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RESUMEN™.

Las toxinas de alacran han permitido estudiar distintos canales
ionicos presentes en las células. La especificidad de las toxinas esta
definida por residuos de aminodcidos, organizados alrededor de un motivo
estructural conservado entre las toxinas de alacran, tanto en toxinas de
cadena larga como en toxinas de cadena corta. En el caso de las toxinas
cortas, que afectan canales de potasio, la identificacidn de estos residuos
ha permitido establecer como es la interacciéon de éstas con residuos de
los canales de potasio, en la regién del vestibulo del poro y del poro
propiamente dicho.

En el presente trabajo se analiza la relacién estructura-funcion de
la noxiustoxina (NTX) del alacran Centruroides noxius Hoffmann, en su
interacciéon con canales de potasio. Mediante el uso de técnicas de biologia
. molecular, se sintetizé el gen de la NTX para ser expresado en un sistema
de expresion heterdlogo en Escherichia coli . La NTXr, como se le denomind
a la forma recombinante de NTX, se expresé de manera funcional aunque no
se encuentra amidada en el extremo carboxilo como la NTX nativa.

La NTXr presenta propiedades bioactivas similares a NTX en cuanto a
su toxicidad, unién a sinaptosomas de cerebro de rata y bloqueo de canales
de potasio Kv1.1, expresados en ovocitos de la rana Xenopus laevis .

La sintesis del gen NTXr permitié obtener mutantes sitio-dirigidas
mediante PCR, y el empleo de oligonucledtidos especificos. La generacion
de variantes de NTXr permitié identificar residuos en las regiones amino
terminal y carboxilo terminal que tienen un papel funcional en las
propiedades de NTX en cuanto a su unién a canales de potasio en
membranas de cerebro de rata y en el bloqueo de canales de potasio Kv1.1.
Especificamente, se analizaron los residuos 1 a 9 de la region amino
terminal, el residuo de lisina 28 y los tres ultimos residuos de la porcién
carboxilo terminal. ’

El analisis de estos resultados, relacionados con la estructura
tridimensional de NTX, permite proponer el papel funcional de los residuos
identificados en este estudio, asi como la propuesta de otras variantes de
NTXr para identificar mas residuos que pudiesen tener un papel funcional

para NTX.
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Summary

Scorpion toxins are excellent tools to study various cellular ion-
channels. The specificity of both, large and short chain scorpion toxins, is
defined by a particular three-dimensional arrangement of amino acid
residues on a common and well-conserved structural motif. In the case of
the short chain peptides that affect potassium (K+) channel! function; the
identification of these residues permitted to establish the way by which
these toxins interact with the K+ channels, in the vestibule of the pore of
the channel and the pore itself, where amino acid residues of the channel
capable of interacting with the toxin were also identified.

This thesis reports the results of studies aimed at elucidating the
structure-function relationship of Noxiustoxin (NTX) isolated from the
venom of the scorpion Centruroides noxius Hoffmann, with K+ channels. By
means of techniques of molecular biology, the gen coding for NTX was
‘synthesized and expressed in a heterologous system, using Escherichia
coli. The recombinant NTX (abbreviated NTXr) produced by E. coli was
shown to be functional, although it does not contain an amidated C-
terminal residue, as in the case for the native NTX. NTXr shows biological
properties indistinguishable from those of native NTX, by way of three
distinct assays: lethality test in mice, binding and displacement
experiments to rat brain synaptosomal membranes, and blockade of the
Kv1.1 K+ channels expressed in oocytes of the frog Xenopus laevis.

The synthetic gen of NTX allowed the production of site-directed
specific mutants, by means of the polymerase chain reaction technique
(PCR) in conjunction with the use of specitically designed synthetic
oligonucleotides. The various NTXr mutants obtained, permitted the
identification of amino acid residues at the N- and C-terminal part of NTX,
that play an important role in the functional properties of NTX, using both:
the binding assays to rat brain synaptosomes and the blockade of the Kvi.1
K+ channels, expressed in oocytes. Analysis of these results in relation
with the three-dimensional structure of NTX, allowed the proposal of the
functional role of certain amino acid residues identified in this study, as

well as to propose the preparation of additional NTXr mutants, that might
be functionally important.
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PRESENTACION

El presente trabajo, aborda el anadlisis de la relacion estructura-funcién
de la noxiustoxina del alacran Centruroides noxius Hoftmann. Este trabajo
se divide en cuatro partes. En la primera parte, se introduce al tema de la
interaccion de las toxinas de alacran con los canales idnicos, para
enseguida exponer los Antecedentes, que sirvieron de base para proponer
los Objetivos de este trabajo. La segunda parte es una serie Metodologias y
de Resultados Experimentales, parte de ellos ain no son publicados,
mientras que, se hace referencia de datos publicados, que son expuestos a
‘manera de Anexo en la cuarta parte de este trabajo y, en donde participo
como primer autor. En la tercera parte, se discuten y analizan los
resultados y se presentan las Conclusiones y las Perspectivas derivadas

de éstos.



Las toxinas de alacran han permitido estudiar distintos canales
i6nicos presentes en las células. La especificidad de las toxinas esta
definida por residuos de aminodcidos, organizados alrededor de un motivo
estructural conservado entre las toxinas de alacrdn, tanto en toxinas de
cadena larga como en toxinas de cadena corta. En el caso de las toxinas
cortas, que afectan canales de potasio. la identificacién de estos residuos
ha pemnitido establecer cémo es la interaccion de éstas con residuos de
los canales de potasio, en la regién del vestibulo del poro y del poro
propiamente dicho.

En el presente trabajo se analiza la relacién estructura-funcién de
ila noxiustoxina (NTX) del alacran Centruroides noxius Hoffmann, en su
interaccién con canales de potasio. Mediante el uso de técnicas de biologia
molecular, se sintetizé el gen de la NTX para ser expresado en un sistema
de expresién heterélogo en Escherichia coli . La NTXr, como se le denominé
a la forma recombinante de NTX, se expresé de manera funcional aunque no
e encuentra amidada en el extremo carboxilo como la NTX nativa.

La NTXr presenta propiedades bioactivas similares a NTX en cuanto a
su toxicidad, unién a sinaptosomas de cerebro de rata y bloqueo de canales
de potasio Kv1.1, expresados en ovocitos de la rana Xenopus /aevis .

La sintesis del gen NTXr permitié obtener mutantes sitio-dirigidas
mediante PCR, y el empieo de oligonucledtidos especificos. La generacién
de variantes de NTXr permitié identificar residucs en las regiones amino
terminal y carboxilo terminal que tienen un papel! funcional en las
propiedades de NTX en cuanto a su unién a canales de potasio en
membranas de cerebro de rata y en el bloqueo de canales de potasio Kv1.1.
Especificamente, se analizaron los residuos 1 a 9 de la regién amino
terminal, el residuo de lisina 28 y los tres ultimos residuos de la porcién
carboxilo terminal.

El andlisis de estos resuiltados, relacionados con la estructura
tridimensional de NTX, permite proponer e! papel funcional de 10s residuos
identificados en este estudio, asi como la propuesta de otras variantes de
NTXr para identificar mas residuos que pudiesen tener un pape! funcional

para NTX.



Summary

Scorpion toxins are excellent tools to study various celiular ion-
channeis. The specificity of both, large and shoart chain scorpion toxins, is
defined by a panrticular three-dimensional arrangement of amino acid
residues on a common and well-conserved structural motif. In the case of
the short chain peptides that affect potassium (K<) channel function: the
identification of these residues permitted to establish the way by which
these toxins interact with the K+-channels, in the vestibule of the pore of
the channe! and the pore itself, where amino acid residues of the channel!
capable of interacting with the toxin were also identified.

This thesis reports the results of studies aimed at elucidating the
structure-function relationship of Noxiustoxin (NTX) isolated from the
venom of the scorpion Centruroides noxius HoHtmann, with K+-channeis. By
means of techniques of molecular biclogy, the gen coding for NTX was
synthesized and expressed in a heterologous system, using Escherichia

col/l. The recombinant NTX (abbreviated NTXr) produced by E. coli was
aithough it does not contain an amidated C-

shown to be functional,
terminal residue, as in the case for the native NTX. NTXr shows biological

properties indistinguishable from those of native NTX, by way of three
distinct assays: lethality test in mice., binding and displacement
experiments to rat brain synaptosomal membranes, and blockade of the

Kv1.1 K+-channels expressed in oocytes of the frog Xenopus /aevis.
allowed the production of site-directed

The synthetic gen of NTX
specific mutants, by means of the polymerase chain reaction technique
(PCR) in conjunction with the use of specifically designed synthetic
oligonucleotides. The various NTXr mutants obtained, permitted the
identification of amino acid residues at the N- and C-terminal part of NTX,
that play an important role in the functional properties of NTX, using both:
the binding assays to rat brain synaptosomes and the blockade of the Kvi.1
K+-channels, expressed in oocytes.

Analysis of these results in relation with the three-dimensional
structure of NTX, allowed the proposal of the functional role of certain
amino acid residues identified in this study, as well as to propose the
preparation of additional NTXr mutants, that might be functionally

important.
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INTRODUCCION

El andiisis de Ila relacién estructura-funcidén de las moléculas
permite hacer inferencias mecanisticas que expliquen las propiedades
fisicas y bioldgicas de éstas, asi como la proposicién de hipétesis que
permitan explicar el papel funcional de regiones especificas de las

mismas.
]

TOXINAS DE ALACRAN

En nuestro grupo se estudia la relacién estructura-funcién de los
componentes activos del veneno de los alacranes. Estos componentes
activos pueden ser enzimas o toxinas con actividades biolégicas diversas.

Entre las toxinas que constituyen el veneno de I(os alacranes., se
encuentran aquéllas que afectan a los canales de sodio, potasio, calcio y
cloruro. Su especificidad es variable asi como su modo de accién, por lo
que se han caracterizado toxinas que afectan a canales iénicos de diversos
asi como de distintos tejidos (Adams et al., 1993; Cai y
Douglass, 1993). La purificacién y caracterizacién de las toxinas de
alacranes por diferentes grupos, bha revelado que se puede distinguir entre
toxinas de cadena larga, de 60 a 70 residuos, y toxinas de cadena corta, de
31 a 39 residuos de aminoacidos. Entre las toxinas de cadena corta se
encuentran aquellas que afectan a los canales de potasio. Estas toxinas
constituyen una familia de péptidos homdélogos de caracter bdasico,
pudiéndose encontrar en el mismo veneno mas de una isoforma (Garcia-
Calvo et al., 1993; Nieto et a/, 1996; Olamendi-Portugal et al., 1996). La
diversidad de las toxinas de potasio refleja a su vez la diversidad de los
io que ha permitido identificar y caracterizar clases especificas
1993; Garcia-Calvo et al/., 1993; Knaus et

organismos,

canales,
de canales. (Adams et a/.,

al.,1995).
Los péptidos que afectan a los canales de potasio tienen de 31 a 39

residuos de aminodacidos (Miller, 1995). En ia Figura 1 se presenta una
comparacién de algunas toxinas cortas, basada en la homologia de su
estructura primaria. Entre las toxinas de distintas especies de alacran y
de defensinas de insectos (péptidos antibacterianos presentes en la
hemolinfa) se encuentra conservado un grupo de cisteinas, en una
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ChTx -zmvsémsxaéwsvéommsno—ﬁmxcncvs
IbTX ~ZFTDVDCSVSKECWSVCKDLFGVDRG ~-KCMGKKCRCYQ
g2 —ZFTQESCTASNQCWSICKRLHNTNRG-KCMNKKCRCYS
KTX1 GVEINVKCSGSPQCLKPCKDA-GMRFG- KCMNRKCHCTPK
KTX2 ~VRIPVSCKHSGQCLKPCKDA-GMRFG@-KCMNGKCDCTPK
AgTX1 GVPINVKCTGSPQCUCLKPCKDA-GMRFG-KCINGKCHCTPK
AQTXK2 GVPINVSCTGSPQCIKPCKDA-GMRFG@-KCMNRKCHCTPK
AgTX3 GVPINVPCTGSPQCIKPCKDA-GMRFG-KCMNRKCHCTPK
NTX —~TIINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN-NH2
NTX2 ~TIINEKCFATSQCWTPCKKAIGSLQS-KCMNGKCKCYNG
MgTX ~TIINVKCTSPKQCLPPCKAQFGQSAGAKCMNGKCKCYPH
TSTX-K ~VFINAKCRGSPECLPKCKEATIGKAAG-KCMNGKCKCYP
Scilla =  —==-- AFCNLRM-CQLSCRS~~LGLLG-KCIGDKCECVKH~NH2
Pi2 @ == TISCTNPKQCYPHCKKETGYPNA-KCMNRKCKCFGR~
Pil em—— LVKCRGTSDCGRPCQRQROTGCPNS—KCINRMCKCYGC

Fig.1 Comparacién de las secuencias de aminodcidos de algunas toxinas cortas de
alacran. Los residuos conservados se indican en negritas. Las lineas que conectan
los distintos residuos de cisteinas indican puentes disulfuros. El cuarto puente
disulfuro determinado para Pil se indica explicitamente sobre su secuencia.
Z=piroglutamato; NH2=Amidacién.



disposicion definida por -C-[...]-C-aa-aa-aa-€C[...]G.C-[...]-C-aa-C-[...], las
cuales forman ios tres puentes disulfuro caracteristicos de estas toxinas:
as representa residuos de aminoécidos cuyo numero puede ser variable en
esta region: ademas también se observa la conservacién de una glicina,
exceptuando en NTX2 y Pi2, (Bontems et a/., 1991).
Actualmente se han determinado las estructuras tridimensionales
completas de distintas toxinas bloqueadoras de canales de potasio
(Bontems et al/.,, 1992; Johnson y Sugg. 1992: Ferndndez et al., 1984;
Krezel et al/., 1995; Dauplais et al, 1995: Delepierre et al., 1997). En
general, estos péptidos comparten un plegamiento comun, definida por una
hélice alfa corta y dos 6 tres hebras beta, que forman una hoja de beta-
antiparaleia. En la Figura 2 se muestra la estructura de NTX, en donde se
pueden observar la a-hdlice y tres hebras de estructura B-antiparalela. La
eaestructura tridimensional estd estabilizada por tres puentes disulfuro, los
cuales también estdn conservados en todas las toxinas de canales de
potasio y que, junto a otros aminodcidos, constituyen un nucleo compacto
(Bontems, etral/., 1991; Ferndndez et al., 1994; Vita et al., 1995). Durante
el desarrollo de esta tesis, se describieron por vez primera toxinas cortas
de alacran con cuatro puentes disuifuro (Olamendi-Portugal et al/., 1996:
Goémez-Lagunas et al., 1998; Delepierre et al., 1997), ver Figura 1.
como

Ad 4s del imp que la picadura del alacran representa.
problema de salud en las regiones donde las especies de alacrian cohabitan
con el hombre, actualmente los usos potenciales de estas proteinas
incluyen: su utilizacidon como antiarritmico. inmunodepresor, para el
tratamiento de las enfermedades asociadas con la deficiencia de canales
de potasio, y como herramientas en modelos de ingenieria de proteinas y
funcional! y estructural de los canales de potasio
1996, Zinn-Justin et a/., 1996, Vita et al.,, 1995).

caracterizacion
(Bouhaoula-Zahar et al.,

[N}
CANALES DE POTASIO
Los canales de potasio son proteinas integrales de membrana y estdn
presentes en casi todas las células eucariotas. En los tejidos excitables,
regulan el ritmo cardiaco, los potenciales de accién y la liberacién de
neurotransmisores; en las células no excitables juegan papel

7



Figura 2 Estructura tridimensional de NTX. La estructura se basa en las
coordenadas generadas por NMR por Dauplais ¢7 af.. 1995. NTX es una proteina
bdsica, globular de 37 residuos de aminoiicidos, amidadat en su extremo carboxilo
y estd estabilizada por tres puentes disulfuro (Iineas amarillas). Los elementos de
estructura secunduria, son una helice corta (azul) y una hoja B plegada (rojo). N y
C indican los extremos amino terminal y carboxilo terntinal.




importantes en la secrecién de hormonas, la proliferacién celular, la
regulacion del volumen celular y en procesos como la fecundacién (Latorre
1888; Leonard et al.. 1992; Heinemann et al/.., 1995; Hille, 1992). Estas
proteinas constituyen una familia homdloga, cuya distribucién en los
tejidos y células es variable; pueden ser divididas en diferentes
categorias basadas en sus propi d biotisi y fasmy 16gi Asi, se
pueden distinguir dos clases amplias de canales de potasio con base a los
estimulos que causan su apertura: canales dependientes de voltaje y
canales dependientes de ligandos.

Estructuraimente, los canales de potasio dependientes de voltaje se
organizan en la membrana como tetrameros. Cada monémero, denominado
subunidad a, tiene seis hélices transmembranales, denominadas S1 a S6,
las cuales estan conectadas entre si por asas de longitud variable que
pueden encontrarse orientadas hacia la parte extracelular o intracelutar
(ver Figura 3a). Se sabe ademas que algunos elementos transmembranales
de los canales son importantes en las propiedades de apertura y cierre del
canal; pueden, ademas. estar glicosiladas y tener subunidades (B)
accesorias (Garcia-Calvo et al.,, 1994; Adelman, 1995). Presentan una
regién conservada denominada Poro (P), formada por e! asa, denominada HS5
6 SS55-SS6, que une las regiones transmembranales S5 y S6 en la regién
extracelular. E! poro es el responsable directo de la selectividad de los
iones potasio y es a través del que se transportan los iones al interior de

ia célula (Heginbotham y McKinnon, 1992; McKinnon, 1995; Aiyar et al.,
1996).

La estructura tridimensional de la regién del poro no se conoce,
aunque hay evidencias indirectas de ésta y existen distintas propuestas
acerca de su posible estructura (Hidalgo y McKinnon, 1995; Lipkind et al. .
1995; LG y Miller, 1995; Soman et al., 1995). Sin embargo, se puede decir
que la regién del poro esta delimitada por cuatro asas., provenientes cada
una de las cuatro subunidades (Figura 3b). Las cuatro asas forman un
espacio denominado vestibulo del poro. En el centro de este vestibulo se
situa un poro acuoso, por el que atraviesan los iones hacia y desde el
interior de la célula (McKinnon, 1985).

A falta de la evidencia directa de la estructura tridimensional! de los
canales de potasio, el empleo de técnicas electrofisiolégicas y de biologia
molecular, para estudiar los canales de potasio, ha permitido obtener un
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Figura 3 Morfologia de la subunidad o de un canal de potasio. A Los
segmentos transmembranales se indican como S1-S6. La parte del asa HS que es
responsable de formar el poro de selectividad a los iones potasio se indica como
P. Las porciones amino y carboxilo terminales son citopldsmicas. B L a
asocioacién de cuatro subunidades o constituyen un canal de potasio funcional, en
donde las asas H5 de cada subunidad contribuye para formar el vestibulo y el
poro del canal. Tomado de Miller, 1991 (A) y Ranganathan er al., 1996 (B).




esquema tentativo de la estructura de la regién de! poro y, en algunos
casos, se han podido identificar los residuos importantes en su
selectividad hacia los iones. Adicionalmente, el empleo de bloqueadores
especificos como el tetraetilamonio, las toxinas de alacran, y las toxinas
de otros organismos, han permitido contribuir a definir las posiciones
relativas de estos residuos dentro del esquema estructural de la regién
del poro del canal (Sun et al., 1994; Xu et al., 1995; Hidaigo y McKinnon,
1995; Aiyar et al., 1996; Ranganathan et al., 1996; Nakamura et al., 1997).

INTERACCION DE LAS TOXINAS DE ALACRAN CON LOS CANALES DE
POTASIO

El conocimiento de las toxinas que modifican la actividad de algunos
canales de potasio se inicié en la decada de los ochenta, con la
caracterizacién de la Noxiustoxina (NTX) aislada del veneno del alacran
Centruroides noxius Hoffmann, y de la Caribdotoxina (ChTX) proveniente
del alacran Lejurus quinquestriatus quinquestriatus (Possani et al., 1982;
Carbone et al., 1982; Miller et al.,, 1985). Estas proteinas resultaron ser
adecuadas para reali un anadlisis mecanistico del funcionamiento, y de
ias dimensiones relativas de! vestibulo del poro de los canales de potasio.
Posteriormente, se caracterizaron otras toxinas que también afectan a
canales de potasio y que son producidas por otros organismos. La
heterogenidad de las toxinas de alacran ha permitido aislar y caracterizar
distintos canales de potasio (Bontems et a/.. 1992; Garcia et al., 1994;
Giangiacomo et al., 1992; Gomez et al.,, 1996; Park et al.,1991).

Actualmente se han estudiado extensivamente la ChTX y Ila
agitoxina2 (AgTX2), proveniente del veneno del alacran L.quinquestriatus
quinquestriatus tanto en su estructura como en su interaccién con el canal
de potasio tipo Shaker (Bontems et al., 1992; Stampe et al., 1994; Hidalgo
y McKinnon, 1995; Kreze! et al.. 1995).

La unién de las toxinas de alacran, con los canales de potasio,
modifica las propiedades de estos ultimos para conducir al ion potasgio. EIl
mecanismo propuesto actualmente para explicar el bloqueo, es que hay una
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Figura 4 Interaccién de una toxina bleq dora de 1 de tasio. La
figura muestra un corte transversal, de la regién del vestibulo del | poro de un
canal de potasio interaccionando con la ChTX. Se propone que un residuo
conservado de lisina bloquea el transporte a través del poro del canal (Park y

Miller, 1992).
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oclusion fisica de la regién del poro por p-no de la toxina. La interaccion
presenta una L { ia 1:1 (Giang ot al., 1992; Goldstein y
Mitler, 1893). Existon evidencias de que las cuatro subunidades de un cana
de potasio, contribuyen con elementos que interaccionan con las toxinas
(Tytgat et al., 1995).

En la interaccién toxina-canal, algunos de los aminodcidos de la
toxina que se encuentran en la regién de la hoja B plegada ayudan a
estabilizar la unién de la toxina con la regién del poro (Krezel et al.,
1995) (ver Figura 4). Sin embargo, la contribucién energética en la
estabilizacién de Jla unién, por parte de estos aminoacidos, es distinta,
pudiéndose distinguir entre aquellos aminoacidos que son relevantes y
cruciales, asi como irrelevantes, en la unién de estas toxinas con la regién
del! poro (Stampe et al., 1994).

Una vez que se une la toxina en !a regién del vestibulo det canal, la
presencia de residuos especificos mantienen a la toxina unida al canal,
mientras que un residuo conservado de lisina en la posicién 27 (para el
caso de ChTX y de la AgTX), penetra en el poro y bloquea la conduccién del
ion potasio (Krezel et al., 1995).

En la caracterizacion de las diferentes fuerzas que mantienen unida
a ChTX y AgTX2 al canal de potasio tipo Shaker, se han descrito fuerzas
electrostaticas, interacciones hidrofébicas y fuerzas de van der Waals
(Park y Miller 1992; Naini y Miller, 1996; Naranjo y Miller, 1996; Stampe
et al., 1994; Stocker y Miller, 1994). También se ha caracterizado,
termodinamicamente, la magnitud de las fuerzas de Iinteraccién en la
interfase del canal con la toxina, que demuestran que es un grupo de
residuos especificos los que tienen una interaccién directa con ciertos
residuos de aminoacidos, sobre le regién del vestibulo del poro del canal
de potasio (Hidalgo y McKinnon, 1995; Aiyar et al.. 1996).

El conocimiento de las toxinas que blogquean a los canales de potasio,
su especificidad, y su mecanismo de interaccién, ha permitido conocer la
distribucion de estos canales y su papel en la fisiologia celular.
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ANTECEDENTES

En el presente trabajo se aborda el estudio de la relaciéon
estructura- funcién de la Noxiustoxina (NTX) aislada del vensno del
lacrdn Centruroid noxius Hoffimann que afecta a canales de potasio.

En el laboratoric del Dr. Possani se estudia la composicién y
actividad del veneno de distintos alacranes. La caracterizacién de estos
venenos ha demostrado la presencia de sales, componentes proteicos con
actividad enzimatica, y aquélios con propiedades bloqueadoras o
modificadoras de la actividad de diversos canales iénicos.

La NTX fue caracterizada por Possani et al. (1982) y Carbone et al.
(1982), como la primera toxina de alacran bloqueadora de canales de
potasio.

En nuestro grupo, los esfuerzos encaminados a caracterizar las
regiones de la NTX que interaccionan con los canales de potasio, incluyen
la caracterizacion bioquimica y estructural de la noxiustoxina, asi como la
sintesis quimica de NTX y de péptidos que abarcan distintas porciones de
la NTX, y el ensayo de la actividad de estos péptidos en canales de potasio
(Drakopoulou; et al., 1995; Dauplais et al., 1995; Gurrola et al., 1989 y
1995). Con el empleo de péptidos, Gurrola y Possani (1995) presentan
evidencias de que la porcién N-terminal de la noxiustoxina es importante
en su interaccién con canales de potasio y que la porcién carboxito
terminal no tiene relevancia en la actividad de la misma.

Los datos de Gurrola et al. (1989); Vaca et al/. (1993) y Gurrola y
Possani (1995), muestran que péptidos sintéticos de diferente jongitud,
que comprenden la regién amino terminal, conservan elementos con
actividad téxica, de bloqueo de canales de p io, y de niento de
[1251}-NTX de membranas sinaptosomales de cerebro de rata. Asi, la
secuencia minima requerida para observar e! bloqueo es aquéilla que
comprende los residuos 1-6, y que la actividad aumenta conforme Iia
secuencia se alarga de 1-10, y de 1-20; mientras que un péptido de NTX,
que comprende la posicion 30-39, no es capaz de desplazar [1251]-NTX aun a
concentraciones de 100 uM.

Por otra parte, en este mismo trabajo, se ensay6 la actividad de
desplazamiento de NTX nativa digerida con dos endoproteinasas por
separado: La endoproteinasa V8 corta en el residuo del acido glutamico 19,
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y la endoproteinasa Lys-C permite eliminar los primeros seis residuos de
la secuencia de NTX. Los rosultldoa sugieren que, al cortar en la posicién
19, wye la pacidad de desp to de NTX. Por otra parte, el
corte con Lys-C demuestra que la secuencia 1-8 puede participar en la

idad de d iento de NTX. La digestién con CNBr provoca un
cone en ja metionina 30 y no se ob va modifi i6n en la capacidad de
desplazamiento de esta forma de NTX.

Los resultados anteriores, en su conjunto, y otros con péptidos de
ChTX, llevaron a la proposicién de que en la porciéon N-terminal y, la
porcién de hélice de NTX, existen elementos estructurales y de
aminodcidos implicados en la capacidad de NTX de unirse a los canales de
potasio presentes en las fracciones sinaptosomales de cerebro de rata, y a
canales de potasio en experimentos de fijaci6én de voltaje, mientras que la
porcién 30-39 del carboxilo terminal de NTX no participaria de manera
importante con esta unién.

Este trabajo aborda la caracterizacién de la NTX, empleando
herramientas de biologia molecular y técnicas electrofisiolégicas, para
realizar un estudio detallado de la participacién de residuos de
aminodcidos en ias porciones amino y carboxilo terminales.
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OBJETIVO GENERAL

En el presente proyecto se propuso: disefar, llm-nz-r. clonar y

expresar un gen sintético de la Noxiustoxina (NTX), do un
de expresion heterdlogo en Escherichia coli, con la ﬁnllidad de realizar
estudios de la relacion estructura-funcién de esta proteina.

OBJETIVOS PARTICULARES

Para abordar nuestro estudio, se plantearon los siguientes objetivos

particulares:

1.0

1.2

2.0

Disefiar y sintetizar el gen de NTX mediante el empleo de
oligonucledtidos especificos y la reaccién en cadena de Ila
polimerasa (PCR).

Clonar y expresar el gen de NTX en Escherichia coli.

Demostrar la actividad biolégica de esta NTX recombinante,
mediante los siguientes ensayos:

i Toxicidad en ratones

ii Desplazamiento de [125]]-NTX de membranas sinaptosomales de
ata

iii Bloqueo de canales de potasio Kv 1.1

Generacién de variantes sencillas de NTX por mutagénesis sitio-
especifica.

Engsayo de la actividad bioldégica de cada una de Ias variantes en e!
sistema de membranas sinaptosomales de cerebro de rata, y
propiedades de bloqueo de canales de potasio.

Andlisis de la relacién estructura-funcién de NTX.
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MATERIAL Y METODOS

Para los .xp.rlmontos de PCR se empled la Vent® polimerasa, en las
indicad por Podromou y Pearl (1992)(Ver

condiciones de 7 ir
Anexo).
Las proteasas y enzimas de restriccién y ligacién empisadas, fueron
utilizadas de acuerdo a las especificaciones de Boehringer-Mannheim.
leé el étodo de

En los experimentos de sect iacién, se
Sanger, utilizando el estuche de secuencia de la SEQUENASAO de U.S.
Biochemicals, (Cleveland, OH, U.S.A).

Lo: oligonuciéotidos fueron sintetizados en el sistema de sintesis
de & nucléi Modelo 8905 de PerSeptive Biosystems Expedite, que
emplea condiciones estandares de cianoetil-fosforamidito.

Para la dotormlnacldn del paso molecular de la NTXr, se empleé Ia
técnica de P de

En los oxperlmemos de HPLC, se usaron columnas semipreparativas y

/o analiticas de fase reversa Cig (Vydac., Hisperia, CA., U.S.A.).

Disefio, sintesis, clonacién y secuenciaclén del gen Xa-
NTXr. Con base a la secuencia primaria de NTX y con el uso del programa
traduccién reversa (backtransiate) del! paquete de “software” (Gentics
Computer Group, GCG) de la Universidad de Wisconsin (Madison, Wi. U.S.A.)
de andlisis de secuencias, se obtuvo la secuencia nucleotidica del
segmento de ADN que codifica para esta proteina. Se consideré el uso mas
probable de codones de E. coli, a la cual se le agregaron las secuencias
adaptadoras, para permitir una manipulacién posterior. A esta secuencia,
que se muestra en la Figura 2 del articulo publicado, se le denominé Xa-
NTXr (ver Anexo 1, Martinez et al., 1996), donde Xa codifica para el sitio
de reconocimiento de la proteasa Xa definido por la secuencia:

-lle-Glu-Gly-Arg-a
fa cual sirve como sitio de corte para el procesamiento de proteinas
recombinantes de fusién (Nagai y Thogersen, 1984). El tridngulo indica el
sitio de corte.
sintetizaron seis

A partir de Ja secuencia anterior, se
oligonucleotidos que comprendian la secuencia de Xa-NTXr. La secuencia de

estos oligonucledtidos se indica en la Figura 1 del Anexo 1.

17



El gen Xa-NTXr se sintetizé a partir de seis oligonuciedtidos que se
emplearon en la PCR recurrents para generar el gen completo, junto con
ias secuencias de corte para el factor Xa y las er de i6on Salt
y Hind 1.

Para clonar 8! gen Xa-NTXr, este se digirié con jas enzimas Sa/!ly
Hind It para ser ligado con el vector PCSP 105, el cual fue .mlblomont.
donado por C. Miller (Brandeis, University). La consatr i6n se trars
an células de E. coli DH5a.

La seleccién de cionas con el vector y el inserto de NTXr se realizd
por PCR: a partir de una muestra de 1 ul. de cultivo liquidoe LB (cuatro
horas a 37 °C y 250 rpm) de cada ciona ! ionada después de Ia
transformacion. Se emplearon los oligonucloéndos #1 y #8 para
reamplificar of fragmento NTXr. Una ciona se consideraba positiva cuando
ia intensidad de la banda de PCR fuese iguai a ia genrada por e} fragmeanto

PCR de NTXr, que se obtuvo de ia PCR recursiva.
De las clonas que resultaron positivas se preparé pldsmido por la
para determinar ja

técnica de lisis alcalina (Maniatis ef al., 1982),
teot(di de b denas.

secuencia n
Identificacién del! gen pe-Xe-NTXr. En el sistema

Expresidn e
de expresion que se usd, ol gen NTXr se expresa como proteina de fusion a
ia que se denominéd, po-Xa-NTXr, donde p9 es la proteina 9 de! fago T7. En
la cual fue

ia expresién se empled la cepa de E. co/i BL21 (DED),
transformada con el pldsmido pCSP106. La induccién y la purificacién se
efectud como se indica en Park ef al. (1991).

identificaciéon de iIs proteina.
purificacién del! producto de! gen pH-Xa-NTXr, se
fraccién correspondiente en las condiciones reportadas para
o! plegamiento de NTXr. Posteriormente, se digiri6 con tripsina o con el
factor Xa para separar a NTXr de ja proteina acarreadora en las
condiciones que indica Park of al. (1991)

Una muestra de la digestion triptica o con e! factor Xa se pasé a
través de una columna de HPLC Cis semipreparativa de fa reversa,
- Se aislaron las

aplicando un gradiente de acelonitrilo de 0-80%.
fracciones alrededor del tiempo de retenci6on que s® conoce en nuesstro

iaboratorio para la NTX nativa (27-28 minutos).
18
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Los picos resuitantes se identificaron mediante un ensayo de ELISA,
empleando anticuerpos policlonales anti-NTX genrados en este laboratorio.

Estructura primaria y iclén de Inodcid de NTXr.

A los picos que se identificaron por HPLC y por reconocimiento de los
anticuerpos policlonales. se laes determiné su estructura prlm-rla por el
étod do de Edman. La composicién de aminoa se ef 16

autor
por hidrélisis acida en condiciones reductoras a 120 °C.

Para la purificacion preparativa de NTXr, se empleé una columna de
intercambio iénico CMC 32 equilibrada con fosfato de sodio 50 mM y pH 6.0
y se cargaron 70 mg de la digestion triptica, para aplicar un gradiente
salino de 0 a 0.3 M de NacCl.

Para separar el exceso de NaC! en la muestra, se cargo la fraccién de
NTXr en una columna de Biogel G-10 equilibrada con una solucién de écido
acético 10%. Las muestras de NTXr se pasaron posteriormente por una
columna analitica de HPLC C-18 de fase reversa, empleando un gradiente
de 0-60 % de acetonitrilo. Las muestras de NTXr asi purificadas se
cuantificaron por su absorcién a 280 nm, considerando el coeficiente de

axtincion de 1.14 de la NTX nativa, y finalmente se guardaron secas a -20
°C.

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE NTXr

Prueba de toxicidad de NTXr. Para verificar la capacidad téxica
de NTXr, se inyectaron ratones machos CD1 por via intraperitoneal con
distintas concentraciones NTX.

Ensayos de desplazamiento de [1251]-NTX de membranas
sinaptosomales de cerebro de rata (frascclén P3). La toxina nativa
(2ug) NTX se marcé radioactivamente con [1251] por el método de la
lactoperoxidasa, como describe Valdivia et al., (1992). Cada concentracion
se ensayé por duplicado y los resultados son el promedio de tres
experimentos independientes.

Ensayos electrofisiolégicos. Se empled la técnica de fijacion de

voltaje con dos electrodos, para medir el efecto de las isoformas de NTX
sobre las corrientes de potasio. Se emplearon ovocitos de rana X. /aevis a
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los cuales se les inyectd 10 ng/célula de ARNmM. que codifica para e! canal

de potasio subtipo Kv1 1 togun @l protocolo de Ferrer-Montisel y Montal
(1994), quién dond te la ck que codifica para el canal K,1.1.

El experimento consistid¢ en medir ia corriente de los canales K,1.1

. d en at cia y presencia de diferentes concentraciones de las

toxlms. Para esto se fij6 el voltaje del ovocito a - 80 mV y se aplicaron

tres pulsos depolarizantes a 0, 15 y 30 mV durante =50 ms, para abrir los

de i y se registré la corriente, posteriormente se agregd la

toxina a la oonoontraclbn deseada. se dejo incubar por tres minutos y se

reopitié e! protocolo depolarizante. La toxina unida, fue lavada det ovocito

ovocito pasando 40 ml de solucién sobre a cé a de T o la cual

tlono un volumen de 500 ul, se indujeron de nuevo las t-:orri.nles de

con la finalidad de ver la recuperacién de la
corrlomo.

Los experimentos electrofisiolégi fueron lievados a cabo en el
laboratorio det Dr. Alberto Darszon, por el M. en C. R. Carlos Mufioz Garay., a
quienes se les agradece su contribucion a este trabajo.

ite el p

Generacién de variantes de NTXr. El gen NTXr se empleé para
efectuar sobre éste mutaciones sitio-especiticas, mediante PCR vy
empleando los oligonucliestidos mutagénicos que se enlistan en el Anexo.

En e} caso de las mutantes en la Ilslna 28 se simotlzaron mediante PCR
recurrente, Pl 1do los mi ind d en la Figura
1 de Materiales y WMétodos del aniculo publicado, con excepcién del
oligonucledétido numero tres que es el que lleva la mutacion.

La clor ion, sect lacion, expresion, y purificacién de cada una de !as
mutantes se realizé de manera semejante como se determiné para el gen
Xa- NTXr.

Los ensayos de desplazamiento en las
de bloqueo de canales de potasio Kvi.1,
variantes, se

P y
en ovocitos por parte de las
llavaron a cabo en ias mismas condiciones que para 1a NTXr.

Modelo tridi lonal de NTX. Se pleé el prog INSIGHT 1
para genrar las estructuras de NTX (Dauplais et al., 1995), ChTX (Bontems
ot al., 19692), MgTX (Johnson et al., 1994) Y. AgTXZ (Krezel ot a/.., 1995) a
partir de sus coordenadas de NMR y positad en ol Protein
Data Bank (PDB).
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RESULTADOS

Diseft intes: ! i6n y lacién del gen Xa-NTXr

Actuaimente no se conoce la secuencia codificante del gen de la
Noxi a; sin bargo se conoce la secuencia primaria de la proteina
de NTX la cual tiene 39 residuos de aminoacid P i et al., 1982).

Mediante la técnica de PCR recursiva se amplificé un producto del
peso molecular esperado, como se indica en las Figuras 5 y 6, el cual fue
purificado para ser digerido con las enzimas de restriccion Sa/ly Mind il
y ligado con el vector PCSP10S. El vector también fue digerido con las
mismas enzimas de restriccion. Ambos fueron ligados entre si para genrar
el plasmido PCSP106 como se indica en la Figura 7.

El plasmido PCSP106 se usé para transformar células competentes
de E. coli DH5a. Se obtuvieron cincuenta clonas; se seleccionaron cinco
para confirmar por PCR las cudles tenian el inserto del fragmento NTXr
(ver Figura 8). De las clonas positivas se aisld una para determinar su
secuencia nucleotidica, la cual resulté ser la secuencia que codifica para
el segmento Xa-NTXr (ver la Figura 7). La secuencia nucleotidica se
veritic6 en ambas cadenas.

Expresién e Identificacién del gen pO-Xa-NTXr

El gen Xa-NTXr es expresado como proteina de fusion, p8-Xa-NTXr,
cuandg el plasmido pPCSP106 se introduce en la cepa de E. coli BL21(DE3).
La produccién de la proteina de fusién se induce con IPTG 0.5 mM. La
induccién de la proteina de fusion tanto de NTXr como de ChTX se confirmé
eon un gel de SDS-PAGE al 15%, como se indica en la Figura 9.

En la Figura 10 se muestra un perfil de purificaciéon de la proteina
pO-Xa-NTXr, separada por la resina de intercambio iénico DES2. La
fraccién correspondiente (I) a la proteina de fusién eluye alrededor de una
concentracién de NaCt de 0.25 M.

£l plegamiento de la proteina NTXr se llevé a cabo de acuerdo a las
condiciones indicad por Park eof al., (1991). La etapa de plegamiento
consi an diali toda la noche a la fraccién correspondiente a la
proteina de fusién contra un amortiguador de Tris 20 mM pH 8, NaCl 100
mM y 3-ME 1mM a 4 °C.
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Figura 5 Sintesis de fragmentos de ADN por el método de PCR
recurrente. La PCR recurrente, consiste en una mezcla de oligonucleStidos que
se ensamblan entre si, como se indica en la figura. Las condiciones de la PCR,
permiten que se generen subproductos de doble cadena, que se van alargando para
finalmente, dar un producto de la longitud esperada. El exceso de los
oligonucle6tidos miis externos, permite que se enriquezca el fragmento final.



Figura 6 Sintesis por PCR del fragmento Xa-NTX,. El fragmento Xa-NTX,

se sintetiz6 mediante PCR recurrente, como se explica en materiales y métodos,
Una muestra del producto de PCR se cargé en un gel de poliacrilamida al 15%.
En los carriles uno y tres se pueden observar los productos de PCR
correspondientes al gen sintético X,-NTX;. El carril dos contiene marcadores de

peso molecular.
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TAAC AACTAAGAATTIC CAA CCT TAT

A A Fin
Figura 7 Clonacién del fragmento Xa-NTXr en e}l vector PCSP10S. La
banda del fragmento Xa-NTXr se digirié con las enzimas Sal 1y Hind IO, y se
ligé con el vector PCSP105 para generar el plismido PCSP106. En la parte
inferior se indica la secuencia nucleotidica del gen Xa-NTXr. En negritas se
indican los sitios de restriccién; los nimeros se refieren a los residuos de
aminoécidos en la estructura primaria de NTX; los residuos subrayados sefialan el
sitio de recenocimiento de la proteasa de restriccién Xa.
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Figura 8 Sel i6n de cl positivas por PCR. Una muestra (1 ul) de un
cultivo lfquido de cada clona, se adicioné directamente a una mezcla de PCR con
los oligos #1 y #6. En el carril 1, se muestra el marcador de peso molecular; los
carriles 2-5 son muestras de PCR de clonas positivas, el carril 6 es un testigo
negativo.
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Figura 9 Induccién de la proteina de fusién. Se indujo la cepa BL21(DE3),
transformada con el plismido PCSP105 6 PCSP106, como se indica en material y
métodos. Se separaron muestras de proteinas de la cepa, antes y después de
inducir con 0.5 mM de IPTG, en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 10
%. Carril 1 y 8 marcadores de peso molecular, carriles 2 y 3 muestras antes y
después de inducir BL21(DE3) PCSP10S; carriles 4 y 5 muestras de BL21(DE3)
PCSP106 antes y después de inducir; carriles 6 y 7 muestras de las fracciones I y
II de la purificacién por intercambio iénico de la proteina total en DES2 de la

fermentacién para expresar NTX,.
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propuesto

Posteriormente se realizé una difi i6n al pr
por Park et al. (1991), el cual consistié en eliminar el paso de !la
purificacién de ia proteina de fusién con ia resina DES2. Asi. después de
lisar las células y obtener la proteina total, ésta se diluyé hasta una
densidad éptica entre 1 y 2 a 280 nm, en amortiguador de didlisis (Tris 20
mM, pH 8.0, NaC! 100mM, beta mercaptoetanc! [3-ME]} 1mM).

Una vez llevado a cabo el plegamiento de NTXr, se procedié a separar
la NTXr de la proteina acarreadora, para lo cual ésta se digirié con el
factor Xa o con tripsina. En los primeros experimentos, se empled Ia
digestion triptica, pues resuitaba mas econdémico emplear la tripsina. Una
muestra de la digestion triptica o de la digestion con el factor Xa se pasé
a través de una columna de HPLC C,;s semipreparativa. En la Figura 11 se
indica el perfil de retencién de los productos de la digestién con tripsina,
© con el factor Xa. Como se observa de la figura anterior, la digestion de fa
proteina de fusién con el factor Xa permite separar la NTXr de la proteina
acarreadora, sin generar otros productos de digestion como sucede en la
digestién triptica. La Figura 12 muestra e! porcentaje de reconocimiento
de loa picos de HPLC de una digestién triptica por los anticuerpos

] El ti P de retenciéon 28.0 fue e que dié el porcentaje
roconoclmlenlo igual al de la NTX nativa. Como se puede ver de ia Flgura
12, otros picos también son reconocidos por los anti pos
en ios tiempos de retencién 28.75 a 30.3 min; lo que puede lndlc.r Que u
trate de formas de la proteina de fusion parciaimente digeridas unidas a
NTXr o plegadas de distinta forma. No investigamos mas al respecto pues
la estructura primaria del! pico identificado resulté ser la correcta hasta
los primeros 27 residuos. Por otra parte se verific6 la composicién de
amindcidos de NTXr, la cual correspondié con la esperada, ver Tabla 1.

E! lote complieto de la proteina purificada a partir de un litro de
cultivo se digiri6 completamente con tripsina y se purificé a través de una
columna de carboximetil celulosa CM32 pasando un gradiente salino de
NaCl de 0 a 0.3 M y colectando e! pico correspondiente a NTXr (Figura 13).
Esta cantidad colectada se pasdé a través de una columna de biogel para

eliminar la sal! presente en la muestra.
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Figura 10 Purificacién de la protefna de fusién P9-Xa-NTX,. La proteina
total de una fermentacién de 1 L de la cepa BL21 (DE3) PCSPI106, se purificé
por cromatografia de intercambio i6énico empleando una columna de resina
DES2. Después de lavar el exceso de protefna, hasta una densidad Sptica menor
de 0.03 a 280 nm, se eluye la proteina de fusién con un gradiente de NaCl de 50 a
500 mM en amortiguador Tris-HCl 100 mM y 5 mM de B-ME. La fraccién Iy I1
corresponden a la proteina de fusién. La fraccién III corresponde a Acidos

nucléicos.
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Figura 11 Purificacién de NTX,. La proteina de fusién purificada, se digirié
enzimiticamente para liberar al péptido NTXr, a.- Digestién triptica de la
fraccién I purificada por DES2. Se digirié un miligramo de la fraccién I en el
amortiguador de didlisis (ver material y métodos) con tripsina y 2 mM de CaCls;.
Se pasaron 500 Mg a través de una columna Cig de fase reversa, empleando un
gradiente de acetonitrilo de 0 a 60 % y TFA 0.1%. Se colectaron los picos
cercanos al minuto 28. b.- Digestién con la proteasa especifica Xa. Se digiri6 la
misma cantidad de la fraccién I con el factor Xa, en las condiciones indicadas en
el texto y se separ$ una muestra en las mismas condiciones de HPLC de la Figura
11a. El asterisco indica el pico correspondiente al tiempo de retencién de NTX;.
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Figura 12 Identificacién de NTX,; con anticuerpos policlonales. En un
ensayo de ELISA, se hicieron reaccionar con anticuerpos policlonales anti-NTX a
las distintas muestras colectadas por HPLC de la digestién triptica. Se grafica el
valor de la absorbancia registrada en el detector de ELISA, para cada tiempo de
retencién colectado. En el extremo derecho de la grifica, se indican las barras de
reconocimiento para NTX y para la proteina de fusién antes de ser digerida con
tripsina.

30



A280nm

Grodiente

80

3 NTXr

o]

20
Cargado

—t
<0 60
No. de tubo

Figura 13 Purificacién por intercambio iénico de NTX.. Para
purificacién preparativa de NTX,, se emples una columna de intercambio iénico
CMC32 equilibrada con fosfato de sodio 50 mM pH6.0. Se cargaron 70 mg de la
digestién triptica de la fraccién I y se aplic6 un gradiente salino de 0 a 300 mM

de NaCl
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€E) rendimiento de NTXr a partir de un cultivo de 1 litro en nuestras
condiciones es de 1.3 mg. Esta cantidad es significativa si se compara con
la necesidad de ordeflar en nuestro laboratorio a 10,000 alacranes de la
pecie Centruroi noxi para obtener 1 mg de NTX.

El! componente corrrespondiente a NTXr se purificé de este iote a

través de columnas de HPLC c.. .omiproparnﬂv- Yy posteriormente se
r.crom-lograﬂé Ia my

P 1do una columna Ci:s analitica en las
condiciones ind Material

on y Mdétod del articulo publicado.
AMINOACIDOS p AN M.E
Asp 4.5 -
Thr 1.93 2
Ser 3.99 4
[<1V] 3.1 2
Pro 2.01 2
Qly 3.64 3
Ala 3.8 2
Cys ND. [
val 1.686 1
Met 0.78 1
e 1.868 2
Leu 1.28 1
Tyr 1.48 2
Lys 8.85 ?

Tabla 1 C posicion de aminodcid:

de NTXr. Se d in6 la i6n
de aminodcidos de NTXr por hidrolisis &cida de una mu.ﬂu de 2
nanomolas de NTXr como se indica en el texto. En la tabla se muestran los

resultados obtenidos del andlisis y aquellos conocidos para NTX, V.O.=
Valores observados, V.E.= Valores esperados.
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El peso molecular de NTXr se determinté por
resuitando ser de 4, 220.45. Este dato fue obtenido por el Dr. Martin del

NIH, EEUU., co-autor de! trabajo anexo.
b cantidad cor id de NTX nativa y

En este trabaj
NTXr, para P sus tiemp de retencion en una columna de HPLC C,s
analitica. El patrén de elucién indica una diferencia en los tiempos de
retencion (Figura 3 del articulo publicado), siendo de 24.18 min para NTX y
24.68 min para NTXr.

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE NTXr

Toxicidad
Para demostrar si la NTXr presentaba las propi bi () de

la NTX nativa, se inyectaron a ratones por via intraperitoneal

concentraciones conocidas de ia NTXr, resultando en ia misma LDsp que ia

NTX nativa, 50 ug por 20 g de peso;: ademds se observaron fos mismos
que provoca ia NTX nativa: salivacion y respiracién

1 tento de [1281]-NTX

Se demosiré que NTXr es capaz de desplazar a 125)-NTX en ol sistena
misma proporcién como

de membranas sinaptosomailes de rata, en la
sucede con e! desplazamiento de 1251-NTX por NTX fria. La curva de

desplazamiento de NTXr y de NTX son las mismas, ver Figura 4 del articulo
publicado (Anexo1). Los valores de ICso de NTXrson los mismos que los
observados para ia NTX.

Ensayos ! oflislologi

En ta Figura 14 se muestra la idad blogt o de NTX y NTXr
sobre los canales de potasio K,1.1, expresadoa en ovocitos de X. /asvis. Los
potasio

ensayos mostraron valores de bloqueo de las corrientes de
similares para ambas formas. Como se puede ver de la grdfics B. E! lavado
de la toxina unida a los canales permite recuperaciones por arriba del 90%
lo que es indicativo de que la unién de ia toxina

de las corrientes control,
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Figura 14 Ensayo de bloqueo de los canales Kvl.1. Los canales de potasio
Kvl.1 se expresaron en ovocitos de rana X. laevis, con el propésito de ensayar el
bloqueo de NTX y NTX, a distintas concentraciones. La grafica de la izquierda
muestra la fraccién bloqueada de los canales de potasio. Los registros de la
derecha muestran el bloqueo de las corrientes de potasio por las toxinas pativa
(NTX) y recombinante (NTXr). La linea sélida indica la corriente del ovocito
antes de agregar la toxina, la linea interrumpida indica la corriente en presencia
de la toxina, la linea punteada indica la corriente del ovocito, recuperada después
del lavado de la toxina.
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al | es re ible. Las concentraciones de ambas toxinas ensayadas
estuvieron en el intervalo de 0.5 nM a 1000 nM. El valor de ICso para NTX y
NTXr fué de 24.4 nM y 19.8 NM respectivamente.

Por los resultados obtenidos de los experimentos anteriores, se
demostr6 que es posible producir NTXr (no amidada) en cantidades
significativas y con propiedades bioactivas (toxicidad en ratones., union a
membranas sinaptosomales, bloqueo de canales de potasio) similares a la

nativa, empleando un sistema heterdlogo de expresién de un gen
sintetizado quimicamente.

Py 14

de var de NTXr

La sintesis del gen NTXr y su produccién con propied i
la nativa permitié la sintesis de variantes con el mismo esquema dc
expresiéon y producciéon, con la finalidad de ensayar las propiedades
biologi de variantes con respecto a las de NTXr y NTX nativa, y

asi lniclar estudios de la relacién estructura-funcién de NTX, empleando
herramientas de biologia molecular.

En la Tabla 2 se enlistan las secuencias primarias de las variantes
generadas en este trabajo. Para generar las mutantes sencillas en los
primeros residuos del extremo amino terminal, se empleé el enfoque de
“barrido por alaninas®, qQue consiste en sustituir el aminoacido silvestre
por un residuo de alanina. Ademas, se sintetizé una doble mutante
denominada CA[7.29], la cual consistié en sustituir las cisteinas 7 y 29
por alaninas en ambas posiciones. En la estructura de NTX estas cisteinas
forman un puente disulfuro. Las mutantes en la lisina 28 fueron por
arginina y por glutamico: no se pudo clonar la mutante correspondiente por
alanina. Por otra parte, se sintetiz6 una mutante truncada ( YNN),
consistente en eliminar la porcibn que abarcan los ultimos tres residuos
de NTXr (Y-N-N) con la finalidad de ensayar el papel de esta porcién en la
actividad bidlogica de NTXr, ya que como se menciondé previamente, en
nuestro laboratorio se planteé la hipdtesis de que el extremo carboxilo
terminal no tiene influencia en las propiedades de pegado y de bloqueo en
NTX. Todas las mutaciones se confirmaron por secuencia de nucledtidos y
por secuencia de los péptidos expr d y purificad
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& yos de P
Figura 15 se muestran jlos resultados de los ensayos de

de bro de

En Ila
desplazamiento de [1251]-NTX de membranas sir
rata, de aigunas de ias variantes ensayadas. Se encontré6 que las variantes
T1, 12, 13, N4, V5, K6, T8 y S9 presentaron las mismas curvas de
despiazamiento que la NTX nativa. Por otro lado. las variantes de K28 y la

variante AYNN disminuyen su desplazamiento hasta por tres ordenes de

magnitud.
Ensayos electrofisiolégicos

En la Figura 16 se mu y los resultad: del bloqueo de canales Kv
1.1 en ovocitos X./aevis, para las variantes ensayadas. En este sistema
sélo se ensayaron las variantes de K6, T8, K28 y AYNN. En este caso, las
variantes de K6 y K8 muestran tener una menor capacidad bloqueadora de
los canales de potasio K,1.1, con respecto a NTX nativa y recombinante.
Las variantes de lisina y AYNN se comportan relativamente igual que el
ensayo de desplazamiento en la fraccién Pj.

Como se puede observar de los experimentos de desplazamiento de
[125])-NTX y del bloqueo de canales Kv1.1, la variante AYNN presenta una

reduccién de dos ordenes de magnitud en as ensay

386



NTXr

T1A
12A

13A

N4A

VSA

K6A
CAl7.29]
TBA

S0A

K28E
K28R
AYNN

TINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN

AIINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN
TAINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN
TIANVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN
THAVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN
TINAKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN
TIUNVACTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN
TINVKATSPKQCSKPCKELYGSSAGAKAMNGKCKCYNN
THUNVKCASPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN
TIUNVKCTAPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN
TINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAECMNGKCKCYNN
TINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGARCMNGKCKCYNN
TINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKC

Tabla 2 Generaclién de mutantes de NTX por mutagénesis dirigida.

En la primera linea se indica la estructura primaria de NTXr. Las mutaciones
puntuales introducidas en NTX se indican en negritas. La mutante AYNN tiene
una delecién de los tres Gltimos residuos en la porcién carboxilo terminal. Todas
las mutaciones se confirmaron por secuencia de nucleétidos y por secuencia de

aminoicidos.
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Figura 15 Ensayos de desplazamiento de 125I-NTX en membranas sinaptosomales
de cerebro de rata (fraccién P3). A Curva de desplazamiento entre NTX y su
forma recombinante. B Comparacién de las curvas de desplazamiento con las
variantes T1A y 12A. C Variante AYNN. D Variantes K28R y K28E.
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’_ Curva de Bloqueo de Isoformas de NTX, Sobra las Corrientes del Canal
de Potasio Kv1.1

Fracclon Bloqueada de la Corriente
o
>

LopINTXnat}M

Figura 16 Bloqueo de los canales de potasio Kvl.1 por las distintas
mutantes de NTX. El RNA mensajero del canal Kvl.1, se expresé en ovocitos
de la rana X. laevis. Se realizaron registros electrofisiolégicos con la técnica de
fijacién de voltaje con dos electrodos. Se determind la fraccién de corriente
bloqueada en presencia de distintas concentraciones de NTX. En la Figura se
indica el porcentaje de bloqueo del canal Ky 1.1 expresado en ovocito de X. laevis
por distintas mutantes a diferentes concentraciones.

39



DISCUSION

Las toxlnas de! veneno de alacran han permitido estudiar distintos
ificidad hacia estas moléculas. Estas

canales de p debido a su P
comparten un marco estructural comuan, el cual es una estructura globular
y compacta, estabilizada por tres puentes disulfuro conservados (Bontems
ot al., 1991; Vita et al., 1995). Las isoformas naturales de las toxinas
encontradas rmuestran variaciones de aminodcidos en su estructura
primaria, los cuales condicionan ligeras variaciones de la estructura
secundaria, pero no llegan a cambiar el motivo de la estructura

Estos cambios permiten qQue las toxinas interaccionen con

tridimensional.
diferente intensidad con los canales iénicos (Olivera et al., 1991).

Como se indica en antecedentes, en trabajos realizados por nuestro
grupo se presentan evidencias de que en el extremo amino terminal estan
presentes residuos de aminodcidos que pueden estar implicados en la
interaccién de NTX con los canales de potasio; también se propone que !a
porcién carboxilo terminal de NTX no tiene un papel funcional relevante

1995). Por otra parte, otros

(QGurrola et al., 1989 y Gurrola y Possani,
grupos han demostrado que la lisina en la posicién 27 de ChTX y de ia

AQTX2 juega un papel crucial en la actividad bloqueadora de canales de
potasio (Goldstein y Miller, 1993; Hidaigo y McKinnon, 1995).

Con base a los datos anteriores, se inicié este estudio con Ila
finalidad de generar mutantes puntuales de NTX en la lisina 28, en la
porcién amino terminal y el carboxilo terminal, para identificar aquelios
residuos que afectan la interaccién de NTX con los canales de potasio
presentes en fracciones sinaptosomales de cerebro de rata y en canales de
potasio del subtipo K,1.1 expresados en ovocitos de rana X. /aevis.

SINTESIS Y EXPRESION DE NTXr

En la primera parte de este trabajo se planted e! disefio de un gen
sintético de NTX para expresario en un si a heterdlogo, ya que
actualmente no se conoce la secuencia nucleotidica del gen que codifica
para la NTX. Por io anterior, se decidié sintetizar el gen de NTX con base sn

su secuencia primaria.
La sintesis y expresién del gen sintético de NTX fue exitosa. Se logré
expresar y purificar una proteina recombinante (NTX;) con propiedades
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similares a las de la NTX nativa. Los datos de HPLC
muos(ran que dospués del plegamiento in vitro de NTX: se produce un pico
unico que eluye aproximadamente en el i po de r i6on que la
NTX nativa. 1o cual fue un indicio de que se habia favorecido el
plegamiento correcto de la proteina. La obtencién de NTX, en cantidades
significativas es otro indicador de que los requerimientos para et
plegamiento de esta proteina no son muy “complejos™, y que ta forma
bioactiva de NTX, esta favorecida en el proceso de plegamiento.

Esto también lo confirmamos con otras toxinas cortas que fueron
expresadas con este mismo i na en ni tro grupo (datos no
publicados), asi como por otros grupos (Park y Miller, 1992; Garcia-Calvo
et al.,, 1993; Krezel et al., 1995). A este respecto, existen estudios sobre
la sintesis quimica de toxinas cortas de alacrﬂn. en donde se explica que

el pr > de pleg iento esta ter dind ite favo ido hacia Ia
forma bi tiva (s bati et al., 1998). Cabe decir que, p-m el caso de
NTX,, no se han realizado experimentos a ti P de plegamiento més
cortos, para definir su tiempo minimo de pleg iento. Ad 4 ean este

trabajo se demostr6 que es posible que se lleve a cabo el plegamiento de
NTX,, antes de la digestién, a partir de la proteina total, obtenida después
de lisar las células sin necesidad de purificar la proteina de fusién.

La actividad de NTX, in vivo (ensayo de toxicidad en ratones), et
reconocimiento por los anticuerpos policionales anti-NTX, los ensayos de
despltazamiento de 125I-NTX de membranas sinaptosomales de rata y de!
bloqueo de canales de potasio K,1.1, son similares a los de Ia toxina
nativa. Esto permite decir que la NTX, esta conservando una estructura
terciaria similar a la nativa.

SINTESIS DE VARIANTES PUNTUALES DE NTX

Para generar las mutamoa do NTX se eligié el enfoque de “barrido
por alanina®, ya que esta 11 ha ado ser ad ada para
introducir cambios que permiten doclr si las cadenas laterales, de los
aminoacidos sustituidos, son importantes para {a funcién. Esta estrategia
es conveniente, ademas, porque las mutaciones introducidas pocas veces
provocan cambios en la estructura (Cunningham y Wells, 1989; Waells,
1991).

Por otra parte, como se observa de la Figura 1, las secuencias y las
estructuras de las distintas toxinas cortas bloqueadoras de canales de
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potasio indican que, si se mantiene el consenso de cisteinas, estas toxinas
pueden p divi bi de aminoacidos, asi como eliminaciones,
sin observar cambios en su estructura terciaria (Vita ef al., 1993; Johnson
et al., 1994; Dauplais et al., 1995; Delepierre ot al., 1997; Gémez-Lagunas
et al., 1996).

Todas las mutaciones sobre el gen sintético de NTX se confirmaron
por secuencia nucleotidica. A excepcién de la mutante C[7/29]A, no se
presentaron problemas en la expresiéon y purificacion de las proteinas
expresadas. La generacion de las isoformas de NTX, permitié detectar que
algunos residucs no son importantes (T1, 12, 13, N4, V5 y S9), en la unién a
membranas sinaptosomales, mientras que otros residuos si lo son (K6, T8)
en la unién a membranas y en el bloqueo de canales de potasio Ky1.1;
ademas de que también parecen ser importantes en la actividad de NTX, ila
K28 y la porcién carboxilo terminal que abarca los residuos de Y37, N38 y
N39.

Para analizar los resultados obtenidos en este trabajo, se discuten
primero los sistemas empleados para ensayar las mutantes obtenidas y
posteriormente se discuten aqguellos resultados que implican a la K28, los
residuos de aminoacidos del extremo carboxilo terminal y, finaimente, los
del extremo amino terminal de la NTX.

ENSAYOS CON MEMBRANAS SINAPTOSOMALES DE CEREBRO DE RATA
Y CANALES DE POTASIO EXPRESADOS EN OVOCITOS DE RANA.

En el presente trabajo se utilizaron dos ensayos para estudiar las
interacciones de NTX y sus isoformas. Uno de ellos es el ensayo de
desplazamiento de 125|-NTX, de la fraccién P3 de membranas
sinaptosomales de cerebro de rata; e! otro ensayo emplea la expresién de
RNA mensajero de un canal de potasio en ovocitos de rana, para realizar
registros electrofisiolégicos sobre estos.

Los ensayos de unién de las toxinas de alacranes, serpientes y
abejas, a las preparaciones membranales de cerebro de rata han permitido
estimar las afinidades de éstas hacia las poblaciones de canales de
potasio dependientes de voltaje, presentes en estas preparaciones (Rehm,
1991). E! ensayo de unién de las toxinas y de farmacos especificos con
las fracciones membranales, también ha demostrado la presencia de varios
subtipos de canales de potasio (Butler et al., 1993; Rettig et al., 1994).
Por 1o anterior, las membranas sinaptosomales de cerebro de rata son un
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material adecuado para estudiar las interacciones de las toxinas con estos
canales.

Hay evidencia de que los canales de potasio, en las fracciones
sinaptosomales, que son afectados por ChTX, NTX y MgTX, son en su
mayoria heterotetrémeros de las subunidades K.1.2 y K,1.3 (Knaus et a/.,
1995). En condiciones nativas, las subunidad de un mi subtipo pueden
asociarse ontre si para formar heterotetrameros; la proporcién de las
subunidades es variable segun cada tipo celular (Xu et a/..1995). Asi, los
heterotetrameros tienen diferentes afinidades hacia las toxinas. Se ha
demostrado que hay diferencias en la magnitud de la interaccion de ChTX
hacia distintos heterotetrameros de! canal de potasio tipo Shaker (Naranjo
y Milier, 1996). Adem#és. en e! caso de la dendrotoxina (DTX), se ha
demostrado que cada subunidad del canal K,1.1 contribuye en ia unién
especifica con la DTX (Tytgat ef al.. 199S5).

La caracterizaciéon electrofigolégica de los canales i6nicos y la
medicién fina de su interaccién con las toxinas, es séio posible si se aisla
un canal o una poblacion homogénea del canal. Una metodologia que ha
resuitado ser adecuada es la expresién del mRNA de los canales en el
sistema de ovocitos de la rana X. /asvis, descrita por Ferrer-Montie! y
Montal (1994). Este ensayo permite controlar las condiciones en las cuales
una poblacién homogénea de canales de potasio es activo. En este trabajo
se expresd el canal K,1.1 en los ovocitos.

Las secuencias en la regién del vestibulo de los canales de potasio,
dependientes de voltaje, a pesar de estar aitamente conservadas,
presentan diferencias que influyen en las afinidades por las toxinas (ver
Figura 17). Por ejemplo: la ChTX presenta una Kp= 120 nM en el canal de
potasio tipo Shaker: por otro lado, una mutacion (F425G) en este mismo
canal provoca una disminucién en ia Kp= 50 nM, mientras que una doble
mutante (F425G, F427Q) tiene una Kp= 5 pM (Stocker y Miller, 1994). Por
otra parte, las afinidades de NTX hacia distintos canales de potasio es
variable, por ejemplo: NTX tiene una Kp= 380 nM hacia el canal de potasio
rectificador tardio (Carbone et al/., 1982), hacia el canal K,1.3 tiene una
Kp= 0.2 nM (Aiyar ef al., 1995) mientras que presenta una Kp= 450 nM hacia
@) canal de potasio dependiente de caicio de gran conductancia (Vaidivia et
al., 1988). Otras diferencias, que influyen en las afinidades de los canales
por ias toxinas, son que las condiciones del medio de ensayo son distintas

en los experimentos de unién a membranas sinaptosomaies y en los
experimentos de bloqueo de canales en ovoci H cor o8
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Figura 17 A Esquema propuesto por Aiyar et al., 1996 de la regién del poro
en el canal de potasio Ky 1.3; la numeracién se basa en la secuencia del
canal Shaker. B. Secuencias de aminoacidos en la regién del poro de cuatro
subtipos de canal de potasio. En negritas se indican los residuos que se han
propuesto que forman parte del filtro de selectividad.
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incluyen: temperatura, pH, fuerza idénica, composicién bioquimica de cada
preparaciéon (patrones de glicosilacién de las subunidades o, presencia de
otras subunidades protéicas que pueden interactuar con los canales de
potasio). También se ha sugerido que la integridad funcional de los canales

de potasio en la fraccién membranal puede estar afectada (Lew et al.,

1997).
FUNCION DE LA LISINA 28 EN LA NOXIUSTOXINA

En las toxinas de alacran se bhan identificado distintos residuos
implicados en las propiedades de unién de las toxinas cortas con los
canales de potasio (Stampe et al., 1994; Harvey et al., 1995). Entre estos
aminodcidos existe uno que juega un papel crucial, relacionado con la
capacidad de estas toxinas para bloquear las corrientes de potasio. Este
aminodcido es un residuo de lisina, que se encuentra conservado en todas
las toxinas cortas de alacranes caracterizadas hasta hoy; por ejemplo
ChTX, AgTX2 y NTX (Bontems ef a/., 1992; Dauplais et al., 1995; Krezel et
al., 1995) (ver Figuras! y 19). Para ChTX y AgTX2 se trata de la lisina 27.

En estas toxinas ya se ha demostrado la funcién central de este
residuo (Goldstein y Miller, 1993; Hidaigo y McKinnon, 1995). La funcién de
esta lisina “activa” esta relacionada con la propiedad de las toxinas para
.bloquear los canales de potasio. La cadena lateral de la lisina penetra en el
poro del canal y el grupo e—amino bloquea el flujo de los iones de potasio,
que son conducidos a través del poro (Giangiacomo et al., 1992; Goldstein y
Miller, 1993; Aiyar et al., 1995; Ranganathan et al/.. 1996), (ver Figura 4).
La longitud de la cadena alifatica de la lisina activa no afecta las
propiedades de bloqueo de isoformas sintéticas. En estas isoformas (no
naturales) se ha sustituido la cadena latera! de la lisina con cadenas mas
cortas, pero conservando el grupo amino en el extremo de la cadena; de
esta manera, su efecto en la potencia de la toxina es pequefio o no cambia.
Por otra parte, el pape! de la amina terminal se demostré al sustituir por
asparagina o por norieucina (que asemeja a la lisina pero carece de la
amina). Estas modificaciones reducen la potencia de Jla toxina en 300
veces (Aiyar et al., 1995).

En la molécula de NTX la K28 ocupa una posicién similar a la lisina
activa de ChTX y AgTX2 (ver Figuras 18 y 19). Los datos obtenidos en este
trabajo, son indicativos de que la Lis28 de NTX, Que se encuentra
estructuralmente en la misma posicién, tiene un papel similar al descrito
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Figura 18 Comparacién de las superficies de unién de tres toxinas de
alacrén y una toxina de anémona marina. Los residuos importantes en la
actividad de estas toxinas, se localizan en una superficie plana. La lisina activa
(azul) se ubica en el centro de estas estructuras, para que su cad lateral p

en la regién del pora del canal y bloquee el flujo de los iones de potasio. Los
residuos aromiticos e hidrofébicos (amarillo) contribuyen a la estabilidad del
complejo toxina-canal. Otros residuos basicos (azul) en esta superficie también
contribuyen en esta interaccién.
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propuesto para la K27 de ChTX y de AgTX2. La mutante K28E de NTX se une
con menor afinidad a la fr. i6n sinap I; sin bargo., fa mutante
K28R se une en la misma proporcién que NTX. La cadena alifdtica de
giutdmico es de menor longitud y el carécter negativo de la cadena fateral
de la mutante K28E puede aumentar aun mas la inestabilidad de! complejo.
Esto se puede explicar por la presencia de cuatro residuos de asparticos
(D402) en la entrada de! poro del canal, como se propone en el modeio de
Aiyar et al/., (1995) y Ranganathan et al., (1996), los cuales pueden repeler
al residuo de glutamico de la mutante K28E (ver Figura 17). En e! caso de
ia mutante K28R, se observé que la afinidad hacia los canales de
sinaptosomas es la misma que la toxina nativa, mientras que en el bloqueo
de canales K,1.1. esta mutante tiene el mismo comportamiento que la
mutante K28E. La misma interaccién con los sinaptosomas de K28R, podria
sugerir que, el sitio donde interacciona la lisina activa depende de Ila
carga y no del grupo cargado en la cadena lateral, la arginina tiene una
cadena alifatica de menor jongitud y el volumen del grupo guanidino es
mayor al del grupo amino de la lisina. Sin embargo, antes de asignar una
forma alternativa de interaccién, es necesario que los canales de cerebro
de rata, sean expresados en el mismo sistema en donde esta siendo
expresado el canal K,1.1, para que los experimentos sean comparables.

Por otra parte, ambas mutantes, K28E y K28R, bloquean los canales
de potasio Ky1.1, a concentraciones mayores que la nativas, ambas tienen
la mayor 1Cso de todas las variantes ensayadas, 10.8 uyM y 7.41 uM
respectivamente, lo cual coincide con datos para mutantes en la K27 de
ChTX y AgTX2, en donde se observa que estas mutantes de K27 tienen el
maximo efecto desestabilizador del complejo toxina-canal, representado
por los mayores valores de ia constante de di jiaciéon. (G in y Miller,
1993; Hidalgo y McKinnon, 1995).

RESIDUOS DEL EXTREMO CARBOXILO TERMINAL
AMIDACION DEL CARBOXILO TERMINAL

Una diferencia que presenta NTX, en comparacién con ta NTX nativa,
fue la ausencia de la amidacién en el extremo carboxilo terminal. Esto se
pudo demostrar por la diferencia en los tiempos de elucién en HPLC como
lo demostraron previamente Nutt et al/. (1992). Datos previos de HPLC y de
NMR indican que la NTX se encuentra amidada en el carboxilo terminal y
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que corresponde al residuo de la asparagina 39 (Nutt et al/., 1992;
Drakopoulou, &t al., 1995; Dauplais et al., 1995). Este tipo de modificacién

-.postraduccional es un requerimiento para la actividad bioldgica de algunas

toxinas, de ciertos neuropéptidos y hormonas. En la apamina, una
neurotoxina del veneno de abeja, la amidacién en el extremo amino
terminal es importante para su actividad bloqueadora de canales de K
activados por calcio y de baja conductancia (Devaux et al., 1995). La toxina
POS5, del alacran Androctonus mauretanicus mauretanicus, no esta amidada
naturalmente en el extremo carboxilo terminal, pero un analogo sintético
amidado en esta posicion, provoca que POS5 se una irreversiblemente a su
receptor (Sabatier et al., 1993). El! papel de otras modificaciones
postraduccionales en toxinas de alacran puede ser importante, como (o es
el caso de la ChTX, que presenta una modificacién en el primer residuo (E),
el cual esta en forma de piroglutamato (Gimenez et a/., 1988). La ausencia
de esta modificacion en ChTX afecta sus propiedades bioactivas. En el caso
de la NTX, demostramos que la ausencia de esta modificacién no influye
en las propiedades biolégicas ensayadas de NTX, ya que los datos de
toxicidad en ratones, unién a sinaptoscmas y bloqueo de canales i6nicos Ky
1.1, son similares a los descritos para NTX nativa. La ausencia de esta
modificacion postraduccional en NTX, se debe a que en £. coli no se
realizan estas modificaciones.

RESIDUOS Tir-Asn-Asn (AYNN)

Para el caso de la mutante consistente en ia eliminacién de los

titimos tres residuos (AYNN), se observs, por HPLC que, la supresién de
este péptido no modificd su tiempo de retencién con respecto al de la NTX,
mientras que su capacidad de desplazamiento de 125I-NTX, a las
membranas, disminuye un orden de magnitud, y su capacidad de bloqueo de
los canales de potasio presenta una ICso de 5.87 uM, la ICsp de NTX es de
24.4 nM.
Analizando un modelo hipotético de la region del poro del canal K,1.3
(Figura 17), y su interaccién con otras toxinas, se podria predecir que la
asparagina 39 puede estar interaccionando con alguno de los aminodcidos
de la base del canal (Aiyar et al., 1996). Esta asparagina esta ocupando una
posicién espacial relativa similar a ta R25 de ChTX y a la R24 de AgTX2
(ver la Figura 18 y Figura 19). La importancia de estos dos residuos en la
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Figura 19 Superficie de unién de la NTX. La hoja B-plegada de la molécula
es una superficie plana. en la que se localizan residuos importantes pura la
actividad de NTX. La K28 (azul) se localiza en el centro de esta superficie. La
Y37 y la M30 (amarillo) en otras toxinas son importantes para la unién con los
canales de potuasio dependientes de voltaje. La N39 y la N31 (pirpura) se
localizan en posiciones aproximadas a residuos que son importantes en ChTX y

AgTX, ver texto.
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interaccién con el canal de potasio tipo Shaker ha sido demostrado para
ambas toxinas (Park y Miller, 1992; Krezel et al., 1995). El residuo
aromatico (tirosina) se encuentra conservado en varias toxinas cortas de
atacran. Los experimentos de mutagénesis lo identifican como un residuo
que participa en la unién de ChTX y que forma parte del grupo de
aminoacidos energéticamente importantes para el bloqueo del canal de
potasio. Este residuo interactua con la M448 del canal Shaker. Para el caso
de la ChTX, esta diada esta formada entre la K27 y la Y36, para la AgTX2
es la K27 y la F25 (ver Figura 18).

Establecemos que, a diferencia de la hipétesis de Gurrola y Possani
{(1995), en la porcién carboxilo terminal de NTX i Yy aminodécid
involucrados en la unién de NTX con los canales de potasio de
sinaptosomas y tos canales K,1.1. Sin embargo, es necesario discemir el

papel relativo que tiene cada uno de los residuos eliminados en dicha
interaccion.

RESIDUOS EN EL EXTREMO AMINO TERMINAL

En la Figura 20 se indica la posiciéon de los residuos del amino
terminal. Las variantes T1, 12, 13, N4, V5, y S9, substituidas por alanina,
no mostraron una modificacién de las propiedades de unién de NTX; a
membranas sinaptosomales, ya que sus curvas de desplazamiento fueron
las mismas para la NTX nativa y ta NTX,. Por otra parte, el efecto de estas

‘mutaciones en la interaccién con el canal Ky1.1 no fué probado.

LISINA ¢

Los ensayos funcionales de la mutante K6A demostraron que @s un
residuo importante en el bloqueo a los canales Ky1.1 (ICspo= 3.33 uM) pero
no en la unién a la fraccién sinaptosomal. La K6 se localiza en una asa de
la porcién amino terminal de la toxina. Este residuo de lisina ademas se
encuentra dispuesto en un plano opuesto al de la K28. La cercania con la
T8, otro residuo de NTX que se demostré que también es importante,
permite sugerir que la K6 estaria interaccionando con algun residuo de las
asas HS5 de ta subunidad a del canal de potasio y que forma parte de la
pared del vestibulo del canal, como se indica en las Figuras 17 y 22. La
presencia del residuo E378 en el canal K,1.1, cercano al residuo de la H380
que interacciona con la T8, lo hace un candidato a mutagenizar para
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establecer si este interacciona electrostidticamente con la K6. Se ha
demostrado en otros trabajos que ocurren interacciones electrostiticas
entre residuos de toxinas y residuos del canal (Stocker y Miller, 1994). En
ChTX se demostré que el residuo K11 interacciona electrostaticamente con
la K427 sobre el canal tipo Shaker (Stocker y Miller, 1994). En NTX existe
también una lisina en la posicién 11. En los canales K,1.1, K,1.2 y K,1.3, ia
posicion homdloga a la 427 del Shaker esta ocupada por una serina, una
prolina y una asparagina, respectivamente; por lo que una interaccién
electrostitica sdélo se podria establecer con la arginina del canal K,1.3.

La identificacién del residuo de K6 permite proponer otras
mutaciones sobre esta misma posicién., para tratar de establecer Ia
naturaleza de su interaccion con el canal de potasio Ky1.1. El hecho de que
ia mutante K6A no varie sus propiedades de unién hacia los canales de los
sinaptosomas puede explicarse porque en estos canales, K,1.2 y K,1.3, la
interaccién entre la K6 y el receptor no sea relevante en el fenémeno del
desplazamiento de 125|-NTX; esto es, que este residuo no contribuye en la
asociacién de la toxina con el canal. Otra explicacién es que no existan
residuos sobre estos canales que puedan interactuar con la K6 o que esta
interaccién no sea critica en la unién a los sinaptosomas. Cabe recordar
que en las preparaciones sinaptosomales estan presentes
heterotetrameros de los subtipos Ky1.2 y K,1.3, y los sitios de interaccién
pueden ser diferentes a aqueflos del homotetramero de K,1.1.

PUENTE DISULFURO 7-29

En este caso, se detecté la expresiéon de la proteina de fusién de esta
variante, sin embargo no fue posible aislar el péptido correspondiente por
HPLC, ya que no se detecté un pico en el tiempo de elucién esperado. Esto
puede deberse a que el plegamiento de la variante fué cdiferente o que el
péptido no sea estable a la digestién enzimatica, lo cual puede ser
indicativo de la importancia de este puente disulfuro para el plegamiento
y la estabilidad de NTX. Hay que recordar que los tres puentes disulfuro de
NTX forman un nucleo compacto.

Si el tiempo de retencién de esta mutante varié en HPLC, un ensayo
de ELISA empleando anticuerpos policlonales anti-NTX de los péptidos
aislados por HPLC podria ayudar a identificar la presencia de un
componente parciaimente plegado de esta variante de NTX;. Existen datos
en donde e! papel del puente disulfuro equivalente al 7-29, en la
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Figura 20 Porcidn amino terminal de NTX. Los residuos K6 y T8 que
afectan el bloqueo de los canales Kv1.1, se encuentran alejudos de la superficie de
unién de NTX. Si el plano que definen los residuos de la superficie de unidn,
estdn en contacto con la buse del canal (Figura 4) entonces la K6 y la TS se
encuentran por arriba de este plano, y podrian interaccionur con algtn residuo de
la pared del vestibulo del canal.
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scyllatoxina, no influye en las propiedades de plegamiento ni en su
afinidad hacia sinaptosomas de cerebro de rata y toxicidad en ratones
(Sabatier et al.. 1996). Para el caso de NTX, entonces, este puente puede
ser importante para su plegamiento y/o para la estabilidad de la molécula.

TREONINA 8

La mutante T8A mostré que la treonina participa en la interaccion
con el canal K,1.1, expresado en ovocitos: por otro lado, no se hicieron
ensayos de desplazamiento con este péptido. Este r 10 en e! modelo de
la molécula de NTX se ubica en la cara opuesta a la regién de ia hoja 13,
que esta en contacto con el poro del canal. La T8 se encuentra en-una asa
en el extremo del eje principal (~22A) de la toxina. En el modelo del poro
de! canal de potasio K,1.3, se ha podido definir que el mismo residuo de
T8 en ChTX interacciona con la Gli380 del canal K,1.3. En este caso, esta
interaccién es relevante en la unién de ChTX con la regién del poro del
canal (ver Figura 17) (Aiyar et a/ ., 1995).

Para la NTX, la interaccion de la T8 se establece, por homologia. con
la His3B0O del canal K,1.1; éste residuo se localiza cerca del! borde del

vestibulo del canal (ver Figura 17).

En nuestro grupo se caracterizaron dos isoformas naturales de
toxinas, bloqueadoras de canales de potasio (Pi2 y Pi3), del alacran
Pandinus imperator que difieren tan sélo en un residuo en la posicién 7:
‘una prolina en Pi2 y un glutamico en Pi3. En NTX este residuo equivale a la
prolina 10. Los ensayos de bloqueo de canales Shaker B, expresados en
células Sf9 de insecto, mostraron que Pi2 tiene una Kp= 8.2 nM, mientras
que Pi3 tiene una Kp= 140 nM (Gémez-Lagunas et al., 1996). Por otra parte,
una isoforma de ChTX, denominada CTX-2, que también muestra una
sustitucion de la Val5 por un residuo de glutamico, presenta una
disminucién en la capacidad de desplazamiento con respecto a ChTX
(Harvey et al.,, 1995). Asi, los datos anteriores indican que la regién amino
terminal, o sea los primeros nueve aminodcidos de NTX, también participa
en ta interaccién con residuos sobre el canal de potasio K,1.1.

ANALISIS DE LA RELACION ESTRUCTURA-FUNCION EN NTX

La moiécula de la NTX comparte varias caracteristicas de las toxinas
cortas de alacran. Esta es una molécula globular y compacta con un
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plegamiento a/p, y esté estabilizada por tres puentes disulfuro, los cuales
forman un nucleo compacto. La presencia de siste residuos de lisina
inducen un potencial positivo alrededor de la lécula. La iécula de
NTX, al igual que otras toxinas cortas, es una estructura rigida, sus
elementos de estructura secundaria son una hélnce corta que abarca los
residuos 10 a 20: presenta tres denas 1B las cuales forman una
hoja B, (ver Figura 2). Asi, la estructura globular de NTX presenta dos
caras distinguibles, una definida por la hoja 3 y ia otra por la hdélice
(Dauplais et al., 1995).

En el estudio de la interacciéon de distintas toxinas bloqueadoras de
canales de potasio, se ha definido ia presencia de residuos de aminofcidos
sobre las toxinas que son importantes en la actividad de bioqueo y las
propiedades de unién con el canal de potasio. Asi, para e! caso de la ChTX,
se ha detectado una regién de la molécula en donde se localizan estos
residuos (Stampe et al., 1994). Estos autores han clasificado a ilos
residuos de ChTX como cruciales, indiferentes y no Impon-nto.. Por otm

parte, Hidalgo y McKinnon (1995) midieron la inter de ia ir
., sobre Ol

entre los residuos de la AgQTX2 con residuos compl

poro del canal de potasio tipo Shaker B y calcularon termodinamicamente
cada una de estas fuerzas. Para el caso de la AgTX2 estos residuos son:
K27, R24, R30, F25 y M30; para la ChTX son: K27, Fl25 N30, YSG Wi4 y
M29. En la Figura 18 se pueden ob var la disp ) pacial de
residuos.

El par toxina-canal. es un ejemplo de interaccién de un par ligando-
receptor, en donde la interfase entre las dos moléculas la forman varios
resiuos, pero sélo un grupo de residuos son importantes en la
estabilidad termodinamica del complejo. Por ejemplo, ia afinidad de ia
hormona humana del crecimiento (hGH) hacia su molécula receptora
(hGHbp), depende de manera critica de ocho residuos que forman un “parche
compacto”. Este parche interacciona con residuos de la molécula receptora
formando una interfase (hGH-hGHbp). El drea de la interffase hGH-hGHbp
abarca una superficie mayor que el area de! parche, sin embargo, la
contribucién energética a la estabilidad del complejo hGh-hGHbp depende
de los residuos del parche y al cual denomina epitope funcional, Wells
(1996). Por otra parte, Jones y Thornton, (1996) analizan algunos
complejos proteina-proteina depositados en el PDB, estos autores
proponen la presencia de un “parche hidrofébico™ en las interfases de
interaccién proteina-proteina, el cual permite estabilizar estos
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complejos.

Asi, el par toxina-canal de potasio, parece no ser la excepcién en
cuanto a la presencia de un parche de residuos energéticamente
importantes concentrados en ta interfase y que proven estabilidad al
compiejo. La lisina activa junto con los residuos indicados estarian
formando parte de wuna superficie de unién, todos estos residuos se
locatizan en ia cara de la (-plegada. Asi, un grupo de cuatro o cinco
aminoacidos que incluye a la lisina activa, residuos aromaticos, la
metionina, los residuos de arginina y asparagina de la ChTX y la AgTX2,
definirian la cara de estas toxinas cortas, que interaccionan con la region
de! poro de los canales de potasio dependientes de voltaje (ver Figura18).
Sin embargo, otros residuos que no se localizan en esta superficie de
unién, pueden contribuir en la interaccién de la toxina con el canal. La
mayor parte de las interacciones entre las toxinas cortas, se darian con
ciertos residuos de la base del canal de potasio (Aiyar et al.. 19985),
mientras que, en teoria, son posibles otras interacciones entre ia toxina y
el canal por existir una superficie de contacto mayor a la definida por el
grupo de residuos concentrados alrededor de Ia lisina activa de la toxina.

El mecanismo probable para la interaccién de NTX con los canales
Kv1.1, 1.2 y 1.3, es el mismo que para ChTX y AgTX2, por comparacién de
los modelos de Miller (1992) y Aiyar (1995). Asi, la K28 de NTX es la
lisina activa, la cual penetra en el poro del canal que conduce a los iones
potasio. Los residuos de M30., N39, N31 y Y37 formarfan el grupo de

-residuos involucrados en la estabilizacién de la interaccién de NTX con el

vestibulo del canal (ver Figura 19). El papel de estos residuos, se tiene que
demostrar con experimentos de mutagénesis dirigida, ya que, en el caso de
la mutante truncada AYNN, se debe definir la contribucién de cada uno de
los tres residuos a la unién de NTX a sinaptosomas y al bloqueo del canal
de potasio Ky1.1 .

Corretacién con datos previos. Como se indica en jos
antecedentes, en nuestro grupo (Gurrola et al., 1989; Vaca et al., 1993 y
Gurrola y Possani, 1995) se demostré que péptidos de la regién amino
terminal de NTX, son capaces de desplazar a 1251-NTX de las membranas
sinaptosomales y de bloquear los canales de potasio dependientes de
calcio de baja conductancia de células endoteliales de aorta bovina,
ademas de ser, algunos de estos, téxicos a ratones. E! péptido minimo de
NTX que tiene actividad bloqueadora es TIINVK (iICso~ 495.34 uM), e! cual
incluye a la lisina 6 y que se identific6 en este trabajo como importante.
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Figura 21 Modelo esquemitico de la inter ién NTX 1. Este modelo
se basa en el propuesto por Miller (1995). Se muestra el espacio en el vestibulo
del canal formado por las regiones del poro (P) del canal. El canal del poro se
localiza en Ja parte central en la base del vestibulo. Las dimensiones del canal,
permiten a NTX acomodarse en el vestibulo. La hoja B-plegada de NTX contacta
la base del canal con los residuos K28, Y37, M30, N31 y N39; los residuos K6 y
T8 estdn en un plano distinto a la hoja B-plegada y es posible que contacten a
residuos de las paredes del canal.
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El nonapéptido TIINVKCTS tiene actividad téxica (200 ug/20g de peso) y
de bloqueo (ICs0~43.3 uM) e incluye, ademas de la K6, a ia T8, la cual es
importante en el bloqueo del canal K,1.1, E!l eicosapéptido
TIHNVKCTSPKQCSKPCKEL también es téxico (200 ug/20 g de peso) y
bloquea con una ICs50~4.94 UM, por lo que se puede suponer, que hay mis
residuos que interaccionan con el canal de potasio de baja conductancia.
NTX es téxica a ~50 ug/20g9 de peso y bloquea con una ICso~ 0.31 uM.
También los péptidos del extremo amino terminal de NTX, pueden despiazar
125|-NTX de las membranas sinaptosomales de rata, por ejemplo, los
péptidos 1-14, 1-21 y 11-39, con una [Cs0 de 160, 800 y 250 nM
respectivamente, Gurrola, (1994). En este trabajo. se demostré que fa K6 y
la T8 son parte de los residuos involucrados en la regién amino terminal
de NTX para bloquear al canal Ky1.1 (ver Figura 20), pero estas mismas
mutantes desplazan a 1251-NTX igual que NTX nativa, por lo que se pusde
decir que los residuos per se, no son importantes en la interaccién con los
canales sinaptosomales pero si contribuyen al bloqueo de los canales
Ky1.1. Estos resuitados ayudan a explicar por que ios péptidos sintéticos
de la regiésn amino terminal de NTX son capaces de desplazar a la 1251-NTX
y de bloquear los canales de potasio: en estos péptidos estan presentes los
residuos de K6 y T8, estos pueden competir con 125|-NTX, en los sitios del
canal en donde la K6 y la T8 interaccionan con el canal de potasio. Los
péptidos de mas de nueve residuos desplazan y bloquean a menor

concentracién, por lo que se puede pensar que hay mas residuos en el
- amino terminal que contribuyen en la interaccién de NTX con el canal. La
generacion de otras mutantes puntuales en esta regién de NTX ayudara a
identiticar estos residuos.

Estos datos son indicativos de que la porciéon amino terminal, aunque
no forma parte de la supetficie de unién concentrada airededor de la lisina
28, si forma parte de la interfase toxina-canal, que esta en contacto con
el vestibulo del poro y contribuye con los residuos K6 y T8 al bloqueo del

canal K,1.1. También, cabe mencionar, que los residuos que contribuyen a
potasio no r iamente se

una interaccién especifica con el canal de p
concentran en la superficie de unién. En la Figura 21 se muestra un
esquema hipotético de la interaccién de NTX con el canal de potasio Kvi.1
basado en los modelos que se han propuesto para la interaccién de toxinas
cortas con canales de potasio dependientes de voltaje. Por lo antorlor. e
establece que en la regién del amino terminal de NTX i ? amir

K6 y T8 entre ellos, que contribuyen en la unién con ios canales de potasio
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Ky1.1. Sin embargo, queda por determinar la naturaleza de esta interaccion
y su posicion relativa dentro del vestibulo del canal. Por otra parte., para
poder comparar estos resultados con los datos observados en los canales
de sinaptosomas esS necesario expresar esos canales en el sistema de
ovocitos en donde se express el canal Ky1.1, ya que, la organizacién de los
canales dependientes de voltaje, en cerebro, es compleja debido a la
formacién de heterotetrameros de los canales K,1.1 y K,1.3.

En cuanto al papel de la porcién carboxilo terminal, en experimentos
previos Gurrola, (1994) se encontré que el péptido MNGKCKCYNN no
desplaza a 1251-NTX de membranas sinaptosomales, aun a concentraciones
de 100 mM y no bloquea al! canal de potasio de baja conductancia de células
endoteliales de aorta bovina (Vaca et al..1993). En el presente trabajo se
demostré que la porcién carboxilo terminal (YNN), si contribuye en la unién
a sinaptosomas de cerebro de rata y al bloqueo de canales de potasio K,1.1.
Por comparaciéon con los modelos de la ChTX y ia AgTX, la N39 y la Y37
podrian jugar un papel funciona! en esta regién de NTX. Ambos residuos se
localizan en la regién de la 3 plegada. La evidencia que apoya este
argumento es que en ChTX se puede identificar un residuo de Y36 y de R24
en posiciones similares y que para esta toxina se ha demostrado que estos
residuos son criticos en el bloqueo del canal Shaker (ver Figura 18). Por lo
anterior, se puede decir que ila porcién carboxilo terminal puede no ser
importante en el bloqueo del! canal de potasio de baja conductancia pero si
en el bloqueo del canal K,1.1. Asl, es posible que la NTX establezca

- distintos contactos con los canales de potasio, lo cual podria explicar por

que en el caso de un canal sea critica la porcién amino terminal, mientras
que en otro sea mas critica la porcién carboxilo terminal. Sin embargo, es
necesario hacer la advertencia de que, la faita de la porcién YNN en NTX,
pueda afectar el plegamiento de !a molécula, y por io tanto, el efecto
observado se deba a un plegamiento incorrecto de NTX y no al segmento
YNN propiamente dicho, lo anterior se debera comprobar por andlisis de la
estructura de esta variante.

En comparacién con otras toxinas bloqueadoras de canales de
potasio, como las toxinas de anémona, se ha descrito el papel de la lisina
activa y del residuo aromdtico cercano a la lisina, es compartido con |as
toxinas de anémona marina (BgK) y (ShK) producidas por Bunodosoma
granulifera yStichodactyla helianthus. Estas toxinas bloquean canales de
potasio, con un mecanismo que probablemente sea similar al de las toxinas
cortas de alacran. Sin embargo, tienen una estructura tridimensional
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Figura 22 Superficie de unién de BgK. LLu toxina BgK bloquea los mismos
canales de potasio que las toxinus cortus de uluerin: sin embargo, esta adopta otra
conformacidén. En lu superficie plana de BgK. que definen las dos helices (azul) se
identificaron los residuos criticos (K25 y Y26) puara la interaccién con los
canales. Asf, las toxinas cortas de alacrin y algunas de anémonu, con estructuras
distintas, convergieron para unirse 2 su receptor con una lisina y un residuo
aromadtico que son criticos en la actividud de ambos grupos de toxinas (Dauplais

et al., 1997).
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distinta, por que los tres puentes disulfuro se organizan de otra forma
(Tudor et al., 1996). Estas toxinas presentan también una cara plana que

interacciona con la boca del canal de potasio, de manera similar a las
1996). Esta cara esté definida por

toxinas de alacran (Pennington et al.,
Experimentos de mutagénesis han

dos hélices cortas (ver Figura 22).
demostrado que la unién de estas toxinas a sus receptores depende de

manera importante de una lisina, para BgK es la K25 y para ShK es la K22.
Otro residuo importante es un residuo de tirosina, en BgK es Y28 y en
ShK es Y22 (ver Figurm 18). Dauplais et al. (1997) ] Y qQue 2 {
toxinas de anémona convergieron funcionalmente con las toxinas cortas de
alacrén, para unirse y bloquear canales de potasio dependientes de voltaje,
mediante un mecanismo similar. En este caso, las toxinas de BdK y ShK
adoptaron una conformacion distinta, pero conservaron el residuo activo
de ia lisina y ademas un residuo aromitico equivalentes a los de las

toxinas de alacranes.
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CONCLUSIONES

1 - Se demostré que, es posible la expresion en E. coll de NTX, con las
bi ivas de la NTX nativa.

prop
2.- Se demostréo que, ia produccldn de NTX rccornblnamo en sistema de

expresion heterélogo, aqui es cantidades del
orden de miligramos por litro do cultivo do la toxina recombinante. Sin
embargo, se debera de tomar en cuenta que en este de P {6

no se llevan a cabo las modificaciones postraduccionales que se han

detectado en las toxinas de alacran.

3.- La amidacién de Ila asparagina 39, extremo carboxllo terminal,

parece tener un papel! importante en las propiedad bi vas (
unién a la fraccién P; de sinaptosomas y bloqueo de ios canales K,1.1) de

NTX,.
para generar las mutantes,

4.- E! entoque del barrldo por alaninas,
permitié identifi r 108 pecificos implicad en la interaccién de
ia NTX, con la fracci6n P> de cerebro de rata, y los canales de potasio

K,1.1 exprasados en ovocitos.

5.- Se demostré que, en la regién amino terminal de NTX, entre el residuo 1
y 9, hay residuos de aminoacidos (lisina 6 y treonina 8) que contribuyen
con la interaccién de NTX con los canales de potasio. Lo anterior permitié
confirmar datos previos de nuestro laboratorio, que identifican el papel

funcional dei amino terminal de NTX.

6.- En NTX la lisina 28 es el residuo equivalente a la lisina 27 de ChTX y
AgTX, en cuanto a su papel critico en la unién a la fraccidn P3 y el bloqueo

de canales de potasio.

7.~ El tripéptido del extremo carboxilo terminal Tir-Asn-Asn, parece tener
un papel en la interaccién con los canales de las membranas de cerebro de
rata, y con el canal de potasio K,1.1 expresado ean ovocitos.
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PERSPECTIVAS

a) Por el hecho de que la expresion de toxinas cortas hasta ahora ha
demostrado ser viable, es posible entonces, expresar nuevas toxinas de
manera funcional, sin conocer su secuencia nucleotidica y partiendo solo
de la secuencia primaria para “disefar” los genes de estas toxinas. Es
posible la sintesis de nuevos genes de toxinas cortas, empleando solo un
par de oligonucledtidos sin necesidad de usar varlos oligos como se hizo
en el presente trabajo.

b) Para definir los residuos sobre el canal de potasio, involucrados en la
interacciéon con !a toxina, es necesario generar mutantes complementarias
(sobre la toxina y el canal idnico). Lo anterior permite identificar el tipo y
la magnitud de las interacciones que mantienen unidas a la toxina y et
canal. De lo anterior, se desprende la posibilidad de que se puedan emplear
distintas toxinas afines hacia un mismo canal, y demostrar si para cada
interaccién toxina-canal se establecen interacciones particulares o si
estas son comunes para las toxinas que afectan a los canales de potasio
dependientes de voltaje.

c) Las mutaciones que det on residuos de interés en la capacidad de
NTX, de unirse a membranas y/o bloquear los canales K,1.1 ahora son

. candidatos para caracterizar el tipo de interaccién con el canal.

d) Otros residuos sobre la estructura de NTX a estudiar: son aquelios de ia
porcién de a-hélice: los residuos alrededor de la lisina 28, la metionina
30, asparagina 31, y lisina 35. Tambien los ultimos residuos Tir 37, Asn
38 y 39 son candidatos para generar mutantes puntuales.
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SYNTHESIS AND EXPRESSION OF THE GEN CODING FOR NOXIUSTOXIN A K+
CHANNEL-BLOCKING PEPTIDE FROM THE VENOM OF THE SCORPION
CENTRUROIDES NOXIUS. Toxicon 34: 1413-1419.

En este articulo se describe el diseflo, la sintesis y la expresién de ia NTX,
(Noxiustoxina recombinante).
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F. Martinez, B. Becerril, G. B. Gurrola, B. M. Martin and L. D. Possam.
Synthesis and expression of the gene coding for noxiustoxin, a

channcl-blocking peptide from the venom of the scorpion Centruroides noxius.
Tovxicon 34, 1413-1419, 1996.—A sct of six synthetic overlapping
oligonucleotides coding l'or noxiustoxin were coupled into a continuous DNA
fragment by means of recursive polymerasec chain reaction. The polymerase
chain reaction product was digesicd with Sa/l and Hind111, ligated into the £,
coli vector pCSP105 and cxpressed as a fusion protein. The fusion protein was
purified and digested with trypsin and the hydrolysis products were scparated
by high-performance liquid chr hy. Approxi ly 1.3 mg of
recombinant noxiustoxin per liter of culture was obtained. Amino acid analysis
and N-terminal amino acid scquence of the rccombmdnl noxlusloxm confirmed

the 1 ide of the ci. d DNA. ding exper usmg rat
br;nn synaplosomal membrancs revealed thut recombinant noxiustoxin
d bound radioactive native NTX with a similar efficicney to cold native

noxiustoxin. Copyright @ 1996 Elsevier Science Lid

INTRODUCTION

Noxiustoxin (NTX) a 39 amino acid peptide purified from the venom of the Mexican
scorpion Cmururoulc: noxius Hoﬂ'munn (Possani ¢t af., 1982), was the first animal toxin
described as a K> 1 blocl (Carbone er al., 1982). NTX can reversibly
block several types of K * channcls, including the delayed rectifier (Carbone ef al., 1982),
voltage-gated K* channcls from human T-lymphocytes (Sands er al., 1989),
Cu?*-activated K* (KcJ) chuannels from skeletal muscle (Valdivia e al., 1988) and

*Author to whom should be

1413
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whole-cell Kq, currents from bovine aortic endolhelml cells, but not the inward recnfer

(Colden-Stanfield er al., 1990).

We have shown that the synthetic peptides corresponding to the amino acid sequence
1-9, 1-20 and 1-39 are toxic 1o mice, producing similar effects to those induced by injection
of native NTX, including ncurotransmitter release through K* channels (Gurrola ¢r al.,
1989). These results suggest that the amino-terminal segment of NTX might be involved
in channel blocking. We have also shown that rcgnon 1-6 is the minimum sequence
required to block a Kc, channel from bovine aortic endothelial cells (Vaca et al., 1993)

using synth

Recent binding and d experiments on rat brain synap
ically or chemically, revealed that the

peptides and "NTX modified cither 'y
N-terminal segment including part of the a-helix is implicated in the recognition of brain

K * channeis (Gurrola and Possani, 1995

Recently, our interest has been focused on the synthesis und expression of the DNA |
region encoding NTX to study further the structure—function relationships by generating
different mutant NTXs using site-specific mutagenesis of the synthetic DNA coding for
native NTX.

In this paper we report the synthesis and expression of the DNA segment encoding
NTX. We also present some results on the biological properties of the recombinant NTX
compared with those of native NTX.

"MATERIALS AND METHODS

Design and 2 nthesis of ../mmm tootides
A sct of si xcd for the of the DNA encoding NTX [Fig. !(a)]} was designed from
the nu&h:ulld: segucnoe dcrlvwd frnrn the ulllmo wuid xequence of NTX (l'mum 2 al., 1982). This nucleotide
of the (Genetics Ce Group.

using ¢

" GTCGACGGATCCATCGAAGGTCGTACCATCATCAACGTTAAATGC
TTT4 TGCATTTAACGTTGAT

GCACGGTTTGGAGCACTG
TGCTCCAAACCGTGCAAAGAACTGTACGGTTCCTCCGCTGGTGCT

GTAGCATTTGCATTITACCGTTCATGCATTTAG
AAATGCAAATGCTACAACAACTAAGAATTCCAAGCTTAT

ATAAGCTTGGAATTCTTAGT

BOALDN

2 6

 Fig. for the i of the DNA
i, used for the lynlhn!l of Ihe DNA legn;:nl
A.

() of the six
encoding NTX; (b) arruy of the six oligonucleatides rnnmn‘ a partially double-stranded D!

Arrowheads indicate 3° ends of the s
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GCG) from the L ity of di Wi, US.A.). The it ‘was 10
contain the prercnm-ul =odnn usage for E. coli.

onaf i i E it Mudel 8905 nuclcic acid synihesis
sysicm using 3 istry.

Snshesin, cloning und expecssion of the DNA scgment oucoling nusivas
of (P and Pearl (1992) was

The mathod
is of the DNA e T [Fig. 1(0)]. ne FOR product wus digested with

applicd for the
Sull and Hind11] and ligated ino the cxpression vector ncsmos thindly provided by Dr Christopher Miller;
ve of lhe cloncd PCR product

Park «7 ul.. 1991) cut with the sume

wus determined on both strunds by micans of the Iul (U.S. ., U.S.AL).
Expression of NTX wus done in £, coli sirain BL21 (DE3) (also provided by Dr M-Il:r) NTX was up

afier IPTG induction as a fusion protcin wilth the product of gene 9 of bucteriophage T7. The region encoding
this fusion proicin is under the control of the T7 promoicr (FPark «f ol., 1991).

iearion of i .
Fution protein wus foldcd and purificd as dexcribed by Purk o al. (1991). A sample of ihe folded fusion profein
(317 j15) was digested with trypsin (S jigfmig of fusion prolcin: Signw Chemical Co., St Louis, MO. U.S.A.) for

12 hr a 37°CL Rsombmam NTX was purificd by column chromatography (OQxJOcm) using the
with 30 mM

car hyl-Cellulose (CM-C and
phosphuic builer. pH 6.0, umn; .4 Imc.nr gr::d-em from 0 1o 0.. M NuCI (Porsani ot ul l982). Pooled fructions
NT: G-l 3l finally hi ru.rru unwe

Mn-pcn .

liquid ;llrom.nn.,runhy (HI'LC) un aCn n.v-.rlc-nlule .cuupn.p.-ruuvu colunn l\vyd
nant und nnlive N‘rx-

The final yicld of NTX was 1.3 mg per liter of cullurc. A mixture of purificd reco
was acparaicd by HPLC on a culumn o the timex.

'y

Binding and di; on rat broin sy
Rau br.nn x) naptorome maibrancs u'qn.nnn P3) were i} ibed (Caticrall
ot al., 1979 Of NTX (N and Bayse. 19720) and bhu.hng m l'\ were p:rrormed us described

by \'uldl\ia ot al. (19W2).

RESULTS AND DISCUSSION -

Recursive polymerase cliain reaction

PCR reoaction gave a product of approximutcly 160 base pairs (bp) which were of the
size expected according to the stretich covered by synthiclic oligonucleotides (duatu not
shown).

Nucleotide sequence af the synthctic DNA cncoding noxiustoxin

The nucleotide sequence of ihe coding strund from the cloned PCR product is shown
in Fig. 2. The amino acid 3 sequence of recombinunt NTX was deduced from the nucleotide
sid to the reported sequence of NT X (Possani

and corresp T for r
er u/.. 1982).

Exprossion and purification of recombinant noxiustoxin

The results of expression and purificution of the fusion protein were similar to those
described for charybdotoxin (CTX) by Park et al. (1991). Although the cloned synthctic
sequence was designed to be cleaved specifically by the action of a proteuse (fuctor Xu),
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1 5
GTC GAC GGATCC ATC GAA GGT CGTACC ATCATC AAC GTTAAA TGC
val Asp Gly Serlle Giu Gly Arg Thrile lle Asn Vailys Cys
15 20

ACCTCC omAMCAGTGCTOCAM CCGTGC AAA GAA CTGTAC GGT
Thr Ser Pro Lys Gin Cys Ser Lys Pro Cys Lys Glu Leu Tyr Gly

25 30 3s
TCCTCC GCT GGTGCT AMMATGC ATG AAC GGT MMATGC AAA TGC TAC
Ser SerAla Gly Ala Lys Cys Met Asn Gly Lys Cys Lys Cys Tyr

39
AALC AAC TAA GAATTC CAAGCT TAT

Asn Asn End

. 2, i of the synthelic DNA

The nucleoude lcqucn:e of the coding strand of lh¢ producl of recursive PCR cloned in plasmid
PCSPLOS is shown. Biclow the amina acid scquence is given. The
numbers indicale the position of the amino acid m:du:l of recombinant NTX. A TAA siop cadon
NA NTX follows the

that was included as purt of the sy
lus1 codon (AAC; asparagine).

we decided to use trypsin because it is less costly and provides the same final products.
A small sample of the hydrolysis mixture wits separiated on a Ci, scmiprepurative column
und the components close to the retention times of the native NTX were recovered and
identified using polyclonal antibodics uguinst native NTX. The HPLC componcent closest
to the retention time of native NTX gave the strongest cross-reaction with polyclonal
antisera (data not shown), compared with other components that were also recognized.
This fraction was subjected to amino acid and sequence analysis. The first 28 amino acid
residues of recombinant NTX were confirmed by Edman degradation using a model
6400/6600 Prosequencer from Milligen (Division of Millipore Co., Milford, MA, U.S.A.;
data not shown). Amino acid analysis provided results similar to those obtained for native
P

NTX (data not shown). These results are in agr with the ide
determined on both strands of cloned DNA (Fig. 2,

Rerenrion rimes on HPLC of recombinant and native noxiustoxins

A slight difference in retention times (HPLC C,4 reverse-phase analytical column) was
detected between recombinant (24.68 min) and native (24.16 min) NTXs (F:g. 3).
i inimal, it was sufficiently signi to

Although the difference in retention times was
resolve two different peaks on the chromatogram. This phenomenon has also been

observed by others (Nutt e7 a/., 1993) when native NTX has been compared to synthetic
NTX. These authors found a shift to a higher retention time for synthetic NTX containing
a free carboxyl C-terminal, by 0.38 min using a C, column. Synthetic NTX amidated at
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Time {min)

Fig. 3. HPLC scpuration of purificd recombinant and native NTXs.

A mixture of recombinant (10 xg) und native (17.5 ug) NTXs was loaded on to a C,, analytical
reverse-phase colunin. The clution was obtuincd wilh a grudient from 0.12% triflucroacetic acid
id, d for 1 hr,

in water 10 60% in the of 0.10% tr acid, an
The rcicntion times lor nalive (n) and recombinant (r) NTXs wcre 24.16 min and 26.68 min,
respectively.

the curboxyl-end (aspuraginc-umide) had the sume retention timec as native NTX (Nutt
er al., 1993), suggesting that native NTX was amidated. In our case, using a C;, column
reversc-phase column, we detected a shift of 0.52 min between native and rceomblnanl
NTX. Thus, we assumec that neither the synthcetic nor the r bi t NTX is id:

at the carboxyl-cnd, while the native NTX is.

Binding and displ. of rec bis noxiusioxin on rat brain synaptosomal membranes
Rccombinant NTX (NTX.) displaced labelled native NTX (**I-NTX,) from
synaptosome membrancs in a very similar manner to cold native NTX displaced labelled
NTX, (Fig. 4). These results indicate that NTX, and NTX, are functionally identical in
their binding propcrncs to rat brain synapt and also indi that the amidation

of the C-terminus is not essential for the NTX-binding c.npacny.
ical and fi

In conclusion, this puper shows that recombinant NTX had
propertics identical to those of native NTX. The DNA scegment encoding NTX can be

mutagenized to obtain a sct of variants of NTX to study further the structure-function

relationships,
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Condiciones de PCR recursivo para sintetizar NTX, segun el

Anexo 2.-
étod| ito por Pod 2 y Pear (1992).

Las concentraciones de los oligonucleé P d fu
Oligonucleétido #1 30 picomoles

Oligonucledtido #2 0.3 picomoles

Oligonucledétido #3 0.3 picomoles

Oligonucledétido #4 0.3 picomoles

Oligonucledtido #5 0.3 picomoles

Oligonucieétido #6 30 picomoles

Las condiciones de reaccién de PCR fueron:

En un volumen final de 100 ulL

Buffer para Vent™ polimerasa 10 uL
Sulfato de magnesio 100mM 6 uL
dNTP’s 16 uL

Oligonucledtidos

Vept"' polimerasa Tul

‘Programa para llevar a cabo la reaccién de PCR recursiva:

Un ciclo

95 °C 1 minuto

Durante 30 ciclos se lleva a cabo el siguiente programa
85 °C 2 minutos

43 °C 2 minutos

72 °C 1 minuto

Al final de los 30 ciclos se agrega un intervalo de 10 minutos a 72 °C para
se las denas incompletas.

que terminen de sir
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Anexo 3.- Oligonucledtidos empleados para la sintesis de variantes de
NTX, en el extremo amino terminaf:

Qligonuciedtido #1 (T1A)
CGGATCCATCGAAGGTCGTGCTATCATCAAC

Oligonucledtido # 2 (12A)
CGGATCCATCGAAGGTCGTACCGCTATCAACGTT

Oligonucledtido #3 (13A)
CGGATCCATCGAAGG‘TCGTACCATCGCTAACGTTAMTGC
Oligonucledétido # 4 (NEA)
CAGATCCATCGAAGGTCATACCATCATCGCTGTTAAATGCACC
Qligonucledtido # 5 (VSA)
CGGATCCATCGAAGGTCGTACCATCATCAACGCTAAATGCACCTCC
Ofligonucledtido # 6 (KBA)
CGGATCCATCGAAGGTCGTACCATCATCAACGTTGRCTTGCACCTCCCCG
Oligonuciedtido # 7 (C7A)
CGGATCCATCGAAGGTCGTACCATCATCAACGTTAAAGCTACCTCCCCG
Oligonuciledtido # 8 (TBA)
CGGATCCATCGAAGGTCGTACCATCATCAACGTTAAATGCGCTTCCCCGAAA
Oligonucledtido # 9 (SPA)
CAQGATCCATCGAAGGTCGTACCATCATCAACGTTAAATGCACCGCTCCGAAACAG

Ei triplete GCT(Alanina, A) indicado en negritas indica la sustitucién por
tedtido y se P entre paré en

. ol codb6n original en cada oligo
cédigo de una letra para amino#cidos
Oiligonucledtidos para las moditicacionas en e! carboxilo terminal de NTX,:

M3oL
GTAGCATTTGCATTTACCGTTCAAGCATTTAGCACCAGCQGAGGA

AYNN (DELECION DE LOS ULTIMOS TRES RESIDUOS DE NTX)
GCATTTGCATTTACCGTTCATGCATTTAGCACCAGCGGAGGA

LYS2BARG
GTAGCATTTGCATTTACCGTTCATGCACGAAGCACCAGCGGAGGA

LYS28GLU
GTAGCATTTGCATTTACCGTTCATGCAGRAGAGCACCAGCGGAGGA

80



Anexo 4.- Condiciones de PCR para generar variantes de NTX,

Para cada una de las mutantes en el amino terminal se empleo e gen NTX,
como molde para incertar una mutacién puntual. Se emplearon los
oligonucieétid mutagéni descritos en el anexo B. En el caso
particular de las mutantes K28R. K28E y M30L se emplearon Ilas
condiciones de PCR recursiva descritas en A.

Oligonucledétido mutagénico 20 nanomolas
Oligonucledtido #6 20 nanomolas ’
Gen NTX, S nanomolas
dNTP's S uL

Buffer Vent S5 ul

HO 35 pb

Enzima Vent Polimerasa 1 ub
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