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RESUMEN

Las toxinas de alacran son de gran interés bioldgico por su capacidad de unirse a los
canales idnicos, alterando su funcion y comunicacion celular. Ademas son elementos
esenciales para el desarrollo de antivenenos contra la picadura de alacran. Por el niumero
de accidentes que se presentan, este tipo de intoxicacidn representa un problema de salud
publica, en los ultimos afos en México se han registrado alrededor de 250,000 casos

anuales.

En los ultimos afios se ha logrado combatir el problema del alacranismo, mediante el
desarrollo y mejoramiento de antivenenos que han logrado reducir el nimero de muertes.
Sin embargo para su obtencidn se necesita inmunizar caballos con los extractos solubles
de las glandulas de alacranes maceradas, para lo que se requiere a un gran numero de
estos. Como alternativa, se propone producir los componentes responsables de la toxicidad
en forma recombinante, con el fin de emplearse como inmundgenos y como herramientas

para la caracterizacion estructural de canales idnicos.

En el presente trabajo se emplea la toxina Ergtx1l aislada del veneno del alacran
Centruroides noxius, como modelo en dos sistemas de expresion heterolégos en
Escherichia coli: 1) la cepa Origami, que presenta un citoplasma oxidante y por lo tanto
permite obtener grandes cantidades de toxinas recombinantes plegadas (10-30 mg/L;

Bessette et al., 1999) y 2) la cepa TG1, en donde la toxina es exportada al periplasma.

La Ergtxl es una toxina formada por 42 residuos de aminoacidos y presenta un
motivo o/p estabilizado por 4 puentes disulfuro. Esta toxina se caracteriza por actlar
especificamente sobre los canales de potasio HERG, que se encuentran en células del

corazén, cerebro, tumorales y en ganglios del sistema nervioso simpatico periférico.
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Con ambos sistemas de expresion se ha logrado la produccion de la proteina Ergtx1 y
particularmente con el sistema de la cepa TG1 en donde el rendimiento fué de 100 pug de
por litro de cultivo. La Ergtx1l recombinante se obtuvo de forma funcionalmente plegada, lo

que se verificd por ensayos de electrofisiologia.

Para analizar la relacién estructura-funcion de la Ergtx1 en su interaccidén con el canal
de potasio HERG se generaron variantes de la toxina, que permiten proponer el papel

funcional y/o estructural de los residuos que pudiesen estar involucrados.

Aqui representamos la construccion de las mutantes: K13A, Y14A, Y17A, M35A,
F37A, K38A, K13A/F37A, Y14A/F37A, Y17A/F37A y K13A/K38A, que estan siendo usadas
para obtener informacién sobre la relacion estructura-funcién del par proteico: toxina-

canal idnico.
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INTRODUCCION

La generacion de material venenoso es uno de los rasgos evolutivos adquiridos por
diversas especies de animales como parte de su mecanismo de defensa y/o captura de la
presa, desencadenando una serie de eventos que trae como consecuencia la afectacion de
procesos vitales, tales como la transmisidon neuromuscular, la circulacidon sanguinea, la
permeabilidad de las membranas, entre otros efectos, como forma de garantizar el
dominio sobre la victima. Entre los animales productores de veneno se encuentran las
serpientes, anémonas marinas, arafas, caracoles de mar y alacranes, que en particular

son de gran interés cientifico y médico para nuestro laboratorio.

Los alacranes representan uno de los grupos mas antiguos de animales terrestres
(mas de 400 millones de afios). Existen aproximadamente 1500 especies, pertenecen a la
clase Aréacnida, orden Escorpiones. Los mas peligrosos para el humano forman parte de la
familia Buthidae, comprendiendo 500 especies, de las cuales los géneros Androctonus,
Leiurus, Buthus y Buthotus estan localizados principalmente al Norte de Africa, en el Medio
Oriente y en la India (Balozet, 1971), el género Mesobuthus esta distribuido en Asia
Central e Iran (Fet et al., 2000), el género Parabuthus se ha encontrado al Sur de Africa
(Debont et al., 1998), el género Centruroides esta distribuido en la parte Sur de Estados
Unidos, México y Centroamérica (Mazzotti et al., 1963; Dehesa-Davila et al., 1994) y el
género Tityus en Trinidad y Tobago, Brasil, Venezuela, Colombia y Argentina (Blicherl et

al., 1971).

Cada especie de alacran presenta en su veneno diversos componentes como:
enzimas, mucoproteinas, proteinas, lipidos, nucledtidos, sales, aminoacidos, péptidos y

otros que aun se desconocen (Zlotkin et al., 1978; Possani et al., 1999).
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En las Gltimas cuatro décadas se han realizado varios estudios sobre la bioquimica,
biologia molecular y evolucion de los diversos componentes activos del veneno de alacran,
permitiendo el aislamiento y caracterizacion general de péptidos toxicos que reconocen de
manera especifica a receptores de membranas celulares, comunmente denominados
canales idnicos, asi como algunos otros con actividad fosfolipasica, hialuronidasica,
antimicrobiana, insecticida y antiepiléptica. Ademas se ha logrado determinar algunas
caracteristicas estructurales tridimensionales de varias toxinas e inclusive de algunos
canales idnicos y se han desarrollado algunos antivenenos en contra de la intoxicacién por
picadura de estos aracnidos. Para una revisién del asunto consultar los articulos recientes

publicados por Rodriguez de la Vega y Possani (Toxicon 2004, 2005).

De acuerdo a la especificidad de las toxinas hacia los canales idnicos, pueden

clasificarse dentro de cuatro familias:

1) Toxinas constituidas por 58 a 76 residuos de aminoacidos, estabilizados por cuatro
puentes disulfuro que modulan la actividad de los canales de Na* (Possani et al.,

2000).

2) Toxinas de cadena corta de 22 a 48 residuos de aminodcidos, estabilizados por tres
o cuatro puentes disulfuro que bloguean los canales de K* (Rodriguez de la Vega y

Possani, 2004).

3) Toxina corta de 36 residuos de aminodacidos con cuatro puentes disulfuro que inhibe

el canal de CI" (Debin, et al., 1993).

4) Toxinas que modulan la sensibilidad de los canales de Ca*?, de 27 a 104 residuos

de aminoacidos (Possani et al., 1999).
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Propiedades funcionales y estructurales de las toxinas de
alacran

Toxinas de Na* (NaScTxs)

Las toxinas de alacran que modifican la actividad de los canales de Na*, son péptidos
de cadena larga biologicamente activos contra mamiferos, insectos o crustaceos (Miranda
et al., 1970; Zlotkin et al., 1978) de 6500-8500 Da (Rodriguez de la Vega and Possani,
2005). Su estructura terciaria se caracteriza por tener una triple cadena plegada B
antiparalela, una cadena corta hélice o y cuatro puentes disulfuros. Tres de los puentes
disulfuros se encuentran conservados en todas las toxinas, dos de ellos contribuyen a
mantener la hélice o conectada a la plegada B, formando el dominio a/p, estabilizado por
cisteinas (Fontecilla-Camps, et al., 1982). Este dominio estructural es comuin en toxinas
gue tienen afinidad por canales idnicos (Loret, et al., 1990). Cerca de esta region existe
otro puente disulfuro localizado muy préximo que une dos asas. El cuarto puente disulfuro
puede modificar su posicién, como en el caso de las toxinas de algunos insectos (Possani,

et. al., 1999).

Las NaScTxs son moduladoras del mecanismo de apertura y cierre del canal y son
clasificadas en dos grupos: toxinas a y B (Jover et al., 1980; Wheeler et al., 1983; Gordon
et al., 1998). En la figura 2 se muestran las toxinas mas representativas que afectan al

canal de sodio.
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Figura 1. Canal de sodio. Topologia de la subunidad o formadora del poro del canal y de los
receptores sitio 3 y 4. Los segmentos SS1 y SS2 forman la regién del poro, el cual esta rodeado
de cuatro dominios homologos (D1-D4) ensamblados. El asa S3-S4 de D2 esta involucrado en la
unién de las toxinas P al sitio 4. El asa S3-S4 en D4 muestran el receptor sitio 3 de las toxinas a

(ver referencias Gordon et al., 20002, Gordon and Gurevitz, 2003).

Las toxinas o se unen al receptor sitio 3 de manera dependiente de voltaje (ver figura
1), retardando o inhibiendo el mecanismo de inactivaciéon del canal (Catterall and Beress
1978; Couraud et al., 1978; Little et al., 1998; Leipold et al., 2005). Estas toxinas de

alacran de acuerdo al tipo de actividad, han sido divididas dentro de tres grupos:

e Las toxinas o “clasicas”, son altamente activas sobre mamiferos, pero presentan

baja toxicidad sobre algunos insectos, asi como su afinidad sobre las membranas

neuronales de insectos.

e Las toxinas a “anti-insecto”, no compiten contra las toxinas anteriores. Se unen a

los sinaptosomas de cerebro de rata y muestran una baja toxicidad en mamiferos al
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ser administradas por via intracerebroventricular, pero son altamente activas por

via subcutanea. Ademas para algunos insectos son altamente toxicas.

\

e Las toxinas “a-like”, tienen una alta toxicidad al ser administradas por via
intracerebroventricular en ratas y ratones, aunque su actividad es baja por via
subcutdnea y son moderadamente toxicas para algunos insectos. Compiten con las

toxinas “anti-insecto” en la union a las membranas sinaptosomales de insecto

(Gordon et al., 1998).

Por otro lado, las toxinas B se unen al receptor sitio 4 asignado en el dominio 2 en el
canal de Na* (ver figura 1) produciendo cambios en la activacion del canal hacia
potenciales de membrana mas negativos (Cestele and Catterall, 2000). Son toxinas que
reconocen tanto tejidos de mamiferos como de artrépodos. En el caso de artrépodos estas
toxinas se han clasificado en 2 clases: depresantes y excitatorias (Gordon et al.,1998;
Zlotkin 1997; Froy et al., 1999). Actlan selectivamente sobre los canales de sodio de
insectos, induciendo sintomas opuestos sobre las larvas de mariposa (Zlotkin 1997; Lester
et al., 1982) ya que se unen a sitios distintos en el receptor (Gordon et al., 1992). Una de
las toxinas B mejor estudiadas es la toxina 2 de Centruroides noxius (Cn2), que fue
ampliamente estudiada en nuestro laboratorio. Recientemente se demostré que Cn2 tiene
una exquisita preferencia por un subtipo especial de canal de Na*, el Na, 1.6 (Schiavon et

al., 2006).
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Figura 2. Alineamiento de secuencias primarias de las toxinas mas representativas, que afectan a los canales
de Na™. El alineamiento fue realizado con 191 secuencias (ver material suplementario doi:10.1016/j.toxicon.2005.09.006).
Los numeros de acceso al Swiss-Prot estan seguidos por el nombre abreviado de la toxina y por el cédigo de acceso al PDB
para las que cuentan con estructura tridimensional resuelta. Se muestra al lado derecho de la figura el efecto farmacoldgico
de las toxinas, aunque con astérisco se senalan las que tienen distinta funcién. Las secuencias han sido alineadas con base
en las cisteinas con objeto de mostrar la conservacion de tres de los puentes disulfuro. Este arreglo de puentes disulfuro se
mantiene en todas estas toxinas. El cuarto puente puede o no estar presente y tener una posicién diferente en algunas
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toxinas, como en algunas toxinas que afectan a los canales de insectos (Rodriguez de la Vega and Possani, 2005).
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Toxinas de K+ (KScTxs)

Las toxinas que inhiben los canales de potasio presentan un motivo estructural o/f
estabilizado por tres o cuatro puentes disulfuro (Rodriguez de la Vega y Possani, 2004).
Este motivo estructural esta formado por una a hélice de dos y media vueltas y una hoja B
plegada de dos o tres segmentos de la cadena. La o hélice se encuentra conectada,
mediante dos puentes disulfuro, a la hoja B formando el dominio o hélice estabilizado por
cisteinas (Bontems et al., 1991). De estas toxinas se conocen 125 secuencias, 80 estan
clasificadas como KScTxs o, comprendidas en 20 diferentes subfamilias (Goudet et al.,
2002; Batista et al., 2002. Olamendi et al., 2006), 4 son KScTxs B (Legros et al., 1998;
Batista et al., 2002), 27 son KScTxs y (Rodriguez de la Vega et al., 2004; Zeng et al.,
2006) y 2 son x-hefutoxinas (Srinivasan et al., 2002). De ellas, las KScTxs a han sido
convenientes herramientas en ensayos farmacoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos y biofisicos
asociados con la caracterizacion estructural del canal de K* y sus corrientes idnicas. La
estructura terciaria de estas toxinas o es similar, por lo que su mecanismo de accion,
especificidad y afinidades fisiolégicas dependen de que aminoacidos esten situados en la
superficie externa y de la forma en que interaccionan estos con las moléculas del canal

(Rodriguez de la Vega et al., 2003).

En la figura 3, se presenta un alineamiento de secuencias de toxinas de distintas
especies de alacran que afectan los canales de potasio de las subfamilia y, basado en la
homologia de su estructura primaria. Entre las toxinas de distintas especies de alacran, se
observa la conservacion de las cisteinas, que dan lugar a los puentes disulfuro, ademas

otros residuos .
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Figura 3. Alineamiento de secuencias primarias de las toxinas de alacran que afectan a los canales
de K* de la subfamilia y. El alineamiento fue realizado con 27 secuencias. Los niUmeros de acceso al Swiss-
Prot estan seguidos por el nombre abreviado de la toxina. Las secuencias han sido alineadas con base en las
cisteinas con objeto de mostrar la conservacién de tres de los puentes disulfuro. Este arreglo de puentes
disulfuro se mantiene en todas estas toxinas. El cuarto puente puede o no estar presente, como en el caso de
las dos ultimas toxinas.
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Alacranismo, problema de salud publica

El alacranismo es causado por la intoxicacién por la picadura de alacran en el humano

y representa un serio problema de salud publica en México (Mazzotti and Bravo-Becherelle,
1963). Estimaciones estadisticas revelan cerca de 250,000 casos en el 2005, ver tabla 1.
(Dehesa-Davila and Possani, 1994; Direccion General de Epidemiologia). Se han
identificado 221 especies y subespecies de alacran en el pais (Dehesa-Davila et al., 1996),
afortunadamente, solo siete son medicamente importantes (Hoffmann 1936; Hoffmann
and Nieto 1939) y forman parte del género Centruroides. Estas especies peligrosas para el
hombre son: Centruroides limpidus limpidus, C. limpidus tecomanus, C. infamatus, C.
suffusus suffusus, C. noxius, C. elegans y C. sculpturatus (Dehesa-Davila et al., 1995) y
estan distribuidas principalmente en las vertientes del Pacifico en México desde Sonora
hasta Oaxaca y en algunas regiones del centro como Durango, Zacatecas, Aguascalientes,
Guanajuato, Querétaro, Morelos y Puebla, como se muestra en la figura 4 (Calderdn-

Aranda et al., 1996).
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12. Querétaro
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16. Oaxaca

México

=l T = LR ]

ol C. suffusus suffusus
m C. noxius
C. limpidus limpidus
_'- *rjw C. limpidus tecomanus
] C. elegans
C. infamatus infamatus

aan) C. sculpturatus

Figura 4. Distribucidon Geografica de alacranes peligrosos en México (Dehesa-Davila y
Possani, 1994). 23



Tabla 1. Intoxicacion por picadura de alacran.

Indicador 1995 1997 2000 2002 2003 2004 2005
Casos 83,814 170,115 208,444 263,079 243,183 230,199 247,976
Tasa’ 91.49 179.57 198.08 262.76 233,4 218.51 232.95

Defunciones 230 140 84 70 502 30 35

Letalidad?® 0.27 0.08 0.04 0.03 0.02 0.01 +

Numero de casos por cada 100,000 habitantes mayores de 1 afio.

’Datos preliminares .

3Numero de muertes por cada 100 casos.

*Datos no estimados.

*Fuente: Sistema UuUnico para vigilancia epidemiolégica / Direccion
epidemiologia.

general de

De los casos anteriores los estados de Nayarit, Jalisco, Guanajuato, Colima

4

Michoacan, Morelos, Puebla y Guerrero, presentan una mayor incidencia de alacranismo en

la Republica Mexicana, encontrandose distribuidos en ellos C. limpidus, C. infamatus y C.

noxius, alacranes de gran importancia médica. De acuerdo a los datos estadisticos

registrados por la Direccion General de Epidemiologia, entre 1995 y 2005 (tabla 2), se

muestra que el estado de Jalisco ocupa el primer lugar de alacranismo de la Republica

Mexicana, reportandose 50,313 casos, lo que representa el 20% del nimero total de

picaduras en el 2005.

Tabla 2. Datos estadisticos sobre casos de intoxicacion por picadura de alacran
en México (Fuente: Sistema Unico para Vigilancia Epidemiolégica / Direccion

General de Epidemiologia).

ARo Nayarit Jalisco Guanajuato Colima Michoacan Morelos Puebla Guerrero
1995 10,011 26,527 16,048 12,716 22,489 30,610 12,369 13,990
1998 10,782 27,179 15,920 12,532 19,132 31,356 10,782 17,127
1999 10,777 31,749 21,029 10,452 25,351 34,414 12,903 18,175
2000 13,358 37,952 23,331 9,031 27,172 31,267 11,660 22,094
2001 13,634 44,042 26,056 9,394 27,546 32,810 13,248 22,379
2002 14,890 43,792 25,935 10,358 30,218 32,030 14,021 25,022
2003 15,052 48,453 24,073 10,271 28,588 30,741 15,481 24,204
2004 14,642 47,949 23,254 10,640 23,847 25,559 14,855 28,921
2005 13,466 50,313 26,419 9,726 27,036 31,559 16,575 33,154
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En los ultimos afios se ha logrado combatir el problema del alacranismo, mediante el
desarrollo y mejoramiento de antivenenos que logran reducir el nimero de muertes, (tabla
1). Sin embargo para su obtencién se necesita inmunizar caballos con los extractos
solubles de las glandulas de alacranes maceradas, para lo que se requieren a un gran
nimero de estos alacranes. Una alternativa que nuestro grupo ofrece es producir los
componentes responsables de la toxicidad en forma recombinante, con el fin de emplearlos
como inmundgenos y como herramientas para la caracterizacion estructural de canales
idnicos. Para este fin, se empleard como modelo la toxina Ergtxl que fue aislada del

veneno del alacran mexicano Centruroides noxius Hoffmann.

Actualmente el tratamiento indicado para las personas picadas por alacran es el uso
de antivenenos producidos por hiperinmunizacién de caballos. El suero del caballo es
tratado enzimaticamente y los fragmentos F(ab), son purificados, cuantificados y
liofilizados para uso en humanos. Uno de las 2 venenos existentes en México es producido
por el Instituto Bioclon S. A. de C. V., subsidio de los Laboratorios Silanes S. A. de C. V. Su

marca registrada se llama Alacramyn y es muy efectiva.

ANTECEDENTES

Ergtoxinal (Ergtx1)

La Ergtxl es una toxina corta, forma parte de la familia de las KScTx y, esta
constituida por 42 residuos de aminoacidos, su estructura terciaria presenta un motivo a/p
estabilizado por 4 puentes disulfuro (C5-C23, C11-C34, C20-C39 y C24-C41), como se
observa en la figura 5 (Gurrola et al., 1999; Bottiglieri et al., 2000; Corona et al., 2002;

Frenal et al., 2004).
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Figura 5. Secuencia primaria de la Ergtoxinal. La estructura de la toxina se caracteriza por tener
una secuencia N-terminal pobremente organizada, extendiéndose desde D1-K13, e incluye un fragmento
corto helicoidal de D3-V6, le sigue una lamina B (Y14-T15) Estos elementos son seguidos por una a-
hélice (Q18-A27), una segunda lamina B (G32-M35) y una tercera y pequena ldmina p (C39-C41).

En el 2002, Pardo-Lépez y cols. reportaron aminoacidos de Ergtx1l importantes en el
reconocimiento del canal de potasio (Pardo-Lopez et al., 2002). Mas tarde Torres y cols.,
reportaron la estructura tridimensional de la Ergtx1l sintetizada quimicamente y obtenida
por RMN, la cual adopta una conformacién similar a las toxinas de potasio. Sin embargo su
estructura es inusual, ya que se observa una hélice corta situada en el extremo del N-
terminal del péptido en lugar de la usual [dmina B. Ademas la primera ldmina p interactta
(por puentes de hidrégeno) con la segunda ldmina B y no con la tercera, como es comun
observarse en las toxinas de alacran. La estructura presenta un N-terminal flexible, del
primero al cuarto residuo, seguida de una vuelta, probablemente de una hélice 3,0, por el
residuo 5-7. La primera ldmina B, de los tres segmentos B antiparalelos, es corta y esta
formada por los residuos 14-15. Las dos restantes estan definidas por los residuos 32-35 y
39-41, separadas por una asa formada por los residuos 35-37. Una hélice a, formada por
los residuos 18-27, seguida por la primera lamina B y la tercera lamina B (ver figura 6)
atravezada diagonalmente (Torres et al., 2003). Esta estructura fue confirmada por

nuestro grupo de trabajo utilizando la Ergtx1 nativa (Frénal et al., 2004).
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Figura 6. Estructura de la toxina Ergtx1: A. Ensamble de las 20 mejores estructuras alineadas por
superposicion de esqueletos de atomos del residuo 5-42. B. Diagrama de listdn muestra la estructura
secundaria y puentes disulfuro. C. En la estructura se enfatiza las cadenas laterales de los residuos de
lisina. D. Diagrama de listdn muestra las localizaciones de residuos importantes. K13 y K25 en azul y Y
en amarillo. E. Muestra las superficies moleculares hidrofébicas e hidrofilicas. El tipo de residuos son
distinguidos por su color: residuos no polares y Y amarillos; residuos no cargados polares en verde;
residuos cargados en azul y los cargados negativos en rojo. Las figuras fueron generadas usando
MOLMOL (Torres et al., 2003).

La toxina Ergtx1 actua especificamente sobre los canales de potasio codificados por la
familia de genes Human ether-a-go-go (HERG; Gurrola et al., 1999), que son expresados
en corazén, ganglios del sistema nervioso simpatico periférico, cerebro y células
tumorales. Estos canales son estructuras proteicas insertadas en la membrana plasmatica
que controlan el flujo idnico, en este caso del K*, entre el exterior y el interior celular.
Pertenecen a la familia de canales de potasio dependientes de voltage (K,, voltage-gated,

VGK), esto significa que son capaces de sensar los cambios en el potencial de membrana
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modificando su estructura conformacional y permitiendo (estado abierto) o impidiendo

(estado cerrado o inactivado) el flujo idnico a través de él.

Los canales HERG pertenecen a la familia Kv 11.1, segin la nomenclatura actual,
(International Union of Pharmacology, 2003; K: canal de potasio; v: con dependencia de
voltaje; 11: miembro de la tercera subfamilia de mamiferos erg; 1: primer miembro
descrito del grupo) contiene seis dominios transmembranales denotados por S1-S6, una
hélice poro que esta interpuesta entre S5 y S6. El S4 esta cargado positivamente,
actuando como sensor de voltage para la activacion (Warmke and Ganetzky, 1994; Shi et
al., 1997). Estos canales son blanco de un grupo potente de drogas en las que se incluyen
antiarritmicos, antihistaminicos y antibidéticos (Roden, 1998; Mitcheson, 2000), que
bloquean el canal de potasio causando la adquisicion del sindrome LQT, que puede causar
un sincope y muerte repentina resultado de arritmias y fibrilacion ventricular. El
descubrimiento de sustancias naturales que puedan especificamente bloquear
reversiblemente o reconocer este tipo de canales es fundamental para la busqueda y
desarrollo de nuevas drogas que trate algunas de las enfermedades y mal funcionamientos
asociados con el canal HERG (Carbone et al., 1982; Mackinnon and Miller, 1988; Miller et
al., 1995). Para este tipo de canales las toxinas de alacrdan han sido herramientas

importantes para determinar la geometria del vestibulo externo del poro del canal.

En el 2002 nuestro grupo en colaboraciéon con el grupo de la Dra. G. N. Tseng de la
“Virginia Commonwealth University” (USA), realizamos mutagénesis de cisteina del
segmento que une al S5-P y al P-S6 del canal HERG, observandose cambios en los sitios
de union de la toxina Ergtx1, sobretodo en el segmento S5-P que puede estar formando
una alfa hélice anfipatica, aunque en el segmento P-S6 pueden estar involucradas
interacciones hidrofdbicas (Pardo-Lopez et al., 2002). Después Bansal y cols., en el 2003,

reportan la sintesis y estructura de la asa extracelular (S5-P loop), que une extremos

28



externos del dominio transmembranal S5 y la hélice del poro y es el sitio de unién de la
toxina Ergtx1. Por lo que al conocer la estructura y como interacciona esta toxina en este
sitio, se puede obtener informacion estructural acerca del vestibulo externo del canal HERG

(Bansal et al., 2003).

En el 2004 estudios realizados por Frénal y cols., sugieren que la toxina Ergtx1 puede
estar interactuando con la a-hélice externa anfipatica del canal HERG, pero no en la regién
central del poro, como generalmente es bloqueado este canal. Ellos proponen que hay un
parche hidrofébico en la Ergtx1 formado por 4 residuos aromaticos (Y14, Y16, Y17 y F36) y
2 basicos (K38 y K13) que pueden estar unidos a la a-hélice anfipatica. En la figura 7 se

puede observar la estructura de la Ergtx1, obtenida por RMN (Frénal, et. al., 2004).

Figura 7. Estructuras tridimensionales de la toxina Ergtxl y del canal HERG. A. El parche
hidrofébico esta formado por cuatro residuos aromaticos y 2 residuos basicos y este se encuentra unido
a 2 residuos catidnicos. B. Tres residuos polares, incluyendo dos residuos cargados, forman un parche
hidrofilico. C. Se propone que el modo de interaccién entre la Ergtxl y el canal HERG. Y14, Y16, Y17 y
F36 pueden unirse a W585 y 1593 de la a-hélice anfipatica por interaccion hidroféobica. K38 y K13 puede
formar una interaccion de forma cationica con W585. La repulsion electrostatica puede ocurrir entre
E575, H578 sobre el canal y D3, K25 sobre la Ergtxl, respectivamente. Pro632 puede formar algun
puente de hidrégeno con el parche hidrofilico.



Para estudiar la relacién estructura-funcién de la toxina Ergtx1 y el vestibulo del canal
HERG nosotros realizaremos la expresion heterdloga de esta toxina, asi como de distintas
variantes mutagénicas de su respectiva secuencia y al mismo tiempo se analizaran los
resultados obtenidos en el trabajo de Torres y Frenal. Con estas variantes sera posible
identificar que aminoacidos participan en los motivos estructurales fundamentales para la

funcion de la toxina sobre el canal idnico.

Expresion de toxinas recombinantes

Desde 1989, se ha reportado la expresidon de toxinas de alacran en diferentes
sistemas, esto incluye a Escherichia coli, levaduras, células de insectos, células de
mamiferos, etc. Desafortunadamente pocos de ellos han sido exitosos, ya que o producen
muy pequefias cantidades, o se obtienen toxinas inactivas (Shao et al., 1999). A

continuacion en la siguiente tabla se muestran las toxinas que han sido expresadas,

utilizando diferentes sistemas.

Tabla 3. Expresion heterdloga de genes que codifica para toxinas de

alacran.
Toxinas Inductor /
de Caracteristicas Cepa / Vector producto Rendimiento Referencia
Alacran
CTX 37 aa, KCh, 3PD E. coli BL21(DE3) IPTG / soluble 1 mg/It de Park et al.,
/ pCSP105 cultivo 1991
toxina activa
LghalT 62 aa, NaCh, 4PD E. coli BL21 / IPTG/ cuerposde 5 -10 mg/It Zilberberg, et
pET-11cK inclusion de cultivo al., 1996
toxina activa
LghlT, 61 aa, NaCh, 4PD E. coli BL21 / IPTG/ cuerpos de 500ung/It de Turkov, et
pET-11cK inclusion cultivo al., 1997
toxina activa
N TX 39 aa, KCh, 3PD E. coli BL21/ IPTG/soluble 2 mg/lt de Martinez et
pCSP105 cultivo al., 1998
toxina activa
BmKM1 64 aa, NaCh, 4PD  Saccharomyces No 5 mg/It de Shao et al.,
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cerevisiae S78 / inducible/soluble cultivo 1999
pVT102U/a toxina activa
Css 11 66 aa, NaCh, 4PD E. coli BL21 / IPTG/soluble 1-2mg/It de Johnson et
pET-15b cultivo al., 2000
toxina activa
BmKIM 61 aa, NaCh, 4PD E. coli BL21 / IPTG/soluble 1-2 mg /It de Peng et al.,
pGEX-5x-1 cultivo 2002
toxina activa
Saccharomyces 8-10 mg/It de Wu et al.,
BmPO5 31 aa, KCh, 3PD cerevisiae S78 / No cultivo 2002
pVT102U/a inducible/soluble toxina activa
AaHlI 63 aa, NaCh, 4 PD E. coli DH50/ IPTG/soluble 0.3 mg/lt de Legros et al.,
AaHllI 64 aa, NaCh, 4PD pMAL-p cultivo 2002
AaHIll 65 aa, NaCh, 4PD toxina activa
BmTXKB 66 aa, NaCh, 3PD E. coli BL21/ IPTG/soluble 2 mg/l de Cao et al.,
PGEX-5x-1 cultivo 2003
toxina activa
AGAP Péptido E. coli BL21 / IPTG/soluble 2.5 mg/It de Liu et al.,
analgésico- PET28 cultivo 2003
antitumor
Cn5 66 aa, NaCh, 4 PD E. coli CMK / IPTG/soluble 3 mg/lt de Garcia, et al.,
pMalC cultivo 2003
toxina activa
LghpBl 61 aa, NaCh, 4PD E. coli BL21 / IPTG/soluble 2 mg/lt de Gordon et al.
pET-11cK cultivo 2003
toxina activa
Bj-xtrIT 76 aa, NaCh, 4PD E. coli BL21 / IPTG/soluble 2 mg/lt de Cohen et al.,
pET-11cK cultivo 2004
toxina activa
Botll1lI 64 aa, NaCh, 4PD E. coli HB101 / No 1 mg/It de Benkhadir et
pEZZ-18 inducible/soluble cultivo al., 2004
toxina activa
E. coli HB101/ No inducible 1.1 mg/It de
pEZZ-18 cultivo Rhouma et
BotlT 6 62 aa, NaCh, 4 PD toxina activa al., 2005
Células Sf9 / No inducible
pGmAc116T 2X107 pfu/mL
toxina activa
Lgg-V 64 aa, NaCh, 4 PD E. coli JM109/ IPTG/ soluble 1.5 mg/It de Banerjee et
PET15b cultivo al., 2006
toxina inactiva
BmK CT 35 aa, CI,KCh, E. coli BL21 / IPTG/soluble 1.4 mg/It de Fu et al.,
4PD pExSecl cultivo 2005
toxina activa
Lgh- 61 aa, Nach, 4 PD E. coli BL21 / IPTG/soluble Toxina activa Strugatsky et
dpriTs; pET-11cK al., 2005

Con respecto a la tabla anterior, se puede afirmar que no existe un sistema de

expresidon universal para la produccién de proteinas heterdlogas. Sin embargo, hasta el

momento el sistema mas utilizado para la expresidon de toxinas recombinantes de alacran

ha sido en Escherichia coli y en la mayoria de los casos anteriores se ha logrado obtener
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mas de 1 mg de toxina por litro de cultivo, cantidad suficiente para realizar ensayos de
estructura-funcion con respecto a canales idnicos. Escherichia coli es el huésped
procariético mas usado porque ha sido el mejor caracterizado en términos de genética
molecular, fisiologia y sistemas de expresién. Sin embargo su uso para la produccién de
proteinas recombinantes puede involucrar una serie de problemas practicos. Por ejemplo,
Escherichia coli no es muy apropiada para la produccion de proteinas muy grandes,
complejos que contienen puentes disulfuro, o proteinas que requieren modificaciones post-
traduccionales. Ademas la estabilidad de las proteinas producidas en este huésped puede
ser baja ocasionada por degradacion proteolitica, y las proteinas sobreexpresadas tienden
a agregarse, formando cuerpos de inclusidn, los cuales después requieren complicados
procesos de desnaturalizaciéon y de plegamiento in vitro para hacerlas funcionales. Una
variedad de tecnologias incluyendo el uso de promotores y cepas huésped, coexpresion de
chaperonas y cambios en las condiciones de cultivo, han sido usadas para reducir algunos

de estos problemas (Choi and Lee, 2004; Makrides, 1996).

El interior de Escherichia coli esta dividido en dos compartimentos: citoplasma y
periplasma. Las proteinas recombinantes pueden ser enviadas a alguno de estos
compartimentos, presentandose ventajas y desventajas dependiendo en cual de ellos sea

enviada.

Citoplasma

Cuando el destino de la proteina es el citoplasma, los niveles altos en la producciéon de
proteinas frecuentemente lleva a la formacion de cuerpos de inclusion, los cuales son
agregados de intermediarios plegadas como la nativa o proteinas desplegadas, aunque es
imposible predecir que proteinas seran producidas como cuerpos de inclusién (Kane and
Hartley, 1998). Se han desarrollado varias estrategias de expresion para la formacion de

estructuras plegadas naturalmente en este compartimento. Esto incluye la coexpresion de
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chaperonas (Bessette et al., 1999; Wall and Pluckthun, 1995), el uso de cepas huésped
con thioredoxinas deficientes que mantienen un potencial redox favorable, como la cepa
Origami (Derman et al., 1993; Proba et al., 1995), la reduccién en la velocidad de sintesis
de las proteinas (Bowden and Georgiou, 1990), la reduccién de la temperatura de las
condiciones de cultivo (Schein, 1989) y el uso de polipéptidos altamente solubles como

parejas fusionadas (Murby et al., 1996; Uhlen and Moks, 1990).

Periplasma

La produccién de proteinas recombinantes en el espacio peripldsmico presenta varias

ventajas:

La proteina es secretada naturalmente al estar fusionada a un péptido sefal.

e Hay menor actividad de proteasas en el espacio periplasmico que en el citoplasma,
por lo que hay menor degradacién de proteinas.

e La purificacién de las proteinas recombinantes es simple, debido al poco contenido
de proteinas nativas de este compartimento en el huésped.

e Formacion correcta de puentes disulfuro que puede ser facilitado por el medio

oxidativo que provee este compartimento (Hockney, 1994; Makrides, 1996).

e Las proteinas secretadas pueden ser usadas en ensayos de actividad in vivo.

Sin embargo, también se observan desventajas, principalmente relacionadas con el

procesamiento del péptido sefial:

e La secuencia sefal puede ser incompletamente procesada o removida.
¢ La cantidad de proteina secretada puede ser muy baja o indetectable.
e Puede presentarse autolisis celular, principalmente causada por debilidad de la

membrana externa.
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La eficiencia de la secrecidon es variable, dependiendo de las caracteristicas de la
proteina recombinante. Sin embargo se han desarrollado nuevas secuencias sefial
que pueden hacer la secrecion mas eficiente, como: PelB, proteina A y OmpA.

Los cuerpos de inclusion pueden formarse en el citosol o en el periplasma cuando
los niveles de expresién son altos.

Los puentes disulfuro pueden estar formados incorrectamente (Jeong and Lee,

2000; Lucic et al., 1998; Pritchard et al., 1997; Wong et al., 2003).
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OBJETIVO GENERAL

Expresidon heterdloga de la toxina Ergtx1 del alacran Centruroides noxius y generacion

de sus variantes, con la finalidad de analizar la relacion estructura-funcion.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Expresar el gen que codifica para la toxina Ergtxl, empleando las cepas TGl y
Origami de Escherichia coli.

» Purificar e identificar la toxina expresada.

» Generar variantes de la toxina Ergtx1.

> Verificar la actividad bioldgica de la toxina recombinante Ergtxl y de las variantes

por electrofisiologia.

MATERIALES Y METODOS

Para las amplificaciones por PCR se empled la Vent Polimerasa (New England Biolabs).
Las enzimas de restriccion y la T4 DNA ligasa fueron obtenidas de Boehringer o New
England Biolabs. Para purificar los vectores de expresién se empled la cepa DH50 (F
gyrA96 (NAI") recA relAl endAl thi-1 hsdR17 (rimg*) ginv44 deoR A(lacZYA-
argF)U169[¢80dA(lacZ)M15]) de Escherichia coli y para la expresion de las proteinas
recombinantes las cepas TG1 (supE thilA(lac/proAB) A(mcrB/hsdSM)5(rK-mK-) [F’
traD36proAB laclqZAM15]) y Origami (F*[lac+ lacl® pro] (DE3) gor522:Tn 10 trxB(KanF,

strR, Tet®)) .
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1. Construccion de vectores de expresion

El vector pKS™-Ergtx1 (construido por la Dra. Blanca Garcia), que contiene el gen que
codifica para la toxina Ergtx1 fue utilizado como templado para la construccién de seis

vectores de expresion. Para tal fin se disefiaron una serie de oligonucléotidos:

Oligo Erg-Up

5'GCA CTG CAT ATG GAT AGA GAT AGC TGC GTC-3’

Oligo Erg-Low

5'GCA AGC GAA TTC TTA CGC ACA TTT ACA CTT-3’

Oligo HisEnt-ERG

5'GCA CTG CAT ATG CAT CAC CAT CAC CAT CAC GAT GAC GAT GAC AAG GAC AGA GAT
AGC TGC GTC-3’

Oligo BamH1-EntERG

5'GGC TCT GGA TCC GGT GAT GAC GAT GAC AAG GAC AGA GAT AGC TGC GTC-3'

Oligo Sfi-Erg

5'GTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC GAC AGA GCT AGC TGC GTC-3'

Oligo Not-Erg

5TTT TTC AAG TGT AAA TGT GCG TAA TCA CGT GCG GCC GCA AGT CGA GAA TGA CTC-3’
Oligo Sfi-6His

5’-GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CC G GCC A TG GCC CAT CAC CAT CAC CAT CAC
GAT-3’

Oligo Sfi-Thio

5’-GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CC G GCC A TG GCC ATG TCT GAT AAA ATT ATT CAT-
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El gen rErgtx1, fue clonado dentro de los vectores de expresion, pThioC y pSyni,
usando PCR. La cepa DH5a de Escherichia coli fue transformada con los plasmidos
construidos, por el método de choque térmico. Se realizd una seleccion de clonas por PCR
de colonia. De las clonas que resultaron positivas se obtuvo el plasmido y se determind la
secuencia nucleotidica de ambas cadenas para comprobar si las construcciones eran

correctas.

1.1.Vectores de expresion citoplasmica

El vector pThioC esta construido de tal manera que permite insertar una secuencia
determinada y fusionarla al gen que codifica para la proteina acarreadora, thioredoxina. Su
expresion es inducida con isopropil-p-D-tiogalactosido (IPTG) y su regulacién se encuentra
bajo el promotor trc, el cual es regulado por el gen que codifica para el represor Lac (lac'?).

También contiene un gen que le confiere resistencia a ampicilina (www. Invitrogen.com).

a. pThioC + Ergtx. La construccion de este vector permitié expresar la toxina
recombinante Ergtxl, sin la necesidad de estar fusionada a una proteina
acarreadora. Para amplificar el extremo 5’ se emplea el oligonucléotido Erg-Up, el
cual elimind la proteina de fusién del plasmido (pThioHisC, Invitrogen) e incluye
un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion Ndel y los codones que
corresponden a los primeros 6 residuos del N-terminal de la toxina ErgTx1. El
oligonucléotido Erg-Low, se empleé para la amplificacion del extremo 3’
Contiene un sitio de corte para la endonucleasa EcoR1, un coddn de paro y los

codones que corresponden a los ultimos 5 residuos de la toxina (ver figura 8).

b. pThioC + His6X-EK-Ergtx. Este vector permitié expresar la fusion: seis residuos

de histidina, un sitio de corte enterocinasa mas la toxina ErgTx1. Para amplificar
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el extremo 5’ se empled el oligonucléotido HisEnt-ERG, el cual excluye la
proteina de fusion del plasmido de expresidon (pThioHisC, Invitrogen) e incluye un
sitio reconocido por la enzima de restriccién Ndel, los codones que codifican para
los seis residuos de histidinas, los codones que codifican para los aminoacidos que
son reconocidos por la enzima enterocinasa (DDDDK) y los codones que
corresponden a los primeros seis residuos del N-terminal de la toxina ErgTx1. El

oligonucléotido Erg-low se empled para amplificar el extremo 3’ (ver figura 8).

c. pThioC + Thioredoxina-EK-Ergtx. Para amplificar el extremo 5’ se usé el
oligonucléotido BamH1-EntERG, este permitié la fusion con la proteina
acarreadora del vector (thioredoxina) e incluye un sitio reconocido por la enzima
de restriccion BamH1, los codones que codifican para los residuos que son
reconocidos por la enzima enterocinasa y los codones correspondientes a los
primeros 6 aminoacidos del N-terminal de la toxina. Y para amplificar el extremo

3’ se emplea el oligonucléotido Erg-Low (ver figura 8).

Ndel BamH1 EcoR1

Ptrc/operador lac/RBS| ATG] HP-Thioredoxinal Sitio EK-Ergtxl

pThioC + Ergtx1

Ndel EcoR1
GCA CTG C Ig’l‘_AE GAT AGA GAT AGC TGC GTC........... AAG TGT AAA TGT GCG TAA GN AR TTC GCT TGC
D R D S C v K c K o A *
Oligonucleotido 5° (Exrg-Up) Oligonucleotido 3° (Erg-Low)
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pThioC + His6X-EK-Ergtx1

Ndel Sitio de corte Enterocinasa EcoR1
GCA CTG Cl AT ATG CAT CAC CAT CAC CAT CAC GAT GAC GAT GAC AAG. I.G}\T AGA GAT AGC TGC GTC AAG TGT AAA TGT GCG TAA Gl Ah TTC GCT TGC
H H H H H H D D D D K D R D s c v K c K c A *
Oligonucleotido 5° (HisEnt-ERG) Oligonuclectido 3 (Erg-Low)

pThioC + Thioredoxina-EK-Ergtx1l

BamH1 Sitio de corte Enterocinasa EcoEl
GGC TCT Gl GA TCC GGT GAT GAC GAT GAC AAG|GAC AGA GAT AGC TGC GTC ... AAG TGT AAA TGT GGC TAA Gl aa TTC GCT TGC
D D D D K D R D s o v K [ o] K C A *
Oligonucléotido 5° (BamH1-EntERG) Oligonuclétido 3° (Erg-Low)

Figura 8. Clonacién de los fragmentos Ergtxl, His6X-EK-Ergtxl y Thioredoxina-EK-Ergtx1, en el

vector de expresién citoplasmica pThioC.

1.2. Vectores de expresion periplasmica

Se generaron 3 construcciones empleando como templado de DNA el plasmido
pThioC+Ergtxl, y diferentes oligonucléotidos especificos para cada una de ellas. Las
construcciones fueron amplificadas por PCR y digeridas con las enzimas de restriccion

correspondientes, para posteriormente ser clonadas en el vector pSynl.

El vector pSynl estd construido de tal manera que permite insertar una secuencia

determinada y fusionarla al gen que codifica para el péptido senal, PelB. Su expresién es

inducida con IPTG y su regulacion se encuentra bajo el promotor lac. Presenta genes que
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le confieren al huésped resistencia a ampicilina y a kanamicina, pero esta ultima es

eliminada al insertar una secuencia en el vector.

a) pSynl + Ergtxl. Este vector tiene como caracteristica permitir la expresion de la
toxina Ergtx1l, sin estar acompafiada de alguna otra proteina de fusion y fue
generado a partir del vector de expresion citoplasmica pThioC+Ergtxl. El extremo
5’ fue amplificado con el oligonucléotido Sfi-Erg, en donde, los primeros once
codones corresponden al sitio de reconocimiento por la enzima de restriccién Sfil y
los seis restantes codifican para los primeros seis residuos del N-terminal de la
toxina Ergtx1. Para amplificar el extremo 3" se empled el oligonucléotido Not-Erg,
que contiene el sitio de reconocimiento por la endonucleasa Notl, dos codones de
paro y los codones que corresponden a los Ultimos cinco residuos de la toxina (ver

figura 9).

b) pSynl + 6His-EK-Ergtx1. La construccion de este plasmido permitié expresar la
toxina Ergtx1l fusionada a una cola de histidinas, separadas por un sitio de corte
enterocinasa y fue generada a partir del vector de expresion citoplasmica
pThioC+His6X-EK-Ergtx1. Para amplificar el extremo 5’ se empled el oligonucléotido
Sfi-6His, incluye un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion Sfil, los
codones que codifican para seis residuos de histidinas y un codén que codifica para
el primer residuo reconocido por la enzima enterocinasa. El oligonucléotido Not-

Erg, se empled para amplificar el extremo 3’ (ver figura 9).

c) pSynl + Thioredoxina-EK-Ergtx1. Esta construccidn permitié expresar la toxina

Ergtx1l fusionada a la thioredoxina, separadas por un sitio de corte enterocinasa y
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fue generada a partir del vector de expresion citopldsmica pThioC+Thioredoxina-
EK-Ergtx1l. Para amplificar el extremo 5’ se empled el oligonucléotido Sfi-Thio,
incluye un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion Sfil y los codones
gue codifican para los primeros siete residuos del N-terminal de la proteina
acarreadora thioredoxina. Se empled el oligonucléotido Not-Erg, para amplificar el

extremo 3’ (ver figura 9).

Sfil Notl

Ptrc/operador lac/RBS ATG Sitio Thioredoxina-EK-Ergtx

El Sitio Thioredoxina-EK-Ergtx1 puede ser sustituido por los sitios Ergtx1 o His6X-EK-Ergtx1.
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pSynl + Ergtx1l

S£il1 Notl
GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC J‘\I'TG GCC GAC AGA GAT AGC TGC GTC ... TTT TTC ARG TGT AARA TGT AAA TGT GCG TAA TCA CI GT GCG GOC GCA AGT CGA GAAR TGA CTC
pD R D 8 C W F F K ¢ K € K ¢ & «* *
Cligonucléotide 57 (8fi-Erg) Oligonucléotido 37 (Not-Erg)

pSynl + His6X-EK-Ergtx1

SFfiT NotI
GIC CTC Goa ACT Gos Gec cac coe aec Al TG Goc car cac car cac car cac Gar...TTT TIC AAG TGT AAA TGT GOG TAA TCA CllGT GCG GCC GCA AGT CGA GAA TGA CTC
H H H H H H D F F K € K € A * =*
Oligonucléotido 5° (Sfi-His) Oligonucléotido 3° (Not-Erg)

pSynl + Thioredoxina-EK-Ergtx1

Sfil NotI
GIC CIC GCA ACT G0G GoC cac ooG coc alTG GOC CAT CAC CAT CAC CAT CAC GAT ... mmmmmmmmmummwmmmmmm
H H H H H H D F F K €C K € A * *
Oligenucléotide 5° (S£i-Thio) Cligonucléotido 37 (Not-Erg)

Figura 9. Clonacién de los fragmentos Ergtxl, His6X-EK-Ergtxl y Thioredoxina-EK-Ergtx1, en el
vector de expresidn periplasmico pSynil.

2. Obtencion de proteinas recombinantes en el citoplasma
de la cepa Origami de Escherichia coli (rErgtx1, His6X-EK-
Ergtx1l, Thioredoxina-EK-Ergtx1)

2.1 Expresion de las proteinas recombinantes

Los plasmidos pThioC + Ergtxl, pThioC + His6X-EK-Ergtx1l y pThioC + Thioredoxina-
EK-Ergtxl fueron transformados de manera individual dentro de la cepa Origami de
Escherichia coli. Las transformantes fueron crecidas en medio YT2X (16g de Triptona, 10g
de Extracto de Levadura y 5g de NaCl/litro de cultivo) suplementado con ampicilina (200
Mg/ml) a 37° C; una vez que se alcanzd una ODggy de 0.3-0.5, se indujo la expresion de

las proteinas con 1mM de IPTG. Se tomaron muestras antes y después de la induccién
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determinando el nivel de expresién en un gel de SDS-PAGE. La cosecha se realizé durante

4 horas a 30° C después de la induccion.

2.2 Purificaciéon por cromatografia de afinidad y digestion de la

proteina de fusion

Las células fueron resuspendidas en un buffer (20mM Tris pH 8.0, 2.5 mM EDTA, 5mM
Imidazol; una tableta de inhibidores de proteasas) y lisadas con prensa francesa. El
extracto fue clarificado por centrifugacién por 20 minutos a 7,000 rpm a 4° C. El
sobrenadante se dializd contra PBS1X (0.00081 mM Na,HPO,, 0.00146 mM KH,PQ,,
0.1368 mM NaCl, 0.0026 mM KCI) para eliminar el imidazol y el EDTA, después se paso a
través de una columna de afinidad Ni*2-NTA, la columna se lavd con PBS1X. Las proteinas

unidas a la resina fueron eluidas con buffer de elucién (PBS1X, 250 mM Imidazol).

Las fracciones obtenidas de la cromatografia de afinidad fueron analizadas por
electroforesis SDS-PAGE al 18%.

La fraccién que contiene la proteina de fusién fue pasada a través de una columna C4
semipreparativa, utilizando un gradiente 0-60% de acetonitrilo en 60 minutos en presencia
de 0.1% de &cido trifluoroacético (TFA). Las fracciones obtenidas fueron analizadas por

ELISA, para detectar en cual de ellas se encontraba la proteina de fusion.

La proteina de fusién fue digerida en el sitio de reconocimiento (DDDDK) por la
enterocinasa recombinante EKMax (Invitrogen) en 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10mM CacCl,,
1% Tween-20 (0.2 Unidades/50ug de proteina en 16 horas a 37 y 4° C). El producto de la

digestion fue analizada en una electroforesis de SDS-PAGE al 20%.
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De acuerdo a lo observado en la electroforesis, los productos de las digestiones fueron
pasadas a través de una columna semipreparativa C, semipreparativa, utilizando un
gradiente 0-60% de acetonitrilo en 60 minutos en presencia de 0.1% TFA. Las fracciones

obtenidas fueron analizadas por ELISA y por espectroscopia de masas (ver mas adelante).

2.3 Analisis de Inmmunoblots y ELISAS

Las proteinas se visualizaron en un gel de electroforesis SDS-PAGE al 18%.
Posteriormente fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa y sujetas a "Western
blotting”, para el cual se empled un suero de conejo anti-Ergtx1 a una dilucién 1/1000, asi
como un anticuerpo anti-conejo IgG acoplado a peroxidasa. La toxina recombinante, las

proteinas de fusion y las fracciones cromatograficas fueron analizadas por ELISA.

2.4 Analisis de Proteinas: identificacion de la secuencia y
determinacion del peso molecular por espectroscopia de

masas

La proteina de fusién Thioredoxina-EK-Ergtx1 purificada por HPLC fue secuenciada por
el método automatizado de degradacion de Edman, en donde fue secuenciado el N-
terminal de la proteina de fusidon y por espectroscopia de masas se determind el peso
molecular tanto de la proteina de fusién como de las fracciones obtenidas del HPLC de la
digestion con EKMax. Los métodos y técnicas empleadas estan descritas en articulos
publicados por nuestro laboratorio (ver Diego-Garcia et al., 2006; Barona et al., 2006;

Batista et al., 2006; Caliskan et al., 2006).
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3. Obtencidn de proteinas recombinantes en el
periplasma de la cepa TG1 de Escherichia coli (rErgtx1,

His6 X-EK-Ergtx1, Thioredoxina-EK-Ergtx1)

3.1 Expresion de las proteinas recombinantes

Los plasmidos pSyn1 + Ergtxl, pSynl + His6X-EK-Ergtxl y pSynl + Thioredoxina-EK-
Ergtx1, fueron transformados de manera individual dentro de la cepa TG1 de Escherichia
coli. Las transformantes fueron crecidas en medio YT2X suplementado con ampicilina (200
Mg/ml) y glucosa (0.1%) a 37° C, una vez alcanzada una ODgg de 0.9 la produccion de la
proteina fue inducida con 1mM de IPTG. Se tomaron muestras antes y después de la
induccién para determinar el nivel de expresién en un gel de Tricine-SDS-PAGE. La

induccion se realizé durante 16 horas a 25°C.

3.2 Purificacion por cromatografia de afinidad y digestion de la

proteina de fusion

Después de la cosecha las células fueron centrifugadas y recibieron un choque
osmotico, primero con PPB (250mg/ml Sacarosa, 1mM EDTA, 30 mM Tris-HCl pH 8.0) y
posteriormente con 5mM MgSO,. Después del choque osmotico se obuvd el extracto

periplasmico, el cual fue dializado contra PBS1X.

La purificacion de la toxina se realizd6 mediante cromatografia de afinidad, utilizando
una resina Cu*?-NTA a la cual se unié la proteina de fusidn thioredoxina. Para eluir se
utilizd 20 mM Tris pH 7.5, 100mM NaCl, 100mM Imidazol. La elucidn se dializé contra el

buffer de corte de la enzima EKMax (50 mM Tris pH 8.0, 1 mM CaCl,, 1% Tween-20)
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empleando una membrana de didlisis con un peso molecular de corte de 3,500 Da, se

realizaron tres cambios de buffer en un lapso de 16 horas a 4 °C para eliminar el imidazol.

El corte con la enterocinasa EKMax se realiz6 a 37° C por 16 horas, se agregd 0.1U de

enzima/50 ug de proteina.

Una muestra de la digestion se pas6 a través de una columna de HPLC C,
semipreparativa de fase reversa, aplicando un gradiente de acetonitrilo de 0-100%, en
presencia de 0.1% de TFA por 100 minutos. Se colectaron las fracciones alrededor del
tiempo de retencién conocido en nuestro laboratorio (30-32 minutos) para la toxina nativa
Ergtxl. Las fracciones obtenidas fueron analizadas en una electroforesis de Tricine-SDS-

PAGE para identificar en cual de ellas se encuentra la toxina recombinante rErgtx1.

La fraccion correspondiente a la toxina fue recromatografiada en una columna de HPLC
Cis analitica de fase reversa, aplicando un gradiente de acetonitrilo de 0-60%, en
presencia de 0.1% de TFA por 60 minutos. La fraccién que presenté el tiempo de retencion
mas cercano al de la toxina nativa, se le determind la estructura primaria por el método
automatizado de Edman y el peso molecular por Espectrofotometria de Masas (ver Diego-

Garcia et al., 2006; Barona et al., 2006; Batista et al., 2006; Caliskan et al., 2006).

3.3 Anadlisis de Inmmunoblots y ELISAS

Las proteinas recombinantes fueron analizadas por electroforesis de Tricine-SDS-PAGE.
Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa y sujetas a “Western
blotting”, para el cual se empled un suero de conejo anti-Ergtx1 a una diluciéon 1/1000, asi
como un anticuerpo anti-conejo IgG acoplado a peroxidasa. La toxina recombinante, las

proteinas de fusion y las fracciones cromatograficas fueron analizadas por ELISA.
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4. Generacion de variantes de la Ergtx1

Para la mutagénesis sitio dirigida se disefaron los siguientes oligonucléotidos:

Oligo M35A
5’- CGC ACA TTT ACA CTT GAA AAA CGC ACA GGT TCC TCC ATT GTG-3’
Oligo K13A
5’- CA CGA TGC GCA GCA TAT GGA TAC-3’
Oligo Y14A
5’- GA TGC GCA AAA GCT GGA TAC TAC-3'
Oligo Y17A
5’-CA AAA TAT GGA TAC GCC CAA GAG TG-3’
Oligo F37A
5’-CG ACT TGC GGC CGC ACG TGA TTA CGC ACA TTT ACA CTT GGC AAA CAT ACA GGT
TCC-3'
Oligo K38A
5’-CG ACT TGC GGC CGC ACG TGA TTA CGC ACA TTT ACA CGC GAA AAA CAT ACA GGT
TCC-3'
Se generaron diez variantes, 6 mutantes simples (K13A, Y14A, Y17A, M35A, F37A y

K38A) y 4 dobles mutantes (K13A/F37A, K13A/K38A, Y14A/F37A, Y17A/F37A) a partir del
plasmido pSynl+Thioredoxina-EK-Ergtx1, el cual fue empleado como templado en la

amplificacion de cada una de las variantes y como vector de expresion.

A continuacién se mencionard la forma en la que se realizd cada una de las
construcciones, algunas de ellas fueron amplificadas por PCR de empalme (ver figura 10).
Se determind la secuencia nucleotidica de ambas cadenas de cada una de ellas para

verificar que fueran correctas.

a) pSynl + Thio-EK-Ergtx-K13A. Esta construccién se obtuvé en dos pasos,

primero se realizé un PCR, se amplifico el extremo 5' empleando el oligonucléotido
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b)

)

d)

K13A, que permite introducir el cambio de la lisina 13 por alanina y para el
extremo 3’ se utilizo el oligo Not-Erg. Una vez amplificado el fragmento, se realizd
una amplificacion por empalme, en donde, se empled como templado el plasmido
pSynl+Thioredoxina-EK-Ergtxl. El fragmento amplificado es utilizado como
“megaprimer” y para amplificar el extremo 5’ se empleod el oligo BamH1-EntERG y

el oligo Not-Erg para el extremo 3’ (Ver figura 10).

pSynl + Thio-EK-Ergtx-Y14A. Esta construccion fue realizada de la misma forma
que la construccién anterior. Primero se realizé el cambio de la tirosina 14 por
alanina, utilizando el oligo Y13A para amplificar el extremo 5’ y el oligo Not-Erg
para el extremo 3’. Una vez amplificado el fragmento, se siguid el mismo

procedimiento que la construccidon anterior (Ver figura 10).

pSynl + Thior-EK-Ergtx-Y17A. La construcciéon fue obtenida en dos pasos,
primero se realizé un PCR, en donde, se amplificé el extremo 5’ empleando el
oligonucléotido Y17A, que introduce el cambio de la tirosina 17 por alanina y para
el extremo 3’ se utilizd el oligo Not-Erg. Una vez amplificado el fragmento, se
realizé una amplificacion por empalme, en donde, fue empleado como templado el
plasmido pSynil+Thioredoxina-EK-Ergtx1l. El fragmento amplificado es utilizado
como “megaprimer” y para amplificar el extremo 5’ se empled el oligo BamH1-

EntERG vy el oligo Not-Erg para el extremo 3’ (Ver figura 10).

pSynl + Thio-EK-Ergtx-M35A. Esta construccion se obtuvé en dos pasos,
primero se realizé un PCR, en donde, se amplificé el extremo 5’ empleando el
oligonucléotido BamH1-EntERG, incluye un sitio de reconocimiento para la enzima
de restriccion BamH1, los codones que codifican para los cinco residuos reconocidos
por la enterocinasa (DDDDK) y los codones que codifican para los primeros seis

aminoacidos del N-terminal de la toxina Ergtx1. Para introducir la mutacion sitio
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e)

f)

8)

especifica se empled el oligonucléotido M35A, este incluye los codones que
codifican para los ultimos 13 residuos de la toxina Ergtx1. El fragmento amplificado
fue usado como templado y ahora se uso el oligo BamH1-EntERG para el extremo

5’y el oligonucléotido Not-Erg para el extremo 3’ (Ver figura 10).

pSynl + Thio-EK-Ergtx-F37A. La construccion fue obtenida utilizando
oligonucléotido BamH1-EntERG para amplificar el extremo 5’ e incluye un sitio de
reconocimiento para la enzima de restriccion BamH1, los codones que codifican
para los cinco residuos reconocidos por la enterocinasa (DDDDK) y los codones que
codifican para los primeros seis aminoacidos del N-terminal de la toxina Ergtx1.
Para introducir el cambio de la fenilalanina por alanina y amplificar el extremo 3’ se
utilizd el oligonucléotido F37A, este incluye los codones que codifican para los
ultimos 11 residuos de la toxina ErgTx1, 2 codones de paro y un sitio de corte para

la endonucleasa Notl.

pSynl + Thio-EK-Ergtx-K38A. Para amplificar el extremo 5’, se empled el
oligonucléotido BamH1-EntERG y para el extremo 3’ el oligo K38A, que incluye los
codones que codifican para los ultimos 11 residuos de la toxina Ergtx1, el cambio
de lisina 38 por alanina, 2 codones de paro y un sitio de corte para la endonucleasa

NotI.

pSynl + Thio-EK-Ergtx-K13A/F37A. Esta construccidon se obtuvd en dos pasos,
primero se realizd un PCR, en donde, se amplifico el extremo 5’ empleando el
oligonucléotido K13A, que permite introducir el cambio de la lisina 13 por alanina y
para el extremo 3’ el oligo F37A, que incluye los codones que codifican para los
primeros 11 residuos del C-terminal de la toxina Ergtx1, el cambio de fenilalanina
36 por alanina, 2 codones de paro y un sitio de corte para la endonucleasa Notl.

Una vez amplificado el fragmento se realizé una amplificacion por empalme, en
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h)

i)

)

donde fue utilizado como templado el pldasmido pSyn1+Thioredoxina-EK-Ergtx1. El
fragmento amplificado es empleado como “megaprimer” y para amplificar el
extremo 5’ se empleéd el oligo BamH1-EntERG Yy el oligo F37A para el extremo 3’

(Ver figura 10).

pSynl + Thio-EK-Ergtx-Y14A/F37A. Esta construccién fue realizada de la
misma forma que la construccidon anterior. Primero se realizé el cambio de la
tirosina 14 por alanina, utilizando el oligo Y13A para amplificar el extremo 5’ y para
el extremo 3’ el oligo F37A. Una vez amplificado el fragmento se realizd una
amplificacion por empalme, en donde se empleé como templado el plasmido
pSynl+Thioredoxina-EK-Ergtxl. El fragmento amplificado es usado como
megaprimer y para amplificar el extremo 5’ se empled el oligo BamH1-EntERG v el

oligo F37A para el extremo 3’ (Ver figura 10).

pSynl + Thior-EK-Ergtx-Y17A/F37A. La construccion fue obtenida en dos
pasos, primero se realizd un PCR, en donde, se amplificé el extremo 5’ empleando
el oligonucléotido Y17A, que introduce el cambio de la tirosina 17 por alanina vy
para el extremo 3’ se utilizé el oligo F37A. Una vez amplificado el fragmento, se
realizd el mismo proceso de amplificacién que la construccion anterior (Ver figura

10).

pSynl + Thio-EK-Ergtx-K13A/K38A. Esta construccion se obtuvé en dos pasos,
primero se realizd un PCR, en donde, se amplifico el extremo 5’ empleando el
oligonucléotido K13A, que permite introducir el cambio de la lisina 13 por alanina y
para el extremo 3’ se empled el oligo K38A, que incluye los codones que codifican
para los primeros 11 residuos del C-terminal, el cambio de lisina 38 por alanina, 2
codones de paro y un sitio de corte para la endonucleasa Notl. Una vez amplificado

el fragmento, se realizé una amplificacion por empalme, en donde, se empled como
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templado el plasmido pSyn1+Thioredoxina-EK-Ergtx1. El fragmento amplificado es
usado como “megaprimer” y para amplificar el extremo 5’ se empled el oligo

BamH1-EntERG y el oligo K38A para el extremo 3’ (Ver figura 10).

12 Reaccion de PCR
5

pSyn1-Thioredoxina-EK-Ergtx G

w

Oligo K13A I
I Producto de PCR
I (Megaprimer)
[

22 Reaccion de PCR l

5 3
pSyn1-Thioredoxina-EK-Ergtx 1 [ NG
I megaprimer

Oligo BamH1-EntERG

v

Ergtx1-K13A

- a Ly )
Las condiciones _cIe la 2@ reaccion de PCR fueron: Programa empleado en esta reaccion de PCR:
En un volumen final de 100yl .
. Un ciclo

Buffer para Taq polimerasa 10yl 950 C 5 minutos

dNTP’s . 4ul 30 ciclos

Oligonucleotidos 2ul c/u 950 C 1 minutos

DNA templado 0.001pl 550 C 1 minutos

Megaprimer 12 ul 720 C 1 minutos

Agua . Un ciclo

Taq Polimerasa 0.2yl 720 C 10 minutos

Figura 10. Ejemplo de como se lleva a cabo la amplificacién de las variantes K13A, Y14A, Y17A
M35A, K13A/F37A, Y14A/F37A, Y17A/F37A, K13A/K38A por PCR de empalme.

> < Oligo Not-Erg

< Oligo Not-Erg

I
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Para la clonacion, secuenciacion, expresion y purificacion de cada una de las mutantes
se siguid el mismo protocolo empleado en la expresion de la toxina recombinante Ergtx1

en el sistema de TG1.

5. Ensayos electrofisiolégicos

Con el fin de registrar las corrientes de potasio de estudio en este trabajo se utilizo la
técnica “Patch-clamp” en su configuracion “whole-cell”’. Esta técnica desarrollada a
principios de los ochenta (Hamill et al., 1981), permite fijar el potencial de membrana de
una célula o parte de su membrana y registrar las corrientes idnicas que aparecen al
aplicar potenciales hiperpolarizantes y despolarizantes. El fundamento de esta técnica
consiste en formar un sello de alta resistencia entre una micropipeta de vidrio con un
microelectrodo en su interior y la membrana de la célula. La micropipeta se llena con la
solucion interna cuya composicion varia dependiendo de la corriente a estudiar. Al poner la
pipeta sobre la superficie de la célula se aplica una presidn negativa mediante una ligera
succién de tal forma que la porcién de la membrana localizada en la luz de la pipeta se
invagina formando un sello de alta resistencia. A partir de este punto, para conseguir la
configuracion de célula completa “whole-cell” se aplica una succion adicional rompiendo la
porciéon de la membrana invaginada. Tras la rotura del parche de la membrana estan en
contacto la solucién interna y el citoplasma celular cambiando inmediatamente la
composicién de este ultimo. En estas condicione se fija el potencial de membrana al
potencial deseado y mediante distintos protocolos se registra la corriente deseada. La
corriente resultante es la suma de todos los canales presentes en la membrana activables

con las condiciones determinadas o también llamadas corrientes microscépicas. El equipo
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utilizado, las soluciones empleadas y el protocolo realizado para los distintos registros se

describiran a continuacion.

5.1 Cultivo Celular

Los registros electrofisioldgicos fueron realizados en el laboratorio del Dr. Enzo Wanke
(Departamento de Bitecnologia y Biociencia, Universidad de Milano-Bicocca, Milano, Italia).
El cDNA que codifica para el canal de potasio hergl, se expres6 en células HEK (*Human
Embryonc Kydney”) y fueron cultivadas en medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado con 4.5 g/| de glucosa y suero fetal bovino al 10%. Las células se

incubaron a 37 °C en una atmodsfera himeda con 5% de CO,.

5.2 Soluciones

La solucién extracelular contiene: 130 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,
10 mM buffer HEPES-NaOH, 5mM D-Glucosa, pH7.4.

Durante los ensayos biofisicos, las células fueron perfundidas con la solucion
extracelular concentrada de iones K* (40 mM), en la cual el NaCl fue remplazado por
cantidades equimolares de KCI.

La solucidon intracelular (pipeta) contiene: 130 mM Aspartato-K*, 10mM NaCl, 2mM
MgCl2, 10mM EGTA-KOH y 10 mM HEPES-KOH, pH 7.3 y una concentracion normal de
iones Ca*? (~50 mM).

La toxina fue disuelta en la solucidn extracelular inmediatamente antes de los

experimentos. Se emplearon 50 nM de toxina en cada ensayo.

5.3 Registros de “Patch-Clamp”
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Las corrientes fueron registradas a temperatura ambiente en las células HEK
establemente transfectadas por medio del MultiClamp 700A (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA). La resistencia de la pipeta fue aproximadamente de 1.5 -2.2 MQ. Los
errores de capacitancia celular y de resistencia en serie fueron compensados entre un 85-
90% antes de cada protocolo de “voltage clamp”. Las corrientes fueron filtradas con un
filtro pasabajas a 5 KHz. La adquisicidon y procesamiento de datos se realizé utilizando los
programas pClamp (version 7.0, Axon Instruments Co., U.S.A.) y Origin (version 4.1,

Micrococal Software, Nothampton, MA). La frecuencia de adquisicién fue de 10 KHz.

5.4 Protocolo experimental y analisis de datos

La toxina se perfundié disuelta en la soluciéon extracelular a una concentraciéon de 50
nM.

Una de las primeras pruebas para observar si la toxina tiene efecto sobre el canal
HERG fue aplicar un pulso de -120 mV con un potencial de manteniemiento de -70mV,
posteriormente se dejo perfundir la toxina y se repite el protocolo anterior.

Para determinar si el efecto de la toxina sobre el canal es dependiente del potencial,
se aplicod un pulso de -120 mV y durante la aplicacién de la toxina y en el lavado se usé un

potencial de mantenimiento de -70 mV y de +30 mV.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

1. Clonacion del gen Ergtx1 dentro de dos diferentes

vectores de expresion

Las construcciones en pThioC y pSynl fueron generadas mediante la clonacion de

productos de PCR con extremos cohesivos, se eligieron al azar las clonas resultantes y se

54



Las corrientes fueron registradas a temperatura ambiente en las células HEK
establemente transfectadas por medio del MultiClamp 700A (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA). La resistencia de la pipeta fue aproximadamente de 1.5 -2.2 MQ. Los
errores de capacitancia celular y de resistencia en serie fueron compensados entre un 85-
90% antes de cada protocolo de “voltage clamp”. Las corrientes fueron filtradas con un
filtro pasabajas a 5 KHz. La adquisicidon y procesamiento de datos se realizé utilizando los
programas pClamp (version 7.0, Axon Instruments Co., U.S.A.) y Origin (version 4.1,

Micrococal Software, Nothampton, MA). La frecuencia de adquisicién fue de 10 KHz.

5.4 Protocolo experimental y analisis de datos

La toxina se perfundié disuelta en la soluciéon extracelular a una concentraciéon de 50
nM.

Una de las primeras pruebas para observar si la toxina tiene efecto sobre el canal
HERG fue aplicar un pulso de -120 mV con un potencial de manteniemiento de -70mV,
posteriormente se dejo perfundir la toxina y se repite el protocolo anterior.

Para determinar si el efecto de la toxina sobre el canal es dependiente del potencial,
se aplicod un pulso de -120 mV y durante la aplicacién de la toxina y en el lavado se usé un

potencial de mantenimiento de -70 mV y de +30 mV.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

1. Clonacion del gen Ergtx1 dentro de dos diferentes

vectores de expresion

Las construcciones en pThioC y pSynl fueron generadas mediante la clonacion de

productos de PCR con extremos cohesivos, se eligieron al azar las clonas resultantes y se
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realizd PCR en colonia. De las clonas que resultaron positivas se purificd plasmido y se
hicieron digestiones con las enzimas de restriccion correspondientes, para verificar la
clonacién del fragmento en cada construccién. Y por ultimo para comprobar que las
construcciones tuvieran la orientacion y fase correcta se determind la secuencia

nucleotidica.

2. Expresion y purificacion de la rErgtxl en la cepa

Origami

El DNA que codifica para el péptido maduro de la Ergtxl presenta codones que
codifican para ocho residuos de cisteinas, las cuales en condiciones nativas estan formando
puentes disulfuro, y dan estabilidad a la estructura del péptido. En bacterias con
citoplasma reductor se han expresado proteinas que contienen cisteinas, obteniéndose
productos desplegados. Nosotros usamos la cepa Origami de Escherichia coli, que a
diferencia del resto de las bacterias, presenta una doble mutacién en el gen trxB/gor,
confiriéndole un citoplasma oxidante y permitiendo la formacién de puentes disulfuro de

las proteinas expresadas en este compartimento.

La expresion de la rErgtxl fue variable dependiendo del vector de expresién

empleado.

2.1. pThioC + rErgtx1

Los cultivos transformados con el plasmido recombinante fueron inducidas con 1 mM
de IPTG por un periodo de 4 horas a 30° C. La proteina se expresdé en cantidades muy
bajas por lo que solo fue posible detectarla por ensayos de ELISA. Se han realizado varios
ensayos modificando las condiciones de expresion, pero aun no se ha logrado mejorar la

produccion de la toxina recombinante sin fusion.
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2.2. pThioC + His6X-EK-Ergtx1l

Con este sistema se usaron diferentes condiciones de expresion, pero sélo se logrd

detectar la proteina por ELISA.

2.3. pThioC + Thioredoxina-EK-Ergtx1

El gen que codifica para la toxina Ergtxl se expresa como proteina de fusion:
thioredoxina-EK-Ergtx1. La produccién de la proteina de fusién fue inducida con 1 mM de
IPTG. La induccion de la proteina de fusién se confirmdé en un gel de SDS-PAGE al 18%,
como se indica en la figura 11A, en la cual se observan bandas que presentan un peso
molecular al esperado (17,338 Da, 12,607.7 Da, de la thioredoxina mas 4,730.4 Da, de la

toxina recombinante).

Para la purificacion de la proteina de fusidn se usé la resina de afinidad Ni*2-NTA en la
cual se obtienen 3 fracciones: el extracto cargado a la columna, el lavado y la elucién. En
condiciones oOptimas la fraccion de elucion deberia de contener una mayor concentracion
de la proteina de fusidn en comparacion al resto de las fracciones, pero como se observa
en la figura 11B, esto no es asi, se observa que la mayor cantidad de la proteina de fusién

se concentra en mayor proporcion en la fraccién de lavado.

Para comprobar la identidad de la proteina de fusidn se realizé un “Western blotting”
utilizando anticuerpos policlonales anti-Ergtxl de conejo, resultando una sefal positiva

como se observa en la figura 11C.

La fraccion de lavado se pasé a través de una columna semipreparativa Cg,
obteniéndose varias fracciones, como se observa en la figura 12, cada una de ellas fueron

analizadas por ELISA obteniéndo un resultado positivo en el tiempo de retencién 57.16. A
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esta fraccion se le determind un peso molecular de 17,338 Da (peso esperado, que
ademas sugiere que la proteina de fusion esta plegada) y secuencia de aminoacidos,

obteniéndose los primeros 8 residuos del N-terminal de la proteina de fusion (SDKIIHLT).

Al hacer la digestion de la proteina de fusidn purificada por HPLC con la enterocinasa,
se obtiene una banda correspondiente al tamafio esperado de la proteina acarreadora
(thioredoxina, 12.607.7 KDa, ver figura 13), mientras que en la posicion en donde se
espera la toxina recombinante se observa un barrido similar al de la toxina nativa, lo cual

sugiere la presencia de la toxina recombinante.

Este sistema es el que mejor ha funcionado en comparacion a los dos anteriores, la
presencia de la thioredoxina como proteina acarreadora nos proporciond ciertas ventajas,
debido a que estd se sobreexpresa en Escherichia coli, aumenta la expresion de lo que
vaya unido a ella. Es muy soluble, permitiendo una mayor recuperacion de la proteina de

fusion en la fraccion soluble.

Los rendimientos obtenidos de proteina de fusién en este sistema de expresion se
muestran en la tabla 4, en la cual las dos Ultimas columnas de la derecha indican el
porcentaje y concentracién de toxina recombinante en relacion al porcentaje de proteina
de fusidn recuperada en cada etapa. Sin embargo, debido a los problemas que surgieron

en cada etapa de purificacién solo fue posible ver la toxina en gel.

Tabla 4.- Rendimientos de proteina de fusién y toxina recombiante en el

sistema de expresiéon pThioC

Rendimiento % de
Total de Proteina Toxina
Etapas de Purificacion Proteina de Toxina
de fusion ) ) tedrico
fusion teodrico
Extracto de células completas 15 mg/It de cultivo 100% 27% 4 mg/lt
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0.260

Purificacién por columnas de Nit>-NTA 1 mg/It de cultivo 6.7% 1.8% it
mg
, 0.75 mg/It de 0.190
Purificacién por HPLC 5% 1.3%
cultivo mg/It
Purificacion por HPLC después de 0.15 mg/It de 0.180
1% 1%
digerir con enterocinasa cultivo mg/It

De acuerdo a los resultados obtenidos con este sistema de expresién se confirma que
la purificacion es el punto clave, por lo que se requiere trabajar mas en este punto y
probar otras opciones de purificacion primaria, como filtracion en gel o precipitacion

diferencial con sulfato de amonio, para evitar tantas perdidas de proteina.

=

A1 234 B.123 C. 1 2 3

1
KDa =
325 W
25—
165 — « l

W

.lu

Proteina de fusifﬂb
Thioredoxina-EK-Ergtx1
17,338 Da

Figura 11. SDS-PAGE al 18% y Western blot. (A) Expresion de la proteina de fusion
Thioredoxina-EK-Ergtx1. En el carril 1). Marcador de peso molecular; 2). Medio de cultivo, 3). Fraccidon
insoluble; 4). Fraccion soluble, que contiene la proteina de fusion. (B). Purificacién de la proteina de
fusion Thioredoxina-EK-por columna de Ni*2-Nta. En el carril 1). Fraccidn de lavado; 2). Elucién; 3).

Extracto cargado a la columna. (C). Western blot de B con anticuerpos de conejo a-Ergtx1.
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proteina de la fraccidn de lavado en una columna semipreparativa C4, el cromatograma muestra un pico

mayoritario al minuto 57.16%*, correspondiente a la proteina de fusion.
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Figura 13. Digestion de la proteina Thioredoxina-EK-Ergtxl con EKMax, SDS-PAGE al 20%o.
En el carril 1). Marcador de peso molecular; carril 2). Proteina de fusidn purificada por HPLC sin

digerir; Carril 3). Proteina de fusién digerida a 37°C con 0.2 U de enterocinasa por 50 ug de proteina.
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3. Expresion y purificacion de la rErgtx1l en la cepa TG1

La expresion de la rErgtxl fue variable dependiendo del vector de expresion

empleado.

3.1 pSynl + Ergtx1l, pSynl + His6X-EK-Ergtx1l

En la expresién de ambos plasmidos, en la cepa TG1 de Escherichia coli, el extracto
periplasmico fue recolectado al aplicar un choque osmético a las células con PPB y MgSO.,.
las proteinas fueron monitoreadas con geles de tricine-SDS-PAGE y confirmadas por
ensayos de ELISA. Aunque no se observan claramente bandas que presenten un peso
similar al de la toxina recombinante Ergtx1l o al de la proteina de fusidon His6X-EK-Ergtx1

(4,738. Da y 6,149.7 Da, ver figura 14), el ensayo de ELISA da resultados positivos.

Se realizaron varios ensayos modificando las condiciones de expresion, sin embargo

no se ha logrado mejorar el resultado.

3.2pSynl + Thioredoxina-EK-Ergtx1l

La toxina rErgtx1 fue expresada como proteina de fusién, al ser inducida con 1mM de
IPTG a 37°C. Se estima que la concentracion de proteina de fusion producida fue de 6 mg
por litro de cultivo. En la figura 14, se logra apreciar claramente una banda que presenta
el peso molecular de la proteina de fusion (17,338 Da) y esta representa aproximamente

el 15% de las proteinas expresadas en periplasma.

El extracto periplasmico es dializado para eliminar el EDTA, posteriormente se pasoé a
través de la columna de afinidad Cu*2-NTA. La limitante que se sigue presentando en este

sistema es el primer paso de purificacion, aunque en la elucién se logra concentrar una
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mayor cantidad de la proteina de fusidn que en la fraccion de lavado, obteniéndose

mejores resultados que con el uso de la resina Ni-NTA (ver figura 15A).

La elucion fue digerida con 0.1 U de enterocinasa por cada 50 pg de proteina a 37°C
por 16 horas (ver figura 15B). La digestidon fue concentrada y pasada por el HPLC en una
columna semipreparativa C,4 (ver figura 16A). De las fracciones obtenidas se realizé un gel
de Tricine-SDS-PAGE, observandose que en el tiempo de retencion 32.08 min se
encuentra la toxina recombinante Ergtxl y en el tiempo 58.32 min la proteina de

acarreadora (Thioredoxina-EK, ver figura 15B).

Las fracciones obtenidas en el tiempo de retencién 32.08 fueron recromatografiadas
utilizando una columna C;g analitica. Entre las fracciones obtenidas, se encontré un pico
mavyoritario en el tiempo de retencion 30.19 (ver figura 17), al cual se le determind un
peso molecular de 4,730.3 Da (lo cual indica que la toxina se encuentra plegada) y la
secuencia de los primeros 30 residuos del N-terminal

(DRDSCVDKSRCAKYGYYQECQDCCKNAGHN), que corresponden a la toxina Ergtx1.

También se se realizaron ensayos electrofisioldgicos de la fraccion 30.19 en células HEK
transfectadas establemente con el canal de potasio hergl, en la figura 18 se ilustran el
efecto producido por la aplicacion de la toxina recombinante Ergtxl (50nM) sobre la
corriente de potasio. En la figura A se muestra el bloqueo del canal de potasio por la
rErgtx1 con recuperacion de corriente , empleando un potencial de mantenimiento de -70
mV y un pulso de prueba de -120mV y en la figura B se ve como cambia la corriente al
pico durante la aplicacion de la toxina y en el lavado usando un pulso de prueba de -

120mV y un potencial de mantenimiento de -70 mV y +30 mV.
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Con este sistema de expresidon se han obtenido buenos resultados, pero aun es

necesario trabajar en la optimizacion del proceso de purificacion, ya que en la primera

parte se esta perdiendo una gran cantidad de proteina de fusion (ver tabla 5), recuperando

s6lo 100 pg/I de la toxina recombinante Ergtx1.

Tabla 5.- Rendimientos de proteina de fusion y toxina recombiante en el

sistema de expresion pSynl

Rendimiento

Total de Proteina % de
Etapas de Purificacion Proteina de Toxina
de fusion Toxina
fusion
Extracto periplasmico 6 mg/It de cultivo 100% 27% 1.6 mg/It
Purificacion por columnas de Cu?-NTA 1 mg/It de cultivo 16.7% 4.5% 0.27 mg/It
, 0.75 mg/It de
Purificacion por HPLC ) 12.5% 3.3% 0.2 mg/It
cultivo
Purificacion por HPLC después de 0.25 mg/It de
4.2% 1.65% 0.10 mg/It
digerir con enterocinasa cultivo
KDa __1. 2 3 4
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Figura 14. Gel de Tricine-SDS-PAGE de la rErgtx1 producida en los diferentes sistemas de

expresion en el periplasma de la cepa TG1. En el carril 1). Marcador de peso molecular; 2).

Toxina Ergtx1 nativa; 3). Extracto periplasmico de la expresion de la toxina rErgtx1; 4 y 5). Extracto

periplasmico de la expresién de la proteina His6X-EK-Ergtxl; 6 y 7). Extracto peripldsmico de la

expresion de la proteina Thioredoxina-EK-Ergtx1
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Figura 15. Geles de Tricine-SDS-PAGE. (A). Purificacion de la proteina Thioredoxina-EK-Ergtx1l
por columna de afinidad Cu*?>-NTA. En el carril 1). Marcador de peso molecular; 2). Fraccién del
extracto de proteina cargado a la columna; 3). Fraccion de lavado; 4). Elucién. (B). Digetiéon de la
proteina Thioredoxina-EK-Ergtxl con EKMAX. En el carril 1). Marcador de Peso Molecular; 2).

Proteina de fusion no digerida; 3). Proteina de fusion digerida.
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Figura 16. Purificacion de la rErgtxl por HPLC. (A). Cromatograma de HPLC
correspondiente al producto de la digestion de Thioredoxina-EK-Ergtx1l (175 pg de
proteina). Muestra dos picos en los tiempo de retencion 32.08* y 58.32. (B). Gel de Tricina-SDS-
PAGE. En el carril 1). Marcador de peso molecular; 3). Tiempo 32.08*, que corresponde a la toxina
recombinante; 4-9). Tiempos 40-56; 10). Tiempo 58.32 que corresponde a la proteina acarreadora
(Thioredoxina-EK).
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Figura 17. Purificacién de rErgtxl por HPLC. Recromatografia de la fracciéon obtenida en el tiempo
32.08 (133 pg de proteina) en la que se muestra un pico mayoritario al minuto 30.19%,

correspondiente a la toxina recombinante Ergtx1.
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Figura 18. Efectos de la Toxina recombinante Ergtx1 sobre el canal hergl. (A). Ilustra el bloqueo
con recuperacion de la corriente (corresponde al pulso a =120 mV del protocolo con holding -70 mV).
(B). Se ve como cambia la corriente al pico durante la aplicacion de la toxina y en lavado usando holding
a-70mVy +30 mV.
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4. Generacion de variantes de la toxina Ergtx1l

4.1 Consideraciones referentes a la interaccion canal HERG y

Ergtoxinal

Estudios realizados sobre las interacciones toxina Ergtxl-canal HERG han demostrado
que el lazo que une al segmento transmembranal S5 con el poro del canal (residuos 583-
597) presenta una forma de hélice a anfipatica, en donde varios residuos de este
segmento (W585, G590,Q592 y 1593) son determinantes en la unidén con la toxina Ergtx1,
asi como, el residuo P632 que forma parte de la union del segmento transmembranal S6

con el Poro (Pardo-Lépez et al., 2002).

Por otro lado, la toxina Ergtx1 presenta un parche hidrofébico dentro de su estructura,
formado por los residuos aromaticos Y14, F36, F37, ademas de un residuo cargado K13
gue se encuentra a la mitad de este parche. Estos residuos pueden tener una contribucién
significativa en la interaccion de la toxina con el segmento que forma la hélice a anfipatica

en el canal de potasio HERG.

También, existen varios residuos acidos (D1, D3, D7, D22 y E19) localizados dentro o
cerca de lado helicoidal, opuestos a la triple cadena plegada pllde la toxina, por lo que es
posible que estos esten interaccionando electrostaticamente con residuos cargados
positivamente presentes en el canal (N582, K595, K608, K610 y K63; Torres et al., 2003).
Aungue en estudios realizados por Pardo-Lopez se observa que al mutar los residuos
K595C y K638C hay una pérdida de afinidad por la toxina, en tanto que en las mutantes

N582C, K608C y K610C no se ve afectada esta (Pardo-Lopez et al., 2002).

Mas adelante Frénal y cols., en el 2004, sugieren que el parche hidrofébico esta
formado por los residuos aromaticos Y14, Y16, Y17 y F36 en la Ergtxl pueden unirse

estrechamente a W585 e 1593 sobre la hélice a anfipatica del canal.
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Ademas suponene la presencia de un parche hidrofilico formado por 2 residuos de
lisina (K13 y K38), en donde sus aminas protonadas (RNHs") pueden interaccionar con las
cadenas laterales de residuos aromaticos y formar una interaccién cationica de tipo =, que
es comparable a un tipico puente de hidrégeno. Asi, K13 y K38 pueden tener una
interaccion con W585, mientras que el residuo P632 puede formar un puente de hidrégeno
con el parche hidrofilico de la Ergtx1, la cual puede anclarse a alguna cara de la toxina

sobre el fondo del vestibulo externo del canal (Frenal et al., 2004).

En trabajos del grupo se tiene como antecedente que el residuo M35 de la Ergtxl al
oxidarse en la toxina nativa su afinidad por el canal se reduce a tres ordenes de magnitud,
por lo que se piensa que este aminoacido puede estar estructuralmente expuesto,
interaccionando directamente con el canal o bien esta formando puentes de hidrégeno que

estabilizan la estructura secundaria de la toxina.

Alineamientos de las secuencias primarias de las toxinas que afectan al canal HERG,
presentes en el veneno de alacranes del género Centruroides, muestran regiones muy
conservadas, posiblemente involucradas en la interaccién de la toxina con el canal (ver

figura 2).

De acuerdo a las consideraciones anteriores se tomé la decision de realizar
mutaciones puntuales simples sustituyendo por alanina algunos residuos que forman parte
del parche hidrofdbico, Y14, Y17 y F37; asi como K13 y K38 que constituyen al parche
hidrofilico. Y mutaciones dobles K13/F37, Y14/F37, Y17/F37, K13/K38 que afectaran a
ambos parches. Las mutaciones pueden causar cambios significativos en la estructura
secundaria de las variantes de la toxina comparadas con la toxina nativa y como

consecuencia modificar la afinidad de la toxina por el canal de potasio HERG.
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Los resultados de este proyecto pueden definir que residuos de la toxina Ergtxl son
responsables del bloqueo del canal, de que manera estan interaccionando con este y si hay

un cambio conformacional al llevarse acabo la interaccion toxina-canal.

Se generaron las 10 variantes del gen de la toxina Ergtx1, mediante técnicas de PCR.
Se determind la secuencia nucleotidica de cada una de ellas, comprobando con ello que
presentan los cambios propuestos. A continuacién se muestra la secuencia de aminoacidos

de cada una, la posicidn que lleva el cambio de residuo esta subrayada.

rErgtxl DRDSCVDKSRCAKYGYYQECODCCKNAGHNGGTCMEFFKCKCA
rErgtxl K13A DRDSCVDKSRCHRYGYYQECODCCKNAGHNGGTCMEFKCKCA
rErgtxl Y14A DRDSCVDKSRCAKBGY Y QECODCCKNAGHNGGTCMEFKCKCA
rErgtxl Y17A DRDSCVDKSRCAKYGYBOECODCCKNAGHNGGTCMFFKCKCA
rErgtxl M35A DRDSCVDKSRCAKYGY YQECQODCCKNAGHNGGTCRFFKCKCA
rErgtxl F37A DRDSCVDKSRCAKYGY YQECODCCKNAGHNGGTCMERCKCA
rErgtxl K38A DRDSCVDKSRCAKYGYYQECQODCCKNAGHNGGTCMEFFRCKCA

rErgtxl K13A/F37A DRDSCVDKSRCHBYGYYQECQODCCKNAGHNGGTCMFRKCKCA
rErgtxl Y14A/F37A DRDSCVDKSRCAKEGYYQECQDCCKNAGHNGGTCMFEKCKCA
rErgtxl Y17A/F37A DRDSCVDKSRCAKEGYYQECODCCKNAGHNGGTCMFEKCKCA
rErgtxl K13A/F37A DRDSCVDKSRCARYGYYQECQODOCKNAGHNGGTCMFFRCKCA

Figura 19. Alineamiento de secuencias primarias de la toxina Ergtx1l y de las variantes

generadas. En los recuadros se muestran los residuos que fueron sustituidos por alaninas.

Las mutantes K13A, Y14A, Y17A, M35A, F37A, K38A, K13A/F37A, Y14A/F37A,
Y17A/F37A, K13A/F37A fueron expresadas en las misma condiciones que la toxina silvestre
(sistema de expresion en TG1). Se estima que la cantidad de proteina de fusidon producida
por absorbancia a 280nm es de 5 mg/I de cultivo. En la figura 20A se observan bandas que
corresponden al peso molecular de las proteinas de fusion mutantes (z17,200 Da), ademas
se realiz6 un “Western blotting”, para comprobar su identidad, utilizando anticuerpos
policlonales anti-Ergtx1 de conejo, observandose una sefial positiva, como se aprecia en la

figura 20B.
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Figura 20. Gel Tricine-SDS-PAGE y Western blot de los productos de expresion de las variantes
generadas fusionadas a la Thioredoxina. (A). Gel Tricine-SDS-PAGE. En el carril 1 y 13). Marcador
de peso molecular; 2). K13A; 3). Y14A; 4). Y17A; 5). M35A; 6). F37A; 7). K38A; 8). K13A/F37A; 9).
Y14A/F37; 10). Y17A/F37A; 11). K13A/K38A; 12). Extracto periplasmico de TG1. (B). Western blot. Las

muestras fueron cargadas en el mismo orden.

Hasta ahora solo se han obtenido estos resultados de las variables mutagénicas, a
excepcion de la mutante M35A, con la cual hemos trabajado mas tiempo y se han
empleado varios métodos de purificacion a parte de las columnas de niquel-cobre,
obteniendo resultados no favorables. Los métodos empleados fueron filtracion en gel,
utilizando diferentes resinas (Biogel-P30, Sephadex G-75 mediano, Supherdex G-50 fino) y
una columna de 2 mX1.2 cm de didmetro, ademas se probaron diferentes condiciones de
separacion (250 mM NaCl, 6M de cloruro de guanidinio, acido acético pH 4.0, intercambio
idnico y anidnico). Sin embargo ninguna de ellas resuelve el problema. También se realizé
un gradiente de sulfato de amonio, que va del 10% de saturacion al 75%, pero nuestra
proteina comienza a precipitar al 15% de saturacién juntos con otras proteinas del

extracto periplasmico.

Por el momento la proteina de fusién M35A, fue semipurificada mediante las columnas

de cobre, la fraccidn eluida fue digerida con 0.1 U de enterocinasa por cada 50 pg de
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proteina a 37°C por 16 horas (ver figura 21). La digestién fue concentrada y pasada por
HPLC en una columna semipreparativa C,4, utilizando un gradiente lineal de 0-75% de B en
75 minutos (ver figura 22A). De las fracciones obtenidas se realizé6 un gel Tricine-SDS-
PAGE, observandose que en los tiempos de retencion 36.22, 38.38, 50.27 y 51.76 se
observan bandas que corresponderian por la migracion y el peso molecular a la mutante
M35A y en el tiempo 57.52 se encuentra la proteinas acarreadora (Thioredoxina-EK) y la

proteina de fusién que no fue digerida con la enzima, ver figura 22B.

Las fracciones obtenidas en los tiempos de retencion 36.22 y 38.38, fueron
recromatografiadas utizando una C,g analitica. Entre las fracciones obtenidas se encontré
un pico mayoritario en el tiempo de retencion 33.41 (ver figura 23), se le determiné el
peso molecular pero no corresponde a la masa de 4,670.2 Da. También se determind el
peso molecular del pico obtenido en el tiempo de retenciéon 57.52 obteniéndose una masa
de 17,410 Da que corresponde a la proteina de fusién M35A, plegada y otra masa de

12,739 Da, que corresponde a la proteina acarreadora.
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Figura 21. Gel de Tricine-SDS-PAGE de la purificacion y digestion de la proteina Thio-EK-
Ergtx1M35A. En el carril 1). Marcador de peso molecular; 2). Extracto peripldsmico, 3 y 4). Elucién de

la columna de cobre; 5y 6). Digestiones de la proteina de fusidon con enterocinasa.
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Figura 22. HPLC y Tricine-SDS-PAGE de la purificacion de la rErgtx1-M35A. (A). HPLC del

producto de la digestion de 169 ng de proteina Thioredoxina-EK-Ergtx1M35A. (B) Gel de

Tricine-SDS-PAGE de las fracciones obtenidas del HPLC. En el carril 1). Marcador de peso

molecular; 2). 33.39; 3). 36.4; 4). 36.22, 5). 38.38; 6). 50.27; 7). 51.76; 8). 54.40; 9). 55.40; 10).
57.52.

A, nm

Tiempo de retencién (minutos)

Figura 23. Recromatografia correspondiente a la fraccién obtenida en el tiempo 36-38.38 En la

que se muestra un pico mayoritario al minuto 33.41, pero la masa no corresponde con el peso de la
recombinante Ergtx-M35A.
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La limitante principal de este proyecto sigue siendo la purificacién, por lo que la
estrategia a seguir es el desarrollo de anticuerpos anti-thioredoxina, los cuales seran
obtenidos al inmunizar dos conejos hembras de 3.2 Kg con thioredoxina, previamente
purificada por filtracidon en gel. Una vez obtenidos los anticuerpos, estos son purificados y
se prepara la columna de afinidad, con la cual esperamos obtener resultados favorables en

la purificacion de las recombinantes, para posteriormente realizar los ensayos de

electrofisiologia.
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CONCLUSIONES

Se demostré que es posible la expresién en Escherichia coli de la toxina rErgtx1, con
la misma capacidad de bloquear al canal HERG que la Ergtx nativa.

La toxina Ergtxl fue un buen modelo para probar dos sistemas de expresion, que
pueden ser usados posteriormente para producir otras toxinas en orden de miligramos por
litro de cultivo, una vez que los procesos de purificacién se han optimizado. Sin embargo,
se debe tomar en cuenta que en estos sistemas de expresion no se llevan a cabo
modificaciones postraduccionales que presentan algunas toxinas de alacran, esenciales

para la actividad de las mismas.

PERSPECTIVAS

e Optimizacion de los sistemas de expresion, para que posteriormente puedan ser
empleados para la expresion de otras toxinas u otros componentes del veneno de
alacran de interés bioldgico.

e Realizar los ensayos electrofisiolégicos de las mutantes de la toxina Ergtxi1
generadas que permitan determinar su relacién estructura-funciéon con respecto al
canal HERG.

e Determinar si en las variantes de la toxina se generaron modificaciones de la
estructura secundaria, mediante dicroismo circular y NMR.

e Para definir que aminoacidos del canal de potasio estan involucrados en la
interaccion con la toxina es necesario generar mutantes complementarias (tanto de
la toxina, como del canal), que permitan identificar el tipo de interacciones
involucradas. Asi como la posibilidad de demostrar si estas son particulares de la

toxina o bien son caracteristicas de las toxinas a que afectan al mismo canal.
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