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A parntir del andlisis de
obtenidas de las clonas de Acido Desoxirribor
(DNACc), que codifican para toxinas bloqueadoras de canales de N-‘- del
alacrdn Centrurcides noxius Hoffmann, ha podido observarse la alta
homologia de secuencia que existe entre ellas. La secuencia de la clona

CngtVv! de la que se comprobd que codifica para la toxina Cn 1 (il-14)
de! alacrén C. noxius Hoffmann, presenta algunas caracteristicas utiles
que pemmitieron ® disefilo de un conjunto de oligonuciedtidos utilizados
para la deteccién y amplificacion de la regién genémica que codificara
para eata toxina, © bien para una toxina semejante, si se toma en cuenta
la homologia de secuencia entre las mismas. Los oligonucledtidos
disefiados, se utilizaron para el empleo de la técnica de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR), en donde se usé como templado el DNA
genémico de la especie mencionada. Después de llevar a cabo varios
intentos de amplificacion del DNA gendmico, finaimente se montaron
tas condiciones de amplificacién especifica y se aisié una cliona de

1292 pb, que correspondid a la unidad génica estructural que codifica
para una i de la toxi Cn1 (lI-14), asi como también se aislé y
secuancié una clona de alrededor de 1100 pb, la cual aparentemente

ias caracteristicas que presenta,

estd truncada. pero considerando
pudiera tratarse de Ia regién gendmica codificante para una toxina

semejante a la 1I-14 (Cn1). La regién gendmica que codifica para ia
variante de Ia toxina Cn 1 (li-14) constituye la primera en ser aislada y
caracterizada para un alacréan mexicano en este caso Centruroides
noxius Hofimann. El andlisis de ambas secuencias se discute en este

trabajo.

la secuencias nucieotidicas que hnn sido
16 Comp tario




I NTRODUCCION
1. Alacranes

Los alacranes son animales artrépodos pertenecientes a la Clase
Arachnida y al orden Scorpionida. E!l metasoma o cola del cuerpo del
alacrén termina en un segmento bulboso lamado telson. Este es el
érgano que tiliza para inyectar el veneno a sus presas (Keegan, 10980).
Los alacranes se sncuentran distribuidos en varias regiones del mundo,
tales como: E y Norte de Africa, ol Céducaso, el Medio Oriente, la
india, Brasil, Venezuela y México (Rochat et a/, 1979; Keegan, 1980). El
orden Escorpiones incluye nueve familias (Sissom, 1990), una de ellas,
la familia Buthidae comprende 48 géneros y mas de 500 especies y es
la familia de alacranes mas grande y amplia (Goyffon y Chippaux, 1990).
Un numero importante de ias especies venenosas actualmente
estudiadas, pertenscen a esta familia. ElI género Centruroides
pertenscientes a esta familia, agrupa a las especies venenosas de México
y Estados Unidos. Dentro del género Centruroides se encuenira el
alacrén Centruroides noxius Hoffmann originario de Nayarit, el cual es
de particular interés por la alta toxicidad de su veneno, ya que es
considerado como uno de los mas venenosos del mundo (Dent et af .,
1980).

2. impornancia de! Estudio del Veneno de Alacran

Los primeros estudios acerca de los venenos de alacrdn fueron
motivados principalmente por la importancia médica de las picaduras
de alacrén en varias regiones del mundo, como lo es el Este y Nonte de
Africa, el Medio Ori ., México y Brasil (Rochat et a/ ., 1979; Ménez et
al ., 1982). Los alacranes de la familia Buthidae, hablando de géneros
como: Androctonus ., Buthus , Centruroides , Leiurus y Tityus, motivaron
la investigacién mdédica sobre la naturaleza y la composicién del
veneno, asi como el desarrolio de antidotos (Possani, 1984).
Considerando la cantidad limitada de veneno que un alacrén puede
inyectar y el cuadro clinico que resulta de una picadura simple, es obvio
que el veneno de alacran podria contener componentes altamente
activos, cuya purificacion fuera deseable para determinar su estructura

elucid su do de i6n (Rochat et a/ ., 1979). Los accidentes por
picadura de alacran constituyen un problema muy importanie de salud
principalmente para nifios cuya edad se encuentra por debajo de los
cinco afios y gente de edad avanzada (Alagon et a/ ., 19889).




3. Extracciéon y Caracterizacion del Veneno

Ei veneno de alacrdan es una mezcla compleja, obtenida en el laboratorio
mediante !a estimulacién eléctrica del telson de los alacranes (Rochat
ot @/ ; 1979; Possani, 1984), por Ia maceracién del telson, o
permitiendo la picadura del alacrén a través de una pelicula de parafina
estirada sobre un matrdz (Zlotkin and Shulov, 1969). La heterogeneidad
del! veneno de alacrén, ha sido bien de trada por el oforésis sobre
gel de almidén (Ziotkin et a/., 1971), tiras o i&aminas de cellogel! (Ismail
ot a/ ., 1974), 1dminas de acetato de celulosa (Ghazal! ef a/., 1975), gel
de poliacrilamida (Chhatwal and Habermann, 1981) y cromatografia en
columna (Miranda et a/. 1962). En la revisién publicada por Possani en
1984, se describen la obtencion y separacién del veneno del alacrén de
Nayarit, C. noxius Hoffman. El veneno es resuspendido en agua y
centrifugado para remover residuos celulares y material mucoso. EI
veneno soluble es usualmente liofilizado y mantenido a -200C,. hasta ser
usado. El veneno en solucién se purifica por cromatogratia en columna
de exclusién molecular, obteniéndose tres fracciones, de las cuales las
fracciones | y Il no son téxicas a ratones., a una concentracién de 120
ng/20g de peso corporal, inyectado intraperitonealmente. La fraccion |
contiene actividad hialuroniddsica. Cuando se sometié a andlisis, la
fr ién Nl se paré en varios componentes positivos a ninhidrina. La
fraccion |l constituye la mayor proporcién del veneno recuperado y es
letal a ratones. El término “letal” significa que el componente en la
dosis inyectada (en general con cantidades de alrededor de 50
microgramos por ratén) fue suficiente para matar e! ratén, en el
periodo de veinte horas después de Ia inyecciéon. Esta fraccion es
separada sobre columna de carboximetilcelulosa (CM-celulosa). Ya que
las toxinas son polipéptidos bdsicos, una resina de intercambio
catiénico, tal como CM-celulosa, es adecuada para el segundo paso de
purificacién. Usualmente, un tercer paso cromatogradfi es r io
para obtener las toxinas en forma homogénea. Arbitrariamente, se han
nombrado las toxinas de acuerdo a su patron de elucién durante Ia
tografia (P i, 1984). Por este procedimiento se han obtenido
v.du toxinas del veneno de C. noxius Hoffmann, entre ellas la toxina
Ccn 1 (lI-14) (las dos letras corresponden al género y pecie, ol Nnu
1 at orden de secuenciacién de la toxina con respecto a las demdés, ll-i‘
corresponde al patron de elucion cromatografico), esta es una toxina de
cadena larga (64 aminodcidos), bloqueadora de canales de Na+, téxica
para ir y crusté La gia seguida para la determinaciéon
de las secuencias de amino&cidos de las toxinas de alacrén, es
exactamente (a mlsma que para cualquier otra proteina o polipéptido. El
primer D P es el conocimiento de ta composicion
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quimica de las toxinas., y de sus péptidos derivados, después de una
digestion parcial con proteasas. Esta informacién da el numero y tipo
de aminoécidos que debe s sperado durante la secuenciacién. La gran
mayoria de las toxinas, ha sido sujeta primero a la degradacién

automidtica de Edman.
4. Las Toxinas det Veneno de Alacrén

Las toxinas de! veneno de alacrln son prololn.l de peso molecular bajo,
ilizad por tres a

compuestas de una dena p
cuatro puentes disulfuro (Rochn ot al ., 1979 Debin et a/. 1993;
Olamendi-Portugal et a/, 1986). La presencia de estos puentes disulfuro
pudiera determinar la gran estabilidad de las toxinas de alacréan. EIl
grado axi de h logia entre secuencias primarias es obtenido
cuando los péptidos son alir o con pecto a la posicién de sus

residuos de cisteina (Rochat et a/., 1979).

4.1. Clasificacion

Los vensnos de alacrdn contienen una variedad de toxinas que actuan
sobre 4 de dio o i en una amplia variedad de formas y
con especificidades mnrc.dnmom. diferentes hacia presas diferentes.
incluyendo mamiferos y artrépodos (Ziotkin et a/, 1978; Ménez et a/ .,
1992). Las toxinas de alacréan pueden ser divididas en dos categorias,
con base en sus estructuras primarias conocidas. Estas son: toxinas de

cadena larga y las toxinas de cadena corta (Possani, 1984).

Las toxinas de alacrén de cadena larga, contienen una cadena
polipeptidica constituida por 60-70 aminodcidos, estructurada por
cuatro puentes disulfuro (Kopeyan et a/ ., 1974). Estas tienen un peso

] siar aps do de 7000 daitones (Miranda et a/, 1970, Rochat et
al, 1979). Esenciaimente alteran la conductancia axonal y pueden ser
divididas en cuatro grupos principales. El primero, constituido por las
alfa-toxinas. que afectan especificamente la conductancia axonal de
mamiferos, prolongando los potenciales de accién, como resuitado de
una disminucién o bloqueo de ta inactivacion del! canal de sodio (Rochat
ot al , 1979; Catterall, 1984., Kharrat et a/ ; 1989., Eitan et a/ ; 1990).
E! segundo grupo esta formado por las toxinas-beta, Que afectan ia
activacién del canal de sodio en mamiferos. Las alfa y beta toxinas se
unen a sitios distintos en el canal, pero s6lo las alfa toxinas se unen de
manera voltaje dependiente (Couraud et al/., 1982; Catterall, 1984) y
muestran cooperatividad positiva con alcaloides solubles en lipidos,
tales como la veratridina (Catterall,1984). Las beta toxinas no
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interactuan sinergisticamente con la veratridina (Couraud et a/ ., 1982;
Couraud and Jover, 1984). E! tercer grupo de toxinas comprende las
toxinas depresoras lectivas a insecto. Estas inducen una pardlisis
fldcida progresiva, ya que bloquean los potenciales de accién, por
depolarizacion de membranas axonales y supresion de corrientes de
sodio (Zlotkin ef &/ ., 1985, Lester ef a/ ., 1982). El cuarto grupo esta
compuesto de |las toxinas excitatorias selectivas a insecto, las cuales
causan una pardlisis espastica inmediata en insectos, provocando un
disparo repetitivo en los nervios motores (Walther et a/., 1976), debido
a un incremento de la corriente méxima de sodio y una disminucién
voitsje-dependiente de la inactivacién de fa corriente de sodio (Pelhate
and Ziotkir, 1981 y 1982). Las toxinas del cuarto grupo se unen a
membranas neuronales de insecto, de una forma voltaje-independiente.

Las toxinas de cadena corta de alacrén comprenden 35-40 residuos y
tres a cuatro puentes disulfuro (Possani et a/ .1982; Debin et al/, 1993;
Olamendi-Portugal et a/; 1996) Semejante a las toxinas de cadena
larga, ellas pueden ser clasificadas en toxinas selectivas de insecto o
mamifero, y tienen como blanco canales de potasio (Dreyer, 1990).

El modo de accién de las toxinas de alacrdn ha sido extensamente
estudiado, usando venenos crudos o toxinas purificadas (Rochat et a/ .,
1979). Hasta ol o una ! ion grande de péptidos homélogos de
alacranes ha sido identificada y se ha encontrado que algunos de estos
bloquean dos clases de canales de K+ los disparados por voltaje (tipo
Kv) y los canales de K+ de ailta conductancia activados por Caz2+ (tipo
BK). Estas toxinas inhiben en un rango de concentracién de 1pM a 1OnM y
actaan sélo sobre canales de K+ Los venenos interrumpen la actividad
neuronal mediante la produccién de disparos repetitivos seguidos por
depolarizacién de vida larga. Las toxinas contra canales de K+ se unen
bien a los estados abiertos y cerrados de los canales de K+. Estas
toxinas podrian actuar como iniciadores de depolarizacién inmediata
(Miller, 1995). La caribdotoxina y la noxiustoxina inhiben mas de una
clase de canal (varios canales de K+ activados por CaZ2+ y canales de K-+
dependientes de voltaje, la iberiotoxina parece ser un bloqueador
ectivo del canal de K- activado por Caz2+ de alta conductancia que
esth presente en musculo y tejido neurcenddcrino (Garcia et al/ , 1891).
Es preciso mencionar que existen otras toxinas contra canales de CaZ2e,
como o son los dos péplidos alolados del veneno del alacran Pandmus
imperator, una de ellas il ina inhibidora e imp toxina
activadora, donde respectivamente Ia primera y la segunda bloquean o
activan los receptores de rianodina de musculo esquelético y cardiaco
(Valdivia et a/ , 1992). Se ha demostrado la existencia de toxinas
blioqueadoras de canales de cloro de pequefia conductancia entre las que
se pusde mencionar a la clorotoxina, |a cual es un componente del
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veneno del alacrén Lelurus
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A NT ECEDENTES

En e! grupo de! Dr. Possani se han caracterizado airededor de nueve
clonas de ODONAc que codifican para toxinas del veneno del alacrén
Centruroides noxius Hoftmann (Becerril, 1993a; Tapia, 1994; Vérquez

éstas se han denominado Cngtl-CngtiX (nomenclatura

et a/ , 1995),
arbitraria en Ila que las dos primeras letras corresponden al género y

ospecie, las letras g y t corresponden al vector en que el inserto del
DNAc correspondiente a cada ciona fue subclonado, eon este caso
fambda gt 11 y e namero romano hace referencia al orden de obtencién
de la secuencia nucl idi con respecto a las otras). El! andlisis

parative de secuencias con las toxinas de alacran reportadas
reveld que los DNAsc de C. noxius Hoffmann codifican para una familia
de toxinas de alacrén muy similares (Fig 1). Los resultados de ia
secuencia del DNAc de la clona CngtV! (Fig 2) indicaron que se trata de
un inserto de 346 nucliedtidos y que codifica para un polipéptido
precursor de 87 aminodcidos con un péptido sefal de 19 aminodcidos y
una secuencia de poli A de 16 nucledtidos. El polipéptido maduro es de

€68 aminodcidos, esta clona al ser comparada con las secuencias
C . noxius presents la mayor

nucleotidicas de ADNc conocidos de
homologia con ila clona Cngtlv (Fig 1) ta cual fué utilizada como sonda
1994, Vazquez et al/. 1995). Al

radioactiva para aisiaria (Tapia,
comparar la secuencia de aminodcidos inferida de la clona de ADNc

Cngtvi (Fig 2). con las secuencias de aminodcidos de las toxinas del
ya conocid (Fig. 1), se observé que esta secuencia

correspondia con la toxina 1i-14 (Cn 1) (Fig. 3).

Becerril ot al (1993b) lograron caracterizar la regiéon genémica que
codifica para ila toxina y del! alacran Tityus serrulatus la cual fue Jla
primera secuencia genémica codificante para una toxina del veneno de
alacrén, en ser aislada y caracterizada. Delabre ef a/ (1995); aislaron
el gene que codifica para la toxina AaH I' del alacrén Androctonus
australis Héctor. También fueron aislad y sect iad los genes
que codifican para las toxinas vy-b y y-st de los alacranes T7ityus
bahiensis y Tityus stigmurus respectivamente (Becerrili et al.,

19968). Se llovnron a cabo Imentos de caracterizacién de genes del
ffmann, pero hasta e! momento de

alacrdn C ur
iniciar esta tesis no se habian oblenido resultados positivos.
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Toxina §1-14 (Ca1)
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19804; VArquez ef o/, 1998)
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OBJETIVO

ia nucl 'ﬂcadclarogldngonomlc.quo
(i1-14) de! o del an

Alslar y detemmninar la
coditfica para la toxina Cn 1
Centrurcides noxius Holtmann.

METODOLOGIA

1. Extraccion dal DNA del al an C uroid (/ Hoffmann.

Esta se Nevé a cabo mediante el maeoramlomo de los organismos
compietos a P de - 8Se utilizaron S grs. de estos
de p ién. El pulverizado se repartié

organiamos por cada p P
en dos tubos (partes igusles) y “ le agregs a cada tubo 25mi de ia
EDTA

solucién de extraccion de ODONA genédmico (0.1M
(Etilendinitrilotetracet ato di sédico), 0.05M Tris
(Trihidroximetilaminometano) pH 8.0, 0.5 % SDS (Dodecilsulfato de
sodio) y 100 microgramos/mi. de proteinasa K). Se mantuvieron los
!ubo. l 55¢C durante cuatro horas. Para lievar a cabo la eliminacién de
lulares iniciaimente se centrifugd a una temperatura de 4o
€ a 10,000 revoluciones por minuto (r.p.m.) durante 20'. EI!
.obron.ﬂ.nl. fué tratado mediante extracciones con fenol,
enol: ] lcohol i flico y cloroformo respectivamente.
fu a diali en cuatro litros de TE (Tris 10mM

El sob o &
y EDTA 1mM) duram. toda la noche: como el volumen resuitante fue

grande éste fue concentrado con butanol. Posteriormente se precipitéd
con acetato de sodio 3M a pH 4.8 y etancl absoluto, y se resuspendié sn

iml de agua tetradestilada.

. Purificacion del DNA de C. noxius Hoftmann.

Fué r ria la elimi i6n de un pigmento de color rojizo que se
encuentra unido al DNA de este alacrén, el cual se especula que pudiera
tener una naturaleza de polisacérido con cargas positivas, por lo que se
hizo rio un p de cr gratia de filtracién molecular, para
que sometido a ailta fuerza idnica, el pigmento fuera separado. Se
utilizé una columna de Bio-Gel A-50m malla 100-200 (Bio Rad,
Richmond California.) y el buffer Tris 10mM pH 8, EDTA 1mM, NaCl 0.5M.
La columna se cargé con un volumen de 500 microlitros del
resuspendido del DNA genémico. EI DNA aparecié en las fracciones 8-12,

dste fud precipitado y resuspendido en agua tetradestilada.
Considerando la exigencia en ilas condiciones do pureza del DNA
i de purificacién

genémi & otros p P

1"




después del pmudlmmo cromatogréfico, como fueron: Centricon
(centricon ., Beverty USA), Gilass Max (Glass Max
DNA isolation spln Carnridge System, GIBCOBRL, USA) &6 extracciones
fenol-cloroformo. EI DNA gendémico se cuantificé por loctum en el
wmroaszlONnComoﬂplco axi de rbancia
de los dcidos m e a 280 y para la mayoria de las proteinas
es de 200nm, la relacion de las lecturas de una muestra de ADN a estas
longitudes de onda nos indica la proporcion en que una muestra de ADN
eostd asociada con p b (Bambrook ef &/, 1989). La concentracién
dal DNA se verificd por medio de slectroforésia en geles de agaross al
0.7%, donde tambidn pudimos ssiimar la calidad de! DNA.

3. Olsefic de oligonuciedtidos especificos

El! diseflo de los oligonucledtidos se llevé a cabo con base en (a
secuencia del DNAc CngtVi que codifica para Ila toxina Cn 1 (li-14),
esta clona de ADNc fue obtenida en mi trabajo de tesis de licenciatura
(Tapia, 1984, Vazquez et al., 1995). La secuencia de esta clona se
mueetra en la Fig 2.

Se eligié especificamente esta ciona de ADNc por ser la Unica en
eompm _con tas ya secuenciadas, que presenta el mayor nimero de
n otidos ol 5°, caracteristica aprovechable para e}
diseffo de un oligonucledtido que permitiera una amplificacion
especifica, si se considera la posible localizacién de un intrén en esta
regién (ver antecedentes), (Becerril e a/, 19930, Delabre et a/, 19905,
Becerril ot al/, 1998). Los oligonucledtid d 4s de ser (utilizados
para ia amplificacion del DNA gendmico por PCR, se utilizaron como
sonda para la hibridizacién de los productos del miamo. Las secuencias
de los oligonuciedtidos utilizados en el presente trabajo se pueden
observar indicadas en ila fig. 2. A continuacién se listan los
oligonucieétidos., en donde se sefala el nu o de nucledtid y la
temperatura de fusién (Tm) para cada uno de elios:

TMmai.040.41(%QC)-500 # bases

Oligonuciedtido Tm Tamafo
{°C) (nucledlidos)

Clox Cn1 80.22 22 247 ‘-3°de la cadena complementaria
lm Cnl 57.45 20 15 $°-3°de la cadena codificante
20 -54 5°-3°de la cadena codificante

51.3
z Terminal 87.57 21 1 5°-3°de la cadena complementaria
n2Cnt o147 21 19 ‘-3 °de la cad

12



4. Reaccion en Cadens de la Polimerasa (PCR)

Esta se llevé a cabo mediante la utilizacion de oligonucledtidos
especilicoa cuya secuencia como ya se menciond coresponde a la de
ragiones especificas de la ciona de ADNc Cngtv! (Fig 2).

8. Transferencia por et Método de Southem (Sambrook ef al/, 1989) de
fos producios de amplificacion por PCRH.

8. Emyo. de hibridizacion de los productos de amplificacién que
# rich Se utilizé como sonda radioactiva Iia clona de ADNc
CngtVi o bien, alguno de Ilos oligonuciedtidos especificos
a fa secuencia de la misma clona.

7. Subcionacion

Para Nevar a cabo Ia subcionacién se llevd a cabo la purificaciéon de la
banda especifica, que hibridizé con la clona de ADNc y con los
i6n de ligacién det inserto con el

ledtidos ificos y la

olig P
vector pUCBM20 e cual d.dv. de los pldsmidos pUC18/19, y consta de
# un sitio de clonacién multiple. Loe

EcoRV. Para la

2722 p de b que Y
pmdm dge la PCR se subcionaron en el sitio de

ion en célul tes se utilizéd la cepa DHS5a las

cuales se prepararon segun leo-ki and Hiroshi, 1990. Las clonas

recombinantes se seleccionaron a través de los métodos de

a- tacion, andlisis de restriccion del DNA plasmidico

lonia, hibridi i6n en colonia e

(Samm ot al., 1989), PCR en
hibridizacion en punto.

8. 3 ia Nucteotid

Se Nevd a cabo ita secuencia en doble cadena, utilizando el estuche de
Sequenasa (United States Biochemical, Cle Ohio, U.S. and Canadd).

. Andiisis e Interpretacién de la Secuencia.
Esto se hizo a través del estudio de la secuencia nucleotidica de Ias
ia i6n de é con la secuencia

clonas secuenciadas, as/
de las clonas de DNAc que codmcan para las toxinas de C. noxius
Hotfmann que ya se habian reportado, esto con el propdsito de definir e
aislamiento de la clonas gendmicas que codificaran para toxinas del

de C. 20 Holimann

9



RESULTADOS ¥ DISCUSION
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para Hevar a cabo los peori de la 6n en d de la
polimerasa del DNA genémi de C urold i Hoffmann se
uJtilizaron los oligonucliedtidos cuyas secuencias corresponden a la
clona CngtVv! y se ssfalan en la Fig 2.

Para cada una de las reacciones de PCR se emplearon Sug de DNA
genémico. Cuando se utilizé una temperatura de alineamiento de 48°C y
25 cicloe, los ollgonuchéudo. 5" Gen y Ctox (estos se usaron debido a

fa posicion de on los S5°y 3° de la clona de DNACc),
uobnmmmo.!&mn-d.bnm ia cual hibridé con Ia clona
de DNAc CngtV! y el oligonucledtido Int Cnt marcad: radi I e
(Fig @).
Q b
1 2 1 2
pb
[ ) L) ——— 800

o @ —3

Fig 4. A chl fia en donds se ta det de PCR (oligos 8°

Gony(:hnl)eonwumubdo.oo;sm.dobm. a) Hibridizacién con la clona de cONA Cngt

VIEn uﬂlu lab de 800 pares de bases. en el segundo carril el

conwol poeitivo, e cu de al pr de PCR de la clona Cngt VI. b) Hibridizacién

condolipnucloéudo Int Cnl En el pri carril ia de 300 pares, en !
P ol prodk, de PCR de la clona Cngt Vi.
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O és de resultad se Il » & cabo otros intentos de PCR,
oy Que variando las condiciones, como: la concentracién de Ilos
oligonuciedtidos utilizados y las condiciones de los programas de
.mplmc.cwn.

€n de amplificacién se utilizaron como primeros o
inicladores “tos oligonuciedtidos S'Gen y Ctox. se empled una
temperatura de alineamiento de 50¢C y 30 ciclos y se obtuvo una banda
de un tamalio de 350 p.b. aproximado al de la clona de cDNA CngtVi (Fig
S). pero ésta no hibridizé con la clona de DNAc CngtVli marcada
radioactivamente.

Fig. 8 de ampliti por PCR con un tamafio aproximado al de !a clona de DNAc
(cnmvn. Elecwolorésis en gel de agarosa al 1%. En el canil 1 se cbserva el producto de
PCR de ia clona Cngt Vi, en el carril 2 se cbserva el producto de PCR con los oligonucledtidos
8°Gen y Clox; &l carril 3 muestra el marcador Vi de peso de B

Se ir té el nu o de cicl a 30 y con la misma temperatura de
alineamiento de 52¢C se obtuvo una banda de alreded 1100 p de
bases, la cual mostré una sefial de hibridizacion con la clona de DNAc
CngtVl y e! oligonuclesétido especifico IntCni1(Fig. 6) ambos marcados
radioactivamente.

15



pb

— - ——— 1100

& ——3%

Fig 6. Producto de amplficacion del DNA ico con los olig leStidos 5° Gen y Ctox, con

un tamafic de alrededor de 1100 pares de bases. a) El is en ge! de agar 1%. En

los carriles 1 ¥ 2 se observa el producto de amplitl el cual p un I

1100 pares de bases; en el carril 3 ¢l M. cdor de Peso Mol lar A Hind U1-EcoRl. b)

A el prod de amplifi 6n de 1100 pares de bases. En los carriles 1 y 2

se ob los dos de ampiificacién de 1100 pares de bases, en el carril 3 el
tivo. que - ol prod de PCR de la clona Cngevi.
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e A e e e P R I AL T

Se llevé a cabo Ia purificacion de este producto de amplificacion, asi
como la subclonacién. Se seleccionaron las clonas recombinantes y se
procedio con la secuenciacién. La secuencia de este inserto de
alrededor de 1100 pares de bases (Fig. 7) mostré casi un cien por
clornto de homologia con la regidn del péptido seflal de la clona de DNAc
Ccngtvi (Fig. 2); 'y se observd una interrupcion en ol aminodcido 15 del
péptido Aal iderando Ia wcia diata y que fué
comparada con los extremos que definen los intrones para algunos
ardcnidos (Becerril et a/, 1993b) (Tabla 1.) puede tratarse de un intrén.

AL PCOC P OO 900000atat 407
ot ars
2

ACCIAAACIRAANRCIN: 548
620

QLaRets IO o g eg0

Qg o 781

s gagaiia > gRasgMItC 831
GEGNDIOPC C .;m 900
AMIAGOAIAIIAISAA00ECIQRIN °70
oy mta 1041

SRRt OAMCAGIGIGROGCAAMAGAAGGTTATCTG 1101

T VWAKEG VY L
1122

ATAGACOCAAGGGCT!
vV D A KGCK
Fig. 7.mm¢-um¢--um¢. 1100 pares de bases.El primero y
on letras mayusculas. La regién subrayada en letras

pd _ a la regién que codifica para e p‘pm sefial. Con letras mindsculas
mm la regidn d.l inwén. Las que se on letras minldsculas y
subrayadas, as/ eom l.ﬂllld.l eon los numerce en n.gvm.- con.lpondon a los

an esta 1) sect

oligonuoiedtidos que
mi.nwuﬂal ymmmuﬂcnv
L k4




Tabla 1. Conparasiés de derdes imntrénices de difersates geses de
ardenides encias en el pie de la tabla)

{ver ref

secusncia de

bordes intrénicos

.tamafio del intrén...

Extremc 3

Intrén Extremo 5°....
1 gtaagtctC®.ccaceee 6.1 kpb . es.s.ttttttttag
. 2 gtaagtac e en - eses.ttttttatag
3 gtaagtce - - .eee.gtaactctag
4 . gtaagtatgt..... . «see.tattttttag
S gtaagtagtc..... - e «eetCatccgeag
6 gtatttctge..... . -s.s.cCaAttttacag
7 gtatgttaag..... . «s.s.tttattttag
8 an cta.. - esesCttctttcag
9 gtgagtataa. - «eee.tttgttgcag
10 gtgagtatga. eeeneee.tttgttgcag
a1 gtaagattta. . .o .ctgactacag
12 gtaagctgaa. . .o .gttaacatag
a3 gttaggtcce. - - gttaacatag
14 gttaggtccc. . - attaacatag
is gtaagattte. - - taaattttag
16 gttaggtcco. - 58 pb - taataatcag
a7 gt.nqtttqa. . 60 pb . aaattgctag
is tgtett . 60 pb . ttatttttag
19 . 65 pb .
20 60 pb -
21 gt ttga &5 pb . ag
22 gtaagtttgc. 61 pb - ttttttng
Conmenso gtaagtmann nantttttag
Tabiat. o bord da dif penes de ars . .
ml'vl'ﬁ de il @ de s los 10y los
Glienos 10 de los [~ para bord,
intrén 8" y 3°s® muesiran en Ia p-m Innriov de esta l-bl- (n significa cualquier
) - al gene que codifica la subunidad e de
h b de la Eury [ {(Voll ¢! a/, 1980). Los intrones 12,
2y 14 P a jlos g que codifica la toxin- gamma de los alacranes
T. (Becerrit
la

Tityus
ot al; 1993b; Becerril et a/; 1908). EI inltén 15 wmm al gene que codifica p-
22 a

toxina IV-8 de Tius a.lrulahu (Corona et al, 1“‘) Lo. 1.-
ios genea que de jos & h
18-18), E J mayne ] 19-20) y l:.. ide i

(intrones 21-22) (Konl ot al}). Loo lnmo D y 10 Cny, uu o.mdio El inubn 11
al do ia loxina AaHl® de! Héctor (Detab or

cotreaponds
al,1998).
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Sin rgo se iné con la secuencia de la clona, donde para llevaria
a cabo, hubo que disefiar tres oligonucleétidos . partir de las
secuencias mas distales de las que se ft do y ésto nos
permitié avanzar con ia secuencia. E! andlisis de esta secusncia reveld
1122 nucliebtidos en donde 1019 nucledtidos corresponden al
intrén, se observa parte de la regién gendmica que codifica para ila
regién del amino terminal de la toxina y se trunca en el codén que
estaria codificando para la tercera lisina del! polipéptido maduro en
esta regidn. Esta ampiificacion se llevé a cabo debido a una probable
contaminacién del oligonuciedétido Ctox con el oligonucledtido Int2Cn1
(ver la localizacion de tos oligonucledtidos en la Fig. 2), y esto porque
ol segundo oligonuciedtido se habia estado utilizando con el objeto de

ampiificar en Ia regién hacia ef oxtromo S°cercana al péptido sedal,
osto si se ideran los tes del! presente proyecto (Becerril
ot &l ; 1993b; Becerril ot a/; 1998. Corona et al/ ; 1996; Delabre et a/ ;
1995). Al efectuar la comparacién de esta secuencia se propone que
codifica para una toxina muy semejante a la I-14 (Cn 1), ya que existe
la diferencia de Que en el polipéptido maduro y en la clona de cDNA que

inodcido es drtico y

codifica para esta toxina CngtVi, el segundo
icién la ocupa un glutdmico.

on la region gendmica esta p
C id o resultad hubo que volver a Iniciar con Ia
bu.qu.d. do un inserto nuevo; entonces, utilizando 10 microgramos de
DNA ¢ 80 pmol de cada uno de los oligonuciedtidos utilizados
pri o inici es para la amplificacién 5° Gen y Ctox, se

utilizé un. temperatura de alineamiento de 57°C y 30 ciclos, y se
obtuvo un producto de ampiliti i6n de alreded de 1300 pares de
bases., este hibridizé con la cilona de DNAc marcada radioactivamente y
con un oligonucledtido especifico de ila regién amino terminal llamado

N- terminal de la clona CngtVv! (Fig. 8).

Se llevé a cabo la subcionacién y la secuenciacién del inseno, para lo
cual se ulilizaron los tres oligonuciedtidos que correspondieron a ia
clona de 1100 pares de bases, estas secuencias se localizaron dentro
del intrén de la clona de 1100 par de bases, lo cual puso en evidencia
ia homologia entre esta clona de alrededor de 1300 pares de bases (ver
fig. 9) y ia ciona de 1100 pares de bases Que ya habia sido secuenciada

(Fig. 7).
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F-g. l. Producio de amplilicacién por PCR, con los oligonucledtidos 5° Gen y Ctox, con un

1300 pares de bases. a) Eiectroforésis en Gel de Agarosa 1%. En

los carriles 1 v 2 se puede ocbservar de acuerdo al orden de migraciéon en el gel, la banda 1 de

1100 pares de bases y la banda 2 de 1300 pares de bases. El carril 3 corresponde al

Marcador @x174/Hae ili.b) Hibridizaci5n en Punto de las bandas 1) de 1100 pares de bases

' 2) de 1300 pares d' ba-os. Esta hubndnzacoén so Hevd a cabo con el oligonuclestido N
ver la del en la fig. 2.




SQGRIAAAMAGCAANIMIAMCA0D! Reet: Qoo 904

AGMEGIOCEgOAACAG TG TAGGCAMOGAAGGTTA 1040

208
QG FG €C Y C EGLSD STPT WP
CCTAAT 1281
PN KT C S G KEND
CAGAAATAGTATAACGCTTTTTAATTGCAAGT 1200
mo.mmaumatmmao-u.mmwu-mnm
y a los i)yz). regién Y
al pép uﬂdu A uuml.u
k b on lotras a los Stidos 1) secH
cni, 2) sec?2 ont, 3) sec3 onl.
Este inserto de n és de ser sect iad 6
tener 1292 pares de bms con un lntrén de 963 pares de bases quo
inmerrumpe (a region del péptido sefial en ef inodcid ‘Sd.llmlllIIl
manera Que en la ciona de 1100 p de b Es

que hasta o momento se trata do ia secuencia lmrdnlc- de mayor
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tamafo, junto con el intrén de la clona de 1122 pares de bases, que han
sido sncontradas en genes que codifican para una toxina del veneno de
alacrédn. De |la secuencia gendmica pudo derivarse la secuencia de
aminodcidos de la proteina para la que ésta codifica. Se vé a cabo la
sta secuencia de aminodcidos con las secuencias de
aminodcidos de las toxinas de C. noxius Hoffmann ya caracterizadas, y
se observé que comparte el mayor porcentaje de homologia con (a
toxina Cn 1 (II-14), a excepcion de algunas diferencias encontradas en
la regién del péptido sefial ver Fig. 9, donde e aminodcido once que es
leucina es codificado por un codén cuya tercera base cambia de citosina
a guanina, esto no origina el cambio de amino#écido, considerando la
degeneracion del cédigo genético; pero en el aminodcido t si {
un cambio de leucina a valina. Sin embargo también se encontré una
diferencia en la regién estructural, ia cual es aun de mayor importancia.
Esta se localiza en el segundo aminodcido del polipéptido maduro, donde
en la secuencia primaria de aminodcidos de la toxina Cn 1 (li-14) y en
la secuencia que corresponde a la clona de DNAc CngtVvl que codifica
para esta toxina, aparece como dcido aspértico, y en la secuencia
gendémi esta mi icién es ocupada por #écido glutdmico, lo cual
nos induce a pensar qu. se trata de la regién genémica que estaria
codificando para una variante de la toxina Cn 1 (li-14). Por todo lo
anterior es preciso mencionar que la regién gendmica codificante para
la variante de !a toxina Cn 1 (li-14) presenta dos exones, donde el
primero ocupa la posicién 1-43, y el segundo la posicién 1017-1202; y
un intrén de 963 pares de bases. En el laboratorio se han obtenido
algunos polipéptidos que se encuentran juntos con la fraccién que
contiene a la toxina il-14 (Cn1), son péplid minoritarios, los
cuales pudieran ser variantes de esta toxina, hasta ahora se ha I do
a cabo la secuenciacién de algunos de estos, pero considerando que esta
secuencia corresponde séfo a algunos residuos de las mismas, no es
posible poder definir h ol o si las clonas gendémicas de
alrededor de 1100 pares de bases y |la de 1300 pares de bases codifican
para olto. péptidos; para ello todavia es necesario un estudio
exh de la ia de los
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1220 1230 1240 1250 1260 1270
1300 ABRAACATGCAGCGGAAAATAATGGCAATGACTTTTTAT TG TCCACCAACAGAAATAGTGT
K T € § G K End
CngtVl AAAACATGCAGCGGAAAATAATGCCAACGACTTTITTATTGTCCACCAACAGAAATAGTGT
T © § G

. 1280 1290
1300 AACGCTTTTTAATTGCAAGT
CngtV1l AACGCTTTTTAATTGCAAGTAAAAAAAAAAAAAAAA

FiGQ. 10. Alif ! ! leotidi de las cl de 1100 pares de bases, 1300
pares de bases y CngtVI El alineamiento entre las clonas de 1100 y 1300 par.- de bm-.
llevé a cabo con el progr Fasta en el de

Group, GCG) de la i d de Wi in (M WILU.S.A) de nnﬂlinll de .ocuoncln

Es oboorvnblo oomo ol pvogr-ma alinea en la primera pano de los intrones las regiones de
12 ia entre los intrones. L.
que pnr. ol segundo exén en las tr

prim-r- parts d. las

a6 enc con un punlo on negrilas a la ha del i6n donde se

per Ia h de las Los sitios donador y aceptor de

los i povlo. Q! de dlisis de ia de DNA para la clona de
1300paru¢o“ Los sitios de p se con

asteriscos y con el numoro ty2en moﬂlIu

Se utiliz6 el programa BCM Gene Finder para andlisis de secuencias
nucleotidicas de DNA, éste contiene los programas Search for Potential
Splice Sites (HSPL) y Recognition of 3°-end Cleavage and
Polyadenilation Region (POLYAH) los cuales fueron empleados y nos
permitieron obtener informacién complementaria de la clona de 1300
pares de bases, ia cual se menciona a continuacion:

1.- La presencia de dos posibles intrones de la secuencia de 1300 pares
de bases, en donde se definen dos sitios donadores y dos sitios
aceptores (ver Fig. 10). Estos permitirian especular acerca de un

probable pr iento diferencial o “splicing” diferencial de la region
gendémica, aunque no se han aisilado hasta el momento toxinas que
apoyen e hecho de “splicing™ ( pal ) diferencial. Pero cabe

mencionar que uno de los dos intrones que muestra este andlisis de ia
secuencia, parece funcionar como tal.

2.- Inexistencia de secuencias repetidas.

Este andlisis revelé que en |a secuencia nucleotidica no existen
secuencias repetidas.

3.- La presencia de dos sitios posibles de poliadenilaciéon (ver Fig. 10).

Ademds se pleé el programa Fasta para efectuar la comparacién



entre las clonas de 1100 pares de bases y 1300 pares de bases, y esto
dié como resultado la identidad entre ambas de un 75.5% en 642 bases
sobrelapantes, localizadas fundamentaimente en la primera parte de las
secuencias, que formarian parte de lo qQue corresponde a las regiones
del péptido sefial y la primera parte del intrén (ver Fig. 10). Esto nos
induce a pensar en la existencia de una serie de familias de genes que
estdn codificando para variantes de toxinas, las cuales como se ha
observado presentan un alto po de h logia. Cabe mencionar
que a diferencia de lo sucedido en lo. genes que codifican para las
bloge d de b de Na+ del género Tityus, tales como la
yde T. serruiatus, la v -8t do T. stigmurus yla y-b de T. bahiensis en
donde el primer exén es 100% idéntico (Becerril et a/ ; 1998), en las
elonudo1soonmdobm.yla¢o"oop.n.dobuu.noowmlo
™Me ya se habia analizado; aunque para elio
habria que pensar que la clona de 1100 pares de bases es un gene
tr d Sin bargo los limites de secuencia nucleotidica del
extremo S5°de ambos intrones son précticamente iguales si se
consideran las diez primeras bases. esto s a excepcion de la base 9,
donde en [a ciona de 1300 pares de bases hay un nucieétido adenina y en
la de 1100 pares de bases el nucledtido es 9t i Al la
secuesncia conocida qQue codifica para la primera parte de l- regiéon
amino terminal de la toxina, en {a ciona de 1100 pares de bases con la
clona de 1300 pares de bases. se observa que es idéntica, aunque
presentan diferencias en el primer exdén, pero soio en la regién
codificante para el p‘plldo sefial, los lntron.. de ambas cionas también
Pr diferenci on fo en secuencia, por todo
esto no es posible definir aun si la regién codificante para el
polipéptido maduro es la misma o bien difiere y codifica para toxinas
distintas; para elio es indispensable (a obtencién de I|a secuencia
completa de esta ciona de alrededor de 1100 pares de bases.




CONCLUSIONES

.Ap.mtdol- i6n en dena de la poli (PCR) fue posible
ar la cla nucieotidica de la regién genémica que

eodlllc. para una variame de la toxina Cn 1 (li-14). Esta es la primera
idad gé tr ripci ! que codifica para una toxina de un

4 . caracterizada hasta el momento, en este caso de

COMmmld.c noxius Hofimann, y es la clona compista que contiens ol
intrdn  de tamafo mayor.

La idad géni ripcional codificante para esta variante de la
loxlm CD 1 (ll-*l‘). estd compuesta por dos exones y un Intrén,
suj! delo de organizacién propuesto (Corona ef o/, 109.)
p.m los gonoo qQue codifican para toxinas del de

de alacrén Que hasta ol momento ya han sido aislados y caracterizados
(Becerril of al, 1993; Delabre et al, 1005; Becerril ot &/, 19968; Corona
ot &, 1908).

.  Coneld do los d. btenid de los programas de andlisis de
secuencia de DNA, podria proponerse un procesamiento diferencial para
estos genes, ya que al cobservar las secuencias limite 53y 3°de los
intrones Que se indican, modoollo-”.mmom.molundond yol
otro aunque no se ha d su i ionalidad, podria

uso potencial, o bien que en aigun momento del pmeosoovolullvodoh
espeacie, este cumpiié una funcién como tal.

. Es preciso definir la existencia de familias de genes que codifican
para una rie de v de { del vensno de alacrén, esto a
partiv de los resultad de la P i6n de secuencia efectuada entre
la ciona de 1100 pares de bases y la ciona de 1300 pares de bases.
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PERSPECTIVAS FUTURAS
LOos resultados obtenidos en .l presente trabajo dan la pauta para

proseguir con investigaci qQque p itirdn e! avance en o
conocimiento acerca de la regulacion y expresion de los genes que
codifican para las del de al 4n en ésta y otras
especies, para elio de ' diata se prop -

. La demostracién con resultad concluy de la ] cia de
familias Que codifican para una serie do rl de i det

deo alacrdn, esio. através del alal y rizacidn de la clona

completa de 1100 pares de bases.

. E! mapeo de la region promotora del gene que codifica para la variante
de la toxina Cn 1 (N-14).

. Llevar a cabo amplificaciones con olig clebtidos pecificos de las
regiones variables.

. La definicién de un arregio posible de los genes en tandem.
. La busqueda de otros genss que codifiquen para toxinas de la misma

especie, con especificidad dife util do la jia alslada y
caracterizada en este tradbajo,-con -sl propésito de la comparacién y
andlisis de las b utiti d para ello como patrén de
comparacién el resultado del andlisis en cias gendmicas como

las cormespondientes a las especies del! género Tityus (Becerril et al.
1906).
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A. Vaaquez, J. V. Tapu. W. K. Elisson, B. M. Martin, F. Lebreton, M.
D. and B. Becarril. Cloning and characterization of the
H 1 and 2 of the scorpion Cen-
70. 199S. —-Uun. a cDNA

from of the
noxius Holfmann the .uu-“l.:n cnood- toxins ) and 2 mndcuul:: cloned

and sequenced. In view of for p
peptides coded by these two genes,

i r

the were
and 'H-NMR -nalym of the C-termi-

sequenced dr neco. Mass spectrometric

asl ic di ioa of both toxins indicated that the

last residue is serine-amide. S« that these two genes
ucleotide levels,

have a similarity of 56% and 80% at the amino acid and n
1] to the bluhed primary structures werc

introduced: Ca toxin 1 has an extra ssrine ] ition 65 and the
mpoduoniounmlim \vhﬂ-lh.unlnolddl-tpouuonl.‘ulndSSOan
of toxins from

2 are,
the -mn‘ Centrwoides w”-u uue presence of at least three classes of distinct

INTRODUCTION
Scorpi H _lll of low mol. wt pepticies toxric to a variety of
i includi irands ¢s a/.. 1970; Possani, 1984; Ziotkin ¢s al., 1978).

Scorpion wuuhvch-mconwldvnublcmoutorthuﬁyofiondnnnh
(Catterall, 1976). Two main families of distinct peplides have besen described: (1)

w0 whem ahould be sddreased.
38
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long-chai id ining 60-70 amino acid residues, which affect Na* channels
of itablk eells ll‘ 1977; Co d er al.. I9.2). and (2) shori-chain peptides of
31--39 amino acid k rfK* ch ble cells (Carbone ¢7 al., 1982;
Glmenez—G-llelo etal., l9ll. Mlller er al.. 1985; l’ounm et ¢I.. 1982; Strong et al., I9l9).
We have p the and primary
structure of C. moxius toxin 1 (¢ iated Cnl), previ called P u-14
(Possani es al., 1985) and Centruroides noxius toxin 2 ( i Cn2), previ y called
11-9.2.2 (2 dio et al., 1992), from C. noxius This i

reports the nucieotide sequence of the cDNAs encoding thcse toxins. Because the pcpndcs
encoded by these cDNASs are modified during the at the N
site ( ge of signal peptide) and at the C-terminal part (amndanon ora scnn: residue
for both Cnl and Cn2), the amino acid of the was
performed de novo. A le of minor cor i to the p i pnmary nmcmrc of
Cni and an are now conlcquenlly nncluded

Comp 3% the cxi of threc disti
families or of i in the of scorpions of the genus Centruroides.

MATERIALS AND METHODS

Cioning and mucicotide sequencing
Inserts of cDNA from clones Cug/1V and CngtV (h”ll et al.. 1993) were amplified by PCR using lambda
‘II l l'or‘vud (3" -GGTGGCGACGAC‘I’ 'CCTGGAGCCCQG) and reverse (5-TTGACACCAGACCAACTG-
TG) primers (New England Labs, lnuly. MA. (S A.). These primers hybridize with the flanking
m-mn. of the lambds gti1 EcoR} clumn; site. The ions were performed using a Perkin Elmer 9600 using
30 rounds of l.mpulun cycling (92°C for | min. C for | min and 72°C for 2 min) l‘olln&ed by a final 15 min
sicp a1 72°C. These PCR producis were purified from gel, labelled using [= ?PCTP (N gland Nuclear,
Bosion. MA. U.S.A.) by the random primer ulenl&on method (Dupont, kit NEP-103, .OIIM. MA, US.A)
of the The labeliod PCR products were u-d to screen the CDNA
11u m:lnncnon of the venom gland cDNA library, the the
deumd inscrts were as 1 af.. 1993). The lambda l!l | forward and r!v:ru
snd the M13-20 and M13 reverse oligo primers were used for acquencing.

Amino acid sequence determination
Tonins Cnl and Cn2 were purificd as described by Possani €7 al. (1985) lnd z-mudm et al. (1992). For Cn!
(Possani et al., 1985), an ldduwn- chromatographic step on HPLC usi reverse-| column was
introduced. Peptide clul t 37.33 min corresponded (o pure component (d.-u naot shown). Both loxina
were reduced lnd mrbolymlhyhlﬁi (IC -Toxin) (Zamudio et al., 1”2)‘ RC-tosin Cn] was cleaved with

Asp-] whlie RC-toxin Cn2 was digested with protease V8 from
- crent g i were on HPLC by
means of an icai column e-ph cu from v,a.:. Hysperia, CA., U.S.A.). The ProSequencer model

n, Burlington, MA, U.S.A.) was usxed 1o determine the

(MG

[ erat, 1993).

Mass specirometry and 'H-NMR speciroscopy
Mass of the C- ] of both RC-toxin Cnl and €n2 was obtained as carlics
described (V-nquu ¢t al., 1993). using both a 3-scclor mass spectromeler from Sciex and a Hewleit Packard

r the pr nuct ('H-NMR) ~dried native toxin Cn2 was
diuohnd in H,O/D,O 9 l (vlv). ‘l‘hl peplide concentration was 1.5 mM, -nd the solution pH was u)uﬂd
3.5. The NMR spectrs were run oa a Varian Unity 500 MHz spaciromster at 303 K. Deta pm_-d-m\

the VN'MR 4.3 (Varisn lac.) P. COSY Marion and Rax, 1988), clcan TOCSY
(tow1 G «t al., 1988) and NOESY (nuclkear O
Kum.r ot a; 1980) saperimenis were used for the identification of spin sysiems, as described recantly (Lebeeston
etal, d




C. aoxius Tosin Encoding Genes 1163

RESULTS

Cloning and nucleotide sequencing
The cDNA inserts Cugt IV (probe to look for the cDNA encoding toxin Cnl) and Cagt V

(probe to find the cDNA that codes for toxin €n2). were uted to screen a lambda gtl 1
eDNA library pnep.red from C. noxius Holl'mann (CnH) venom .lunds. From thesc two
we | positive with As lhe q'
cDNAs should be very similar but not identi to lheir ive pi ch
to characterize first the clones that gave i di; i The ding cDNA
inserts were subcloned into the EcoRV site of plluea:ﬂp( (Stratagene, La Jolla, CA,
U.S.A.) in order to be sequenced. Among the clones showing intermediate signal
intensitics, the clones containing the cDNAs encoding 1oxins Cnl and Cn2 were found.
The nuclectide (nt) scquences of clones Cugs VI and Cnge VII are shown in Fig. 1. These
cDNAs are about 350 bp in length and cncode toxin precursors of 86-87 aa. The cDNA
encoding toxin Cn2 (Cnrgt V1) lacks 16 nt (8 nt cor ding to 5 ding region and
8 nt encoding the first 3 aa of the signal peptide). as compared to cDNA encoding toxin
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Fig. 1. Nucleotide sequence of the CDNA-I -aeodin. tozins 1 and 2 of Centrweoides moxius

Nmann.

above the of CugtVi (cDNA sncoding toxin Cnl), with

and mogalive

3t
]

are
i oo this point teiemal peptias ooaing s o 3 ooty ). The
! spstream from this 1 * mon. .

acid .innmo-_nu - in

reference. Ppeptide mquence is Hued. The stop codons
patative polyadenylation ﬁm-l is doubly uuderﬂn-ﬂ in C"rvll (cDNA sacodiag tosin
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Cnl (CngeVI). This loss at the §’ end of Cngi Vil cDNA was p b. due to i
clongation during the cDNA by C i analyses

between Crgs V] and Crgt VII revealed a similarity of 56% at the aa level and 80% at the
nt level. Similar results were reponed when comparing other C. noxius cDNA: (Becerril

et al., 1993). Since the deduced amino acid seq. in Fig. d that the
peptides were also procsssed at the C-terminal, with the possibility of nm-dauon of the last
amino acid rendue (Vazquez e al., 1993), and b amall di were appal

when the of Fig. 1 with the p
of Cnl (Possani et al., 198S) and Cn2 (Zamudio er al., 1992), the full dctermmanon of the
amino acid sequence of both toxins were performed die novo, as described below.

Peplldt .wqurnce dﬂemlnauan

o d and carboxy hyl: d toxin Cnl was d by direcl
up to residue at position 56, as shown in Fig. 2. Additi were by
enzymatic hydrolysis of RC-toxin Cnl (Fig. ). From the ﬁvc main fragmenu obtained
in this step the peptide cluting at 30.06 min (labelled \vllh an asterisk in Fig. 3a) gave the
amino acid sequence DSTPTWPLPNKTCS. This pep cor ded to the
C—termnul repon of Cnl and clearly showed a proline (in bold, Fig. 2) at position 60,
y reported (Possani er a/., 1985). Additionally, it shows a
serine in position 65, oonﬁrmmg the amino acid sequence deduced from the nucleotide

sequence of Fl. 1. This serlne residuc at position 65 scems to be amidated, as described
il of RC-loxm Cn2 provided the

below. S of a

N-terminal amlno acid seq up to 46 (Fig. 2). Di i of RC-toxin Cn2 with

protease V8 produced about 1) pepudnc l‘rngmcnu (Fig. Jb) The peptide cluting at

35.55 min (labelled 1 in Fig. 3b) cor from 54 10 66, and was
from whlch the lusion of an id. serine at

used for mass spectrometry analysi:

the end was suggested. Pepude 2 (Fi Jb) showed the amino acid sequence CKQQYGK-

29 to 4). This sequence showed that the

GAGGYC, cor to the posi
P ly p il Yy structure of Cn2 (Zamudio ef a@l.. 1992) had an inversion of
a0 ao 30 40 20 €0
€n 1 KDGYL ae
SeeesnsasoaenanascrscasaBesnasarrasoncentssnencstsanesed
e ! aaamtte ']
en 2 XEOA -

Beeccerenoenanscsscsecllocsscasuncsassscctesenned
oV
Bmemem = aVlg e m e >

Fig. 2. Amino acid scquence of toxins Cnl and Cn2.

Cnl: The total amino acid sequence of toxin Cnl was obiained by direct Edman degradation, from
residuca number | 1o S6 as shown by the under-labeiling (:.d. > ). An overlapping peptide purificd
by HPLC, afer with N of RC-to: was found to
correspond to the C-terminal segment, from amino acid residuc number 52 to €5, under-labelled
with (:-aspN- > ). The serine at position 65 was shown 10 be amidated by mass spectrometry (ma).

Cn2: The iolsl amino acid sequencs of toxin Cn2 -rn by direct from
number 1 to 48 (labsiled :.d.> ), plus ined through HPLC
of RC-toxin digested wilh protease V0. Peptide hh‘l.l'd with V8, Wndx 1o mld” _‘53 ol

to

of the primary structure. and peplide V8, is
atrine 8t posilion 66 was shown to dbw amidsted. both by nuclear m.-uc resonance (NMR) -nﬂ
by mais Y. « rleppin i by the

8-




1168

o2 .
£ @
5 o 30 a®
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ool 3t N . !

° 36 %0 o ]
min

Fig. 3. HPLC ion of cleavage of Cnl and Cn2.
() RC-toxin Cnl (approx. 100 xg) was digested o, Asp-N endopeptidasc and separated in a C18
reverse-colum: £ & lincar gradicnt of 0% solvent A (0.10% triflugroucctic acid in water) to
60% solvent B (0,135 acid in for 60 mi i
the Cacrminal scgment of Fig. 2. (b) RC-tonin Cn3 (spmeon. 100 ) wis dipested with
Stuphylococeus mwes protews VA and scpursted in ihe same system us (a). Numbers | and 2

the VB, and V8, of Fig. 2.

amino acids at positions 33 and 34 (bold in Fig. 2), tyrosine being the onc at position 33
and glycine the onc at position 34; hence confirming the nuclcotide sequence found in
Fig. 1. Toxin Cn2 was also analyscd by NMR, as discusscd below, and unequivocaily
showed that the last residuc in position 66 was amidated.

Mass spectrometry and ‘H-NMR spectroscopy
The pure peptide corresponding to the C-terminal region of Cnl, after cleavage with the
protcase Asp-N (labelled with an asterisk in Fig. 3a). was additionally submitted to mass
py analysis sh ing the p. of a mol. mass of 1602.7 indicating that thc
lenne at the end, position 65. ml'hl be amidated. Similarly, the pure C-terminal peptide
of RC-toxin Cn 2 (with sequence QAIVWPLPNKRCS) was analysed by mass spec-
trometry, giving # mol. mass of 1568.4, consistent with the presence of an amidated scrine
at the end of this peptide. Thus, these results confirmed both the amino acid sequence that
was directly determined and the sequence inferred from the nucleotide sequence. Further
confirmation oflhe results found for Cn2 toxin came from 'H-NMR spectroscopy analysns.
Using a ion of 2D ( i 1)-NMR exper most of the protons in
the Cn2 toxin have been assigned. and the NMR threc-dimensiona) structure of Cn2 is
under ., G. B., Possani, L. D. and Delepierre. M, in
preparation). Ownfg to the chancwnllnc p-llern of serine spin system (Wuthrich, 1986)
and to the of this idue in the Cn2 sequence, the protons of the serine at
position 66 (Ser“) were assigned unambiguously (with SHN: 8.79 ppm; SHax: 4.49 ppm;
SHBEI1: 391 ppm; SHE2: 3.98 ppm). In the NOESY spectra. cross-peaks were observed
between a proton at 7.47 ppm and Ser66: Ha, HN, and HF | protons. A smaller NOE
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Fig. 4. Conncctivitics obacrved in the ROESY (8) and NOESY (b) specira lllo&ln. IM I-lﬂlml
of the two amide protons of the amidated-serine at the C-termina!

(a) ROESY caperiment run with a mixing time of 200 maoc at 303 K. Th- puullv- puh due 10
ical eachange are shown with numerous contour levels, and the negative psahs due to dipolar

interaction are drawn with only one contour level. The iwo amide protons of amidated-Seres

resonating al 7.47 ppm and 7.24 ppm display & positive WOE cross-peak. (b) NOESY exaperiment

run with a8 mizing time of 60 msec at 303 K shows the cocrelations observad betwesn one of the

amide proton at 1a1m -nd the Seré6: Ha and HS | protons. A smalier NOE cross-pesk is aleo

present beiwsen nd amide prolon fesonating at 7.24 ppm aad the Ser6é: He proton.

cross-pcak was also ing at 7.24 ppm and Ser66: Ha
proton. These two protons (at 7.47 nnd 7 24 ppm) are scalarly coupled as shown in the
TOCSY and P. COSY experiments. The ROESY experiment (Kessler e al., 1987), run

wuh a mixing time of 200 msec at 303 K, indicates that these two pfolom are in chemical

as d for the p of an amide function. Some of the connectivities
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observed in v.he ROESY and NOESY spectra arc shown in Fig. 4. Therefore, the two
d at 7.47 ppm and 7.24 ppm demonstrate the presence of
the amidated scrine at the C-tesminal position.

DISCUSSION

The structure of the cDNAs reported (Fig. 1) shows the presence of an open reading
frame cncoding a signal peptide (19 aa for toxin Cnl) followed by a region encoding the
mamrc pepudc (65—66 aa) and two additional codons that code for a basic residue (Lys)
P by & gl id and finally a llop oodon and 60-90 bp as & 3° non«:odm'
region in which the polyad i h

lati site ded (the latter is cvident in the
cDNA reported for toxin Cn2). A similar canonical structure has been reported for cONAs

cncoding toxins of the North African scorpion Androctonus australis Hector (Bougis et al.,
1989) and the Mexican scorpion Cenatruroides noxius (Becesril et al., 1993). The isolated

- and sequenced peptides from these u:orplon venoms showed that (hcy are proeuled in
both ends: the signal

ptides are <] and v.he C-
given cither a free carboxyl group or an id: inal i ndd id The
basic residue situated in front of the codon of termi ion is not p in the
pephdel und when Gly precedes one or two basic id the id di Gly

et al., 1989; Vazquez et al., 1993) Aocotdm; to these rules the
carboxyl end of lolms €nl and Cn2 should

This seems to be
true for both toxins, as demonstrated by the NMll and mnu spectroscopy data presented
here. Unfortunately, the NMR spectroscopy data are not yet for Cnl.

the mass spectrometry and NMR data obtained for Cn2 leave no doubt that the rule
discussed previously (Becerril ef al., 1993; Bougis ef al., 1989; Vazqucz ef al., 1993) holds
true, at least for the latier toxin, where the Ser66 is now definitively cstablished to be
amidated.

The similarity at the nt level betwcen Cngt VI and Cngr VIl suggests that these cDNAs
originate from mMRNAs tranacribed from closcly related genes. This last premise can be

generalized for CnH toxin genes. We have propoued that toxins of scorpions of the
Centruroides genus, i

for Na* can ivided into three groups (Fig. 5)
nccordmg to their primary sequences (Becerril ef al., |993) It has also been 3 suggested that
there is a relationship between the various groups of d n acid and
the pharmacological propertics ific for cr and i of the
toxins included in each group or family of different peptides.

‘The similarity among the cDNAs we have reported thus far, at the as level fluctuates
between 56% and 91%, but at the nt level owillates between 80% and 92%. Even for
cDNAs with 56% similarity at the aa level, the similarity in the region encoding the signal
peptide and the 3° non-coding region is remarkable. This analysis led us to conciude that
the genes modm; toxins ol‘ \hc Cn H venom have heen gcnenled I‘rom an ancestor genc
which exp and each
dently. This same phenomenon might have occurred in other species of the Centruroides

genus. A similar event has been observed in the case of the North African scorpion A.
aussralis Hector (Bou.u et al., 1989).

Returning to the d ol’ the speci ificity of the i toxins, this
is still under i i The g

ps in Fig. 5 were -mu’-lly pfopowd based on
B et ul.. 1993). but they also \! b 3
and

[{
with the purified peptidu using mice,

as bi les of

4
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the first group, which include peptides from scorpions of the genus Centruroides toxic to
mice, were reported by Rochat et al. (1979) for C. suffisus suffusus toxin 11 (Fig. 5); Possani
er al. (1982), Zamudio er al. (1992), Vazquez et al. (1993) for C. noxius toxins 2 (same as
Cng:VIL), 3 and 4 (same as CngtV in Fig. 5), respectively; and finally, for C. I. tecomanus
toxin 1 (Clll in Fig. 5) by Rumu’ez er al. (1988) and Martin er al. (1988). For purposes
of the d from cDNA: (I.nbelled CngtX, where X is a Roman
number in Fig. 5) i de the The

(Cons. t, bottom part of group | in Fig. 5). meamng identical amino acids at the same
position in all scquences, arc very high. Furthermore, toxins Cn2 and Cn3 were shown to

be non-toxlc to crustaccans, at doscs lethal to mice (Serrano, S. and Possani, L.
obser

The d group

of toxins i to i such
as the variants 1, 2 and 3 (Csv1-3 in Fig. 5) from the scorpion C. sculpturatus, as
Jdescribed by Bnbin et al. (1974), and minor corrections for variant 3 by Fontecilla-Camps
et al. (1980). T! group includes two amino acid lequenees deduced l‘rom cDNASs (Cngsil
and Cngtl11, Fig. 3), from which only Cngt1} has al dy been isol d as an
peptide. It turns out to be 1oxic to insects and cr but d itively t to
mammals. Also included is Cill, a new ¢r toxin isolated from a idus 1 dh

C.
scorpion (Lebreton er al.. 1994). The conscnsus sequence (Cons. 2) for “this .ronp is
striking.

: 80
CngeVvix mmnuvmumrnnmt“:m
Ca8IX m'nvuumvmnrmxmuvcru

ERGYLVIRS TGCRYBCFRLAGODADY CLABCROQY mwm
€n3 KROYLVELOTGCKYBCYKLGDNDYCLARCRARYGRGAGOT CY APOONCTOL Y POAVVEPLENETCR
cn.cvl KEGYLVNSY TOCKYECTRLGONDY CLAECRORYORGAOOCY CYAFOCWCTULY BOAVVWPLENRTCHNO R

- ABSTLVIIETOCEYSCYRLAMPT AABCEGETENMASS T CYAFSONCTIL.
-euy 3
a0 30 B

EBGYLVREADGCKY DCPWLGENENCH TSCRARXNQBSAYG Y CYAFPACWCEGLPESS TPTY FLPER-CS
Cngtlii RPGYLVERSTOCRYOCIWLGENBOCORECRARNGOSE! AFOCUCASLIRSTPTY

REGYLVERS TOCRYOCLELGENBOCOKECRARNGOSA YO Y CY AFACUCRELPES TPTY PLPUR ~CS0
cngcx! KEGYLVWRSTGCRYOCLLLGERBOCORE CKAKNQOGS! PLOSRMCESRR

RECRARNGOGSYOY CY SPACUCEO LIESTPTY PLPRRSCS
Cagv3 EBGYLVEESDOCK YOCLALOBNBOCD TECRARNQOUS X! AFACUCRGLIESTPTY PLINRSC
Cone.>d AFMMOIESSFTPTTFIISRNCINE
oROuUP 3
10 20

cast VEK-TOCKR

KDOYL! mmmxmtuimmmm-ﬂ

Cngtiv EDGYLVDV-ROCKENCY RLOENDY CHABCENKNRIG S TG Y CYG FOCY CRGLIDE TP TWILPNRACOGR.
cngev EDOYLVOA—-ROCRENCYRLOXRDY CHRARCRMNKNROG $ Y0 Y CY G FOCY CRGLADSTPTWPLPRR TCIER
cons.2 mmmm

Fig. 5. Alnlno lnd

tozins.

grouped crdm‘ o the-r -unu-rn-s. GIP () were introduced
noeunry lo mumlu -lmulrlua Selow each group a consensus sequence is shown in bold. For
us sequince X (neans v-nable uﬂdue Amino scd ssqusnces deduced from cDNAs
(dcnoud as Cu: and 3 Roman
tides cncoded

bet) are ud-d'l\lllnl-nndd_nmumlylnd

by Cn.l II. v, Vi -nd Vil cDNASs, ars 8ot preseat in (he mature tonin.

mmmww <DNAs 1M and 1V (peptides not yet isclated frome

the venom) are presumal not prawent sither. The with the last digits of the
The carbosyl cads of the mature by CngsV ( ot ol.. |99))

nd Cage VI (this uudy). asparagine-amide, serine-i and sstine-amide, respeci-

iuly Dau are from this study, Becerril e al. (1993), un- ot of. (1984), Zamudio ¢? ol. (1992)

and Labreton ef af. {
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‘The third group contains toxin Cnl (same as Cngr VI, Fig. 5) which was originally said
to be toxic to mice (Possani e? al.. 1985), but hu turned oul to be rather toric to
crustaceans (Serrano, S. and P L.D., h oblervallonl). The 1 purified
toxin Cnl (Ponsanl et al.. 198S) ined a tmall of toxin Cn7, which is one
of the most toxic ides to i d from the venom of C. moxius, with
Kp = 40 pM to ral. bram :ynaplolornei (Valdivia er gl.. 1994). Thus, toxin Cnl was assayed

ble degree of toxicity, but was non-toxic to mice at

in cr
doses up to 100 p./ZOg mouse.
The peptide coded for Cnge IV (Fig. 5) is still unknown. Toxin CsEl, from C. sculpturatus

(Babin ez al., 1974), is toxic to cockcrels. Thul. the latter group, which also has an
important consensus sequence (Cona. 3, Fig. 5) is less well died and is not stri

to crustaccans.
In lusi the i 8 ps of 1oxiru d in Fig. 5§ seem to show, grosso

modo, a certain degree of i ifici h h more are under way

to reﬁne lhe data, it ns wonh notmg that simil primary str are

co imilar phar ical effects in vivo,

Nove added in m/—wmh this manuscript was under revision a new sci of cxperiments was conducted with

toxin Cn | by an that this peptide is amidated at the end tcrminal

residuc (serine-amide). RC-toxin | from C. noxius was cleaved dr nove with N, by

HPLC (similarly 1o Fig. 3a) and the peptide cor the C- inal scgment (resi 32-65) was

analysed by mass spectromeiry. Eight spectra were oblained lnd using three ions per npmnun (the .|" 12 C.

the I3 Ctand 13 €2 doubly charged 2pocics) gave 24 daia poinis which gave an average
¥ aest vesidue. The authors Siah 16 thank Dr Cart 1 lismes, r

8 the mol. wt of the peptide.

ith a amin
N.ALMH., for mnninl these apectra and cnlcnla
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