mamifero e insecto).

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

E! objetivo general de este trabajo es participar en el estudio de la
relaciéon estructura-funcién de las toxinas de alacran, utilizando como
modelo la toxina contra crustdceos Cn 5.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
-Puriticacién de la toxina nativa

-Caracterizacién de la toxina Cn 5:

a) determinacidn de la secuencia primaria

b) determinacién de las posiciones de los puentes disulfuro
c) determinacién de la toxicidad en acociles (LDso)

d) determinacién de! sitio de unién a sinaptosomas

-Clonacién y expresién de! gene Cngt |
a) expresién como péptido de fusidn
b) expresidn directa utilizando el péptido senal propio
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c) expresion directa utilizando un péptido sefal bacteriano
-Purificacién de los productos de expresién
-Plegamiento in vitro de los productos de expresién

-Caracterizacién de los productos de expresién. Ademds de los puntos
propuestos para la caracterizacién de la toxina nativa, se probara el
reconocimiento por los anticuerpos policlonales obtenidos contra !a toxina
nativa.

-Andlisis y comparaciones de secuencias primarias para, determinar las
mutaciones necesarias que nos permitan analizar la flexibilidad del
extremo carboxilo de la proteina Cn 5

-Clonacion y expresion de genes mutantes

METODOLOGIA

En esta seccién se presentan dnicamente las metodoliogias que no han sido
descritas en las publicaciones Que acompafian este trabajo (ver trabajos
anexos).

EDICION Y AMPLIFICACION DEL GENE
La edicibn del gene se hizo mediante PCR (Vent Polimerasa) y dependiendo
del pldsmido donde se clond se disefiaron diferentes oligos.

a) pMal-C2 (BioLabs New England): pldsmido para expresién citoplasmica,
como péptido de fusién unido a la proteina mbp (proteina acarreadora de
maitosa). Se utilizaron los siguientes oligos: 2-Mai-N, el cual elimina el
péptido sefial e introduce una metionina que permite liberar la toxina
mediante corte con bromuro de ciandgeno (CNBr), incluye los codones para
los 7 primeros aminodcidos del extremo amino. 1-Mal-C, contiene los
codones para los ultimos 7 aminoacidos, con este oligo se eliminan las dos
lisinas finales, y un codén de terminacién. Es un oligo reverso por lo que
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permite amplificar de! extremo 3' hacia el §° (ver Figuras 2 y 3).

Qligo 2-Mai-N
s 3
ATG AAA GAA GGT TAT CTG GTA AAC

Oligo 1-Mal-C
s ar
TTA GCT GCA AGA TTT ATT AGG AAG

b) pKK223-3, (Pharmacia Biotech): pladsmido para expresién directa,
utilizando el péptido sefial propio de la protelna. Oligo PKK#1N-Eco RIi:
permite amplificar por e! extremo &', incluye los codones para los
primeros 6 aminodcidos del péptido senal, ademds introduce un sitio de
reconocimiento para la enzima de restriccion Eco RI. Para amplificar por

el extremo 3’ utilizamos el oligo 1-Mal-C (ver Figuras 2 y 4).

Oligo PKK#1N-Eco RI
5 <}
GGG AAT TCC ATG AAC TCG TIG TTG ATG

c) pPACIB.1 (proporcionado por el Dr. Jorge Gavilondo, IBT Habana Cuba):
plasmido para expresién dirigida a periplasma, el vector cuenta con el
péptido seflal de Omp A. Oligo PACIB1/Dir introduce en el extremo §' un
sitio de corte para Eco RI y un coddn para metionina el cual permite hacer

péptido sefal de la

cortes con CNBr. Mediante este oligo se elimina el
toxina pues presenta los codones para los primeros 7 aminodcidos de!

péptido maduro. E! oligo PACIB1/Rev elimina los dos codones finales,
agrega dos codones de terminacion e introduce el sitio de corte para la

enzima Sa/l (ver Figuras 2 y 5).

Oligo PACIB1/Dir
3 3
CCG AAT TCT ATG AAA GAA GGT TAT CTG GTA AA

Oligo PACIB1/Rev
s 3’
CCG TCG ACC TAT TAG CTG CAAGAT TTA TTA GGA
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polylinker

malE r0cZ &
ms
P, terminator

toc
PMAL-2 amp”
vectors

roc/
M3 ori
pBR ori
pMAL-c2,-p2polylinker
I—Sotl—'
mo/E& TCG AGC TCG AAC AAC AAC AAC AAT AAC AAT AAC AAC AAC CTC GGG
#t Mal/N
So// Laidbm] rﬁlﬂd/l

—— AN/ ——— [ ECOR/~ [ Bani {4 rXOO/ .
ATC GAG GGA AGG ATT TCAIZBAATTE IGGA TC(;' TCTABl TC GA:'.L £‘I’B CAG GCA AGC TTG.../0¢s" L
X2 Mal/C

e Glu Gly Asg
.\\ Factor Xo cleavoge site

Fig 3. PMAL-C2: vector de expresidn citopldsmica como péptido de fusién
unido a la proteina acarreadora de maltosa (mbp). La construccién permite
insertar la secuencia de.interés unida al gene mal/ E que codifica para mbp,
el cual se encuentra bajo un promotor fuerte (tac). Presenta un sitio
muitiple de clonacién. La seleccién de coionias se hace por color ya que
cuenta con /ac Za. El péptido de fusidén queda unido mediante un espaciador
poli asparagina y ademads, presenta un sitio de corte para el factor Xa, que
permite la liberacién de la proteina de interés.
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? 4?00 GSISQ
GAATTCCCGGGGATCCGTCGACCTGCAGCCAAGCTT
Hingll

EeoR T BomHt ST~ P!
Xmal Accl

c
Hinchl

Hincil (68) . )
BamH! (256) Hincll (3787)
Pvul (3615)
Sphi{443)
Sall(532)
Acct
Hinc

pKK223-3
4586 bp

Accl (2127)
Pvull (1947) pBR322 ori
Fig 4. pKK223-3: vector de expresion directa por lo que las proteinas

pueden ser dirigidas fuera del citoplasma mediante una sefial adecuada.
Contiene al promotor tac el cual es inducido mediante adicién de IPTG al
medio de cultivo. La construccidon tiene un sitio mdltiple de clonacién, asl
como un terminador ribosomal (rrnB) que impide una iectura corrida.
Presenta un sitio de union al ribosoma que puede ser utilizado si el codén
de iniciacién del inserto se encuentra entre cinco y nueve bases del sitio
de reconccimiento de la enzima Eco RI.
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6 histidines

Aati BamH!
or \ ptro l m
T4
Pwvull Hinglll Pyull
Bgli, Pstl, Scat
Nrul EcoRl, EcoRV, Sall

pPACIB.1 (ca. 2.8 kb)

Secuencia sefial de omp A, secuencia del oligopéptido y sitios de clonacién.

Met Lis Lis Tre 2la Ile Ala Ile Ala Val ala L=u Ala Gli Fen
ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT GCA GTG GCA CTG GCT GGT TTC

Ala Tre Val Ala Gln Ala Ser Ser His His His His His His Gli
Gect ACC GTA GCG CAG GCCICGAGC CAC CAC CAC CAC CAC CAC GGG
Xho I

G1i
GGGAATTC GATATC GTCIAC GC
EcoRI EccRV Salzt BamHI

Fig 5. pPACIB.1: vector de expresidn peripldsmica. La construccién queda
bajo el promotor de triptofano el cual es inducible mediante adicién de
dcido B-indol-acrilico al medio de cuitivo. Cuenta con el péptlido sefial de
omp A, un ocligopéptido de histidina, y el terminador del fago T4. La
proteina se expresa fusionada a un dominio de afinidad a metales, lo cual
facilita la purificacion mediante cromatografia de afinidad.
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CLONACION

En los diagramas correspondientes a los tres vehiculos de clonacién se
pueden observar los sitios de clonacién en cada caso (Figuras 3, 4 y 5). En
los tres casos la transformacién se hizo en la cepa Escherichia coli DH5a.
Para probar la presencia de! inserto se llevé a cabo la purificacién y la
digestién de los plasmidos. Para comprobar que las construcciones
estuvieran correctas se hizo l|a secuencia nucleotidica de cada
construccién.

a)pMal-C2; la clonacion se hizo en el sitio de Xmn 1.

b)pKK223-3; la clonacion se hizo en el sitio de Sma |.

c)pPACIB.1; la clonacién se hizo en el sitio de Eco RV.

EXPRESION Y PURIFICACION

a) pMal-C2/Cngt 1i: |1a expresién se llevé a cabo en la cepa de E. coli CMK,
en medio Luria adicionado con glucosa (2g/l) y ampicilina (200 pug/mi), a
379¢C. La induccidn se hizo mediante IPTG, 0.5 mM, cuando el cultivo
alcanzé una Agco=0.5. Se tomaron muestras antes y después de la induccién
para determinar el nivel de expresién en gel SDS-PAGE. La cosecha se
realizé aproximadamente 3.5 h después de la induccidén. La puriticacién del
péptido de fusién se lievo a cabo siguiendo las instrucciones descritas por
el proveedor mediante cromatografia de afinidad, utilizando una resina de
agarosa-amilosa a la cual se une el péptido acarreador. Para eluir se
utilizé el mismo amortiguador que para la corrida (fosfatos, pH=7.2,
10mM, NaCl 0.5M, azida de sodio 1mM, B-mercapto etanol 10mM, EGTA
1mM) mas 10mM de maltosa. Para quitar la maltosa se pasa por una
columna (62.0 cm x 1.0 cm) de SephadexR G-75 con un amortiguador de
corrida de 20 mM NH,4; Ac, pH=4.7. El corte con CNBr se hizo segun el
protocolo descrito por Smith et al. (1996). Brevementse, se solubilizé la
proteina en 70% de acido férmico y cloruro de guanidina (Gnd HCI) 6M, se
mantuvo la reaccién por 16-20 hr a 20-25°C en un medio libre de oxigeno
(burbujeando N. por 15 min) y se agregd el CNBr en una relacién molar de
100 veces por cada metionina presente en la proteina. E! corte con factor
Xa se realizo siguiendo e! protocolo del! proveedor, el cual consiste en
solubilizar la proteina en el amortiguador de corte de la enzima (Tris-Cl,
pH=7.2, 20 mM, NaCl 100mM, CaCl, 2mM, azida de sodio 1mM) y agregar la
enzima en una relacidén 1:200 peso/peso respecto a la proteina de fusidn.
Se deja a temperatura ambiente por 24 hr.
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b) PKK-223-3/Cngt Il, se ensayé la expresion en 5 diferentes cepas de E.
coli; BL21 DE3, Ec W3110, Ec BMH71.18, EcMM294 y Ec LE392. Los cultivos
se hicieron en medio Luria con ampicilina (200ug/ml) a 30¢C, la induccién
se hizo 3.5 hr. después de iniciado e! cultivo, con 2.5 mM de IPTG. Se
tomaron muestras antes y después de la induccién, de 2 a 24 horas, para
probar la expresién en electroforesis en gel

desnaturalizante de
poliacrilamida (SDS-PAGE) y mediante ensayo inmunoabsorbente unido a
enzima (ELISA).

c) pPACIB.1/Cngt 1i, expresiéon en las cepas de E. coli; BL21, Ec W3110, Ec
BMH71.18, Ec MM294 y Ec LE392. Al igual que para el caso anterior las
bacterias fueron crecidas en medio Luria adicionado con ampicilina
(200ug/mil) a 30°C; 2 hr despues se indujo la expresién agregando 50
ug/mi de acido P-indolacrilico. Se cosechd 3.5 hr después de la induccién y
la expresiéon se demostré mediante SDS-PAGE y por ELISA. La purificacion
de la proteina se llevé a cabo siguiendo las instrucciones de! proveedor
mediante cromatografia de atinidad en una resina de agarosa-niquel. Se
hizo en condiciones desnaturalizantes. La elucién se

levé a cabo
modificando el pH del amortiguador de columna (8M urea, 0.1 M fostato de
sodio, 0.01 M Tris-HCl, pH= 8.0, 6.3, 5.9 y 4.5).

ENSAYOS DE PLEGAMIENTO in vitro:

Los protocoios de plegamiento se presentan separados de acuerdo a la
proteina que se utilizé para el ensayo. En todos los casos la reaccién de
plegamiento se detuvo aciditicando la mezcla con Aacido acético hasta pH=
4.5. Para analizar el resultado de cada reaccidn se hizo una separacién de
las diterentes fracciones mediante cromatogratia liquida de alita presién

(HPLC) de una o varias muestras. En algunos ensayos se realizo ELISA y
SDS-PAGE de las diterentes fracciones obtenidas de HPLC.

1% Péptido de fusién sin digerir:
a) Didlisis de la proteina (1.0 mg/mi) con el siguiente amortiguador: S0

mM Tris-HCl (pH=7.0), 50 mM NaCl, 5mM 2-BME, en bolsas con tamafo de

exclusion del! poro de 12 - 14,000 Da. Se mantuvo a 4°C por 48 hrs y se
hizo un cambio del amortiguador a las 24 hrs.
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b) Dilucién de la proteina (4mg/mi) 1:10 en 20 mM de acetato de amonio,
pH= 8.0. Se mantuvo en agitacién y se tomaron muestras a las 44, 90 y 140

hrs.

c¢) Didlisis del péptido (1.0 mg/ml) contra H,O a 4°C. Se hicieron cuatro
cambios del amortiguador para didlisis, cada doce horas y en cada cambio
se modificé el pH (7.5, 7.0, 6.5 y 6.0). El tamafio de exclusién del poro de
las bolsas de didlisis utilizadas fue de 12- 14,000 Da.

2° Péptido de fusién digerido (Factor Xa o CN@8r):

En todos los siguientes ensayos se desnaturalizé y redujo la protefna en
6M Gnd HC!, SO0 mM DTT y 100 mM Tris-HCI. A 370C en condiciones libres
de oxigeno, por 12 hrs (Jaenicke, 1989). Para eliminar el Gnd HC! se pasoé
por una columna de Sephadex G15 con 20 MM de NH4 Ac, pH=4.7. En el caso
de ios ensayos de plegamiento por dilucidn se aplicé la mezcla
directamente sin eliminar Gnd HCI! por goteo a la solucién de plegamiento

en agitacién.

a) Didlisis de |a proteina (2mg/ml), digerida con CNBr, contra
concentraciones decrecientes de Gnd HCI en PBS mas 0.5 mM de 2-BME. Los
cambios de amortiguador fueron 7 y se hicieron cada 15 min, utilizando
5M, 4M, 3M, 2M, 1M, OM y OM de Gnd HCI| a temperatura ambiente y en
agitacién. E! tamafo de exclusidn del poro en las bolsas de didlisis fue de
3,000 Da. Este protocolo fue tomado de Hattori et a/, (1993).

b) Plegamiento por dilucidn, 1:10, utlizando un amortiguador sin Gnd HCI, a
temperatura ambiente en agitacién, se tomaron muestras a las 12, 24 y 48
hr (Hattori, 1993). Posteriormente las muestras se dializaron contra agua

por 4 hrs con 4 cambios.

c) Se utilizé un protocolo descritc por Huth et a/ , (1993); dilucién de la
proteina (2mg/mi), cortada con factor Xa, 1:15 en el siguiente
amortiguador: 50 mM Tris-HC! (pH=7.4), 10 mM cisteamina/cistamina (en
10mM HCI), se dejo en agitacién a temperatura ambiente y en un medio
libre de oxigeno. Se tomaron muestras a las 24, 48 y 72 h.
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d) Este ensayo es igual al anterior pero con la proteina digerida con factor
Xa. El! ensayo se hizo a temperatura ambiente y a 4¢C.

e) Es similar al ensayo ¢ pero se ensayaron 2 amortiguadores diferentes:
50 mM Tris-HC! (pH=8.7) y solucién salina de fosfatos (PBS).
péptido digerido con factor Xa se resuspendié (0.2 mg/mi) en el

n El
siguiente amortiguador: 50 mM fosfato de sodio (pH=7.8), 0.2M NaCl, 5mM
glutation reducido (GSH) y 0.5 mM glutation oxidado (GSSG), en agitacién y

a temperatura ambiente por 2 h.
@) Filtracion molecular del péptido de fusién digerido con factor Xa,

SephadexR G-15 y para la corrida se usd un amortiguador de ac. acético
10%. Se liofilizaron todas las fracciones proteicas y se resuspendid en

acido acético 10%.

en

h) El péptido de fusidn digerido con factor Xa, sin liofilizar después de la
columna de SephadexR G-15, se dializé en el siguiente amortiguador: 0.1M
fosfato de sodio (pH=8.0), 0.1M NaCl, 0.02M guanidina, TmM GSH y TmM
GSSG. Se mantuvo a temperatura ambiente y en membranas con un limite

de exclusién aproximado de 1,200 Da.

i) E! péptido de fusién digerido con factor Xa se dializé con el siguiente
amortiguador: 100 mM fosfato de potasio (pH=8.0), 1 mM GSSG, 0.02M
guanidina, por 24 hr, a temperatura ambiente utilizando bolsas con un
limite de exclusién del poro de 12-14,000 Da. Se colectd el amortiguador
de didlisis y se dializd contra: TmM fosfato de potasio (pH=8.0), en bolsas
con un tamafo de exclusién del poro de 3,000 Da a temperatura ambiente,
por 2 hr y con cambios cada 30 min. Al terminar se liofilizé y resuspendié

en 1 mi de ac. acético 10%.

3% Toxina Cn 5§ nativa:

En todos los ensayos con la proteina nativa se desnaturalizé y se redujo
igual que la anterior. Para quitar el Gnd HC! se pasd por una columna de
SephadexR G-15 con 10% de ac. acético. Las fracciones correspondientes a
la toxina se liofilizaron para ser utilizadas en los ensayos posteriores.
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a) La proteina liotiizada (20 ug) se resuspendid en acido acético 10%
{(pH=3.2) y se pasé por HPLC.

b) La proteina desnaturalizada y reducida (50 ug) se pasd por SephadexR G-
15 con 20 mM de NH, Ac, pH=4.7.

¢c) Se dializé ta proteina (35 ug/mi) en el siguiente amortiguador: 0.1M
fosfato de sodio (pH=8.0), 0.1M NacCl, 1 mM GSH, 1 mM GSSG, en bolsas con
un limite de exclusién de 3,500 Da, a temperatura ambiente, por 48 horas,
con un cambio a las 24 horas.

d) Se dejé la proteina (50 ug) a 4oC, 1 h, en una solucién de pre-
plegamiento: 0.1M fostato de sodio (pH=7.8), 0.1M NaCl, TmM GSH y 1mM
GSSG. El plegamiento se hizo por didlisis en la misma solucién pero sin el
par redox, usando bolsas con un tamafo de exclusién del poro de 1,200 Da a
temperatura ambiente por cuatro horas, con un cambio del amortiguador de
didlisis a las dos horas.

e) lgual que el anterior pero la didlisis se dejé toda la noche.

) La proteina (50 ug) desnaturalizada y reducida se agregd por goteo al
amortiguador: 50mM fosfato de sodio (pH=7.8), 0.2M NaCl, 5mM GSH y 0.5
mM GSSG hasta alcanzar una dilucién de 1:80. Se dejé en agitacién por dos
horas a temperatura ambiente.

g) lgual que el ensayo anterior pero usando los dos componentes del par
redox en una concentracion de SmM.

4% Toxina recombinante libre (His-Cn 5r):

a) A 50 ug de la toxina recombinante desnaturalizada y reducida se les
hizo un ensayo de plegamiento por dilucién. Se llevé a cabo mediante el
protocoio g utilizado para la toxina nativa.

HPLC
En todos los ensayos de plegamiento el protocolo de HPLC fue el mismo. Se

uséd una columna Cig de fase reversa. La elucion se hizo mediante un
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gradiente linear de amortiguador A (0.12% de 4cido trifluoroacético en
agua) a 60% de amortiguador B (0.1% de acido trifluoroacético en
acetonitrilo). La elucién fue por 60 minutos con un flujo de 1 mlI/ min.
Para cada ensayo de plegamiento que se pasé por HPLC se hizo una corrida
control con la toxina nativa.

MUTAGENESIS
Los cambios realizados al! gene silvestre se hicieron mediante

amplificacién por PCR, utilizando oligos mutagénicos que se disefaron
especitficamente para introducir los cambios programados en los sitios
exactos. En este caso se disefiaron sdélo los oligos mutagénicos, ya que
para hacer ia reamplificacidn completa, después de amplificar con el oligo
mutante, se pueden utilizar los oligos que se disefiaron para la clonacién
del gene silvestre. El primer oligo: mut-1, es un oligo para amplificar a
partir del extremo 3°, modifica los codones para las 4 prolinas (posiciones
52, 56, 59 y 61), sustituyéndolas por alaninas. Este oligo comprende
desde el codén para el aminodcido numero 48 hasta los dos codones de
terminacién y presenta la delecién correspondiente a las dos lisinas
finales del péptido maduro (Fig. 2). Se usdé como ADN templado la
construcciéon del gene Cngt Il en pPACIB.1. Para ampiificar por el extremo
5' utilizamos el oligo PACIB/Dir.

El| segundo oligo: MUT-3 introduce los codones para sustituir las prolinas
56 y 59 por tirosina y valina, respectivamente. Este oligo comprende
desde el codén para el aminoacido 47 hasta el codén para el aminodcido
62, por lo que fue necesaria una segunda amplificacién para tener el gene
completo. E! ADN templado que se usd es la construccién del gene
silvestre en pPACIB.1. Para amplificar a partir de! extremo 5 se utilizé el
oligo PACIB1/Dir y para la reamplificacién se usd, ademas del primer
producto de PCR, el oligo PACIB1/Rev. .

OLIGO mut-1

5 < )
CTA TTA GCT GCA AGA TTT ATT AGC AAG AGC ATA AGT AGC TGT ACT
TTC AGC CAA ACC TTC GCAOLIGO mut-3

s 3’

A TTT ATT AGG AAG GGG ATA AGT AAC TGT ACT TTC GTA CAA ACC TTC
GCACCA

a1



Los productos de PCR que se obtuvieron fueron clonados y secuenciados de
la misma forma que se describe para e! gene silvestre.

RESULTADOS

En este apartado se describen Unicamente resultados no publicados. Los
resultados restantes son descritos en los dos articulos del anexo vy,
principalmente, en el articulo incluido en la tesis.

EDICION DEL. GENE

Con e! objeto de clonar el gene Cngt Il en los tres vectores de expresién
que se probaron, este se amplific6 mediante PCR utilizando los diferentes
oligos que generan las modificaciones descritas en la metodologia. La Fig.
6 muestra que para cada caso se obtuvo el producto de PCR del tamafio
esperado, de acuerdo a los oligos empleados. Utilizando los oligos para
hacer la clonacién en pMal-C2 esperdbamos un fragmento de 204 pb. Para
la clonacion en pKK223-3 el tamafio del fragmento fue de 264 pb y un
fragmento de 218 pb para la clonacién en pPACIB.1.

CLONACION

La construccién en pMal-C2 se generd mediante la clonacion del producto
de PCR en un sitio de extremos rasurados, por lo que a varias de las clonas
positivas se les hizo secuencia de nucledtidos para encontrar aquellas que
tuvieran la orientacién y fase de lectura correcta. Para las construcciénes
en pKK223-3 y pPACIB.1 se diseiaron oligos que permitian hacer una
clonacién dirigida. Sin embargo, debido a problemas con la doble digestion
del inserto se optd posteriormente por la clonacién en sitios de extremos
rasurados con los productos de PCR sin digerir. Una vez que se comprobdé
por secuencia nucleotidica que Ila orientacién de estos insertos era
correcta se digirieron con la enzima Eco Rl (figuras 4 y 5) y se volvieron a
ligar sobre si mismas con el fin de dejar en fase ambas construcciones.
Finalmente, mediante secuencia nucleotidica, se comprobd la fase de
lectura de ambos insertos.

EXPRESION Y PURIFICACION
a) Construccién en pMal-C2. Para detectar la expresidén se prepararon
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Fig 6. Geles de agarosa 1% que muestran el tamafio de los tres produclos
de amplificacién por PCR del gene Cngt I1. A: carril 1, marcador de pesc
molecular; carril 2 y 3, {fragmentos de 201 pb para la construccién en
PMAL. B: carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, fragmento de 267
pb para la construccién en pKK223-3; carril 3, fragmentio de 224 pb para la
construccién en pPACIB.1.

kDa
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Fig 7. En un gel de poliacrilamida 10% se muestran las fracciones, 2 a 8,
de la elucién de la columna de afinidad de agarosa-maltosa. El tamafo
esperado de la proteina de fusidn es de aprox. 49.5 kDa (42.0 kDa de la
proteina mbp y 7.5 kDa de la toxina CnS).



cultivos de 5-25 mi a partir de varias clonas positivas. Se comprobd,
mediante electroforesis en SDS-PAGE, la expresién de una proteina con el
peso molecular aproximado al esperado (42,000 Da de la proteina
acarreadora mas 7,200, aproximadamente, de la toxina recombinante).
Posteriormente se prepararon cultivos de 0.5 | cada uno para llevar a cabo
la induccién y puriticacién de la proteina de fusién mediante
cromatografia de afinidad. Se obtuvieron aproximadamente 2.5 g de células
(peso seco) por cultivo. Para la purificacién, se pasé el extracto celular
sonicado y centrifugado por la columna de afinidad y se obtuvieron 56.25
mg de proteina de fusién total ¢ 112.5 mg/l. Esto equivale
aproximadamente al 20% del total de la proteina celular. Como se observa
en la Fig. 7 la pureza de la proteina de fusién es alta.

Al hacer la digestion con el factor Xa de la proteina purificada, se
aobtuvieron dos bandas que corresponden a los tamanos esperados de la
toxina recombinante y de la proteina acarreadora. Finalmente, se hizo una
inmunodeteccién para comprobar la identidad de la proteina recombinante.
Como se observa en la Fig. 8, los anticuerpos policlonales contra la toxina
nativa reconocen la proteina de fusién y al péptido pequefio que resulta de
la digestién pero no a la protefina acarreadora (mbp). Se determiné la
secuencia de aminoacidos de la banda pequefia producto de la digestidn. Los
primeros 20 aminodacidos corresponden al extremo amino de [a toxina Cn 5
recombinante. Esta toxina recombinante presenta ademas de la secuencia
del amino terminal de la toxina nativa la metionina adicionada.

b) Construccién en pKK223-3. Se hicieron ensayos de expresién en varias
cepas y debido a la baja expresién en este sistema sdélo fue posible
detectarla mediante ELISA. Se hicieron varios esfuerzos por tener una
mejor produccién de la toxina recombinante pero no fue posible obtenerlo
por lo que se abandond este sistema.

c) Construccién en pPACIB.1. Se hicieron andlisis de expresién en varias
cepas y se demostré mediante ELISA que en las cepas Ec W3110, Ec BMH
71.18 y Ec MM 294 se lograron los mejores rendimientos (Fig. 9).

Para la purificacion de la proteina recombinante, se prepard un cuitivo de
0.5 | en el cual se obtuvieron, 2.9 g de células (peso humedo). Se probaron
diferentes condiciones de expresién y se encontré que las mejores
condiciones para la produccién de la toxina recombinante eran a 300C, con
50 pg/m! de acido B-indol acrilico y en medio Luria. E! extracto celular
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Fig 8. Expresién de la proteina de fusién mbp-Cn 5. A: gel de
poliacrilamida 10% y B: Western blot. Carril 1: cepa sin transformar, carril
2: cepa transformada sin inducir, carril 3: cepa transformada e inducica,
carril 4: proteina de {fusién dsspués ds l!a purificacién, carril 5: protelna de
fusidn puriticada y digerida con el factor Xa, carril 6: toxina Cn 5, carril 7:
marcador de peso molecular. Las dcs bandas que aparecen daspués de la
digestidon corresponden a los tamafics esperados (42 y 7.5 kDa).

1.0

Abs492 am

o0
Al A2 A3 B1 B2 B3 Ct €2 €1 D1 D2 D3 E1 E2 E3 CnS

Cepas
Fig 9. Ensayo por ELISA de expresién de la construccidn en pPACIB.1,
utilizando diferentes cepas. A: BL21, B: EcW3110, C: EcBMH71.18, D:
EcMM2384, E: EcLE392. 1: antes de la induccién, 2 y 3: dos y 6 horas después

de la induccidn, respectivamente.
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desnaturalizado se paso por la columna de afinidad y después de eluir se
obtuvieron cerca de 3 mg de proteina por lo que el rendimiento de la
proteina recombinante corresponde aproximadamente a 2.5 % de la
proteina total. Mediante gel SDS-PAGE se demostrd la presencia de dos
bandas protéicas, una de las cuales presenta un peso molecular similar a
la toxina nativa (Fig. 10). La banda mayor corresponde a una proteina
bacteriana que co-purifica siempre que se utiliza esta columna (Wulting,
1994). También se demostré por ELISA que los anticuerpos policlonales
contra la toxina nativa son capaces de reconocer las fracciones de la
elucion. En ensayos de Westaern blot, se demostré que estos anticuerpos
reconocen unicamente a la banda de peso molecular similar al de la toxina
nativa (Fig. 11).

Una vez puritficada fa proteina se hizo un corte con bromuro de cianégeno y
para recuperar la toxina recombinante libre se utilizé6 HPLC. A este
material se le hizo secuencia de aminodcidos y se comprobd que los
primeros 25 aminodacidos corresponden a la secuencia exacta de la toxina
nativa. Por lo que podemos decir que la toxina recombinante presenta un
extremo amino idéntico al de la toxina nativa.

PLEGAMIENTO in vitro

19, Péptido de Fusién sin Digerir (ver Tabla 3).

Para tratar de plegar la toxina recombinante antes de separarla de la
proteina acarreadora (mbp) se utilizaron dos métodos: dilucién y didlisis
modificando varios parametros como tiempo de plegado, amortiguador y
pH. En todos estos ensayos los resultados fueron negativos, no
conseguimos recuperar la toxina recombinante una vez que se hizo la
digestion (CNBr o Factor Xa). Como ejemplo, en la Fig. 12 podemos ver un
cromatograma de HPLC que se obtuvo despues de aplicar el protocolo ay
digerir el péptido de fusién con factor Xa. No aparece ningun pico que tenga
un tiempo de retencidn similar al de la toxina nativa. Se ven una serie de
pequefos picos irregulares, cercanos a los 38 min, los cuales mediante
ELISA demostramos que corresponden a la toxina recombinante. Este
resultado nos indica que la toxina no estd presentando el plegamiento
correcto y se asume que esa serie de pequeios picos correspondan a
diferentes estados de plegamiento y/o agregacién de la toxina
recombinante.

2% Péptido de Fusién Digerido (ver Tabla 3).
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Fig .10, Electroféresis en gel de poliacrilamida 12.5% de las f{racciones
obtenidas durante la purificacién de la proteina recombinante (His-Cn5r).
La elucibn mediante cambios de pH produjo difarentes fracciones en las
que se ven dos bandas, una de las cuales presenta una migraciéon cercana a
la nativa. Carril 1: toxina Cn 5, carriles 2, 3 y 4: fracciones 1, Il y I,
respectivamente. 1 123 a4 5

J— |

Fig 11. Electroféresis en gel! de poliacrilamida 10% y membrana de
inmunotransierencia (Western); carril 1: proteina BSA (Albdmina de suero
bovino), carril 2: proteina de fusién {(mbp-Cn5 recombinante), carril 3:
proteina eluida de la columna de agarosa-niquel, carril 4: igual que tres,
diferente fraccion, carril 5: toxina Cn 5 nativa. El reconocimiento de los
anticuerpos es Onicamente hacia la banda pequena y al péptido de fusién,

o cual indica que la proteina expresada corresponde a la toxina
recombinante.
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PROTEINA METODO | AMORTIGUADOR pH TEMP. TIEMPO AGENTE No. DE
L REDOX FIGURA
mbp-Cn 5 Dialisis SOmMTris-HCI 7.0 40C 48 h |\ SmM B-ME 12
W mg/mi 50mM NaCl ST
nbp-Cn S/Xa Dilucién S50mM Tris-HCI 7.4 10mM 14
pmg/mt 1:18 Cisteam/Cistam
En S ‘Cromato- | 20mMNHeAc. | 4.7 17
50 ug grafia
Cn S Didlisis 0.1 M Na-fosfato 8.0 1mM GSH 18
BS ug/mi 0.1 M NaCl 1mM GSSG
ens Dilucién 50mM Na-fosfato 7.8 5mM GSH 19
B0 ug 1:80 02M NaC 0.5mM GSSG
CnS Dilucion SOmM Na-fostato 7.8 SmM GSH 20
O ug 1:80 0.2M NaCi 5mM GSSG
His-Cn 5 Dilucién 50mM Na-fosfalo 7.8 TA. 2h 5mM GSH 21
BO ug 1:80 0.2 M NaC! . 5mM GSSG
Tabla 3 La tabla muestra un resumen de Ios protocolos de plegamiento

in vitro correspondientes a cada uno de los cromatogramas de HPLC, que se

muestiran en éste trabajo. Presenta

las variables correspondientes a

los

siguientes ensayos: Fig. 12 ensayo a de la proteina de fusién sin digerir,
Fig. 14 ensayo c de la proteina de fusién digerida con factor Xa, Figuras
17,18, 19 y 20 ensayos b, ¢, fy g, respectivamente, de la toxina nativa y
Fig. 21 ensayc a correspendiente a la toxina recombinante His-Cn 5. En
todas las figuras el asterisco (®) indica el pico que presenta e! tiempo de
retencién similar a la nativa.
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Fig 12. Cromatograma de HPLC correspondiente al ensayo a de

plegamiento /n vitro utilizando el péptido de fusién (mbp-Cn 5) sin digerir,
la digestién se hizo después del! plegamiento. Se recupera un pico con el
tiempo de retencién del péptido sin digerir (51.15 min), el resto del
material se ha perdido por precipitacion.
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Fig 13. Cromatograma de HPLC correspondiente a la digesti6n mediante

CNBr del péptido de fusién. La presencia de varios picos (V), los cuales son
reconocidos por los anticuerpos policlonales contra Cn 5, nos indica que la
digsstion fue parcial y que se estan generando diversos péptidos debido a

la presencia de metioninas en la proteina mbp.
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Para este caso también se probaron diferentes pardmetros y en el caso del
corta con CNBr se observé que no hubo plegamiento. Se hizo ELISA de las
diferentaes fracciones obtenidas después del corte y se demostréo que todas

fa toxina nativa por lo que

son reconocidas por los anticuerpos contra
pensamos que la digestion fue muy parcial. Esto se puede obsearvar en el

cromatograma de la Fig. 13. Para evitar e! problema de la digestion parcial
decidimos hacer solamente cortes con factor Xa, pues mediante geles SDS-
PAGE hablamos observado que esta digestion es casi total. Con los ensayas
de piegamiento de la proteina digerida con el Factor Xa se obtuvieron
fracciones que presentaban e! tiempo de retencién de la nativa. Los
ensayos que dieron resuitados positives, los mas exitosos fueron aquelios
en que se hizo el plegamiento mediante dilucién utilizando un par redox.
Como ejemplo, podermos observar los cromatogramas del ansayo ¢, en el
cual ya se observa un pico que eluye en el tiempo de retencién de la toxina
nativa (Fig. 14). En el ensayo ¢ se realizé un ELISA a las fracciones
obtenidas en los diferentes tiempos del procesc de plegamienta. Se
observé que el reconocimiento de los anticuerpos aumentaba con et tiempo
(Fig.15). En cambio, en los ensayos que se hicieron mediante didlisis, no se
observé plegamiento. En el caso particular de! ensayo /i se formdé un
precipitado en la bolsa. Se comprobd que en e! precipitado se encuentra la
mayor parte de la toxina recombinante y parte de la praoteina mbp como se
puede ver en el get SDS-PAGE de la Fig. 16. Este fendmeno de agregacion ya
se habia observado en otros ensayos de plegamiento en los que se usbd la

prateina de fusién digerida con el Factor Xa.

3¢. Toxina Nativa (ver Tabla 3).
£n todos los ensayos de plegamiento con la toxina nativa se obtuvo una
fraccién con el tiempo de retencidén de la proteina nativa. En aigunos
ensayos el porcentaje fue menor como, en el caso de los ensayos ay b que
fueron por filtraciédn molecular. Se abservaron varias conformaciones o
diferentes plegamientos que se manifiestan por la presencia de varios
picos bien definidos en el cromatograma (Fig. 17). En la base de los picos
se puede ver el material que seguramente presenta fases de plegamiento
muy diferentes. El método de didlisis permitié una buena recuperacién del
material, como se muestra en ja Figura 18 para el caso def ensayo ¢. En
este cromatograma Se ve un pico bien definido que presenta el tiempo de
fa toxina nativa. Ademas, la cantidad de

retencién correspondiente a
material recuperado nos esta indicando que el proceso de plegamiento fue
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Fig 14. Cromatograma de HPLC correspondiente a un ensayo de
plegamiento mediante diucidn. Se utilizé el péptido desnaturalizado,
reducido y digerido con factor Xa (ensayo ¢ ). Se obssrva la prasencia de un
pequefio pico que presenta el tiempo de retencién de la toxina nativa (*), el

cual es reconocndo por los anticuerpos contra la toxina Cn 5.

ol

Tiemes_ se RetanaibanmLE .
ELISA de diferentes alicuotas del ensayo de plegamiento c.

Fig 15.
Podemos observar un aumento en el reconocimiento de los anticuerpos al
Los tres conjuntos de datos corresponden

o

transcurrir el tiempo del ensayo.
a los tiempos de plegamiento: 24, 48 y 72 h
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Fig 16. Ge! de poliacrilamida 12.5% correspondiante al ensayo / de
plegamiento da la toxina Cdigerida con factor Xa. Carril 1: precipitado
(desnaturalizado y reducido), carril 2: proteina mbp,carril 3: toxina Cn 5,
carril 4: alicuota del! ensayo reducido, carril 5: sobrenadante reducido,
carril 6: precipitado (sin reducir y desnaturalizar). Podemos observar que
la mayor parte de la toxina recombinante se encusntra en el precipitado,
mientras que en el sobrenadante ss encuentra la proteina acarreadora.
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Fig 127. Cromatograma de HPLC correspondneme al ensayo de plegamientio
b de la proteina nativa. Se muestra fa gran recuperacién del material, atn
cuando no todo estd plegado. Suponemos que los tres picos corresponden a
tres isoformas estructurales deo la proteina plegada, mientras que la base

seguramentie representa material soluble no plegado
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favorecido sobre e! proceso de agregacién. También podemos asumir que no
todas las vias de plegamiento fueron productivas, pues la base del! pico
presenta muchas irregularidades Ias cuales reflejan diferentes
conformaciones de la molécula. En los sayos de pleg 10 anteriores,
utilizando Ia toxina recombinante, especialmente los que se hicieron
mediante didlisis., la pérdida del material por agregacién fue casi del
100%. Por esto al no haber proteina soluble, ef tamafio de los picos en ei
cromatograma es apenas detectable (Fig. 12). En general podemos decir que
con la toxina nativa se aumentd la cantidad de toxina plegada aunque no
toda con la configuracién correcta puss, aun que es proteina soiuble, no
eluye como un solo pico bien definido. Se observé un incremento en e!
plegamiento cuando se usa ol par redox GSH/GSSG y parece ser mejor
cuando fla relacién de este par es 1:1 que 1:10. Esto se mostré en los
ensayos fy g que se presentan en los cromatogramas de !a Fig 19 y Fig 20,

respectivamente.

4¢* Toxina Recombinante Libre (ver Tabla 3).
ia toxina recombinante (His-CnS), ya liberada de! oligopéptido de

Con

histidinas, se hicieron los ensayos de plegamiento similares a los de ia
toxina nativa. En la Fig. 21 se observa el cromatograma correspondients a
un ensayo por dilucién en el que se utiliza e! par redox en relacién 1:1
(protocolo g de ila toxina nativa). Adn cuando e! pico presenta el tiempo de
retencién correspondiente a la nativa, la poca definicién indica una alta
heterogeneidad molecular. En pruebas de toxicidad en cochinillas, este
material presenta actividad téxica letal aunque con mayor dosis que la

toxina nativa.

MUTAGENESIS
Hasta el momento se cuenta con ila clona correspondiente a la mutante 1 en

la cual se sustituyeron las 4 prolinas por alaninas. Mediante secuencia de
nucledtidos se comprobé que la clona estd en fase, que tiene las cuatro
mutaciones y que no se encuentran las 2 lisinas finales. Antes de hacer la
construccién se analizé (Dra. Barbara Selisko) la estructura preliminar
obtenida por NMR de la toxina nativa (datos sin publicar). Utilizando el
programa INSIGHT Il de Biosym Technologies, San Diego en una estacién de
trabajo SILICON GRAPHICS IRIS 4D/35. Se midieron los angulos ¢ y v gque
las prolinas en la estructura y se encontré que corresponden a

presentan
1980). Adicionaimente, se

valores permitidos para alaninas (Cantor,
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Fig 18. Cromatograma de HPLC correspondiente al ensayo de plegamiento
¢ de !a proteina nativa. En este ensayo de didlisis podamos observar un
pico bien definido, que presaenta el tiempo de retencién de la toxina nativa.
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Fig 19. Cromatograma de HPLC correspondiente al ensayo 7 d e

plegamiento de la toxina nativa. En este ensayo por dilucidn, se utilizd un
par redox con una relacién uno a diez del oxidante sobre el reductor. Se
observa un pico mayoritario aungque no totalmente definido.
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Fig 20. Cromatograma de HPLC correspondiente al ensayo de plegamiento
g de la proteina nativa. Ensayo similar al f sdélo que la relacién del par

redox es uno a uno. Se observa un pico mayoritario muy bien definido.
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Fig 21. Cromatograma-de HPLC correspondiente al ensayo de plegamiento
a de la proteina recombinante His-CnSr. Como se puede ver existe una aita
recuperacién de! material lo cual indica que la proteina estd soluble y no
precipitada. El pico mayoritario esta muy cerca de! tiempo de retencién de
la toxina nativa y el material recuperado presenta actividad tdxica.
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modificaron las prolinas a alaninas usando e! programa BIOPOLYMER de
Biosym y se hizo una dinamica del modelo mediante el programa DISCOVER
de B8iosym (20 ps a una temperatura de 300 K). La estructura final
muestra cambios minimos en las posiciones Cy de la regién C terminal,
residuos 50 a 65, de hasta 1.29 A. Este resuitadc muestra que el modelo
presenta una forma energéticamente estable. Este analisis nos permite
asumir que las sustituciones no son un factor que impida una correcta
estructuracién de la toxina mutante. Sin embargo, la situacidn real del
plegamiento de la mutante va a diterir por la presencia de la Ala §9 en el
lugar de la Pro 59, que presenta un enlace peptidico en cis. La forma trans
en un residuo como alanina estara favorecida 1000:1 sobre la c¢is por lo
que es poco probable que se forme un enlace cis, similar a la nativa. Sélo
en el caso en qQue la situacidn entre las cadenas laterales cerca de la
posicién 59, presentando un enlace cis antes de la Ala 59, sea tan
energéticamente favorable que permita su formacién.
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ABSTRACT. A nov:l cr\ur::ean -specific toxin, Cn3. :nnuln(ng 66 amino acid residues was isolated from the
venom of the noxius H. bihized by four disulfide bridges. formed between
Cvs12-Cy365, Cysl6- Cys-‘l Cv323.Cys46 and Cys29- Cy:ds ‘Toxicity tests revealed that CnS is a toxin that
affeces arthropods buc noc mammals. Hou:\ er, at high concentrations, Cn5 Jocs durl:ce the mammal-specific

toxin Cn2 from rac brain synap of CnS that 1Cx)
s estimared t be 100 41, Sequence compartson of Cns with toxin Cn2. mammzl specific toxin from the
same scorpion, showed che of twe ac 30 0 38 and 49 co 53, where the
majority of che difi are 1. On the d | of CnS it is 3 d chat
these twe hes form 2 surface region near the site zhough( 0 bind to the sodium
channel. We assume that this region might be d in spec comr

rrvsior L168:3:315-322, 1995, T 1997 Elsevier Scuen:e Ine.

toxins, sodium

KEY WORDS. Amino a::d C
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INTRODUCTION

Scorpion toxins have been shown to affect ion permeabilicy
oiexcuable cells (1). Four differenc families ofpepudes have
been bed. which speci -
bound prateins, Na“-channels (1,2.3), K--channels (4.5),
Ci*-channels (6) and Ca’~-channels (7). Despice the fact
xh-u the g of :hese F ins can be quite
(3). their three-di 1 structure is extremely
similar. Except for the Ca’~-channels specific scorpion tox.
ins, whose structure is still unknown (7). all these toxins
were shown (o contain a core structure, formed by an a-
helix and a three-seranded Bsheet that are connected by
two Jdisulnde bridges formed between two conserved se-
quence strecches, Cys-N-X-X-Cys and Cys-X-Cys, where X
is a variable amino acid (9-~11).

Alreys reors ropuers o Liwmsal B Fussani, Ininiure of Butechnsl:
o =UNANM. Avenuda Unerndad, ST A ieonde Postal 51003, Cuer-
Ravaca, 62371 MENICO. Tel (- 52737 15 x (=5213) 172335 E-

ns~-Cn. Cemruroules nowius Horfmann: CM-Celluloe, car-

h*-\n\ﬂh\l‘ctllulou RC-tonun, un nJuceJ and carbusvmethy lated:
Proton nudlear mage nie

e 2% June 199¢; .Nerrlt.l 6 eremkr 1996,

All known Na*-channel specific scorpion toxins are com-
posed of 61-70 amino acid residues, stabilized by four disul.
fide brldge: (3. l’—lé) Ac:ordmg ro toxicity tests, binding

or chey can
be divided inro toxins that are speclﬁcally toxic to mammals
or arth ds. The term “sp; . does not mean
“exclusiv el) effective” buc refers to low toxi:ky or affinity
in one group and/or higher coxicicy or affinity in the arher.
There are many reports of toxins that show effects rowards
both mammals and arthropods (17-20).

Mammal-specitfic toxins can be grouped into a-toxins
kinding to site 3 of mammal Na~.channels, slowing down
their inncu\:nen process, and ﬂ-(o“ns binding ro site 4 of
the ch the of the 1
(21,22). Displ experiments on y Ctissues
showed that the two bmdmg sites are not relaxed (21,23),
Comparing structural features, cr- and S-toxins vary in the
size of two loop regions, the J-loop and the B-loop (24).

Arthropod-specific toxins have been tested so far mainly
in insects (13,17-20), e.g.. blowfly larvae, crickets, cock-
roaches, and some of them in crustaceans (13.17,25), e.g.,
craytishes and cochinillas. Insect a-toxins show the classic
a-toxin effect on insect sodium channels (17,26). This type
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of toxins are believed to bind to receptor sice 3 (26). Toxin
Taz(abo called Ts VI from the New-World scorpion Ti-
oyus sernlatus is a Srroxin that shows toxic effects in inseces
in mammals (13,27). B Toxins tike Tszare thought to
bind to the recepror site 4 an insect sodium channels (26).
.-\r\ aspect which dnunguuhes toxins against insect sodium
1s from cheir Tart is that the for-
mer can be further divided into excitatory and depressant
toxins, catsing a y or flaccid paralysis, respec-
tively (28). Both toxin types displace each other (18-30).
but their receptor sites are not idenrical (31).

The question why scorpion toxin molecules with their
similar three-dimensional told show marked Ji
their funcrional characreristics, i.e.. specific affinity to sa-
dium channels of a particular animal phyla, sull remains
unclear. Rather small differences. i.e.. single amino acid

ions within the crinical binding region of the toNin
£ its receptar. seem 1o be one possitle explanation. Thus
far, there has been little infe i puklished
:he |.I=nuh:.mon of certain regions or residues that might
i e of T toxins.

in the rre;en: communication three aspects of 3 novel
Crustacean-speciic toxin, Cn 3, from the scorpion Centriro-
ides nayius, are prevented: 1) the isolation, the determi
tion of the primary and the posinon of the disulh,
bridges, 2) its species specificity and ability to compete with
the mammal-specific toxin Cn2 for b.ndmg to rac brain syn-

and 3)a mparison of Cn3 with mam-
m \!-we\.lm mxms of (he genus Centruroides resulung in the
region on the surface of the

toxin male..u!c \\huh mixht bte responsitle for their speci-
ficiry-

M -\TERIALS AND METHODS

rce of
Venom From scorpions of the species Ceneruroides noxius
Hoffmann was ubtained by electrical stimulation of the an-
aesthetized animals. The venom was resuspended in warer
and centrituged for 15 mun at 10000 X g Subsequentcly, 1
wis freeze dried and kept at =20°CL

Chemical and Reagents

Only analytical grade chemicals were used throughout this
work. Reagents for sequencing were all obrined from
MiluGen/Buwsearch, Dhivision of Millipore (Burlingron,
MAY. Acetonitrile and tnilucracetic acid were from Pierce
(Rawckford, IL), Trvpsin and chymotrypsin were sequence
grade enzymes from Bochringer Mannheim (Mannheim,
Germany). Frotease V'S from Staphylovoscis aurens was
Lindty provided by Dy, Brian Marrin (NIMH, Bethesda,
MDY, fephades G-30 (med grad )u.\s furchased fmm
Pharmacia Fine Ch cals (Uppsala, Swed

methylcellulote (CM-32) from \Xh.nm\n (Clmon. 1\)).

C. Gargia ¢t al.

ton and alk + 3 fro

om
Slgma (:( Louh. MO). Dtlom_ed double distilled water
was used throughout.

Separation Procedures’

Soluble venom from the scorpion Cencruroides noxius Hoff-
mann was separated by chromatographic procedures as ear-
lier described (8.32). Briefly. the first purification step cone
sisted 11 a gel dltration step wing a Sephadex G-52 column.
For further purificarion the material was applied onto a car-
boxymethyl cellulose (CM.Cellulose) column, equilibrated
and developed in the p of 20 mM ace-
tate buffer. pH 4.7, with a conrinuous salt gradient from 0
to 0.5 M NaCl. The third and last purification step was
:ondu<(=J on aWacers (hrhlllpore Co., thlor.‘l. MA,USA)
high ¢ liquid (HPLC) system
using a C, reverse phase column (Vydac, anen:. CA). For
details refer to corresponding figure legend. The homogene-
ity of the } were d by three inde- -
pendent means: HPLC separation on 8 Cys revense phase
microbore column (2 mm 1.D.) using the Waters system
(\(llhporc Co. \lnllard MA, U.S.A)), polyacrylamide gel
cid: dici {33) or in presence of

sodium dodeql mlu(c (34) and microsequencing as Je-
scribed below,

Bio-assays

Lethality tests were performed in three distinct species of
ammnls. following appmxed pra:ocob by the Animal Care
(e of the 1 of Adule atbino
mice (strain CD1. average l\xly weight 20 g) were used to
test the various chromatographic fractions in:ludmg the pu-
rified toxin. A given amount of protein dissolved in 200 at
rhosphate-buttered saline (PBS) was injected intraperitone-
ally. Biocassays with insects and crustaceans were performed
using cn.Leu (Achaeta spp.) and freahwaur crayfishes
(C sp;-) P 1y, where up to
1830w toxin Jdissolved in 20 ut water.were injected As
control experiments test animals were injected with pure
PBS or water.

Primary Structure Dctermination of Cn3

The amino acid sequence of toxin Cn3 was obrained by
direct sequencing the native taxin, the reduced and carbox-
ymethylared toxin (RC.toxin) as well as fragments gener-
ared By enzymatic cleavage of RC-toxin. The reduction of
the toxin with dithiocth the alkylation with iod i

acid and the enzvmatic cleavage with trypsin, chymotrypsin
and protedme V'3 were performed as descrited (35.36). The
reptides produced by enzymatic hydrolysis were separated
by HPLC as described (37). M
was carred out with a Milligen ProSequencer model 6600




Crustacean Toxin

(Division of Millipore Co, Miltord, MA, U.S.AL) using pro-
tocols \h\lh the pertlde elrher adsorked or covalently
hed

w S (Aryl amine or DITC)
as previvusty deseribed (35-37)
Amino agid lysis was perfy d on ples hy-

drolyzed in 6 N HCL with O >°\w rhenol at 110°C m evacu-
ated, sealed tubes as Jescribed (38).

Determination of Disulfide Bridges

Aliquots (usually 100 gg procein) of native Cn5 were di-
gested with trypsin, chymotrypsin and endopeptidase V'S,
or a combination of these enzymes. The corresponding pep-
tides were separated by HPLC and sequenced using the pro-
toenl dercribed above.

Toxin Binding to Rat Brain Synaptosomes

The purification of rat brain synaptosomes (fraction P3) and
btinding-displacement assays were performed as Jdescribed
(39). Briefly. rat brain membranes were added to a buffered
solution (140 mAM NaCl 5 mM KCL 2.5 mM CaCl;. 1.5
mM MgSO,, 20 M Teis-HCL PH 74, O.1% BEA) of ¥,
labeled Cn 2 with or without unlabeled toxin Cn2 or Cn3.
After 6O min at room che i

was
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r L L)
G 20 3G 3 36 o
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FI1G. 1. HPLC lepnnllon of lo’dn Ca3. Sub-heden 1.5
(500 ug) from the se step on CM

YOPF
by adding 3 ml of cold bindi di The
were immediately collected on glass fiber filters, w.\shed.

dried and counted in a gamma counter. All values are an
average of at least triple experiments.

RESULTS
Purification Amino Acid Sequence
uand Decermination of Dissulfide Bridges

PURIFICATION AND AMINO ACID SEQUENCE. The initial
separation of the venom from Ceneruroides noxius by means
of Sephadex G-39 gel fleration tted in three

(see Material -nd \Ielhod:) was applied to a umi -prepars.
t

tive C. 23 cm x 1 cm 1.D., partch
ize 16 urn, \ Vydas, Hysperia, U.S.A.) and ad

s uring

60 mine wsing a linese pradient fromm solution A (0.125

trifluoricacetic acid in water) to 60°% solution B (scxtonitrile
N L

beled with a star, corresponds to Cn! Tht inset .how‘ thl
profile of the re-chromatography of CnS on an HPLC C,
reverse phase column using the linear gradient given above.

direct amino acid sequence up o residue at position 51, A
tryptic fragment (eluted at 33 min in a 90 min gradient—
data not 1ho\\ n) of the RC-toxin resulted in an o\erlappmg

from \\hn.h number 11 was roxic. lt was fuuh:r separated
by <h h on CM giving
13 sub.fractions, as described in derail in (5,32). Fraction
1.3 (che fifth component from the separation on Cht-cellu-
lose) was not taxic to mice, but to insects and crustaceans.
We purified this fraction turther by reverse phase HILC
(Fix. 1) In order to guarantee ts puricty. the fifth component
of the chromatogram given in Fig. 1 was reapplied o0 an
HPLC C.. reverse phase column (Fig. 1. insec). The homo-
geneity of the obtained peptide named Cn5 was confirmed
by gel electrophorests (data not shown) and by direct se-
quencing the native peptide. A single scquence was obe
tained for the Noterminal pepude: KEGYLVNKSTGN-
KYGNLLLGXNE (where X is a blank space corresponding
o cysteine), demonstrating the purity of the peptide. The
toxin was reduced. carboxvmethy lated and complerely se-
Quenced. In Fig. 2 we show the results of the overlapring
sevquences determined. The RC-roxin gave an unequivocat

id 31 1o 52, An aliquot of the same
fFeptide was digested with protease V'S, The sub-peptide
(T1VS), eluting at 29.20 muin, gave the amino acid sequence
from residues at positon 53 to 63, The last amino agid resi-
due was idenrified by amino acid analysis of the full length
toxin and of peptide TIVE. The compusition obrained dem-

the g of all the dues already

Wooe e

teaeaTiVE 4>
an

FIG. 2. Amino acid sequence of toxin Cn5. Automatic Ed.
man d d with -d.) provided
the first 5| positions of the primary sequence. Peptide 1
(-T1.) obtained by tryptic hyarolvan of Gns permitied the
lientifeadon of residuies 31 1o 52. Sequ:n:ing the sub-
peptide A by VB8 d f peptide T1

To1VBE] Tcntified residues 3 to 63, The last residue wes
taencified by amino acid analysis (AA),
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TABLE 1. Aminoacid ofh
o the di de bridges of Cn 5
Elution HPLC Amine scid sequence Corresponding
tmin) bridg
2335 Ghy- Tor. C\ S ToreAln Chrete-Crrdt
Glv- Xye- Lo
3w Al GG cu.mr-!_u Cra25-Creds
Alar Phe- GiviYs
3614 s TaROIeeYE Cral2.Crs$
Ler-Nxv Cyelo-Cradl
.-\-n-u_l ~C‘l Sive. AT
Cha19-Crsds

pLY Chu-CYS-Ly»
Nux-Glu-Gly oL eu-Pro

The grven amine scid sequenies were vhtamed by Michnequencmg pene
e punificd by HELC after the cleavage of CnS weeh tnpan and chymos

InTin. The fumbers un e of the amine siud miean prtiens frm the
1 X mens 5 Mink. pusertion corremonaine o ceoreme. while
4 worh ar 0

srrespunds tue rhis o
e rttncd Faec s £het eI 1 SEpeEE AT ST ARG Slean e 1

Ao
plus one ad, nal serine. We concluded thar the lasc posi-
cion. aminn acid 66, was occupied by a serine. These tind-
ings were confirmed by the aminoe acid sequence Jeduced
from the nucleatide sequence of cthe cDNA clune Cogell

encoding toxin Ca3 (40,
DETERMINATION OF THE DISULFIDE BRIDGES. Several ali-
quoes of native Cn3 were hydrolyzed with erypsin follawed
by an addicional cleavage with chymotrepsin, The resultng
peptides were separated By reverse phase HPLC and se-

quenved. Over forey ditterent fractions were sequenced (noe
Lave ewo aming acids per step. indi-

shownl, some of whic
catnyg the presence of two peptides connected by a Jdisultide

brld;;e (Jdimeric peptide). Table 1 shows four sequences that
d us to proy how the disulfide bridges are arranged
in the narive oxin. The Jimer eluting ar 2 5 min gawve

Juences & with the disulide bridge Cys[6-Cus+1.
Sislardv. che pepride-pair ¢luting ac 31.93 min corre-
sponded to pepride fragments around che disulide Eridye
Cys23-Cved6. The oligomer eluting at 36.14 eave three se-

sulnide bridee Cusl2.Cyeds was
o ser

Quences from which the J
identified. since the remaning pepude of the trimeri

yuence corresponded o the pair of Cysl ¢ and Cys4l, ale
ready idennfied. Finally. the peptide eluting ar 36.62 min
cave a Jdimeric sequence companble with the disulfde

cav
bridpee Cys29-Cys43.

Species Specificiey
Lethality rests in mice showed that Cn3 - not toxie up to
it quantity of 370 ae per 20 ¢ average body weight. In con-
trast. in arthropads the injection of Cn3 yielded roxie ef-
feces a» excitability, paralysis and deach. In both crickets

C. Garcia er al.

100

50

% binding 221 Cn2 1o Py

o L 4 1 1 1 i 4
10 =] 8 kd 6 9
~log [peptide] (M)

FIG. 3. Displacement of '*'1.Cn2 binding to rat brain synap-
tosome membranes by Cn3. Rat brain synsptosome fmem-
branes (50 ug/200 ul per anay) were incubated with 300
P of 41.Cn2 at roam temperature for 1 hr, in the presence

2) or Cns (@),

of increasing concentration of native Cn2
ltered and counted as described in hlller‘-h and

then fi
Mcthods. One hundred percent binding was obtained in ab-
sence of Cn3. All values are means of wiplicates.

and cravfishes, the naser of wxicity lies ar doses of less chan
20 ug per g body weighe, Nevertheless, applying 20 &g in

crickets we abserved a fast recuperacion (after 30 mind
ct in cravtishes was strongsr and

whereas the toxic el
longer lasting (more than 6 hr). The onset of lethality (ar
least vne test animal died of intoxication) in crickees was
Jdetected ar 15O pg per g body weight whereas in cravfishes
at considerably lower doses, ar 30 g per g body weighe. In
cravfishes a prelimenary LD« was derermined using three
groups of six test animals applving doses of 23, 30 and 35
a0 per g body weighe (results not shown). From this data a
LDy of 28.5 g per g body weight was estimated.

Binding and Displacement Assays

In order to obrain addiconal informanion on the specificiey
of toxin Cnj, its binding propercies to e brain synapto-
somes were studied using the mammal-specific toxin Cn2
as a comparison. Figure 3 shows the results of binding and
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displ: i lished with ¥*1-Cn2 and

Cn5. Toxin Cn5 displaced labeled Cn2 with a difference
of four orders of magnitude with respect co the displacement
by non-labeled Cn2. The 50% inhibition constants ICs:
were determined to be 16 nM and 100 .M for Cn2 and

CnS, respectively.

DISCUSSION
In this communication we report zhe nmmo acid sequence
H.

of an unknown toxin of C noxius |
which we named Cn5. The amino acid sequence corre-
sponds to a mature pepride derived from a precursor of

ibitiEd Trett

FIG. 4. Sequence com, ropod-specific (A) -nd
(B Cenouroides. G

parison of arth
) toxins ofthe genus
were i Below each todll

which the cDNA was reported carlier (40). The di
tion of the full amino acid sequence by peptide
resulted 10 be important, because the comparison with :he
amino acid sequence deduced from the cDNA shows that
the toxin is synthesized in vivo as a pre-pro-peptide. The
precunsor includes a signal pepride of 19 amino acids and
two additional basic residues in the C-terminal. The pro-
cessing of the C-terminal was reported earlier for other scor-
pion toxins from OId-World as well as from New-World
scorpions (#0-43). The C-terminal of the mature pepride
can include a free or an amidated carboxyl group. Amida-
tiun takes place when in the precursor peptide a glycine
follows the last residuc of the resulting mature peptide. The
glycine is processed leaving the preceding residue amidated
(44). Since the cDNA of Cn5 does not contain a criplec
coding for a glycine after the last residue. S=r66 of xhe ma-

to
family the consensus sequence is shawn which represents

stands for a vuriable residus with no obvious
Cn2 and Cn3 (43,44), Cn‘ (CZ) and Clllo (.- SQ-
€. Garcia, B. Beceryil, M. Del . L.D.
are_from Centrurcides noxius, Cesll from Cen-
eruroides suffusus suffissus (see review 8), CsEvl, CoEv.
renus Ewing ($4), Cll)

CeEv3 are from Centruroides sculpru
(IJ). Clim (55) lnd <nz (39) from Centrurcides s
from {39)

nnd Citl from Ce /e {36). The
vertical bars ind i ol lh. 3

scimulated extraction (3). Thus, the maximum doses we ap-
plied per mouse is approximately 13 times higher than the
of venom p d by a single scorpion in a given

ture peptide, we assume that Ses66 is noc

With 66 amino acids Cn3 belongs ta the group of long-
chain toxins specific for sodium channels. A sequence com-
parison of toxin CnS with other sodium-channel-affecting
toxins of the genus Centruroides, shown in Fig. 4. reveals

time. In contrast to the absence of toxic effects in mice, Cn5
shows toxic effects applying 20 ug/g average body weight of
arthropods (crickets and crayfishes). Therefure. Cn5 can be

considered a toxin with high speci y € s F
The of its activity In insects versus cmnaceans

that Cn5 shares higher similarity with 2
of toxins specific for arthropods {pancl A) than with a con-
sensus sequence of wxms ag:ln.u mammals (panel B). Cn5

shares typical of arthrop ific toxins
like cthe ace of four proli at 52, 56, 59
L M 3 xhe C. inal is less

and 61 in the C.
hydrophobic in its character than its counterpart in mam.

mal-specific toxins.
The position of the disulfide bridges. Cysl12-Cysé3,
Cy316-Cys4l, Cys25-Cys46 and Cys29-Cys43, corresponds
o the typical pattern found in the majority of sodium-chan.
nel-binding toxins with the exception of excitatory insect-
specific toxins from ald-world scorpions (16). Having a long
J-loop (residues 16 ta 24) and a shorr B.loop (residues 42
€0 $3), Cn35 belongs structurally to the group of Broxins.
‘The biological assays support the above observation of
Ca5 being an arthropod-specific toxin. It did not show any
symproms of toxicity towards mammals using up to 570 ug/
20 g average body weight mouse. In this respec, it is impor-
tant to note, that a scorpion of the species Centruroides nox-
ius can provide up to 50 4g venon per single elecerically

shows that it is more effective in crustaceans.

In order to investigate the extent and the molecular base
of the species specificity of Cn5 further, we compared it with
mammal-specific toxins of the genus Ceneruroides, especially
with toxin Cn2 of Cencrurordes noxites (45). Cn2 has been
characterized. functionally as a S-toxin (39). Therefore, it
is expected to bind to site 4 at vertebrate sodium channels.
Lethality tests, conducted with Cn2 in mice, showed an
LDy of 0.4 4g/20 g mouse (45) whereas in crustaceans it
did not show anv toxic effect up to 25 up/g body weight
(S. Serrano and L. D. Possani, unpublished resules).

The displacement of *'I-Cn2 by Cn5 and Cn2 itself
showed thar, against our expecration, CnS5 was akle o dis-
place Cn2 from its binding sites on rat brain synaptasomes.
The high amount of Cn3. necessary to displace Cn2, reflects
the differences in species specificity of these toxins. Bath
toxins belong structurally ro the Btoxin class. This indi-
caces chat che displacement shown might be due 1o competi-
tion for the same site. Since Cn2 binds to site 4 of the Na~-
channel, we expect Cn3 to band to site 4 as well. The low
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arfinity of Cn5 for the mammalian Na~-channel might be
the cause of the absence of a toxic response observed in
mammals even at high doses. Wheeler et al. (23) using chree
archropad-specific taxins: CsEvl. C:Ev2 and GEv3, from
Cenmmroides sculpturatus Ewing. in binding and displace-
ment experiments found no comperition among the arthro-
pod-specific toxins and those of Two mammal-specific o)
ins: Androctonses  awstralis toxin I {(an  ev-toxin). and
Centruroides sufficsus sufusus 1 (a nvpical Broxin). This ap-
parent discrepancy to the results of our study is very lhikely
due to the limited concentration range used by Wheeler ot
al. (23). While they used concentrations up to 1 U\ we
tested concentrations up 1o IO oM, which was the esti-
mated IC.:. Recently, Gordon er al. (22) proposed the exis-
tence of a funcrivnal mac ¥ site 3 at
and insect sadium channels, where hamalogous a-toxins
bind ro various overlapping recepror sites, causing the physi-
1. 1 effect of but with di It
mught well be that something similar is occurring in the case
of B-roxins, i.e.. that Cn3 binds to a macro.recepror site 4
an the mammal «odium channel. but not exactly 1o the
same site as Cnl. In this case the displacement could be
caused by an allasreric effect or by steric hindrance of the
twa toxine binding 1o overlapping sites.

The sequence comparison of toxin Cn3 with a consensus
sequence of mammal-spedific taxins including Cn2 is shown
in Fig. 4 (panel B) reveals that the amimo acid ditfferences
are concentrated manly in 1w sequence stretches, bevween
residues 30 to 38 and 49 to 35, We assume that these two
strerches are involved in the definition of the sequence
specinany. In order to lodalize the position of residues 30
38 and 49-33 within the three-dimensional structure, we
ured the structure of €n3 determined by NMR spestroscopy
(F. Lebreton, C. Garcia. L. D. Passani, M. Delepierre, in
Freparation). A salid-sphere representation of the model is
shown in Fig. 5. The side facing the viewer presents the A
sheet structure. Following the proposal of Fontecilla-Camps
et al. (12) we will call thit side the “face™ of the molecule.
The a-helix, in tum, is situated on the top-back of the
madel. Figure 5 demonstrates that the sequence stretches
30-38 und 49-355 (shown in black) form a continuous sur.
face region at the top and left <ide of the molecule. In rerms.
of secondary structure, residues 30-38 comprise the tum
(residues 30-33) berween the a-helix and the second &
strand and the firse residues of this Bstrand. Residues $9-
38 are invalved in the third (middle) Bstrand (residues 49
and 30) and the beginning of the C-terminal {residues 51—
58) which does not adopt a particular secondary structure.
Lorer er al. (46), after analyzing the secondary structure cle.
wenes of three toxine that show diffierences in their spea-
Bicity. also proposed the C-terminal as being involved in the
Jetermination of the species speaificity. In this respect, st
i mreremng ta note, that Cn3 as other arthropad-specific
o s {see Fiy. 4) contains two prolines at positions 52 and
36. Th..\ are expected ta confer a certain rigidity to the

FIG. 5. chicn of v
in dark grev) . >
toxin Cn5 and mammal-specific foain Cn2. A space-illed
presentation of the NMR.structure of Cn5 tF. Lebreton, C.
Garcla, L-D. Possani, M. Delepicrre, in prep.) is shown pre.
senting the “front™ of the mulecule in the upper figure and
the “top’ in the lower figure.

'lhle ve&idue; (30-38, J‘?—SS. colored
d by d i

Packbone. In contrast, in Cnl these restdues are occupisd
by Tyr and lle. respectively,

The possaible involvement of the wdennified curface region
in the definition of the Cres spedificity 15 further supe
parted by its being situated 4t the side of the tosin that ts
thought to bind o the channel. For a- as well as for &
toxins exists evidence that the tlat surface of the toxin, face
ing the viewer i Figure 5. comtains the channel-binding
site (37=32) Thercbrv. spucial importance is given to the
aromatic cluster. formed by readues 4. 40, 32, 47 and 38
in mammal-spedific toans from New-Waorld scorpions. In
arthropod-speainc oains the anmane cluster 1+ extended
by Tyr35. The surface a1 that we propeose here 1o be
specificitv-determming. 1e atuated in Ihr vicinitv of the aro-
matic cluster. In tact, recrducs 38 anid 38 are part of it The
maximum Jistance betwcen rewidoes 38=-38 and 49-38, and
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the corresponding nearest residue of the aromaric eluster in
Cn3is 14.6 A. Con;lderln; that the dnmenncns of the bind-
ing site of Charvbd K-, g toxin of
similar structure. are 1O % 15 & (53), 1t 13 reasonable 1o
suppuse that all these residues can be situated within or in
the immediate vicinity of the Finding site and therefore be
of influence. However, the dustance given is the direce dis-
tance Perween the Ca atoms, it does not consider the “er.
tective™ distanve Jewribed by the surface of lh: molecule.
The visual mspection of the three-Jd

8.

©
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L.D. Structure uof :.arr-on toxina. In Handbook of
Toxlnr. Vol 2. New York: Marcel Dekker, Inc.: 1934:

550,
Kobavashe, Y.i Takashima. He Tamaoks. Hi Kiogoku, Yo
Lambere. B.s Kutoda, Ho: Chino, N Watanabe, T.X: Kimura.
T.: Sakakibara, S Monsder. L. The © bilized a-He-
ix: A Common Seruccueal Motir of l.v“-k,hannel Blo<k|n.(
Neurotoxic Peptides. Buopwlvmers 31:12832

weems, F.: Roumessand, C2 Gul.\u-n. B oma.
ructusal Basis for fundtienal diveries of animal’coxine.

provides more information in that respect. Ie l‘:\c.xled that
residues 31, 33 and 34 are oriented rather to the back of
the inolecule whereas residues 51 10 536 o the left side. The
question remains it these particular resdues could seill in-
fluence the Finding specificiey of the toxins.

In conclusinn, vur comparative studies indicate that the
surface region comprising restdues 30-33 and 49-53 might
be re~;\vn,l|‘l: mr the species sreuncm ul a toxin. These

for muta-
tion 'In.ll\;e- of Cn) As especially promising candidates we
propse Pro32 and Pro56 as well as the residues that are
part of Lresidues 33 and 33 orin close vicinuty o the anoe.
matie chuster (resndues 300 32, 35, 36, 37, 49,50, 57).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Con et objeto de realizar un estudio sobre la relacidn estructura-funcion
de las toxinas de alacran, iniciamos la caracterizacién de la toxina Cn §
del alacran Centruroides noxius Hofftmann. Algunos de los elementos que
nos ofrecia esta toxina como modelo en este anadlisis fueron los
siguientes: a) Se conocia la estructura tridimensional de una toxina muy
semejante (Fontecilla-Camps, 1980), con la cual presenta una identidad de
88%. b) Contabamos con el gene Cngt 11, que codifica para Cn 5 (Becerril
1993). ¢) La toxina presenta algunas caracteristicas que posiblemente nos
permitirian, mediante mutaciones puntuales, analizar la participacién de
la regién carboxilo en la funcién.
Iniciamos el trabajo con la puriticacién de la toxina nativa para asi poder
caracterizaria. Esto con el objetivo de conocer el funcionamiento de la
foxina y para tener parametros que permitan identificar y comparar los

productos de la expresién, tanto de la toxina recombinante como de las
mutantes.

SECUENCIA PRIMARIA DE LA TOXINA Cn 5.

Los primeros datos que obtuvimos fueron respecto a la secuencia primaria,
la cual corresponde con la secuencia de aminoacidos que se deriva del gene
Cngt Il. Este gene codifica para una pre-proteina de 87 aminoAcidos, la
proteina madura que se encuentra en el venenc ha sido procesada y
dnicamente presenta 66 aminodcidos. Este tipo de procesamiento es
similar al de otros péptidos neuroactivos y ya ha sido reportado para
toxinas de alacrdn (Bougis 1988, VAazquez 1993, Becerril 1993). Para las
hormonas se han descrito varios tipos de estas modificaciones
postraduccionales. En las toxinas de alacran se llevan a cabo tres de estas
moditficaciones: la primera consiste en la eliminacién del péptido sefial
que se lleva a cabo mediante una peptidasa localizada en la membrana del
reticulo endoplasmico rugoso (Karp, 1990). La segunda consiste en la
remocién de los aminoAcidos bAsicos que se encuentran al final del
extremo carboxilo; por lo general, en las toxinas se presentan uno o dos
aminoacidos basicos. Para este corte proteolitico se han descrito
diferentes carboxipeptidasas, las cuales pueden remover desde uno hasta
cuatro residuos basicos (Creighton 1993). Estos dos pasos de.maduracion
se han descrito para todas las toxinas de alacran cuya secuencia
nucleotidica se conoce. La tercera meodificacién se presenta sélo en

48



algunas toxinas y consiste en la adicién de un grupo amida al extremo
carboxilo de la proteina. En este proceso participan dos enzimas y es
necesaria la presencia de una glicina, la cual al ser procesada actia como
donador del grupo amida (Creighton, 1993). Es por esto que en los ARN
mensajeros que codifican para las toxinas se encuentra la informacién
para el! péptido sefnal, la secuencia que codifica para la proteina y los
codones para uno o dos aminoacidos bdsicos, los cuales en ocasiones son
precedidos por una glicina (Fig.2). Esta glicina participa en la amidacién de
la proteina, lo cual se piensa que afecta la estabilidad biolégica e incluso
que en algunos casos ©s indispensable para la actividad biolGégica. Todavia
no se conoce el significado de este procesamiento y se ha reportado una
toxina contra canales de potasio en la que la toxina recombinante no
requiere la amidacién para su actividad, aun cuando la toxina nativa si
esta amidada (Martinez, 1996). En la secuencia de Cn 5 no se encontré esta
glicina por lo que no esperdabamos un péptido amidado.

Se determiné la posicién de los 4 puentes disulfuros, la cual corresponde a
las posiciones tipicas en la mayoria de las toxinas de alacran. Esto era de
esperarse, por que hasta el momento todas las toxinas de cadena larga de
alacranes americanos han presentado el patrén consenso de los puentes
disulfuro. Las dnicas toxinas con un puente en posicion atipica que se
conocen son las toxinas excitatorias contra insectos de alacranes del
Viejo Mundo (Tabla 2).

ACTIVIDAD BIOLOGICA Y SU RELACION CON LA ESTRUCTURA.

Para hacer un andlisis de la relacién estructura-funcién es necesario
definir esta funcién. Por lo general se utilizan, para determinar esta
funcién alguno de los siguientes tipos de ensayo. Ensayos de toxicidad,
utilizando dieferentes modelos biolégicos lo cual nos permite determinar
especificidad y grado de toxicidad de la molécula (determinacién de LDso).
Ensayos de unién, utilzando la toxina marcada radioactivamente para
determinar afinidad y especificidad hacia ciertos sitios. Diferentes
ensayos fisiolégicos, en los cuales se puede medir el efecto funcional de
la toxina sobre su receptor. A pesar de la informacién que estos ensayos
nos dan presentan ailgunas limitantes que deben considerarse al analizar la
funcién de estas moléculas. Primero, el modelo biolégico que se utiliza
para determinar la actividad y especificidad de estas neurotoxinas el cual
en muchas ocaciones es un organismo taxondmicamente. muy alejado de su
blanco natural. Por ejemplo en el estudio de toxinas de caracoles marinos
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(predadores de peces), arafias (predadores de insectos) y de alacranes
(predadores de artrépodos) se han utilizado membranas de mamiferos para
determinar la actividad y especificidad de sus toxinas. Segundo, en los
ensayos de unidén es comun asumir que si existe una alta afinidad por el
receptor existe un efecto funcional. En la revision sobre neurotoxinas de
Adams y Olivera (1994) mencionan varios ejemplos donde se muestra que
no siempre existe una relacidén directa entre afinidad por un receptor y
efecto funcional. Los autores mencionan como un hecho biolégico
fundamental que todas las toxinas naturales han evolucionado para
funcionar en un contexto bioldgico especifico. Que mientras la toxina
cumpla los requerimientos del organismo que la produce, todas aquellas
caracteristicas que no afecten la eficiencia de la toxina pueden, en
principio, wvariar libremente. Por esto pensamos que para hacer una
andlisis completo de la funcidn de una toxina e intentar relacionarla con
su estructura es necesario basarse en los resultados de los ensayos
mencionados considerando siempre contexto biocldgico donde actda dicha
molécula.

Los ensayos de toxicidad con la toxina Cn § mostraron que ésta actua
sobre insectos y crustdceos pero no scobre mamiferos (Tabta 1, articulo 2
del anexo). Se observé mayor toxicidad hacia crustdceos por lo que se
determino la dosis letal media en dos organismos pertenecientes a este
grupo. En  Armadillidium vulgare (cochinillas), en el cual presento una LDso
un poco mayor que en Cambarellus montezumae spp. (acociles). La
cochinilla representa un modeloc mas conveniente para este trabajo ya que
su pequefio tamafo nos permite utilizar cantidades menores de toxina, en
comparacién a los acociles. Esto es una ventaja importante sobre todo
para las toxinas recombinantes. Ademas, se hicieron ensayos de
desplazamiento de la toxina 1251-Cn 2, que es especitica a mamiferos, con
la Cn 5 en sinapotosomas de cerebro de rata. En contra de lo esperado se
observé que la toxina Cn 5 es capaz de desplazar a ila Cn 2 de mamiteros
(Fig. 3 del articulo 3). Estructuralmente, las dos toxinas se pueden
clasificar como toxinas tipo f§ (Meves, 1984) por 1o Que suponemos que
ambas estan reconociendo el mismo sitio de union en el canal. Para la
toxina Cn 2 se ha demostrado que en un canal de sodio dependiente del
voltaje su actividad corresponde a una toxina tipo B (Dehesa-Davila,
1996). Es de esperarse que la toxina Cn 2, por ser una toxina tipo B, se una
al sitio 4 del canal de sodio dependiente de voltaje y que la toxina Cn 5§
este uniéndose al mismo sitio. Sin embargo, con los experimentos hechos
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no podemos determinar el tipo de inhibicion que existe y asi identificar el
sitio de unién de la toxina Cn 5. La alta concentracién de toxina Cn 5
necesaria para desplazar a la toxina Cn 2 podria estar relacionada con la
ausencia de actividad téxica en mamiferos. En los ensayos de actividad se
demostré que la toxina Cn 5, aun en altas concentraciones, no presenta
actividad tdxica en mamiferos (ratén) y si en artrépodos. Otra posibilidad
es que la ausencia de efectos que se observa en mamiferos sea debido a
que el canal al cual se une en cerebro sea particular de ese tejido y no se
encuentre en las regiones corporales a las cuales tiene acceso la toxina
una vez que es inyectada en musculo. Por ditimo esto puede ser un indicio
de que, aun cuando la toxina se une al canal, no tiene ningun efecto
funcional sobre el mismo.

En el andlisis de la relaciéon estructura-funcién de la toxina Cn 5 hicimos
dos comparaciones de secuencias primarias de toxinas de cadena larga de
alacranes del género Centruroides. La primera comparacién la hicimos con
toxinas contra artropodos y en la segunda toxinas contra mamiferos. En la
comparacion del grupo de toxinas con especificidad hacia artrépodos
observamos que los residucs que varian con mayor frecuencia se presentan
hacia el lado derecho de la molécula, en este caso dichas posiciones no
presentan una continuidad clara (Fig 4. panel A, del articulo). Se pueden
observar regiones donde se presentan con mayor frecuencia estos cambios
como el inicio de la hélice a (aminodacidos 17 a 21) o el asa entre la
segunda y tercera hebras B (aminoacidos 42 a 45). Diferencias entre
toxinas de un mismo grupo podrian indicarnos sitios o regiones
posiblemente involucrados en el grado de toxicidad. En la comparacién con
toxinas contra mamiteros observamos que la variacién de aminodcidas se
agrupa principalmente en dos regiones de la molécula, del residuo 30 al
38 y del 49 al 58. Pensamos que estas regiones podrian estar involucradas
en la especificidad. Al analizar sus posiciones en l|a estructura
tridimensional (Fig. 5, del articulo) se observé que los cambios se
presentan dentro de una regidén continua en el lado izquierdo de las caras
frontal y superior de la molécula. Estos datos apoyan la hipétesis de la
participacién de las prolinas, principalmente las 52 y 56, en la
especificidad de las toxinas. Tomando en cuenta que en la secuencia
consenso de toxinas contra mamiferos se presentan tirosina y valina, en
las posiciones 52 y 56 respectivamente, se considera importante probar
una mutante de Cn 5 con tirosina y valina en dichas posiciones. Con estos
resultados podemos disenar algunas mutantes que nos permitan analizar la
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relacion estructura-funcién. Para evaluar el efecto de estas mutaciones
sera necesario, ademas de los ensayos de toxicidad y unién a membranas,
contar con un ensayo que nos permita medir el efecto directo al receptor.

EXPRESION.
Para la expresién del gene Cngt |l decidimos ensayar en un sistema

procariote: Escherichia coli. Las razones de elegir este sistema fueron dos.
Primero, los datos que encontramos en la literatura nos indicaban que la
expresion de toxinas de cadena larga recombinantes ha sido problematica:
sin importar el sistema empleado la produccion de toxina ha sido muy
pobre. Se podria pensar que por ser una proteina eucariote el sistema ideal
seria uno eucariote; sin embargo, esto no ha sido asi. En los sistemas
eucariotes que se han probado la produccion de toxina activa ha sido muy
baja (Bougis 1989, Dee 19390, Maeda 1991, Martin-Eauclaire 1994).
Segundo, la expresién de genes heterdlogos en bacteria es hasta el
momento el sistema mas sencillo y econdmico para la produccién de
proteinas con fines de investigacidn o comercializacién (Georgiou, 1996).
Las desventajas que con frecuencia se presentan al expresar en E. coli son
las siguientes: 1) que la proteina no presente la estructura nativa, 2) que
sea reconocida por la maquinaria proteolitica de la célula y; 3) que en este
sistema no se pueden realizar modificaciones postraduccionales de
sistemas eucariotes. Para este proyecto las modificaciones
postraduccionales, no representan un problema pues para la toxina Cn 5 ya
se conocen cudles son estas meodificaciones y se pueden obtener los
mismos resultados con la edicién del gene mediante PCR. E! unico paso de
maduracion de las toxinas de alacran que requiere un sistema eucariote es
la amidacion que para esta toxina no se presenta y por lo tanto no
requerimos de un sistema eucariote. Las otras dos desventajas no se
pueden predecir y es necesario experimentar con cada proteina que se
planee expresar. Ademas, cada dia surgen nuevas estrategias que permiten
minimizar estas desventajas y asi obtener una proteina activa de cultivos
en E. coli (Georgiou 1996, Makrides 1996). Por ejempio, para obtener
proteinas cuya estructuracién requiere de la formacién de - puentes
disulfuro, se ha optado por dirigir la proteina expresada al espacio
periplasmico. En este compartimiento existe un ambiente oxidante, se
encuentran proteinas que participan en el plegamiento y la concentracién
de proteinas es mucho menor que en citoplasma (Georgiou, 1996). Todas
estas condiciones favorecen el plegamiento de proteinas con puentes
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disulfuro. Para el transporte de proteinas a través de la membrana
normalmente es necesario la presencia de una regién de la secuencia que
actué como seflal de secrecion. Este péptido sefial consiste en una regién
de la secuencia, la cual no se encuentra presente en la proteina madura y
que sirve para iniciar el transporte a través de las membranas
citopldsmica en procariotes o la del reticulo endopldsmico en eucariotes
(Von Heijne, 1986). Ya se han descrito las secuencias para varios péptidos
sefal de E. coli, lo cual permite la construccién de los vectores necesarios
para la expresién en periplasma.
En e! citoplasma el ambiente reductor favorece la agregacién de las
proteinas que presentan puentes disulfuro (Georgiou 1996, Makrides 1996).
Estas proteinas, al no presentar la estructura nativa, exponen superficies
hidrotébicas que favorecen la agregacidn intermolecular. Esta agregacién
de moléculas es la base para la formacién de cuerpos de inclusién Qque son
agregados de alta densidad de la proteina expresada.
Otra estrategia comin para la expresién citoplasmica es expresar la
proteina de interés unida a una proteina bacteriana (Makrides, 1996). De
esta forma la proteina queda protegida de la degradacién por proteasas.
Adicionalmente en muchos casos la proteina acarreadora favorece la
la proteina de interés. Es comun

solubilidad y facilita la purificacion de
sistema de separacién mediante cromatografia de afinidad para

disefar un

la proteina acarreadora.
Para este proyecto utilizamos tres vectores, los cuales nos ofrecen

diferentes caracteristicas para expresar proteinas heterélogas en
bacterias. Decidimos ensayar diferentes estrategias de expresién,
esperando encontrar una que nos diera la cantidad de proteina adecuada
para desarrollar el proyecto. Esto podria ser produccién de proteina activa
o inactiva. En el caso de proteina inactiva, ésta podria ser recuperada
mediante un proceso de plegamiento in vitro.

La primer construccién nos permitié expresar a Cn 5 en citoplasma como
péptido de fusién, unida a una proteina acarreadora que es propia de la
bacteria (mbp). Esta fusién ayudd a evitar que la proteina fuera reconocida
por las proteasas de la célula. Con este sistema no esperdébamos, por estar
que la toxina presentara la estructura nativa ya que
presenta 4 puentes disulfuro. Ademdas, la proteina acarreadora podria estar
intertiriendo en el plegamiento. Sin embargo, esperibamos tener una
cantidad adecuada como para permitirnos establecer un protocolo de
plegamiento in vitro. En este sistema, ademas del sitio de corte del factor

en citoplasma,

53



Xa que nos permite libarar la toxina del péptido acarreador, se introdujo
un coddén para metionina lo cual nos permite hacer un corte con CNBr y asi
obtener una toxina recombinante que presente el extremo amino de la
toxina nativa. Con este sistema obtuvimos un alto rendimiento
(aproximadamente 20% de la proteina total) lo cual sugiere que el
reconocimientc por proteasas fue muy poco gracias a la presencia de la
proteina acarreadora. También este producto se mantuvo en forma soluble
gracias a la proteina acarreadora, pues aun cuando la concentraciéon fue
muy alta no se presentaron problemas de agregacion de la proteina. EIl
corte con factor Xa nos dio Unicamente dos péptidos del tamario esperado.
Sin embargo, una separacion eficiente de estos productos no fue posible
debido a la formacion de polimeros de la toxina. El corte con bromuro de
cianégeno resultdé poco conveniente debido a la presencia de ocho
metioninas en la protefna acarreadora.

La segunda construccién dirige la proteina hacia e! espacio periplasmico,
donde es posible la formacidn de los puentes disulfuro y por lo tanto la
correcta estructuracién. En esta construccidén utilizamos el péptido sedal
propio de la toxina, el cual presenta todas las regiones necesarias para
actuar como sefial de exportacion. El sitio de corte cumple con los
regquerimientos necesarios para ser reconocido por una aminopeptidasa
(Von Heijne, 1986), por lo que esperabamos que el producto se dirigiera a
periplasma y presentara el extremo amino y la estructura de la toxina
nativa. Este sistema lo consideramos muy ventajoso, pues en caso de que
el péptido sefa! fuera reconocido nos permitiria obtener una toxina con la
estructura nativa, sin necesidad de efectuar algun tipo de corte para
liberar el extremo amino o proceso de plegamiento. E| principal
inconveniente de este sistema fue que la secuencia entera es extrafia a la
bacteria, por lo que existe mayor posibilidad de que sea substrato de la
maquinaria proteolitica de la célula. Otro inconveniente de este sistema
fue no tener un sistema de purificacién eficiente. Nuestros resultados
indican que la expresién fue muy poco eficiente o el reconocimiento por
proteasas muy alto ya que sdlo pudimos confirmar la expresiéon de la
toxina mediante ensayos de ELISA. Otra posibilidad es que la proteina esté
sufriendo un ftenémeno de agregacién y por lo tanto no la encontramos en &l
material soluble. En este caso, seria recomendable recuperar el material
agregado, sdlo si éste se encuentra en periplasma, pues si estd en
citoplasma, la toxina estaria unida al péptido sefial y no contamos con un
protocolo de corte para liberar a la toxina recombinante.
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La tercera construccidn es también dirigida al espacio periplasmico, pero
(Omp A) lo cual asegura que éste

el péptido senal es propio de la bacteria
sea reconocido por la célula. Ademds de exportar la proteina a periplasma,

el péptido senal tiene la ventaja de ser bacteriano por lo que el
reconocimiento por proteasas debera ser menor. Ademas, en esta
construccién se adiciona a la proteina una cola de histidinas, la cual
presenta afinidad a metales y facilita asi su aislamiento. Para liberar a la
proteina de la regién de histidinas se introdujo una metionina que nos
permitiera hacer un corte con bromuro de ciandgeno y asi obtener una
toxina recombinante que presente el extremo amino nativo. Otra ventaja de
este sistema es que por tener un péptido sefial bactertana el
reconocimiento por las proteasas deberd ser menor que en el segundo
sistema. Los resultados obtenidos parecen indicar que asi fue pues con
este sistema logramos obtener un rendimiento de aproximadamente 2% de
la proteina total. En este caso se presentd un problema de purificacion,
pues sélo fue posible hacerio en condiciones desnaturalizantes. Esto puede
indicarnos que la proteina esta formando agregados, ya sea en citoplasma
o periplasma, por lo que las histidinas no se encuentran expuestas. Una vez
que se desnaturaliza la proteina o el agregado, las histidinas quedan
expuestas y es posible aislar el péptido mediante cromatografia de
afinidad. Este sistema nos permitié obtener el material suficiente para
realizar ensayos de plegamiento /in vitro e iniciar la caracterizacién de la
toxina recombinante. Consideramos que este sistema fue exitoso ya que
tuvo: primero, un nivel de expresiéon alto y segundo, en éste no se dio un
proceso, cuantitativamente importante, de degradacién por proteasas de la
proteina recombinante. Ademas, la purificacién mediante cromatografia de
afinidad es una ventaja muy importante.

En los tres casos logramos expresar la toxina recombinante, con niveles de
sin embargo, en los tres casos

produccién muy diferentes en cada caso,
podriamos implementar estrategias que lleven a mejorar el nivel de
produccién o el nivel de proteina activa.

nivel de produccién se puede elevar

Para la expresiéon en citoplasma el

considerablemente mediante cultivos de alta densidad. Estos cuitivos
permiten obtener mas de 100g de células/l (peso humedo). Sin embargo,
no nos aumentaria directamente el rendimiento de

esta estrategia
rendimiento actual es suficiente para nuestros

protefna activa y el
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requerimientos.

En el caso de la expresidon periplasmica se pueden implementar estrategias
para obtener la proteina activa tanto a nivel de fermentacién o mediante
técnicas de ADN recombinante (Georgiou 1996, Mackrides 1996). Para la
fermentaciéon se pueden modificar las condiciones de temperatura y
composicién del medio, a condiciones que favorezcan el plegamiento y
reduzcan la agregacion de proteinas en periplasma. Bajar la temperatura
durante e! periodo de crecimiento del cullivo, sobre todo después de la
induccién, es una técnica que ha sido ampliamente usada para la obtencién
de proteinas activas. Otra opcidn para evitar la agregacion y obtener una
proteina activa es bajar el nivel de sintesis de proteinas, ya sea
utilizando un promotor débil o reduciendo las condiciones de induccién.
Una de las estrategias mas sencillas para obtener mejores rendimientos
de proteinas activas, es modificar el medio de cultivo mediante la adicion
de reactivos qQue favorecen directa o indirectamente el plegamiento de
preteinas (Georgiou, 1996). Comoc ejemplo, Blackwell et al.,, (1991)
realizaron un trabajo en el cual logran incrementar la produccién de
proteina activa cuatrocientas veces. Esto lo llevan a cabo manteniendo el
cultivo bajo estrés osmético, producido por la adicién de sorbitol
directamente al medio de cultivo. Otros aditivos que favorecen la
expresion de protefinas solubles en periplasma incluyen a! etanol (induce la
expresién de proteinas de choque térmico), tioles y disulfuros de bajo peso
molecular (modifican e! potencial redox del espacio periplasmico)
(Georgiou 1996, Makrides 1996). Para la segunda estrategia las técnicas
de ADN recombinante nos permiten maodificar el transporte y el
plegamiento de las proteinas, pues es posible co-expresar proteinas que
participan en estos procesos (Duefias, 1994). Por ejemplo, algunas
proteinas que serfan utiles en la expresién de esta toxina son: proteina
disulfuro isomerasa, proteina prolil isomerasa y chaperonas de! tipo Gro
EL (Gething 1992, Saibil 1994). La primera comprende varias enzimas,
tanto procariotes como eucariotes, que participan en el plegamiento de
proteinas con puentes disulfuro (Freedman 1994, Derman 1993). Estas
proteinas catalizan las reacciones de intercambio tiol-disulfuro vy,
dependiendo del péptido sustrato y del potencial redox, promueven la
formacién, isomerizacién o reduccién de los disulfuros. Estas proteinas no
determinan las vias de plegamiento de las proteinas, mas bien facilitan la
formacién del conjunto correcto de disulturos mediante un rapido
rearreglo de los puentes disulturos incorrectos (Fischer, 1990). Las
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protelnas que presentan actividad de peptidil prolil cis-trans isomerasas
catalizan la reaccién de isomerizacion del enlace peptidico que precede a
algunas prolinas. Se ha visto que en ausencia de dicha proteina la
isomerizacién constituye una barrera cinética importante que impide la
rapida estructuracién de la proteina cuando la posicion del enlace es en
cis (Brandts 1975, Texter 1992, Weissman 1995). Otro grupo de proteinas,
a las que ahora se conoce con el nombre colectivo de chaperonas, funcionan
in vivo no como catalizadores de la formacién de la estructura sino, en el
reconocimiento y estabilizacién de Ilos intermediarios durante el
plegamiento de los péptidos (Gething 1892, Saibil 1994). De esta forma
evitan la formacién de estructuras aberrantes y dirigen los péptidos hacia
vias de plegamiento bioldgicamente productivas. Las chaperonas incluso se
han descrito como cajas © compartimentos que actuan separando a la
proteina del ambiente y ofreciendo asi un espacio adecuado para la
correcta estructuracion (Ellis,1996).

PLEGAMIENTO in vitro.

Hasta el momento se tiene un conocimiento “primitivo” sobre el
mecanismo mediante el cual las proteinas llegan a su conformacién nativa
dentro de la célula, pero aun en caso de lograr decifrarlo, es dificil pensar
que condiciones idénticas se puedan aplicar para en procesos de
plegamiento in vitro. Frecuentemente la eficiencia del plegamiento in
vitro es baja en comparacién con el plegamiento in vivo, y comunmente se
raquiere emplear concentraciones de proteina y condiciones fisico-
quimicas muy diferentes a las que ocurren en la célula (Gething, 1992). En
general para obtener una proteina bioldgicamente activa, se requiere que
su cadena peptidica presents una conformacién tridimensional especifica.
Esta estructura nativa esta determinada por su secuencia primaria; pero
uanicamente bajo ciertas condiciones fisicas de! medio. Un aumento en las
caracteristicas caotrépicas del solvente favorece la desnaturalizacién de
la proteina, ia cual puede volver a su estado nativc una vez que las
condiciones del medio sean adecuadas. Cada proteina presenta
caracteristicas propias de desnaturalizacién y renaturalizacién por lo que
no existe una técnica de renaturalizacién comun para todas las proteinas.
Se considera que las variables mas importantes para encontrar las
condiciones de plegamiento de una proteina son: concentracién, pH,
temperatura, fuerza idnica y agentes caotrépicos (Rainer, 19280). Ademas,
para proteinas con puentes disulfuro un factor que influye
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la via de plegamiento, es el

sustancialmente tanto en la tasa como en
E! agente redox debe

potencial redox de la solucidn de renaturalizacién.
presentarse tanto en su forma oxidada como reducida para permitir el
rearreglo de los puentes disulfuro incorrectos, los cuales se generan
rapidamente al inicio de la reoxidacion (Fischer, 1990).

En este trabajo ensayamos varios protocolos de plegamiento de la proteina
recombinante en los cuales hicimos modificaciones de uno o varios de
estos parametros. Sin embargo, en la mayoria de los ensayos el porcentaje
de renaturalizacion fue muy bajo. En los ensayos de plegamiento en los
cuales utilizamos Ila toxina expresada como péptido de fusién,
consideramos que ademas de los problemas intrinsecos del plegamiento de
la toxina, la presencia del péptido acarreador (mbp) puede ser un problema
adicional importante. Es posible que e! péptido acarreador influya en el
proceso de plegamiento evitando la estructuracién y favoreciendo Ia
agregacién. Sin embargo, los ensayos con el péptido liberado , con factor
Xa o con bromuro de cianégeno, el incremento en la renaturalizacién no fue
significativo. Consideramos que la presencia de otros péptidos en la
mezcla de reaccién puede estar influenciando de forma importante el
proceso de renaturalizacién, especialmente el corte con bromuro de
ciandgeno en el cual se obtienen varios péptidos, ya que la proteina
acarreadora presenta ocho metioninas.

Al presentarse estos problemas en el plegamiento /in vitro con las toxinas
recombinantes decidimos determinar las condiciones de plegamiento para
la toxina nativa y después continuar con la toxina recombinante. Pensamos
que era importante determinar estas condiciones para Cn 5; primero, por
que asi podriamos descartar que es un problema intrinseco de la toxina
recombinante y segundo por que era necesario tener dichas condiciones

como marco de referncia para los ensayos con la toxina recombinante.
aun para la toxina nativa fue diticil definir las

Encontramos que,

condiciones que nos permitieran obtener un rendimiento alto en el proceso
de renaturalizacién. No obstante, en todos los ensayos de plegamiento
utilizando l!la toxina nativa logramos obtener proteina renaturalizada.
Pensamos que el principal factor fue ifa pureza del péptido que al no estar
contaminado con otros péptidos la reaccién de plegamiento se favorece.
toxina nativa encontramos condiciones qQue nos permitieron

Con la
recuperar aproximadamente 30 % del material y este fue el rendimiento
mas alto que logramaos obtener.

in vitro nos indican que para esta proteina la

Los datos de plegamiento
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renaturalizacién no es un proceso facilmente reversible. Suponemos que
esta baja recuperacidn se esta dando por que existe competencia entre el
proceso de plegamiento y la agregacién de moléculas desnaturalizadas o
parcialmente renaturalizadas. Durante el plegamiento in vitro el
fendmeno de agregacién es considerablemente importante ya que los
intermediarios cinéticos presentan una alta tendencia de agregacién
transitoria debida a Que exponen gran parte de sus regiones hidrofébicas.
Fischer & Schmid (1990) explican que este fenémeno se presenta porque no
se han encontrado las condiciones adecuadas de la solucién de pilegamiento
o que puede reflejar un “problema genuino” del plegamiento /n vitro.
Mencionan que un problema verdadero de plegamiento /n vitro se presenta
cuando el proceso incluye barreras cinéticas producidas por
modificaciones covalentes, como la formacién de puentes disulfuro o por
la isomerizacién cis-trans del enlace peptidico en el caso de las c¢is-
prolinas presentes en la proteina nativa.

La toxina CnS, ademas de ocho cisteinas que forman cuatro puentes
disulfuro, presenta cuatro prolinas de las cuales tres participan en
enlaces ftrans y una,la prolina 59, en cis. Estos datos fueron aportados por
un estudio preliminar de NMR a la toxina Cn 5 (datos no publicado) y por
comparacién con los datos estructurales de toxinas similares;
cristalografia de rayos-x de la toxina CsEv3 (Almassy, 1983) y NMR de la
toxina Cll 1 (Lebreton, 1994). Estas tres toxinas homélogas presentan una

alta similitud en secuencia primaria.

El proceso de plegamiento para proteinas que no presentan puentes
disulfuro puede realizarse en cuestién de milisegundos, en contraste con
el plegamiento in vitro de toxinas que si los presentan, el cual puede
tomar horas e incluso dias (Bardwseli, 1994). Para el caso de proteinas con
puentes disuifuro miltiples el niumero de combinaciones posibles aumenta
considerablemente. Por ejemplo, para la toxina Cn 5 que presenta cuatro
puentes disulfuro existen 105 posibles (Jaenick and Rudolph, 1990) y séio
una de ellas representa e! arreglo nativo. Ademds, para la formacién
completa del juego de puentes disulfuro es necesario que los grupos
sulfhidrilos correspondientes se mantengan accesibles. Esto es, que las
moliéculas parcialmente plegadas y reoxidadas presenten una estructura
filexible, que permita el acceso al grupo sulfhidrilo correspondiente o al
agente redox. Un ejemplo ilustrativo de este problema es el plegamiento in
vitro del fragmento Fab de un anticuerpo recombinante (Lilie, 1994). Este
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fragmento presenta un plegamiento exageradamente lento y la
recuperacién de proteina nativa en la mayoria de los casos es menor al
10%. Al adicionar una enzima disulfuro isomerasa (PDI) a la reaccidén de
plegamiento se obtiene un gran incremento en la recuperacién de proteina
nativa, pero dnicamente cuando la PDI! se adiciona al inicio del
plegamiento. Esto demuestra que !a enzima se requiere en los estados
tempranos del plegamiento para favorecer las formas productivas de las
moléculas desnaturalizadas y de los intermediarios tempranos. La ARNasa
T1 es otro ejemplo donde se ha detectado la falta de flexibilidad
molecular debido a que la formaciéon prematura de los puentes disulfuro
nativos reduce la tasa de plegamiento in vitro (Weissman, 1995).

La tasa de plegamiento para proteinas varia considerablemente y ademas
una misma proteina puede presentar fases rdapida y lenta de
renaturalizacién. La presencia de dichas fases cinéticas en el plegamiento
de un proteina se explica en algunos casos, mediante la hipotesis de la
prolina propuesta por Brandts et al.,, en 1975. Su planteamiento asume que
la tase lenta es debida al isomerismo cis-trans de las prolinas en el
estado desnaturalizado. Esto es, que sdélo aquella fraccion de las moléculas
desnaturalizadas que presente el arreglo de isdmeros idénticos a la
conformacién nativa pueden llegar directamente al estado nativo. El resto
de las moléculas deberdn obtener primero el arreglo correcto de isémeros
antes de pasar al estado nativo. Pero no todas las prolinas de un péptido
contribuyen a la cinética de plegamiento de la misma forma. Las prolinas,
cuyo enlace peptidico presenta la conformacién c¢is en el estado nativo
tienen un fuerte efecto en la cinética de plegamiento porque la
configuracién trans, no nativa, predomina en la proteina desnaturalizada
(Schindler, 1996). AUn en el estado desnaturalizado la tasa de
isomerizacién del enlace peptidico cis-trans es, por lo general, mas lenta
que la tasa de plegamiento (Weissman, 1995). Aunque se han reportado
varias proteinas con actividad catalizadora de esta isomerizacion, la
eficisncia de catdlisis varia dependiendo de la proteina sustrato. Incluso
se ha propuesto que esta reaccidn pudiera ser usada como mecanismo de
regulacién, pues es posible que la isomerizacion de ciertas prolinas
prevenga el plegamiento de un péptido hasta gque éste encuentre la
isomerasa propia, la cual catalizaria esta reaccién en el tiempo y espacio
adecuado (Kyte, 1995). Para la toxina Cn 5 esto pudiera suceder ya que el
veneno es secretado en vesiculas (Stahnke, 1978) en las que, ademas de la
toxina, se podrian estar empacando las enzimas del procesamiento y las
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proteinas plegadoras. La regulacién del procesamiento en granulos
secretorios, donde se empaca la proteina junto con las enzimas
necesarias, se ha reportado para otros péptidos neuroactivos (Sossin,
1991). Esto, ademads de propiciar un espacio adecuado para el plegamiento
y procesamiento de la toxina, podria proteger al organismo de la actividad
de la proteina madura. Otro aspecto que influye en la tasa de
isomerizacién es e! efecto estérico de las cadenas laterales de Ilos
aminoacidos vecinos. La isomerizacién se hace mdas lenta conforme
aumenta el tamano de la cadena lateral del aminoacido inmediato que
precede a la prolina (Brandts, 1975).

La toxina Cn 5 ademas de ocho cisteinas gque forman cuatro puentes
disulfuro, tiene cuatro prolinas de las cuales tres presentan enlaces trans
y sdélo la prolina 59 presenta enlace cis. Lo anterior ha sido propuesto a
partir de datos preliminares de NMR a la toxina Cn 5 (Lebreton et al., datos
no publicados), asi como por los datos de cristalografia de rayos-X de la
toxina CsEv3 (Almassy, 1983) y los datos de NMR de la toxina CiIl 1
{Lebreton, 1994). Estas tres toxinas homdlogas presentan una alta
similitud en su secuencia primaria. Ademas, en la toxina Cn 5 el
aminodcido que precede a la prolina 59 que presenta la configuracién cis,
es una tirosina. Con esto podemos asumir que la isomerizacién de la
prolina 59 debera participar de forma muy importante en la cinética de
plegamiento. Considerando estas caracteristicas y basandonos en los datos
del plegamiento in vitro, pcdemos decir que la toxina Cn 5 presenta un
problema genuino en el proceso de plegamiento. No pecdemos descartar la
posibilidad de que no hemos encontrado las condiciones adecuadas de la
solucion de renaturalizacién pues pensamos que para todos los casos puede
existir una condicion que permita una recuperacién mayoritariamente
nativa. Sin embargo, para proteinas con verdaderos problemas de
plegamiento debera ser mas dificil encontrar dichas condiciones.
Pensamos que durante e! plegamiento in vivo también existen estas
barreras cindticas, sdlo que en la célula se presentan una serie de
proteinas cuya funcidn es superar esas barreras y favorecer el
plegamiento evitando asi la agregacién de las proteinas.

TRABAJOS RECIENTES
Durante el tiempo en que se desarrollé este trabajo otros grupos
trabajaron en la expresidon de toxinas de cadena larga. Dos de estos grupos
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racientemente lograron obtener toxinas recombinantes funcionales. En
ambos casos se utilizé una estrategia de expresién en E. col/i. En el primer
trabsjo expresan la toxina Bot XIV como péptido de fusién con dos
dominios de la proteina A, deS. aureus, los cuales se unen a IgG. E! vector
de expresién que usaron permite la socrocadn de la proteina por lo que
recuperan proteina recombinante acti ct de! medio de cultivo.
Mediante un corte con CNBr obtl.non cerca de 1 mg/l| de toxina
recombinante ya purificada. En e! perfil de HPLC obtienen dos picos de ios
cuales uno, que representa ¢i33.33% de la proteina pura, muestra actividad
similar a la toxina nativa. En el segundo pico (66.66%) detectan un poco de
actividad y explican que esto puede deberse a que este pico contiene
material parciaimente plegado (Bouhaocuala-Zahar, 1996). En el segundo
trabajo hacen la expresién de la toxina Lgh «!T, en forma de cuerpos de
inclusién y mediante un proceso de plegamiento /in vitro llegan logran
obtener 5mg/l de proteina activa, esto es 10% de plegamiento (Zilberderg,
1996). Ademas, en este trabajo hacen alteraciones a a toxina mediante
mutagénesis sitio especifica. Hacen tres sustituciones en el extremo
carboxilo (Y491, ASOK y N54K), las cuales resultan en una disminucién en
la toxicidad contra mamiferos de 6.4 veces sin que esto modifique la unidn
a sinaptosomas de rata. En la actividad téxica contra insectos no
encuentran modificaciones, por o que creen que estos sitios del extremo
carboxilo estan participando en la toxicidad hacia mamiferos.

Los dos grupos siguen la misma estrategia que nosotros planteamos de
expresién en Escherichia coli. Obtienen la toxina recombinante activa en
cantidades tales que les permiten realizar una serie de estudios. No
obstante, en ambos trabajos se observa que el proceso de plegamiento no
es ni cercano al 100% (10% en el primer caso y 33% en el segundo).

Estos trabajos son hasta el momento los lnicos reportes de exprasion
eficiente de una toxina de cadena larga. Ambos trabajos apoyan la
estrategia seguida en nuestro proyecto ya que en los dos bhacen la
expresién de toxinas de alacrdn en £E. coli Concluimos que para la
expresién de toxinas de cadena larga £. col/i parece ser la mejor opcién
para expresién. De igual los forma los resultados de estos trabajos nos
permiten confirmar que las toxinas de cadena larga presentan verdaderos

problemas de plegamiento.
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PERSPECTIVAS
disefio y expresidon de toxinas mutantes que nos

10 Continuar con el
permitan participar en el estudio de la relacién estructura-funcidén de las
toxinas de cadena larga de! veneno de alacran.

los que fa toxina Cn 5

20 Buscar sistemas o modelos bioldgicos para
presente una mayor afinidad y asi requerir de menores cantidades de
una

toxina para los ensayos.
3% Realizar ensayos electrofisipibégicos que nos permitan hacer tanto
caractaerizacién tina de estas proteinas, asf{ como deascifrar el mecanismo

de accién de las mismas.
40 Continuar con el analisis racional de los datos de estructura primaria,
actividad., mecanismo de accidén y estructura tridimensional, que estadn
disponibles hasta e! momento, de las toxinas que reconocen canales de

interir los

sodio. Al relacionar estos tres aspectos de las toxinas podremos tener un
Con lo anteriar intantar

mejor panorama para compararias.

razgos estructurales que hacen las diferencias entre estas toxinas.

5o Utilizar a las toxinas de cadena farga como un modelo para estudiar el

plegamiento de proteinas. Ademds del! conocimiento basico sobre ef

plegamiento en general de las proteinas que se puede obtener, para este
importante estudiar la participacién del

trabajo es particularmenta
plegamiento en la actividad de estas toxinas.

63



-Becerril B., Corona M., Garcia C., Bolivar F. and Possani L. D. (1995).
Cloning of genes encoding scorpion toxins: an interpretative review. J.
Toxicol.-Toxin Reviews, 14(3): 339-357

-Selisko B., Garcia C., Beceorril B., Delepierre M. and Possani L. D. (1996).
An insect-specific toxin from Centruroides noxius Hoffmann cDNA,
primary structure, three dimensional model and electrostatic surface
potentials in comparison with other toxin variants. Eur. J. Biochem. 242:
235-242

64




et

J. TOXICOL.—TOXIN REVIEWS, 14(3), 339-357 (1995)

CLONING OF GENES ENCODING SCORPION TOXINS:
AN INTERPRETATIVE RIVIEW

Baltazar Becerril, Miguel corona, consuelo Garc{a, Francisco
Boifvar and Lourival D. FPossani®

Instituto de Biotecnoclogia, Universidad Nacional Auténoma de
México, Avenida Universidaa, 2001, Apartado Postal S10-3,
Cuernavaca, Morelos 62272, México

TABLE OF CONTENTS

ABSTRACT - 339
INTRODUCTIO! - = 340
ANALYSIS OF THE SIGNAL PEPTIDE AND 3 'NON~CODING QUENCES——=--<—=341.
©DNA SEQUENCE ANALYSI e
GENOMIC DNA CLONI?
SYNTHETIC GENE CLONI -
DEDUCED AMINO ACID SEQUENCES AND CONMP.
CONCLUSIO SRR
REFERENC!

Scorpion toxins (Steox) are polypeptides intensively investigated
because they are excellent mode to study protein-structure—
function relationships and exquisite tools to access ion channel
functions. Recently, technigues of moleculaxr biology have been used
to clone the genes enccding toxins specific for Na%-channels. Genes
from scorpicns of the genus Androctonus, centruroides, Leiurus,
Tityus and Bothus have Dbeen cloned and their nucleotide (nt)
Seguence datermined. Data from complementary DNA (cDNA) cloning of
Stox from the genus before menticoned and gencomic cloning of Stox
genes from scorpions of the genus Tityus and Androctonus have
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provided information for the deduction of the structure of the
transcriptional units encoding teoxin genes of these scorpions. It
seems that transcription of these genomic regions generates pre
messengexr RNA3 (pre~mRNAs) of appreximately 800Ont containing an
intron of approximately $?70nt, located within the region encoding
the signal peptide. The processing of these pre-mRNAs criginates a
nature molecule of apsroxXimately 330 nt. The translation of the
mRNAS give precursors of approximately 282-59 anino acid (aa)
reasidues, which in some cases are processed at both amino—~ and
carboxyl~terminus ends. At the amino terminus, a 18-21 aa signal
Peptide is released by a signal peptidase. At the C-terminus, basic
residues (Lys or Arg) are elinirated by a carboxypeptidase. In some
the C-terminal resicdues are processed given rise to a final
the infermation available on this

amidated aa.
xnown,

the main Stox structure

cases,
In this review,
subject ia summarized and we also present an interpretive review of
with the possible implications for
their function on excitable cells.

INTRODUCTICON

Sceorpion venoms contain an asscrtnment of lew molecular weight
peptides which are tcocxic to different crganisms inmcluding human
beings {1-3). Sceorpicn vencns, so far studied, contain four main
classes of toxins: polypepticdes cf 60-70 aal residues which arfect
the function of Na'-channels of excitable cells (4,5), peptides of
37-39 aa residues blockers of K'-channels of excitable cells (6-~10)
and non excitable cells (11), peptides of 37 aa residues that are
apacific for chleride channels {(12) and finally, low moleculaxy mass
proteins of unknown structures that affect the Ca‘‘*-release channal
©f sarcoplasmic reticulum (13).

Among the best studied scorpion toxins (Stox) are thcse that modify
Nav—channels and have been classified as o and 8 (5,2%14,15). 7This
classirication has baen proposed 2sed on Two distinct
physiclogical effects exerted ky Stex on the Na“-channels. The a-
Stoxs specifically affect axonal conductance &y a prolongation of
the action potential as a result of a slowing or blockade of the
rNa“*~channel inactivation (16-20), while BA~Stoxs preferentially
alter the activation mechanism c¢f these channels (21-23}.

! The abbreviations used in this chapter are: a, aromatic residue;
AaH, Androctonus apstralis Hector; Anun,

7 basic residue; 3BJ,

cccitanus base

CrH,

aa, amino
Androctonus mauretanicus mauretanicus; b,
Juthus tunetanus; Py
DNA complementary to RNA; Clt, Centrurcoides limpidus

acid({s);

Buthotus judalcus; 3ot,

paixr(s) ; ¢DNA,

tecoranus; Cngt, CDNA frem COrH cloned inte lambda gt11;
Centrurcides ncxius Hoffmann; CSE, Ceatruroides sculfpturatus Ewing;
centrurcoides sulfusus surffusvs; h, hydroghobic residue; ILgh,
uinguestriatus hebraeus; gy, JLeliuruvs qgquinguestriatus
nucleoctide(s); oligonuclectide(s),
polymerase chain reaction; pre—~
sp, signal

Css,
Leiurus
guinguestriatus; nt,
leoctide(s); PCR,
stex, scorpion toxin(s);

oligodeoxyribonuc
mRNA, pre~messenger RNAS
peptide(s) Ts, Tityus serrulatus.
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our group has contributed during the last seventeen years to the
knowledge of the structure-function relationship of the toxins of
the vencm from several species of Brazilian and Mexican scorpions.
Purification, chemical and physiological characterization of more
than 30 different toxins were oktained during this periocd (3, 24-
26). Recently, we have started to use molecular biclogy strategies
for cloning, mutagenization, and heterologous expression of
specific Stox-encoding genes (27-29).

Thea first report on the cloning of Stox appeared in 1989 (30). In
this work, four cDNA sequences enceoding mammal-specific teoxins and
three cDNAs encoding insect-specific teoxins from Androctonus
australis Hector (AaH), were published. Since then, several other
CDNA seguences encoding Stox have been published (27-28, 31-34).
The purpose of this review is to present the infermation available
in the literature in this ratter, as well as to compare the known
structures obtained by clening and direct nt seguencing, with the
known functions. At this moment the knowledge is restricted to the
Ka*-channel specific Stox. The genes that code for cther classes of
toxins have not been clcned, except for a couple of synthetic
genes, corresponding to K'-channel blocking peptides (35-36).

ANALYSIS OF THE EBIGNAL PEPTIDES AND THE 3°' NON-CODING

SEEQUENCES OF cDNAsS ENCODING BTOX

A comparison of the signal peptides (SP) encoded by cDNAs of
represantative reported STcx is shown in Fig.2. They hava been
SP of 19~-20 aa residues of

grouped in three distinct categeries;
New World STox (Centruroides ncxius and Tityus serrulatus), SP of
corresponding to ©0ld World STox (Androctonus

19 aa residues
australis and lLeiurus guinguestriatus hebraeus) and, 18 or 21 aa
residues SP of 0lad World STox (Androctonus australis or 3Sothus
Judaicus and Leiurus guirguestriatus kebraeus). Consensus seguences
are proposed fcr each group and for the three groups together.-
These seguences are in agreement with the rules proposed by wveon
Heijne (37) for cleavage sitas in eukaryotic SP. For the New World
Stox SP, the residues -8 through =11 are mostly hydrophobic or
probably as part of an hydrophobic ccre. Worth mentioning
is residue -9 which in spite ©f a Qifferent codon in each cDNA
(27,33), it is always Leu., It is striking to olrserve an
extraordinary richness of hydrophcbic and/sr arcmatic residues in
the region -9 through -19 cf group 3 SP. It is also rermarkable to
find a val residue in pesiticn -3 for all the SP shown in Fig. 1.
Tityus saerrulatus (Ts) VII SP has been included in group 1, but it
has several conserved residues with groups 2 and 3.

The comparison of 3'~non-coding cDNA seguences is shown in Fig. 2.
The nucleotide segquences were aligned and gaps inserted to optimize
similarities. This alignment allowed us to detect several well—
conserved regions including those located around nt 1S, 30, 40, S50
and 75. Particularly conserved are the segquences from nt 35 through
45, and 70 through 80. This last region contains the
pPolyadenylation signal. It is ncticdeable the similarity between
LghaeIT and AaHIT in some of these cconserved regions. It is not
kXnown if the conserved seguences above .rmenticned might - be
implicated in mMRNA precessing. The ¢DNAS corresponding to Cngtll
(encoding toxin c©nS) and CcngtiV do not include a typical’

aromatic,
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rig. 1. Compariscn of signal peptices.
SP of representative toxin-encoding cDNAS from New World ang oOla
wWorld scorpions are compared. Gaps (—) were introduced whaere
necessary to maximize similarities. The aa residues of SP were
numbered from -1 to =21 taking 5jIT2 as reference. A consensus
sequence was derived for each group ©f SP segquences. A global
consensus was deduced from each partial consensus. A second
possible qlobal consensus (next nost abundant resicdues), s also
shown. or consensus seguences, X means variable residue,
a-aromatic residue, b=basic residue and h=hydrophobic residue.
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rig. 2. Alignment of 3*~non-coding ences.
The 3!'-non-coding regions of the indicated cDNAs were aligned. Gaps
for dAifferent Stx and CDNAs were Introduced vhere necessary to
maximize similarity. Numbers on teop of sequences are for reference
purposes only. <€n5 is encoded by CngtII. Sources of nt seguences

are the same as in Fig. 3.
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polyadenylation signal but they present a polyA tail (27). A
possible  interpretation for this discrepancy is that the region
between nt 70~80 (which 1is rich in adenosines), could have
hybridized with oligo(aT) to prime the first strand of cDNA
synthesis and what we showed as a pPolyA in the casa of CngtlIl and
cngtIVv, is actually the complementary of such an oligo (dT).

CDNA SEQUENCE ANALYSIS

rig.2 shows a nt seguence conmparison between New World (CngtII,
cngtIVv and I'sVII; 27,33) and 0ld wWorld (AaXdI-IXIXI and AaHIT; 30;
BFIT2; 31:; LghalT; 32) CDNA nt sequences. This ceompariscn shows
some general features about the Stox coding cDNAs. cDNAs encoding
AaHI-AaHIXI STcox are closely related. cDRAs that code for AaHI and
AaHIII are also more similar between themselves than with the cDNA
encoding AaHII. The 5°' non-coding regions, SP coding regions ana 3°*
nonceding regions are well-conserved in all these three cDNAsS (Fig.
3; also sea reference 30). These observations indicate that AaHI-
AaHIII STox are enceoded by genes that might have coriginated from
duplicaticns of an ancestral gens and each duplicate evolved
independently. A similar event nmight have been responsible for C.
noxius STox-encoding gene similarities in which cCNAs corresponding
to CngtlI-CngtV (27), sSeem to have pPparently criginated also ky
duplications of an ancestral gene and each duplicate evolved
independently. Thus, it is clear that Stox are encoded by closely

related genes probably originated from an ancestral gene. It is
also clear that duplicated genes have been under dJdifferent
selective pressures, For instance, 5' and 3°' non-coding segquences
are very well-conserved among ¢. noxius or A. avstralis Stox genes
but coding regions show different levels of variability. 1In
Centrurcides ncxius Hoffmann (CsH) genes, the similarity at the nt
leval is at least 80% but at the aa level it is 68% (See also
Fig.4, below). Part of the explanation fcr this phenomenon can be
found in the existence of regicns of high variability at the aa

Clear examples o©f this

level, mayke, hot spots for mutation (27).
around resicdue number 10 and the

variability are the regions

carboxyl terminus. Similar characteristics are present in cDNAs
from AaH. Another impertant okservaticon in this comparison is the
significant similarity between LghaeIT and AaHI-AaHIII cDNAs. At the
nt level, LgholT c¢DNA is more similar to AaHII cDRA: a 95%
similarity at the SP seguence, a 72% similarity at the mature
peptide seguence and a 60% similarity at the 3' non-coding seguence
(Figs. 1 and 3). These are clear indications that the <cDNAs
enceding AaHIY and LghalT are specified ky clcsely related genes.
It is also rerarlable the close similarity of the 3' ncn-coding
region ©of the cbhDNAsS enceding IgkelT and SaHX. In spite of a
noticeable sinilarity between LgkolIT and AaHII, they have different
specificities. It has been demonstgrated that AaHIX affects mamnals
(38) while LgkalIT is highly toexic to insects and crustaceans but
less toxic to mice (20)}. LghaIT (Fig. 4), seexns to be processed by
means of the hydrolysis of two basic 2a residues at its c-terminus
(32). Processing at carboxyl-terminus has bkeen observed only for
mammalian STox AaHI-AaHIXI (30) . we have reportead similar
processing for toxin 4 of c¢. aoxius, in which it has been
demonstrated, by means of mass spectrometry, that the C-terminus of
tw-uin €n4 is cysteinyl-asparagine-amide (28). Martin—-Euclaire et
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al.(33), reported alsc a similar processing for toxin VII of Tityus
serrulatus. Bougis et al (30), have proposed a nmodel in which STox
specific to mammals would be processed at their C-terminus,
contrary to the insect-specific STox which is not processed. Since
ZghalT is an insect-specific STox and it has a C-terminal segquence
compatible with the rules for processing (39), we propose that
additional elements should be added to the previcusly proposed
model. If the insect-specific STox is excitatery (70 aa residues in
length), the C-terminal of the precursor apparently is not
Frocessed, but if it is of the LghalT type or depressant (Fig. <,
group 9,) they seem to be processed. However, the rules cf
processing are nct still clearly understood in this last group.
BjIT2, whcse precurscor has the carboxyl-end -Cys-Gly-Arg-Lys-Lys
is processed giving the sature carboxyl-end =-Cys-Gly. The

(31)
expeéted mature carboxyl—-end if the rules were consistent with a-
A similar

amidation (39), would have been cysteine-anide.
maturation for the precursor of ILgklIT2 has been recently reported
(34) . Perhaps ancother rule for the processing of Stcx wceculd be that
when the carboxyl-end of the precursor has three basic residues, in
spite of the presenca cf a Gly residue preceding a basic
tripeptide, the mature end is generated after the hydrolysis of the
basic triad only. Although some rules for StoX precursor processing
are clear and in accordance with the rules for processing of
neurcactive polypeptides (35), new possibilities are emerging basea
en the analysis of the cDNAs seguences encoding Stox and the
determination of the aa seguences ©of the carboxyl-ends of the
corresponding mature Stox. These kind of interpretations have been
©only possible by means of the cleoning of toxin genes. The analysis
of cDNA seguences and the aa seguences of mature toxins allowed to
Postulate the existence of new enzyne activities as the
carboxypeptidase, necessary for the processing of precursor Stox by
elimination of three basic residues at the C-~ terminus as in 3J1IT2

or LghIT2.

GENOMIC DNA CLONING

cur group has published the only
i which the

To the best of our knowledge,
The gene

formal report on the cloning of a scorpicn gene
cemplete genomic nuclectide sequencea is presented (29).
encoding toxin gamma from the Brazilian scorpion Tityus serrulatus
was amplified by PCR from genomic DNA exploying synthaetic

Fig. 3. Conmparison of ¢DNA nt sequences
The cDNA sequences from North and South American STox (27,33), were
aligned with North African STox cDNAs (30-32), taking Cys codons as
reference. Gaps were included where necassary to maximize
similarities. From North American Stox cDNAs, we have included only
CngtIX and CnRgtIV (27). CngtIITI and CngtV were not included
because they are very similar to CngtlII and CRgtlV, respectively.
The numbers on tcp of the seguences were placed for referenca
purpose; they do not correspond necessarily with the positiens in
the original publications. Last digits of numerals are aligned with

corresponding nt.
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oligonucleotides designed from the reported cDNA sequence (33). The
nt segquence of this gene reveals the presence of an intreon of 475
base pairs (bp) which interrupts the region that encodes the signal
peptide (near the end) of the precursor toxin. Thus, this gene
contains two exons (exon 1 with 55 bp and exeon 2 with 260 bp). A
comparison of 5° and 3' intreon boundaries with the corresponding nt
sequences of other introns cf genes from ©ther r=ernbers of the group
of arachnids, revealed a close similarity within the first six
nucleotides located at the S5'-end and the last seven nt of the 3'—
end cf the introns. When these ccnsensus boundary seguences are
compared to cother eukaryotic intron »oundaries, it appears that
they are part of a regulary feature ©f all eukaryctic introns so far
reported (29). Similar results with a gene encoding the toxin AaH
I* freom Androctonus australis isoclated from a genomic library
(40), suggested the presence of an jintron of similar size and
position but no nt seguence was provided. Recently w have cloned
and segquenced the corresponding genes encoding gamma toxin-like
from the scorpions Tityus Ltakhiensis and Tityus stigmurus by PCR
from genomic DNA (unpublished). The structure of thesae genes is
highly similar to that of the gene from 7Tityus serrulatus. Th

segquence ©f the exons is almost identical among them »ut the
sequence cf the introns is less conserved. These results suggest
that the structure ©f the Genes encoding Stox that affect Ka

channels, could be very similar. An intron c¢f about 450 Ep located
near the end of the region that encodes the signal peptide and two

rig. 4. Amino acid sequence coxparison.

This figure compares aa segquences of the p:incipal representacives
of different groups of STox that affect Na channels. Toxin
sequences were grouped accordingly to their similarities. Gaps (-)
were introduced for maximizing sinilarities. Below each similarity-
group, a consensus sequence is shown in beld. A glcbal consensus
seguencea is shown at the bottecm cf this figure. A second possible
consensus (next most abundant resicdues), is also shown. The regions
for J and B loops (42) or cerresponding gaps, are indicated below
the glodbal consensus sequence ky nmeans of rectangular parentheses.
The aa seguences deduced from cCKAs encoding several Stox are
included. CngtlII-CngtV (CngtII encoding toxin CnS) (27), AaHI-
AaHIII, AaHIT (30), LghaIT (32), B33FIT2 (21) and ISVII (33) are
primary sequences decduced from cDRA sequences. CrgtV, deduced
primary sequence (tcxin Cn4), has been corrcborated ry direct aa
sequence of the mature STcx. The carboxyl-terminus was determined
as an asparagine-amide residue (28). The last two ox threeae residues
shown in kold at the end of daeduced primary seguences frcm cDNAsS,
ara not present in mature toxins. Direct aa seguences are from
Meves -/t al. (42), Lecret et al. (47}, Zamudio et al. (26) and
Zlotkin et al. {(59¥). For consensus seguences, X means variable
residue, a=arcomatic residue, bwbasic residue and h=hydrophcbic
residue. The asterisk at the end of AaHI represents a non-sense
mutation probably generating a step codon (TGA) from an Arg codon
CGA (see Fig. 4). Conserved structural Jdemains are indicated in
which a and f series means a-helix and B-sheet respectively.
Pairings of the eight half-cystines are also indicated. AaIT4 and
CSEV aa sequences conform group "1I" (for intermediate) which
corresponds to Stox sharing characteristics of both Old World and
New World Stox.
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one containing the 5' noncoding region plus the main part of
the region encoding the signal peptide, and the other exon
containing the region encoding the C-terminus of the signal peptide
and the mature peptide plus 3' non coding region.

BYNTHETIC GENE CLONING

Complementarxy DNA clening cf Stex genes has been focused mainly con
Na*-channel blockers. As far as we XKnow, CDNA cloning of toxins
that bloeck K%, €17, or <ca“*~channels, has noct been repcrted.
Recently, a_synthetic gene encoding charybdotoxin (CTX), a ca?* -
activated K*-channel blocker frem leiurus guinguestriatus venom,
has been cloned and expressed as a fusion protein in Tscherichia
coldl (35) . Reconkinant ©TX showed blocking and dissociation
kinetics icdentical to the native venom toxin (35). Specific
mutagenesis of recombinant CTX in combination with mechanistic
analysis of single cCca**-activated K*-channels has shed some lighe
on the important regicns of the toxin's molecular surface that
interact with <the channel pecre {42). Ancther synthetic gene
encoding Margatoxin (MgTX) a voltage-activated X*-channel blocker
from Centrurocides margaritatus vencom, has also been cloned and
expressed in similar systerms (36). like CchTX, MgTX blocks the n-—-
type current of human T-lymphocytes (K,1.3 channel) but compared to
ChTX, is 20-fcld more potent (36). Our group, using the sSame system
reported for tha expression of CTX, has synthesized and expressed
the gene enceoding Noxiustexin ¢ + a X%-channel blocker from
Centruroldes noxius venom (unpublished results).

DEDUCED AMINO ACID SEQUENCES DERIVED FROM cDNAS ANALYSIS AND
COMPARISON WITH DIFFERENT FPRIMARY BTOX SEQUENCES

In order to compare the different aa seguences deduced from the
cloned €. nexius cPRAs (27) with other Stox, we performned a
literature survey choosing the principal representative types of
different STox. Thesa aa seguences were grouped acccrding to their
similarities, aligning them with respect to Cys residues anda
introducing gaps (~) where necessary to maximize similarities. The
STox were clustered into nine groups, plus two single seguences
(Fig.4). The first three groups correspond to Centrircides STox.
Each main group was aligned and a consensus seguence was proposed
for each one ©of them. Score particular differences ameng groups 1-3
can ba observed, especially several deletions of cne a2a residue. A
distinctive feature among these three grcups cf Stcx seems to be
the last fifteen residues at the carboxyl-terminus.

These alignments inpose the existende cf three rmain gaps, locatead
after residues 19, 45 and 60 taking groups 1-4 as reference. The
portions of the sequences aligned with these gaps (-), correspond
to loops in the respective SToxX. The locps around resicdves 20 ana
45 have been called loops J and B respectively (42). We propose
consequently, ©n a comparative basis, that gaps could be called
accerdingly: gaps J and B, respectively. The third loop (arouna
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position €0) which is characteristic of excitatory insect-specific
STox (group 8), is proposed to be called “EITS" (Excitatory Insect
Toxin Specific). It is worth menticning that in group B Stox, a B

gap is also present. An explanation for the presence of such gaps,
In these

might be found in their three-dirnensional structure (43).
STox an atypical disulfide bridge is established between Cys

residues 38 and 64. Cys 38 is located just in the vicinity cf the
Residues 63-65

region egquivalent to locp B ¢f STox from groups 5-7.

are situated in the space reserved for a B leoop. Thus, apparently
it seens incompatible to have both a B loop and a larger C-terminus
(see Fig.4, group 8 Stox) when an atypical disulfide bond is formed

between Cys residues 38 and 64.

In most cases, groups of STex shown in Fig.4 bhave specific
pharmacolegical properties. For instance, group 1 Stex correspond
to A-type anti-mammal toxins of New Werld scerpions. Sased on the
similarities of tha aa seguences, group 1, 2 nd 3, would
correspond to A-type toxins, however, variants 1~-3 frem C.
sculpturatus have been suggested to bae a-type toxins based on
pharmacelogical data (42). Yet, they bind to the fourth site of the
Na*-channeis, while the 0l1d Worlad a-toxins, btind to the thirad site
{50). Group 4 correspond to B-type Stox frca which TsVII affects
mammals and insects (44). Groups 5-7 correspond to a~type anti-
mammal toxins from 0ld wWorld scorpions except LockaZIZ which is a new
insect toxin, and is not strictly selective Zor insects. It is
highly toxic to crustaceans and it shows a lcw but measurable
toxicity to mica (20). Group 8 cenmprises excitatory insect-
seleactive toxins, which induce a rapetitivc firing in the motor
nerves due to an .{ncreas- in peak Ka currents and a voltage-
dependent alowing of Na®” current inactivation (45). Finally, group
9 comprises depressant insect-selective toxins, which block action
potentials by dJdepolarizing axconal memiranes and suprressing Na

currents (46).

A new insect-specific STox (AaHIT4), has been receantly isoclated
from Andrectonus australis Hecteor scorpion vencm (47). It is toxice
to insects and also to mamnals and corpetes with insect-specific
STox feor binding to the Na™ channel eof insects. It also meodulates
the binding of a~type and J-type mammal-specific STox to the
mammalian Na*-channel (47). It is interesting to cbserve that this
toxin (Group I) shares some sinilarities with New Worl and o0ld
world tcxin seguences. It is striking to okserve a <46% similarity
at the aa level with toxin ¢n5 (encoded Lty Cngell). It can be
surmised that 5aHIT4 has structural characteristics of beth a— and
B-type Stox. In fact it can be cbserved from Fig.4 that it might
have both loops (B and J) althcugh sraller than the typical ones.
A New World Stox sharxng seguence similarities with 0ld4 World Stox
is toxin V of ° . sculpturatus FEwing. It has a structure
intermediary between a and B Stox but it has been cemonstrated that
it has electrophysiclogical characteristics of an a toxin (42). It
would be interesting to explcre the structural characteristics of
these particular Stox to study which dcrxains cdeternmine their
particular properties. Another similar dual specificity has been
cbserved for a A STox TsVII), which was found to compete with
typical STox for binding on beth insect and mammalian synaptoscmes
of nervous tissues (44). This dual specificity was attributed to a
high molecular flexibility which .\-ould enable it to bind to both
the mammal f#f-type and insect XNa"-channel receptors (48). What
AaHIT4 and TsVII STox have in commen seers to be a mcelecular
flexibility putatively attributed to a lack of Pro residues in
their C-terminal regions (47-48). In this regard, it is interesting

e e e .
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to note that among New World STex, there is a variability in the
richness of Pro residues in the last 15 aa residues of tha C-
terminal region. €. sculpturatus variants 1-3 and toxins, encoded
by CngtII and CngtIII cDRAs (group 2 STox), are rich in Pro
residues, while group 4 (7ityus serrulatus) SToX have only one Pro
residue in this stretch within the C-tercinal region. <.
sculpturatuys variants 1-3 (42) and texin €nS5 (unpublished results),
affects crustanceans and insects but not mammals. Toxins of group
1 with a presumably very similar three dimensional structure and a
relatively conserved sequence with regard to CsEv3, affect nmammals.
Alsc a notorious variability between groups 1 and 2 (Fig. is
founad within the last fifteen residues of the carboxyl-terminus, in
which a wvariability in Pro richness is also observed. These
observations support the propcsition made by Lcoret et al,.(47-48),
in which one ©of the elements invelved in the specificity of Stex
could be the carboxyl-terminus, rainly regarding the presence cf

the relationship between Fro richness,

prolines. NXevertheless,
molecular flexibility and specificity for these STocx still remains

to be definitively established. Furtherrnore, the various species
specificity dirferences found anong twammalian, insect and
crustacean toxins are not necessarily due exclusively to the Stox
structures. It might well be due to the diversity of Na™ channels
present in distinct tissues and corganisms. There is a wide
variation of types and sub-types of Na” channel molecules (49-50).
Fig.4 also shows that Stox affecting Na®™ channels, have a
polypeptide chain comprising 60-70 aa residues and cross-linked by
four disulfide bonds (51). They share similarities in their aa
sequences and in their three-dimensional structures as it has bean
demonstrated by X-ray diffraction (52-53), two-dimensional KMR (43)
and modeling with computer graphic technigues (54). From these
studies, it is clear that scorpion toxins affecting Na” channels,
have a similar three-dimensional structure with a glcbular shape
comprising three strands of antiparallel f-sheet and cne stretch of
a-helix. The helix motif is linked to the carbcxyl-proximal strand
©f the sheet by two of the four disulfide bonds. The cysteine pair
of the a-helix dcrain establishing this twe disuvlfide bonds is
spaced by a tripeptide while the pair of cysteine residues of tha
carboxyl-proximal strand is spaced ky cnly one aa residuie. These
structural elements are conserved in all toxins shown in Fig.4.
Similar elements have been observed in cother toxins that affect
ionic channels and in other ncn related proteins (55-57). A third
structurally conserved disulfide bend is estaklished between the
cysteine residue located at the nmiddle strand cf the B sheet and
the second most animo proximal cysteine residue, except for the
excitatory insect toxins {group a), in which there are twe
contiguous Cys residues in their cerresponding middle strand of the
B8-sheet. One or these establishes a ositionally conserved
disulfide bond and the other establishes an atypical disulfide bonad
with cysteine residue at position 64. The three conserved disulride
bonds, participate in the stabilization of a structurally conserved
core of sccrpion toxins. This structural core is also conserved in
Stox affecting X -channels (58). The fourth disulfide bona is
estaklished between the most amino agd carboxyl-proximal cysteine
residues except in grcup 8 toxins in which it is establishea
between cysteine residues 38 and 64 (43). This difference however,
has no substantial effect on the cverall ccnserved folding of this
kind of toxins. The regiocns corresponding to these structural
domains are indicated in Fig.4. The inspection of the sequences
shown in this figure, permits to suppose that they all adopt an
evolutionary conserved folding. A closer analysis indicates that
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the different nolecules can accermnmodate insertions deletions and
mutations wvhich apparently confer then different specificities. Ola
World Stox (except group 8 and AaHITS) have a B loop anad a J gap.
New World Stox (except CsEV) have the opposite, a B gap and a J
lowp. Basically, ©Old World Stox a considered a-Stox and New World
Stox are considered B-Stox. Howe €s toxin Vv and variants 1-3
are pharmacologically a-type but "structurally" B-type.

Taking together all these ocbservations, it seems that specificity
is located on the loops of these STox. In a-teoxins in which the B
locop is relatively conserved, it could be expected that specificity
depended on the C-terminus. In the case of excitatory insect-—
specific STox (group 8), their specificities seem to depend on
their atypical disulfice bridge and con their long C-terminus. In
the case of LghalT, increased insect selectivity could be possibly
attributed to an extra Pro-residue (residue 56) at the carboxyl-
terminus and/or to a mutation that changed Preo residue 41 for Lys,
compared to AaHITI. Finally, insect selectivity in group 9 Stex
seams to depend on their shorter amino terminus and/or atypical J
gap and B loop. Although scme indicative features of structure-
specificity relationship are ererging, nuch ncre data will be
required in order to acquire a ncre complete understanding of the
structure-function relationship cf STex. Molecular cloning of STex
eanes, and selected site-directed mutagenesis should certainly help
clarifying some of tha structural and functional relationship
e

discussed

CONCLUSIONS

Complementary DNA and genormic clening of Stex genes, specific for
Na*-channels, has allowed us to cdeduce the structure of the
transcription units encoding toxins from the scorpions of the genus
Tityus and Androctonus. It seens that <transcription of these
genomic regions generates rre T©RNAS of approximately 8coont
containing an intron of apprcoximately 470 nt, located closae to the
end of the region encoding the signal pepti . The processing of
these pre mRNAs might give a nature rolecule of approximately 330
nt. The translation cof the mRNAs give polypeptide precursors of
approximately 82-89 aa residues, which in soxe cases are processed

at both ends (amino and C-terminus). At the anino terminus, a 18-21
aa signal peptida is released by a signal peptidase. At the C-
terminus, basic extra residues (Lys or Arg) are aeliminated by a
carboxypeptidase. Finally, when a glycina residue precedes ona or
two of these extra basic residues, the amino group of this glycine
is utilized to amidate the preceding residue. sSimilarities in
atructure and aa segquences provided support for the suggesticn that
Stox genes have evolved from an ancestral gene which seems to have
undergone several duplicaticns and each duplicate have evelved
indepencdently. Independent evoluticn of each duplicate by means of
inserticns, deletions and nutaticns at different levels and sites,
can explain Stex variabilicy Iin terms of aa segquence ana

specificity of action.
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Scorpion 1oxins acting on sodium channels differ in their Toxic ides specific
mammals and anthropods (insects and/or cr ) have been of the similar three-
dimensional fold of these peptides. the molecular base of their specificity is thought 10 reside in cenain
differences at the level of amino acid residues especially within or near the binding site of the toxin to
the panicular ion channel. Th= ¢DNA. amino acid sequence and blologm:u activity of an mse:l-speclfc
toxin, Cn10. from the Ce ides noxius The
surface around a three-dimensional model of Cn10 was cnl:ula(ed. It reveated that residues Tyrd, Lysi3,
1le18, Leul9. Gly20. Lys33, Leudd. Thes7. TyrS8. ProS9. Thr6d and Cys63. situated at the side of lhe
toxin proposed in the literature 10 bind to the sodium channel. constitute a posm\e surface regmn. There-
fore. they may fonn the site that binds to the channel. Cn10 was in of
wo groups of namral variants. highly similar peptides of the genus Ctnlrumldt.r with specxn:iues
towards A number of between
the two groups nnd suumed near the putative binding site. may be of importance for the specificity of

the analyzed toxins.

sional structure.

words: amino acid sequence: Cenrruroides noxius: scorpion toxin: sodium channel: three-dimen-

insect and plant defense proteins (Bontems et al..

Scorpion neurotoxins are basic ins of low
mass which affect jon channels of excitable cells (Possani.
1984), The toxins acting on sodium channels (Lazdunski et al..
1986) characterized 5o far consist of 60— 70 smino acids. They
contain four disulfide bridges. The existing three-dimensional
structures [Fontecilla-Camps e1 al., 1980 (first siructure solved):
Darbon et al.,, 1991;.Zhao et al.. 1992: Housset et al.. 1993:
Jablonsky et al.. 1995: Lebreton et al.. 1994: Lee et al., 1994a.b)
provide strong evidence that they are all folded in a similar way
forming a core region of one short a-helix of about 2.5 1urns
and a three-stranded anti-paralle! S-sheet. The core is stabilized
by three disulfide bridges shared by all known structures. Two
of the core disulfides couple the conserved segment -Cys-Xaa-
Xaa-Xaa-Cys- (where Xaa is variable) of the e-helix to the mid-
dle A-strand containing the segment - Xaa-Cys- forming a
structural motif found also in other cysieine-rich proteins like

Correspondence to L. D. Possani, Departiment of Molecular Rece
ognition and Structural Biology. Institute of Bictechnology UNAM.
Apantade Postal 3103, Cuemavaca. Morelos 62230, Mexico

Fav: ~5273 l7"38§

toxin 1: Cllt,

A, 3

CuZ and Gll1 m, Centrurides hmpldul hmpldul toxins 1. 2 and mamma-
lian taxin 1: Clt1, Centruroides limpidus tecomanus toxin 1: Cn2, €3,
Cn3. CnS and Cn10. Centruroides naxius toxins2. 3.3, 5 and 10. respec-
tively: CsEv1. CsEv2 and CsEv3. Centruroides sculpturatus Ewing vari-
ants 1, 2 and 3. respectisely.

Nate. The novel amino acid sequence data published here has been
deposited with the EMBL scquence dala bank and Is available under
accession number YOB270.

1991 Bruix et al., 1993).

Despite their highly conserved lerunry structure. the toxins
acting on sodium channels have shown rather large differences
in their functional properies on all three levels in which the
funciion of toxins can be tested: in species y.pecxrcu) and de-
gree of toxici in their binding affinities 10 excitable tissues and
m their direct ele:u-uph\ s:olog:cal eﬂ‘ecls on wdlum channels.

10 their i toxins
ha\e been divided into toxins that affect mammals or anhropoads
tinsects and/or crustaceans). Some toxins were reported to affect
species of both groups (Eitan et al.. 1990: Gurevitz et al.. 1991
Gordon and Zlotkin, 1993; De Lima et al., 1986: Loret et al..
1991). Recently, a study of the binding and toxicity of various
toxins towards mammals and insects revealed that even toains
Kknown as mammal-specific can show effects towards insects and
vice versa (Gordon et al.. 1996). Therefore. the concept of speci-
ficity seerns to be rather a matter of relative toxicities than of
exclusive effects.

The molecular basis of toxin specificity has been studied
widely for various reasons: (a) in order to understand the tosic
=ﬁ‘=:l of scorpion venom in mammals as a prerequisite for the

of more effici and secure antidotes or vaccines:
ub) to study the target molecules of scorpion toxins, i.e. ion
channels in excilable tissues, in order to understand their molec-
ular and ion; (c) to devel toxins
that can be used as insecticides. Houe\cl’. the =x.sung knowl-
edge is still oo limited to give clear answers. Rather small dif-




single amino acid modifications within or near the
critival binding region of the toxin to its receptor. secem to be
very imporntant. In order to find lh:\t crucial residues one can
ta\e wmo (a) a by comparing
of natural toxins that

in their i

display
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For determinati the
toxin Cn10 was purified, reduced and carboxy-methy lated as de-
scribed by Possani et al. (l9s<n. It was then digested by the

va i in 100 mM ammo-
icarbonate and Asp-N (Boehnng:r. Mannheim) in SO mM

P residues of 3 specific toxin. The first approach should gu.de
the second. facilitating the dexign of the<e point mutation experi-
ments.

in the study presented here we follow the first approach.
First, we report. lhe finding of a new toxin of the Mexican scor-
pion Ce tervites b that shows \pcuﬁun
towards insects. We have gener:nzd a model of its th

\! the

P pH 8.0 using in both cases a toxinfendopro-
tease ratio of "00.2 pg. The r=~ulung pepude mnlures were
purified on an analytic C,a
amino acid sequence analysis of snngl: penks was ohl:un:d by
Edman degradation (Edman and Begg. 1967) using 8 microse-
quencer model 6300/6600 (MilliGen/Biosearch).

Lethality tests. Lethality was tested on mammals (mice).
insects (crickers. Achaera spp.) and crustaceans {crayfishes.
c. .

sional structure and <har;

tion on the surface of the molecule {Honig and \lchnll\. 199‘!

‘We then im.lud:d the new toxin in a :ompamu\e analyvis of
versus a c toxins acting on so-

dium L"lannel: from the genus Ctnmmmlu in onder 10 localize

residues that might be for the of these

toxins.

MATERIALS AND METHODS

Venom and reagents. Scorpions of the species Cenrruruides
noxius Hoffmann were collected in the state of Nayarit, Mexico.
The venom was ohumed b\ glcum..nl stimulation of the anaes-
thetiz as in Possani (1984). The dned
venom was d in bidistilled water and at
10000%y for 15 min. The supematant containing the soluble
venom was freeze-dried and kept at —2 .

Only analytical grade reagents and bidistilied water {over
qQuarnz) were Gsed throughout.

1solation and sequencing of ¢DNA. The construction of the

eDNA library from telsons of the norpmn C. rosxines Hoffmana.
as well as the for s P
specific toxins acting on sodium channels. has been “dewcribed
in Jetail by Becerril et al. (19931 As 3 result. we obrained |3
positive clones. One of these clones was amplified by PCR
tGeneAmp PCR System Perkin Elmer. 30 rounds of temperature
eycling: 92°C for 1 min. 50°C for 1 min. 72°C for 3 min fol-
towed by a final period of 10 min at 727C) using gt} ) forward
primer (5-GGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCG) and szt
revene primer (S°TTGACACCAGACCAACTGGTAATG and
Vent" DNA poly merase (Biolabsi. The PCR product was puris
fied from the gel. cut by EcoRV restriction endonuciease (Bio-
Laby) and subcloned into the E(nR\ 5il= of the phazemid
Bluescript 11 KS ~ (Stratay .S Exchies
richia coli DHS-a cells (Gibeo BRLI were lr.\n\formed The
plusmid DNA of white colonigs with an insert of the evpecied
size of around 300 bp was isolated and the inseris sequenced
using the Sequenase kit T7 DNA polymerase (LS Biochemicall
and the above 4gtl) primers.

Tovin purification. The first and <econd step of the tosin
puritication have been described in detail by Valdivia et al.
(1994). Brietly. the venom was initially purificd by size-exclu-
sion on a G-50 column’ The second
purification <tep consisted of ion-exchange chromatopraphy on
CM-cellulose. The pooled fractions were tested for toid
Peak S from the second puritication step was then further puri
fied by HPLC on a e C,reverse-phase column
(sce figure lexend). Single peaks were collected and tested for
toxicity in mammals, insects and crustaceans. The purification
was followed by measuring the absarbance at 230 am. Recovery
was catculated based on the absorbance.

Zumae spp-). d whether a given quan-
tity of toxin Was non-1oxic. toxic or lethal. Non-toxic meant that
the animals showed no symptoms of intoxication within 23 h
from the injection. simitarl: 1o having been injected with phos-

i (NaCVP, = [27.0 mM NaCl.
2 Om\l KCl. 10.0 mM Na. HPO‘. 1.8 mM KH.PO.. pH 7.4) or
water alone. Tn“c meant that they shomed symptoms of intoxi-
cation like e i . tempo-
rary paralysis of llmbs um:e) or. par:llvsls (cn:k::s and cray-
fishes). The toxic effect was assigned as lethal if at lenst one of
the test animals died afier injection.

Each concentration (mas~/avecage body mass) was tested in
paralle) with four in the case of mice twol test animals. Female
albino mive (aserage body mass 20 g) of the strain CD 1 (ap-
prox. 6 weeks old) were injected intraperitonealls with up to
500 pg freeze.dried material in 200 pl NaCUP.. Crickets were
injected with 10— 50 pg/animal (average body mass 0.5 g) and
freshwater crayfishes \Auh 60-110 pgl:mnmal taverage body
mass 1 g in 20 ul

Modelling nnd analysis of lhe lhne-dlmenslon
ture. The i
ular dynamics and analysis
Siticon Graphics IRIS 4D/35 workstation using the graphic dis-
play programine INSIGHT 11 and the HOMOLOGY. BIOPOLY-
MER. DISCOVER and ANALOGY packages from Biosym
Technologies. The models were built on the basis of known
structures of the toxins CSsEv3 (Zhao et al.. 1992 CiIt (L.
breton et al.. 1994) and CnS (Lebreton. F.. Garcia. C.. Possani.
k. D. and Delepicrre. M., unpublished) which are 78%. 77
and 79 identical to €n10, respectively. The model structures
were extracted from the Protein Daa Bank (Bemmstein et al..
1977 for CuEv3 (code 2SN3y. or provided by the authors (Le-
breton et al., 1994: Lebreton, F. Garcia, C.. Possani. L. D. and
Delepierre. M., unpublished). The sequences were replaced by
the sequence of Cnil. The resulting starting structures did not
show any unfarourable oserlapping within a distange of
0.05 nm. A water shell of a thickness of 0.5 nm was added. The
structures Were optimized with the consistent valence foree field
u~ing the masimum derivative and the total energy (o monitor
cach step of the modellmk As a first step of rmrum:zam-n lhe
water shell and the hy < of the il le were i
{all heavy atoms fixed) with steepest desdent down to 33372 K/
nm and conjugate gradient down to S3.68 kl‘am. As the
following step. an unresirained minimization was performed
Wwith steapest descent down ta 33372 KI'nm and conjugate gra-
dient with a maximum derivausve of 31.84 ki/nm. Molecular dy -
namics were performed using a Verlet leapfrog algorithm: the
resume phase at 300 K was 20 ps (time step 1 £5) after an equili-
bration phase of 1 ps 1o reach constant temperature. The strue-
ture given by the last frame of the trajectory constituting an
energy Minimum was then further minimized to 3.184 kMnm in
the tinal step.
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Fig.1. cDNA sequence of 1ol Cn10 and its deduced amina acld sequence. The signal peptide Is underlined. the polyadenylation site is printed

in bold letters.

Surface ibilities were ined using the graphic
display programme l\'S]GHT 11 which calculates the total acces-
sible surface area of single amino acid residues in a
cording to Connolly (1983). Relative surface accessi
calculated referring to the total accessible surface area of the
comesponding free amino acid,

e ?

field distributi nrnund(heloxins

was usin;
grammes the DELPHI p:n:kase from B:os\m Te:hnologles

(Nichells and Honig. 1991). The pi uses a
approach in which the pro!em nnd solvent are assigned d:ﬂ‘erem
dielectric constants (2.0 and §0.0, respectivelyi: the three-di-
mensional structure of the protein defines the boundaries. We
used the default parameters given by DELPHI with the excep-
tion of a border space of 1.5 nm. Charge assignments were made
before the calculation. serting the pH of the medium to 7.0 using
the BUILDER module. The potential surface is calculated by
solving numerically the linear form of the Poisson-Bolizmann

equation,

RESULTS

Cloning. In order to extend the number of known arthropod-
specific toxins from scorpions of the genus Cearruroides we
searched a cDNA library prepar:d from telsons of the scorpion

Centruroides nnu‘us Hoffmann using as a probe a cDNA clone
(last 31

which was 98% i ta the
idues) of th ific toxin CsEv3 of Centrurides
sculpruratus b ing tBecemil et al.. 1993). In the second step of
we used an which 10

ammu acids 10—16 of the same toxin CsEv3 (Becerril et al..
1993). The search resulted in 13 positive clones of which one
was subcloned and sequenced. . 1 shows the sequence of the
resuhing ¢cDNA clone and its deduced amino acid sequence.

‘Toxin pur and Provided with the knowl-
edge of the new sequence we tried (0 isolaie the toain from the
venom as described in Materials and AMethods. The first purifica-

Ao

-
£ 0

36 =)
Time {min)

Fig.2. Reverse-phase HPLC as the lhlrd ste|
graphic p af Cn10. Fi dried malerial
(2.2 mg) from the u:ond purification step (\aldu ia et al. was
purified by HPLC on c. column
(28 emx 1 cm. panicle Lite 10 wm: Vydac) eluted for 60 mln with a fin-
ear gradient generated by mixing solution A (0.12% trifluaroacetic acid
in water) and solution B i \\hh 0.1 % ic acid) at
a Now rate of 2 m¥/min. Peak 3 corresponds 10 Cnl10.

of the chromata-
of fruction 15-5

.
l:cvhvnxl?cenvn:hxLa:!lne:.::lAlnao

I EEESIS A N s g

csvoverkiAewcEoLrESTrTYEI PO X TE
e O

T PP PP 11
Fig. 3. Determination of the primary structure of Cn10. Amino acids.
1-20 were determuned by direct sequencing. 135 and 2654 by se-

ing the peptide AspN. S4=

67 by sequencing one peplide fragment g:nemea by endoprotease V'8,
The peptides were purified on an analytic C,, reverse-phase column
(25 em <046 cm. punicle size § um: Vydac) with a linear gradient gen-
erated by mixing solution A 10.12% trifluoroucetic ucid in water) und
solution B with 0.1% trifluoroaceric acid). The flow rule

tion step was performed using lusion
on Sephadex G-50. The elution profile was shown by \;\ldl\m
et al. (1993): in total. four fractions were detected of which only
the second fraction showed a 1onic effect in mice. The second
step. ion-exchange chromatography on carboxymethy I-cellutose.
resulied in 13 peaks. For the elution profile we refer ugain 1o
Valdivia et al. €1994). Fraction 5 of this profile was found to be
toxic 1o insects and crustaccans. whereas no tolic effect was
delected in mice. This fraction was then further purified by
HPLC using reverse-phase chromaiography as shown in Fig
Edman deg that peak 3 contains
lhe new tosin.
Fig. 3 shows the determined umino acid sequence of the
ioain which was named Cn10 because it is the tenth distinct

was 1 mimin. The reiention times of the fragments ure Siven. Amino
acid 68 was determined by amino acid analysts (AA).

peptide sequence of a putative tonin. acting on sadium channels,
af C. noxius. The first 20 amino acids were determined by direct
sequencing of the reduced and carboxymethylated 10nin, The
remaining amino acids up 16 fesidue 67 were identified by se-
quencing peptides which resulied from digestion of ithe dena-
tured tonin wilh endoproteinases Asp-N and V8. L)sﬁB could
not be by dman

result for the last fesiduc of a peptide due 10 its d:\nr‘puun from
the sequelon membrane. How ever. the clear detection of the pe-




Sclisko et al. (Eur: 4. Bivchem. 242

238

Tubie 1. Tosicities of selected joxins fmm worpions of the geaus

Centruroides. Data of Cnl0, Cn3 and Ca2 from Cenarrurvides noxius

from lhu paper. Garcia. C.. Be-:eﬂil. 8. ﬁelnln. B.. Deicpierre. M. and
e al. (1992,

Possani, L. D.

(=11} fmm Ceutrumides l:mpldut Ilnwldu-t from Lebreton et al. (IWI.

CsEv 1, CrEv2 and CEv3 from Centrurmides .u'ulpmmnu Ewing (Babin
¢ of the tes: animaiy

£t al.. 19741, EDw siandt for eflective dose (S0
st show symptoms of intaxication), LD for lethal date (S0 of the
te5t mimals dicd of Intoxicarions. The avcrage body mass of mouse win
20 g. cricket 0.5 g. crayfish | g and chick 230 z.

Tovicity dosefaverage body mass

Toxin  Test
animat
non-  toale  none  lethat LDu EDw
toxic fethal
ug
cnlo mouse <300
cricket >1s 5
crayfish >90 <1i0
Cn3s mouse <370
crivket >3 <180
crayfish 285
cm moute <500
ericket < 30
- crayfish >30
CsEvi  chick >25000
cricket ss
CsEs2 chick >25000
cricket” 10.7
CaBvd  chick . >25000
cricket 125
04

Cn2 mouse

Fig-4. Ribbon dhgr.m of the lhm«dhnﬂulml madel of Cnl0 pre-
by amps

senting the front

AL 9nay Gomerared. oy moa.-mng from CnS. Only the backbone of

the molecule is shown: coloured in whité are the e-helit oncatated to

the back of the moleculc and the S-shees situated on the frant side of

Cn10 (it includes residues 37. 38 <9, 1. Additionally. the four
isulfide bridges (Cys12.Cys6S. Cysl6-Cysdl. Cys2S-Cyshs. Cys29-

Cys481 are shoun in yellow. The C- and the are indicated.

Residues 2 J . 32, 34, 49. 50.57 and 3B. w. i)

dift e

Discussion and Fig. 6. are roptesened in red with their side chains.

lished follow ing the protocol outlined in Materials and Methods.
Fig. 4 is a stereoview of the Cn10 model derived from CnS. We
will refer to the pant of the molecule facing the viewer as the
front of the toxin, as proposed by Fontecilla-Camps et al. (1980).
The an a-helix

23=30 on the upper part or me back of lhe toxin and a three.
7—42and 46—50

nultimate residue The67 and the detection of an additional Lys
of the C: -

B-she
which 1 ‘situated on the upper part of the Trom. are. tosained
The

by analyzing the nmtno acid

tide from the V8 i the of Lys68 in
the mature peptide.
Biological tests. The lethality of the toxin was then tested in
mice. crickers and crayfishes (Table 1). We found that Cnl0 is
not toxic to mice applying up 10 500 up/20 g average body mass.
In this respect it is interesting to note that a scorpion of the
species €, noxius Hoffmann releases about 50 ug protein/venom
exwaction (Possani. 1984). To test the toxic effects in crickets.
we applied various doses of 10—350 ug/animal (average body
mass 0.5 g). The onset of toxicity was observed at a dose of
15 pg/animal: at a dose of S0 ug. two out of four crickets died
within 6 h. To test the toxicity of CnlQ in crayfishes we used
doses of 60— 110 pg/animal (average body mass 1 g). Toxic
symptoms started at 90 pg/animal but doses up to 110 ug/animal
did not cause a lethal effect in crayfishes.

ruc i

this model as in the rwo models from CsEv3 and CHI.
superposition of the three rnodels showed that this core region

ing of the el

wvery well (rmsd in these posmons when superimposing the trace
©of amino acids ! —635 are in the range 0.07—0.099 nm) whereas
larger differences appear in regions 6— 15, 32~ 37 and cspecially
in the C-terminal S0-68. In order 1o choose the model which
of the i inro the un-
. we d the rmsd b the siarting

and the final of each delling process. i i
the eniite trace. the ymsd of the Ca atoms were 0.172 nm.
0.130 nm and 0.133 am for the models from CnS. CsEv3 and
CIHIL, respectively. In the Jight of these data. we coasider the
model structure derived from CnS 1o be the best. The C-terminal
sequence after the disulfide bridge 1265 consists in Cn3 and
CH1 of only one residue and is totally absent in CsEv3 whereas
up to residue 68. The accommodarion of the

Cn10 i
three C-terminal residues 66—68 is therefore rather arbitrary,
1 features

shows the easiest
derlying

> of the thre . A th
sionul model of Cnt0 was generated in order (o calculate the
electrosiatic surface potential map around Cn!10 and to Jocalize
amino acid variations in Cn10 in comparison to other toxins. We
used three structures as bases of the modelling 0 be able to
: the cry

which should be 3 when
of Cnl10 with experimentally established structures.

C of the electrostatic surface potential map. Be-
cause of the apparent importance of positise residues for the

the
of the toxin CsEv3 of C. seulpturaius Ewing (Zhao et al., 199’1
and the two NMR structures of CHI of Cenrrurmides limpidus
limpidus (Lebreton et al.. 1994) and Ca3 of C. novius Hollmann
{Lebreton. F. Gareia. C.. Possani. L. D. and Delepierre. M., un-
published determined by our group. The models were estab-

binding of toxins to channels that transfer positively charged
ions (Stampe et al.. 1993; Goldstein et al.. 1993: Hidalgo and
MucKinnon. 1995: Loret et al.. 1994: Krezel e1 al.. 1995) we
calvulated the electrostatic field distribution around Cn10 using
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Fig. 5. Electrostatic_potentiul ficld distribution #1 the front sides of
Tosing Cnid (top), CnS$ (middle) and Cn2 (bottom). Red contours re-
present the nepative equipatential surface at —1 kT/e, blue comtours the
corresponding positise surface at 1 hT/e and white contours the ncuiral
equipotential surfuce of 0 LT/e. The protcins trace and side chains with-
out hydrogens) are shown in 3 ellow.

the DELPH] program (Nicholls and Honig. 1991). Fig. 5 (1op)
shows the surface patential map of the frant of Cn10. There is
& large continuous positive region (shown in blue) an the right
side of the molecule comprising the right side of the fl-sheet
around the loop between the second and the third fi-strand and
the C-terminal (refer 10 Fig. 4 for secondary-structure elements).
It comtinues along the left back side ofthe molecule disturbed
by a neutral paich (shown in white) around residues 57—61. The
central pan of the f-shect displays an electronegative surface
(shown in red) that continues towards the 10p to the central parnt
of the a-helix.

DISCUSSION

Cloning and scquencing of the purificd peptide. In this paper

we report the cDNA and aming acid sequence of a novel toxin

from the Ce noxius which we

named CnIO The cDNA ﬂf Cn10 comprises 346 nucleatides
] ~ite, of the signal

peptide it highly similar signal peptides of cDNAS of related
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toains (Becerril et al.. 1993) showed that it may be truncated at
amino acid —13. The compleie signal peptide should consist of
18—=21 amino acids. Because of our intention 10 finally express
Cn10 as a fusion protein in £ coli cells in order 10 produce the
recombinant toxins and its inulanis, we decided not to seurch for
the complete signal peptide sequence.

with other toxins of

tests, i
lhe genus Centruroides (Fig. 6) shows that Cn10 shares S3%
(1] of woains :g:unsx mammals

a
and 80" imi , 10 a of 1oxins against
The

tests proved that Cn10
belongs to the faner group. Table 1 compares the toxicity data
of Cni0 with data of other sclected toxins of the genus Centru-
roides. In the Tight of this data Cn10 can be regarded as a toxin
specific towards arthropods with a slightly higher activity
1owards insects. Other toxins of the arthropod-specific group are
CaS (Garcia, C.. Becerril. B.. Selisko. B., Delepierre. M. and
Possani. L. D., unpublished). Cl11 tLcebreton et al., 1993) as well
as CsEv1, CsEv2 and CsEv3 (Babin et al.. 1974) which were
not tested in crustaceans. Cn2 (Zamudio et al., 1992) i< given as
an example of a toain with high specificity towards mammals.
Further classification of the anhropod-specific toxins into insect-
specific and crustacean-specific sub-groups is dlﬁ‘cull because
the existing data are not and

ble. Hawever, we could classify Cn10 10gether ith CSEvI and
CsEv2 as specific 1owards insects whereas CnS and Clll seem
1o be more specific towards crustaceans, For the purpose of this
discussion we should refer 10 specificity more as a matter of
relative toxicity than of exclusive effects. It is worth noting thart,

in the event of prey hununp. the scorpion will not deliver only
ince the Venom is a complex mixture of 1oxins, wi

one toxin
present diffe activities, ities and degrees of toxici y.
‘Therefore. in a sole venom injeciion several toxins will be acting

together against the same organism,

A of the three. structure and calculstion
of the surface map sround Cnl0. The
three-dimensional model of Cn10 was used 1o calculate the elec~
trostatic surface potential map. Chemical modification experi-
ments (Fontecilla-Camps et al.. 1982; Kharrat et al., 1989, 1990;
El-Ayeb et al, 1986: Darbon and Ang:hdes‘ 19843) and muta-
tional analysis (Stampe et al.. 1994: Goldstein et al., 19943 Hi-
dalgo and MacKinnon, 1995; Loret et al., 1994) indicate that the
biological activity of scorpion toxins require positively charged
amino acid residaes. The surface potential map of Cn10 in Fig. S
(1op) shows the front of the molecule, the side of scorpion toxin
molecules that is of panicular interest because there are sirong
indications that it may bind to the channel. Firsily. several
studies showed that the aromatic cluster of a-toxins (1oxins af-
fecting the inactivation process of sodium channels) situated on
that side of the molecule plays a role in channe) binding (Fonie-
cilla-Camps et a).. 1982: Kharrat et al., 1989). Secondly, for 5
1oxins (toxins affecting the activation of the channel) that also
display a cluster of aromatic residues at the front of the molecule
it was shown that hydrophobic residues take part in receptor
binding (Jover et al.. 1984 Darbon and Angelides, 1984). Addi-
tionally. jn f-toxins, the residue Lys13 situated in the front near
the hydrophobic cluster seems 10 be involved in binding (Darbon
and Angelides, 1983). Thirdly. charybdotoxin, a small toxin that
has the same th: i fold and is

arily strongly related 10 the sodium-channcl-binding toxins, in-
terncts with the potassium channel via that surface (Stampe et
al.. 1994: Goldstein et al., 1994), When charybdotoxin interucts
with the high-conductance Ca*~-activaled patassium channel.
the residucs that were found to be crucia) for receptor binding
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cmo
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1i11t

of pecifl
3 w imi imi

(A) and al

tepresentative amino acid in each position
et al..

unpublished

m C. noxius, Cssil from €. sigfusus 5o

dimpidus, Ciil from C.

may influence the specificity of a toxi

are situated in the S-sheet and in the a-helic belonying 10 the top
part of the molecule. The functional epitope of charybdotonin in
this case comprises an area of 1.0 nmX 1.5 nm (see Stampe et
al. 1994,

As demonstrated in Fig. § (top) the front of Cn10 presents
mainly positive or neutral regions. This supports the above-out-
lined evidence of its involvement in binding to the sodium chan-
nel. However. the central pant of the ﬂ-shcel and lhe a-hetix
situated towards the top of the are

due to residues Glu2, Glu2l, Asp26, Glu"B and Glu-l‘l Resldues
Tyr38. Tyrd40. Tyrd2 and Tepd7 are situated within this region
and. as outlined above, they are the aromatic residues suppos-
edly involved in the bindmg of the toxin w the channel. It scems
Ve unlikely that this region could be part of the toxin bmdmg
site. We therefore assume that the binding site of Cni0 is situ-
ated much more on the right and lower pant of the molecule
front_comprising residues Tyrd. Lys13. Neld, Leul9. Gly20.
Lys43, Leuds, TheS7, Tyr58. ProS9, Thréd and Cys65. For com-
parison we calculated the surface potential maps for the NMR
structure of Cns (Lehrewn. F.. Garcia, C.. Possann L. D. and
D A d) and the 1 model
of Cn2 (Gurml: et al.. 19934) which are shown in Fig. 5 [front
view of the toxins Cn5 (middie) and Cnl 1botiomy). Both of
them show, like Cnl0. a negative region at the central pant of
the f.sheet but with variable size. In Cal it -s stronger and Tyrd
is also a pant of it. The positive 1 surface is th

azquez et al.. 19931 and Cnf (Garcia. C., Becerril, B.. Selisko. B.. Delepierre. M. and Possani. L. D.

istes 1see review Possani, 1933y, CiEvl. CsEsv2 and C3Ev3 are from C. sculprura

Ewing (Babln et :lL. I97Jv Cll (Lebreton et al. 19941, Cllim (Ramirez et al.. 1994 and CN2 (Dehesa-Divila et al.. 19961 from C. limpidus
s

s
1y
T Illjunxﬂlus 1Deheca-Davila et al. 1996 :lnd Cul from C. limpidus tecomanus (Nanin et al,, 1988). Residues that
xin (s¢e Discussion) are given in bol

(B) toxins of the genus Centruroides and €Cni0. Gaps {(—) \tere

Below €ach tonin famuly the consemus sequense is shown which fepresents the sequense with the mos
X is 3 variable residue with no obvious preference. Cnl {Vazquez et al.. 1995), Cn2 and Cal (Zamuds
1962: \uquex et al.. 19951, Cad

the channel or they could have steric influence on the particular
conformation of the receplor bmdmg she.
Following the ab

for the i
ment of the front and top part ¢ of lhe molecule in lhe bh\dmg to
the sodium channel. we in our analysis
of the 1wo toxin families (shown in Fig. 6) exclusively the vari-
ance of residues that are (a) situated in these regions of the mole-
cule. (b) near the ic cluster

the Ca atoms of a given residue and the next aromatic residue
being part of the cluster was chosen to be less than 1.4 nm) and
te) display a surface accessibility above 20%%. As an iltustration,
Fig. 7 shows the front (top modely and top (bottom model) of
the Cni0 model with the residues surrounding the central cluster
of aromatic residues {(shown in yellow) coloured according to
charge or hydrophobicity 1see legend). Including these residues
in a comparison of the toxins listed in Fig. 6. clear differences
between and ific toxins can be
stated for residues 26 (Leul.-\:p of Asn), 35 (Lys/Gly). 38 (Glyt
Tar). 49 (Thr or Asa/Glu), §

50 (His/Gly) and 57 (Val/Thr). Al-
though a marked tendency exists for residues A2 (Gin/Lys). 37
tAla/Sery and 58 1 Trp/Tyr their imporance scems (o be less
because of one signiticant exception in all three cases (see
Fig. 6). All these residues are Slustered in two regions as demon-
strated in Fig. 4. One region is situated on top isee also lower

much smaller because of the strong neg:h\e region on the right

model m Fig. 7) of the molecule comprising a continuous patch
26 ¢

of the molecule due to Glul5 and the influence of the C-termi-
nal. In Cn35 the negati

ive region at the center of the B-sheet is of
less intensity and does not include Tyrd, The positive region
stretches to the right of the molecule undisturbed by Gly15. CnS
shows neutral regions on the left and bottom part of the mole-
cule.

Comparative analysis of toxins with different specificitics. As
outlined in the introduction. sSorpion tovins share a very similar
three-dimensional fold so that their species spcu’fgit\ proba-
bly mediated by rather subtle changes of amino acid residues in
selected positions of the primary structure. These crucial resi-
dues should belong to the side of the toxin that interacts with

d in the a-helixy, 37 and 38 (second S-
sxr;ndl as well as 49 and 50 (third (middle) S-strand] and the
two residues 32 and 35 situated apart at the turm between a-helix
and the second f-strand, and the other at the bottom of the front
near the C-terminal region (residues 57 and 581 In conclusion.
We assume that these two regions may determine if a toxin from
a scorpion of the genus Cenrruroides adts spec
mammals o arthropods. Because of the sign

ically towards
ance of the dif-
in 26, 35, 33, 19, 50 and 57, we
Propose that these six residues are the most promising candie
dates for future mul:lmn:xl esperiments.

Toxins that act 1y towards show differ-
ences in their fine :pecuﬁul\ towards insects or crustaceans, To
identify residues that might influense this specificity, we look:
for svariations within the family of arthropod-specific toxins
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Fig. 7, Frunt (top model) and 10p sicw (bottom model) af a space-
filicd presentation of the model uf Cnt0. Soh eni-accessible resid

af 1these residues might be rather indirect. In contrast. residues
57 and 358, <iuated in a region of posilive surface poiential,
could directly take pust in the hinding of these toxins to the

sodium chunnel.
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