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ABSTRACT

Potassium-channel-blocking toxins, isolated from scorpion venom (KTx), are peptides of
22 to 75 amino acids stabilized by 2 to 4 disulfide bridges. Their secondary structure
displays one or more alpha-helix (CSalpha/alpha motif), either one or more beta-strands
(CSbeta/beta motif), or both arrangements (CSalpha/beta motif); being the last one the

most common folding pattern.

Recently, a 28 residues toxin was isolated from the venom of the South American scorpion
T. trivittatus. This toxin keeps an identity lower than 40% compared to most known KTx
toxins. Further, it was named kappa-BUTX-Tt-2b (Tt2b). By performing the analytical
assays for disulfide bridge connectivity, it was found preliminary evidence of an unusual
cysteine-pattern. The interest in confirming the connectivity between cysteines,
establishing the biological function and determining the tridimensional solution structure

of a toxin with a low preserved amino acid sequence originated the actual research work.

Tx1 toxin was produced by E. coli heterologous expression, using a system that generates
it as a thiorredoxin fusion protein, so further enzymatic hydrolysis reaction and several
steps of chromatographic purification were required. Spectroscopic characterization
allowed confirming the presence of the native folding in the recombinant protein (rTx1p1);
in addition, the identification of a biosynthesis sub-product was done, an rTx1p1 isomer
denominated rTxlp2. Biological activity of both molecules was tested by
electrophysiological assays. It was found that rTx1pl 200 uM decreases the potassium
channel currents of Shaker, hKv1.2 and hKv1.3 channels 89%, 75% and 82% respectively; at
the same condition rTx1p2 did not cause any effect. Citotoxic evaluation using a 50 uM
solution induces the complete inhibition of cellular growth when murine macrophages are
in contact with an rTxlpl solution; a 41.5% inhibition is triggered by rTx1p2. Data
required for tridimensional structure determination were acquired by solution Nuclear
Magnetic Resonance (NMR). NMR restrictions were used to feed dynamic torsion angle

calculations in order to obtain the structure.

It was found that Tt2b exhibits a very unusual folding, for the first time identified in
potassium channels blocking toxins of scorpion venom; it adopts a CSalpha/alpha motif
stabilized by three disulfide bridges with unique cysteine connectivity. This pattern only
has been identified in an anemone toxin. Structural similarity between Tt2b and the
CSalpha/beta family reveals an unexpected structural versatility for these molecules. In
addition, structural analysis of rTx1p2 isomer and its comparison with Tt2b allowed
bringing forward that Tt2b region related with the Kv channels interaction is located in the
second alpha helix and the C-terminal end.

[v1]



RESUMEN

Las toxinas bloqueadoras de canales de potasio aisladas del veneno de alacran (KTx), son
péptidos de 22 a 75 aminodcidos estabilizados por la presencia de 2 a 4 puentes disulfuro,
cuya estructura secundaria puede presentar una o mas hélices alfa (motivo CSalfa/alfa), asi
como una o mas hebras beta (motivo CSbeta/beta), o bien, la combinacion de ambos
elementos (motivo CSalfa/beta), siendo este ultimo el patrén de plegamiento mas

frecuente.

Recientemente fue purificada del veneno del alacran sudamericano T. trivittatus, una
toxina de 28 aminoacidos que posee una secuencia de aminoacidos que guarda una
identidad menor al 40% respecto a la mayoria de las toxinas KTx conocidas; esta toxina fue
posteriormente clasificada como kappa-BUTX-Tt-2b (Tt2b). Al realizar los ensayos
analiticos para la determinacidn de los puentes disulfuro se encontré evidencia preliminar
de que la conectividad entre cisteinas también era inusual. El interés por confirmar la
conectividad entre las cisteinas, establecer la funcion biologica y determinar la estructura
tridimensional en disolucion de una toxina con una secuencia poco conservada, fue lo que

dio origen al presente trabajo de investigacion.

La toxina Tt2b fue obtenida mediante expresion heterdloga en E. coli, empleando un
sistema que la produce como una proteina de fusién a tiorredoxina, por lo que
posteriormente fue sometida a una reaccion de hidrdlisis enzimatica y varias etapas de
purificacion cromatografica. La caracterizacion espectroscopica permitié confirmar la
obtencion de la toxina recombinante con el plegamiento nativo (rTxpl), asi como la
identificacion de un subproducto de la biosintesis, isémero de rTxpl, que se denominé
rTx1p2. Al realizar los estudios de la actividad bioldgica de ambas moléculas mediante
ensayos de electrofisiologia se encontré que, a una concentracion de 200 uM, la toxina
rTxpl disminuye las corrientes de los canales de potasio Shaker, hKv1.2 y hKv1.3 en 89%,
75% y 82%, respectivamente; mientras que a la misma concentracion rTx1p2 no causa
ningun efecto. La evaluacion citotoxica, empleando una disolucién de 50 uM, reportd la
inhibiciéon completa del crecimiento celular de macrofagos murinos ante la presencia de
rTxpl y del 41.5% al utilizar rTx1p2. Los datos necesarios para la determinacion de la
estructura tridimensional de ambas moléculas fueron obtenidos empleando Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) en disolucion. Las restricciones derivadas de la RMN fueron
utilizadas para determinar la estructura mediante calculos dinamicos de angulos de

torsion.

Se encontrd que la toxina Tt2b adopta un plegamiento inusual, identificado por primera
vez en toxinas bloqueadoras de canales de potasio producidas en el veneno de alacran.

[vii]



Esta toxina forma un motivo CSalfa/alfa estabilizado por tres puentes disulfuro con
conectividades entre cisteinas, que unicamente se habian encontrado en toxinas del
veneno de anémona. La similitud estructural de Tt2b con toxinas de la familia CSalfa/beta
revela una versatilidad estructural inesperada en estas moléculas. Adicionalmente, la
determinacion de la estructura del isémero rTx1p2 y su comparacién con Tt2b, permitié
proponer que en la regiéon conformada por la segunda hélice alfa y el extremo C-terminal

de la toxina Tt2b esta ubicado el sitio de interaccidon con los canales Kv.

[viii]
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1. INTRODUCCION

“Las palabras estdan ahi para explicar el significado de
las cosas, de manera que el que las escucha, entienda
dicho significado.”

Aldous Huxley

Los canales ionicos son proteinas de la membrana celular que regulan el flujo de iones a
través de la misma, que se encuentran tanto en células procariontes como eucariontes.
Algunas de las funciones conocidas de los canales incluyen el establecimiento del potencial
de reposo de la membrana, el control del volumen celular y la regulacion del flujo de iones.
En las células excitables son responsables de la generacion del potencial de accion, que tiene
una relevancia notable para el control del metabolismo intracelular y la transduccién de

sefales, la expresion de genes, la sintesis de proteinas y su degradacion.

Los canales se clasifican de acuerdo con el tipo de cationes o aniones que pasan a través de
sus compuertas (por ejemplo Na*, K+, Ca*, CI'), por el tipo de ligando al que se unen o
porque son activados por un cambio de potencial en la membrana. Debido la carga neta que
presentan los iones, el paso de éstos a través de los canales genera corrientes eléctricas que
inducen cambios en el potencial de membrana de la células excitables [Hille 2001]. Dada su
relevancia en la regulacion de procesos vitales, los canales idnicos son el blanco biologico de
las toxinas que se encuentran en el veneno de distintas especies animales tales como
aracnidos, reptiles y organismos marinos. En el caso particular de los alacranes, que tienen
una historia evolutiva cercana a los 400 millones de afios, el veneno que producen podria ser
el responsable del éxito de su sobrevivencia, sin haber presentado cambios significativos en
su apariencia. El veneno que los alacranes inyectan en sus presas o depredadores es una
mezcla compleja que contiene sales, carbohidratos, enzimas y péptidos con actividad tdxica

frente a varios tipos de canales ionicos [Jeyaprakash y Hoy 2009, Dutertre y Lewis 2010].

El efecto toxico causado por el veneno se presenta cuando las toxinas de naturaleza proteica,
selectivas para distintas especies animales, se unen al poro en la regidn externa del canal y
lo ocluyen fisicamente impidiendo la conduccion de los iones; o cuando toxinas liposolubles
modifican el mecanismo de apertura-cierre de la compuerta del canal (gating) al unirse
preferentemente a sitos receptores transmembranales, en conformaciones especificas del
canal que permite estabilizarlos en estados funcionales tinicos a través de un mecanismo
alostérico, lo que provoca una alteracion de la cinética y la dependencia de voltaje de la

activacion y la inactivacion e inclusive afecta, concurrentemente, la selectividad de los iones.

(1]



Evidentemente, en ambos casos la interaccion con las toxinas provoca una modificacion de

las propiedades funcionales de los canales [Catterall et al. 2007].
1.1 Canales de potasio dependiente de voltaje

Los canales de potasio (K*) son los mas heterogéneo y mas distribuidos en los seres vivos.
Por ejemplo, en el genoma humano se encontraron 78 genes relacionados con esta
superfamilia de moléculas, que de acuerdo con sus caracteristicas estructurales y los
mecanismos de activacion pueden ser dividos en cuatro grupos: canales rectificadores
entrantes (Kir) con dos segmentos transmembranales (STM), canales con dos poros y 4 STM
(Kzp), canales activados por calcio con 6 6 7 STM (Kca) y canales dependientes de voltaje con
6 STM (Kv), esta tltima es la familia mas grande [Wulff et al. 2009].

Los canales Kv, relacionados con el canal Shaker identificado en Drosophila, estan
constituidos por cuatro subunidades, cada una de ellas contiene seis segmentos helicoidales
que cruzan la membrana celular (S1-56) y una asa P (loop P) extracelular que posee una
secuencia consenso de aminoacidos, TXXTXGYGD, en donde X representa cualquier otro
aminoacido; la repeticion de la secuencia TXGYGD en las cuatro subunidades genera el
filtro de selectividad para el ion K*. La region que es sensible al voltaje esta localizada en el
S4, mientras que el poro del canal estd formado por los segmentos S5-56, el asa P ubicada
entre 55 y 56 forma un vestibulo extracelular que ha sido identificado como el sitio de
interaccidn con las toxinas aisladas del veneno de alacranes, viboras y anémonas [Rodriguez
de la Vega et al. 2003]. En la figura 1.1 se muestra una representacion de la subunidad o de
un canal Kv con 6 STM, la tetramerizacion une a las cuatro asas P para formar una boquilla
exterior y generar el filtro de selectividad de iones K* en el poro, mientras que la estructura
cristalografica del canal Kv1.2, formado por las cuatro subunidades se muestra en la
representacion de listones en la figura 1.2 A. La interaccién de una toxina (la a-KTx3.2,
kaliotoxina) con el vestibulo del canal Shaker se representa en la figura 1.2 B.

1.2 La funcion de los canales Kv en el potencial de accion

En las células se genera una diferencia de potencial eléctrico a través de la membrana
plasmatica debido a la diferencia de concentracién de los iones Na*, K*, Ca* y Cl- en el
interior de la célula y el exterior. En la tabla 1.1 se indica la concentracion intracelular y
extracelular de estos iones, asi como el potencial de equilibrio calculado a 37°C empleando
la ecuaciéon de Nernst: .

RT , [extracelular]

E,=——1In
“ nF " [intracelular ]

(2]
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Figura 1.1. Representacion esquematica de la subunidad o de un canal Kv con 6 STM.

B Shaker

Figura 1.2. Estructura de los canales Kv. A. Vista superior de la estructura crisalografica del
canal Kv1.2 (PDB: 2A79), en donde se observa claramente el poro del canal, formado por la
union de la cuatro subunidades a. B. Representacion grafica de la interaccion de la toxina a-
KTx3.2 (Kaliotoxina) con el canal Shaker, en donde se indican los residuos involucrados en la
interaccion [Rodriguez de la Vega et al. 2003].
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Tabla 1.1. Concentraciones idnicas y potenciales de equilibrio (Eeq) en células de musculo

esquelético de mamifero [Hille 2001].

Ion [Extracelular], mM | [Intracelular], mM Eeq, 37°c, mV
Na* 145 12 67

K* 4 155 -98
Ca? 1.5 0.1 129

Cl 123 4.2 -90

En las células excitables (aquellas que son sensibles a estimulos eléctricos como las
neuronas, las células de musculo cardiaco y las de musculo esquelético) se mantiene un
potencial de reposo de ~-70 mV. Al dispararse el potencial de accién, la membrana se
despolariza hacia potenciales positivos, ~50 mV, regresando posteriormente al estado de

equilibrio.

Durante la despolarizacion se produce la apertura de los canales de sodio, permitiendo asi
su difusion al interior celular a favor del gradiente de concentracion (ver Tabla 1.1), el
aumento de la concentracion de iones Na* en el citosol modifica el potencial de membrana
(~50 mV) acercandose al potencial de equilibrio para este i6on (67 mV). En algunas células, el
ascenso del potencial de accion puede estar complementado por la apertura de canales de
calcio. El potencial se revierte por la accion tardia de canales de potasio dependiente de
voltaje. Estos canales son activados por la depolarizacion de la membrana celular, por lo que
al abrirse durante la activacion de los canales de sodio y calcio, permiten el flujo de K* hacia
el exterior de la célula, induciendo asi la repolarizacidon de la membrana. De esta manera los
canales Kv inducen una corriente saliente, hiperpolarizante, que neutraliza las corrientes

entrantes de los canales de sodio y calcio, que son despolarizantes, figura 1.3 A.

El bloqueo selectivo de los canales de potasio, con diferentes tipos de iones y compuentos
quimicos, durante el curso del potencial de accidon ha sido ampliamente estudiado [Hille
2001]. El descubrimiento de toxinas aisladas del veneno de diversos organismos (abejas,
alacranes, anémonas) que bloquean tipos particulares de canales K* permitié la
identificacion de diferentes canales a través de la inhibicién selectiva de las corrientes.
Adicionalmente, debido a su alta afinidad y selectividad, algunas toxinas fueron aplicadas
como herramientas en la purificaciones de canales de K*. [Castle et al. 1989]. Tal es el caso de
la caribdotoxina (ChTx, PDB: 2CRD), una toxina de 37 aminoacidos purificada del veneno
del alacran Leiurus quinquestriatus hebraeus., que fue ampliamente utilizada para bloquear un
subtipo de canal Kv dependiente de calcio, el BK [Miller et al. 1985]. El efecto
electrofisiolégico de la caribdotoxina a una concentracion de 3 nM sobre las neuronas

piramidales del hipocampo (células CA1), es la prolongacion de la duracion del potencial de
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accion; confirmando la tesis de que los canales BK estaban inlucrados en la repolarizacion

[Storm 1987]. En la figura 1.3 B, se observa la recuperacion lenta de la repolarizacion del

potencial de accidn registrada en células CA1 por el efecto de ChTx 30 nM.

Potencial de
equilibrio 70 mV
del sodio
50 mV
Potencial de accion
.g 30 c .
2 onductancia del sodio
o
°e CTX
© £ Conductancia
.g E104- del potasio
§ 70 Control
0
mV
Potencial de \
equilibrio . : g
del potasio ; 7 I 2 nA |10 mvV 1ms
milisequndos
A B

Figura 1.3. Potencial de accién de células exitables. A. Registro temporal de los principales
componentes durante el potencial de accion. Se sobreponen las corrientes de Na* (rojo) y K*
(azul) con el potencial de accion en propagacion (verde). B. La presencia de ChTx, bloqueador
selectivo de canales Kv dependientes de calcio, hace lenta la repolarizacion del potencial de
accion en neuronas del hipocampo.

1.3 Toxinas peptidicas aisladas del veneno de animales

Una estrategia evolutiva muy importante para la sobrevivencia de distintas especies
animales es la producciéon de veneno, que es utilizado como sistema de defensa o de
depredacion [Favreau y Stocklin 2009]. Las toxinas se producen y almacenan en glandulas
de veneno como péptidos precursores y con frecuencia el veneno que contiene a las toxinas
se libera al ser inyectado en la presa. La inyecciéon del veneno en la presa provoca en
primera instancia la inmovilizaciéon de la misma; esta rigidez es ocasionada por el efecto de
toxinas de naturaleza proteica sobre los canales idnicos a los que son afines [Calvete et al.
2009]. La inmovilizacién esta relacionada con el bloqueo de las corrientes de potasio, que
impiden la repolarizacion de los impulsos nerviosos. Al efecto causado por las toxinas que
actiian sobre canales de potasio se suma el efecto de las toxinas activas sobre canales de
sodio, que en conjunto provocan la disfuncion completa del impulso nervioso [Vassilevski et
al. 2009]. De hecho, la accién combinada de estas toxinas afines a distintos tipos de

receptores es también causante de una disminucién en la liberacién de neurotransmisores, y,
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finalmente, el efecto de las toxinas bloqueadoras de canales de calcio produce la pardlisis y
eventualmente la muerte de la presa. La diversidad y la complementariedad entre las
toxinas son responsables de que los venenos sean activos sobre un grupo muy amplio de

organismos [Kastin 2006].
1.4 Caracteristicas estructurales de las toxinas peptidicas de origen animal

Las toxinas bloqueadoras de canales ionicos son moléculas de peso molecular bajo,
formadas por 22 a 75 aminodcidos y estan altamente entrecruzadas por la presencia de
varios puentes disulfuro. La formacion de las uniones entre cisteinas contribuye a la
estabilidad y rigidez de las toxinas, lo que les confiere una estructura tridimensional clave
para la posicion de las cadenas laterales y la interaccion 6ptima de los ligantes con su
receptor. La estructura tridimensional de muchas toxinas, entre ellas algunas que
interaccionan con canales de potasio, ha sido determinante para elucidar las bases
moleculares de la interaccion [Garcia et al. 2001, MacKinnon 2003]. Por otra parte, el analisis
termodinamico aplicado tanto a las toxinas como a los canales, ha servido como una
herramienta para la identificacion de las superficies de interaccion [Tenenholz et al. 2000,
Mouhat et al. 2005a, Verdier et al. 2005, Qiu et al. 2009].

La estructura de las toxinas puede presentar una o mas hélices o asi como una o mas hebras
B, o bien una combinacion de ambos elementos. A pesar de la simplicidad relativa de la
estructura aun no se conocen los elementos moleculares responsables del reconocimiento
selectivo a los diferentes tipos de canales iénicos y sus subtipos, por lo que la identificacion
de estos elementos sigue siendo un reto para la investigacion cientifica. De hecho, existen
toxinas que muestran estructuras tridimensionales casi idénticas y que actiian sobre
diferentes blancos [Fajloun et al. 2000, Regaya et al. 2004]. Este es el caso de la maurotoxina
(PDB: 1TXM) [Rochat et al. 1998, Blanc et al. 1997] y la HsTx1 (PDB: 1QUZ) [Lebrun et al.
1997, Savarin et al. 1999], ambas toxinas pertenecen a la subfamilia a-KTx6. La maurotoxina
modifica las corrientes de los canales de potasio dependientes de calcio de baja
conductancia mientras que, la HsTx1 es un bloqueador potente de los canales Kv1.1 y Kv1.3.
Por el contrario, estructuras tridimensionales de toxinas poco relacionadas entre si pueden
tener como blanco al mismo receptor, tal es el caso de las toxinas ShK (PDB: 1ROO) [Tudor
et al. 1996] y AOSK1 (PDB: 2CK4) [Jaravine et al. 1997, Mouhat et al. 2005b] que bloquean la
corriente de los canales Kv1.3.

En la figura 1.4, se muestran las estructuras tridimensionales de estas moléculas en la
representacion de listones, las lineas de color indigo indican la posicion de los puentes
disulfuro. Adicionalmente, la diversidad en el reconocimiento abre una puerta al estudio de

la interaccién toxina-canal, en donde la implementacion de la ingenieria de proteinas ofrece
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aplicaciones potenciales al tratamiento de enfermedades relacionadas con la disfuncion de
canales ionicos [Clark ef al. 2005, Foster 2009].

B. HsTx1

C. ShK D. AOSK1

Figura 1.4. Estructura tridimensional en la representacion de listones de la maurotoxina, HsTx1,
ShK y AOSK1, los puentes disulfuro se indican en color indigo. A pesar de la similitud
estructural entre la maurotixna (A) y la HsTx1 (B), éstas no se unen al mismo receptor. Por el
contrario, a pesar de las diferencias estructurales entre las toxinas ShK (C) y la AOSK1 (D) son
capaces de unirse al mismo blanco, el canal Kv 1.3.

El motivo de plegamiento mas frecuente entre las toxinas de origen animal es originado por
la combinacion de hélices a. y hebras B estabilizadas por la formacion de puentes disulfuro ;
a esta combinacion se le denomina motivo CSaf}, ya que estd estabilizada por cisteinas
[Kastin 2006]. En este motivo de plegamiento, aproximadamente el 80% de los residuos
estan expuestos al disolvente. Las secuencias de estructura secundaria que se han reportado
son: a30pP (hanatoxina-1, de arana, PDB: 1D1H) [Takahashi et al. 2000],
05 10pPa (dendrotoxina-I, de serpiente, PDB: 1DTX) [Berndt et al. 1993], afp (maurotoxina,
de alacran, PDB:1TXM) [Blanc et al. 1997] y Bafpp (caribdotoxina, de alacran, PDB: 2CRD)
[Bontems et al. 1992]. El plegamiento CSaf} es extremadamente versatil en la naturaleza, ya
que también ha sido identificado en péptidos con capacidad edulcorante como la brazzeina
(PDB: 2BRZ) [Caldwell et al. 1998] y en péptidos antimicrobianos como las defensinas (PDB:
1BKS) [Fant et al. 1999].
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El motivo estructural BpP (CSPPP) esta constituido por tres hebras B antiparalelas y ha sido
reportado ampliamente para toxinas de arafias y animales marinos tales como los caracoles
(x-PVIIA, PDB: 1KCP) [Savarin et al. 1998] y las anémonas (BDS-I, PDB: 2BDS y APETx1,
PDB: 1WQK) [Clore et al. 1989, Chagot et al. 2005a y 2005b]. Se han identificado diversas
arquitecturas que en conjunto son denominadas como ICK (inhibitor cystine knot), en las que
un anillo de residuos basicos es estabilizado al menos por dos puentes disulfuro y es
atravesado por un tercer puente para formar un nudo de cisteinas. El centro hidrofébico
formado por las hebras 3 es particularmente un glébulo compacto muy estable. La
identificacion de este motivo de plegamiento en distintas especies ha demostrado la
evolucidn convergente que ocurre entre diferentes grupos de organismos [Zhu et al. 2003].

El motivo estructural ao (CSaa) es muy poco frecuente entre toxinas de origen animal que
actan sobre canales idnicos. A la fecha se han identificado tres tipos de variaciones
estructurales: a. Hélices antiparalelas (k-hefutoxina 1, PDB: 1THP9, OmTx, toxinas de alacran)
[Srinivasan et al. 2002, Chagot 2005c¢], b. Hélices perpendiculares (BgK, toxina de anemona,
PDB: 1BGK) [Dauplais et al. 1997] y c. Hélices sobrepuestas (ShK, toxina de anemona, PDB:
1ROO0) [Castafieda et al. 1995]. Las toxinas CSaa con frecuencia tienen como blanco a la

familia de canales de potasio dependientes de voltaje.

En la figura 1,5, se observa un ejemplo de cada uno de los motivos de plegamiento que se
mencionaron anteriormente y que han sido reportados para toxinas peptidicas aisladas del

veneno de distintos organismos ponzofosos.

A. Caribdotoxina, CSap B. APETx1, CSBBB C. x-hefutoxina, CSaa
(alacran) (anémona) (alacran)

Figura 1.5. Representacion de listones de la cadena principal de los diversos motivos de
plegamiento reportados para toxinas peptidicas, lo puentes disulfuro estan indicados en azul. A)
Caribdotoxina, CSaf. B) APETx1, CSBBP. C) k-hefutoxina CSaa. Los puentes disulfuro estan
indicados en color indigo.
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1.5 Mecanismos de interaccion del complejo toxina-canal

Se han propuesto diversos modos para la interaccion de las toxinas y los canales ionicos. En
primera, instancia se han encontrado toxinas que se unen en los segmentos
transmembranales S3 y S4, que corresponden al sensor de voltaje, provocando una
modificacion el mecanismo de apertura y cierre de la compuerta del canal (gating). Estas
toxinas, que han sido aisladas del veneno de arafas y son activas frente a canales de las
familias Kv2 y Kv4, son capaces de penetrar parcialmente la bicapa lipidica de la membrana
celular y estabilizarse en la region en donde se ubica el sensor del potencial electrostatico
[Milescu et al. 2007]. La interaccion se explica por la presencia de una superficie no polar que
permite la estabilizacion con las cadenas hidrofébicas y un anillo de residuos polares que
interaccionan con el canal. La hanatoxina 1 (PDB: 1D1H) [Lee 2003] y la SGTx1 (PDB: 1LA4)

[Wang et al. 2004] presentan este mecanismo frente a canales Kv2.1.

Un segundo mecanismo de interaccion ocurre entre la hélice a de las toxinas y la region del
vestibulo o torreta del canal, el cual esta localizado en una zona extracelular en el asa
conectora del segmento transmembranal S5 y el filtro de selectividad. Esta interaccion ha
sido demostrada tanto para toxinas de alacrdan como de anémona [Xu et al. 2003]. La
ergtoxina (PDB: 1PX9), aislada del veneno del alacran Centruroides noxius Hoffman, es un
péptido de 42 aminodacidos estabilizado por cuatro puentes disulfuro que se une en la regién
del vestibulo del canal HERG (human ether-a-go-go related) en una posicion muy distante del
poro [Pardo-Lopez et al. 2002, Frénal et al. 2004].

El tercer mecanismo de interacciéon que se ha propuesto es el mas frecuente para toxinas que
se unen a canales de potasio, y consiste en una oclusion fisica del poro del canal a través de
un residuo basico (frecuentemente lisina) presente en la region de la hoja B de la toxinas con
estructura CSaf, representado en la figura 1.2 B. A las toxinas de esta categoria se les
denomina bloqueadores del poro y suelen tener como blanco de interaccién a canales de la
familia Kvl.x. El ejemplo clasico de esta interaccion estd dado por la agitoxina 2 (PDB:
1AGT) y el canal Shaker K* [Krezel et al. 1995, Gross y MacKinnon 1996]. Hace poco mas de
una década, se propuso que estas toxinas poseen un par de residuos —un residuo aromatico
(Tyr, Phe o Trp) y un residuo basico (Arg o Lys—a los que se les ha llamado la diada
funcional, y que son la llave molecular para la formacién del complejo toxina-canal [Mouhat
et al. 2004a]. Las diadas han sido identificadas en toxinas de diversas especies animales
independientemente del tipo de plegamiento y del patron de apareamiento de las cisteinas
[Dauplais et al. 1997, Mouhat et al. 2008]. Un hecho relevante es que las diadas de las toxinas
que interaccionan con canales de la familia Kv1 se sobreponen espacialmente; sin embargo,
la existencia de toxinas (P1, PDB: IN8M y OmTx3, PDB: 1QWE) que no poseen la diada,

indica que deben existir otros determinantes moleculares que son necesarios para la
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interaccion y que ésta es mas bien el resultado de una interaccion multipuntual [Mouhat et
al. 2004b, Chagot 2005a]. Otra evidencia de este hecho es la demostracion de que la
interaccidon es mediada a través de una region de la toxina con marcada carga positiva. Este
mecanismo fue identificado en la toxina pl14a, aislada del veneno del caracol Conus planorbis
[Imperial et al. 2006], en donde se sugiere que la union entre la toxina y el canal Kv1.6 esta
favorecida por la presencia de un anillo de residuos basicos, en donde también la toxina

cubre a manera de una tapa el poro del canal [Mondal et al. 2007].
1.6 El veneno del alacran Tityus trivittatus

A la fecha han sido clasificadas alrededor de 1500 especies de alacranes; sin embargo,
solamente la picadura de cerca de 25 de ellas puede ser considerada peligrosa para los
humanos. En el continente americano las especies de alacranes que son un problema de
salud publica pertenecen a la familia Buthidae; dentro de ellas resaltan las del género
Centruroides (Norteamérica) y Tityus (Sudamérica). En este tultimo destacan las especies
Tityus serrulatus y Tityus trivittatus, ampliamente distribuidas en Brazil y Argentina,
respectivamente. De la picadura de T. trivittatus se han reportado casos de intoxicacion
severa e inclusive letal [Cologna et al. 2009, De Roodt et al. 2010].

Si bien desde hace varios afios comenzo a estudiarse el veneno de T. trivittatus, es muy poco
lo que se conoce de sus componentes [De Roodt et al. 2003]. A la fecha solamente se han
reportado cuatro secuencias de péptidos aislados del veneno de este alacran, las cuales se

indican en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2. Péptidos identificados en el veneno de T. trivittatus. Se incluye el codigo de acceso en
la base de datos UNIPROT vy la secuencia de aminoacidos, resaltando la posicion de las cisteinas.

Nombre Cddigo Secuencia
Pt()ta'ssmrlr;;hzrénfl POC183 GCTPEYCSMW CKVKVSONYC VKNCKCPGR
oXin o- X .
Potassium channel POC168 WCSTCLDLAC GASRECYDPC FKAFGRAHGK
toxin a-KTx 12.2 CMNNKCRCYT
Potassium channel MERKWALLLF LGMVTLVSCG LREKHVOQKLV
) QOGY46 ALIPNDTVRS ILKAVVHKAA KTQFGCPAYE
toxin Ttr- f -KTx GYCNNHCODI KRKDGECHGF KCKCAKD
Potassium channel MVATNRCCVF ALLFALLLVH SLTEAGKGKE
. QO0GY45 VLGKIKDKLI EAKDKIKSGW ERLTSQSEYA
toxin TtrKIK CPATEKFCED HCAAKKAVGK CDDFKCNCIK T

La toxina a-KTx 20.1 es un péptido de 29 aminodcidos que presenta una identidad baja en la

secuencia con respecto a las familias conocidas, menor al 40%. Por esta razén fue
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identificada como el primer miembro de la subfamilia KTx20. Para esta toxina los puentes
disulfuro no fueron determinados experimentalmente, sin embargo, la presencia de seis
cisteinas en la secuencia permitié asumir que la toxina adoptaba el plegamiento CSaf con la
conectividad clasica entre cisteinas: C1-C4, C2-C5 y C3-C6. Por otra parte, al estudiar su
actividad frente a canales de potasio se encontré6 que bloquea preferencialmente las
corrientes de canales de potasio dependientes de voltaje, especificamente el Kvl1.3,
obteniéndose una EC50 =7.9 +1.4 nM [Abdel-Mottaleb ef al. 2006].

La toxina a-KTx12.2, también conocida como butantoxina, es un péptido de 40 aminoacidos
cuya secuencia es idéntica a los péptidos 12.1 y 12.4 que fueron aislados de veneno de los
alacranes brasilenios T. serrulatus y T. stigmurus. Es una proteina CSaf3 estabilizada por
cuatro puentes disulfuro con conectividades C1-C2, C3-C6, C4-C7 y C5-C8, conformada por
dos hebras beta y un hélice alfa, cuya estructura fue determinada en disolucion mediante
datos de RMN (PDB 1C55). La toxina alfa-KTx12.1 bloquea reversiblemente al canal Kv
Shaker con una Kd aproximada de 660 nM e inhibe la proliferacion de las célculas T, asi

como la produccion de la citocina interleucina-2 [Holaday et al. 2000].

Las toxinas Ttr-B-KTx y TtrKIK son péptidos relacionados con la familia de las escorpinas,
que dada su similitud secuencial con la toxina BmTxKp fueron clasificadas como miembros
de la familia de toxinas B-KTx, por lo que probablemente son bloqueadores de las corrientes
de canales de potasio que adoptan la estructura CSo/B. Hasta el momento, su funciéon no ha
sido identificada; sin embargo, su amplia distribucion en los alacranes de la familia Buthidae
sugiere que deben de tener un papel relevante en la biologia del veneno [Diego-Garcia et al.
2007].

1.6.1 Descubrimiento de la toxina Tx1

Ademads de las toxinas indicadas en la Tabla 1.1, en el grupo de investigaciéon del Dr.
Lourival D. Possani (Instituto de Biotecnologia, UNAM) se aisld del veneno de T. trivittatus
una toxina peptidica de 28 aminodacidos, cuya secuencia guarda una identidad del 65% con

la toxina KTx 20.1 y a la que informalmente se le denomind Tx1:

5 10 15 20 25
GCMPEYCAGQCRGKVSQDYCLKNCRCIR
cl Cc2 c3 c4 C5 C6

Al realizar los ensayos analiticos para la determinacién de los puentes disulfuro en la Tx1
mediante hidrélisis enzimatica, se encontraron evidencias de la formacion de un puente
disulfuro entre las cisteinas C1 y C5; sin embargo, no fue posible establecer la conectividad
entre las otras cistinas. La formacion del puente C1-C5 es completamente inusitada para
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toxinas de alacran, ya que para las toxinas conocidas con seis cisteinas el patréon de
apareamiento es C1-C4, C2-C5 y C3-C6. Mas aun, la conectividad C1-C5 es extremadamente
poco frecuente, ya que solamente ha sido identificado en una toxina de anémona, la BDS-I
(PDB: 2BDS), que tiene una estructura tridimensional conformada por tres hebras beta
antiparalelas y que actiia como un modificador de la corriente del canal Kv 3.4 [Driscoll et al.
1989].

Debido al interés por confirmar la conectividad completa entre cisteinas y determinar la
estructura tridimensional en disolucién, se obtuvieron los espectros de resonancia
magnética protdnica necesarios para ello: COSY, TOCSY y NOESY. Sin embargo, debido a la
escasa cantidad de toxina aislada del veneno del alacréan, los espectros obtenidos carecian de
senales suficientes que permitieran establecer la secuencia entre residuos. Adicionalmente,
estudios preliminares de electrofisiologia, indicaron que la toxina Tx1 bloquea
preferencialmente al canal de potasio Kv1.2, a una concentracion de magnitud nanomolar. A
razén de la insuficiencia de la toxina nativa tampoco fue posible completar la evaluacion de

la actividad frente a este canal.

Fue asi como se planed la obtencion recombinante de la toxina Tx1, para determinar su
estructura tridimensional en disolucion y establecer su accion frente a canales de potasio, lo

que dio origen al presente trabajo de investigacion.
1.7 Determinacion de la estructura tridimensional de biomoléculas en disolucién

Durante los ultimos 20 afios, la espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
aplicada al estudio de macromoléculas bioldgicas en disolucidon ha demostrado su potencial
de aplicacion para realizar estudios de estructura y funcién a nivel atémico [Wiithrich 2003].
A finales del ano 2011, se habian registrado poco mas de 9100 estructuras resueltas
mediantes métodos de RMN en el Protein Data Bank [Berman et al. 2000], que corresponden
al 12% de las moléculas depositadas. Ademas, la RMN ha contribuido significativamente al
estudio de las ciencias biologicas no solamente en el drea de la caracterizacion estructural de
biomoléculas [Ferentz y Wagner 2000] sino también en el conocimiento de las interacciones

dinamicas entre ellas [Mittermaier y Kay 2006].
1.71 RMN y estructura de proteinas

La determinacién de la estructura de proteinas a partir de datos de RMN esta basada en el
método desarrollado por Kurt Wiithrich [1986], que a la postre lo haria merecedor del
Premio Nobel de Quimica en 2002 “for the development of methods for identification and
structure analyses of biological macromolecules”. Los datos de RMN necesarios para la

determinacion de la estructura tridimensional de una proteina estan basados en la mediciéon

[12]



del efecto nuclear Overhauser (NOE) y de las constantes de acoplamiento escalar y dipolar.
Para ello, es necesario identificar sin ambigiiedad los desplazamientos quimicos de los
atomos, lo que implica que para el andlisis de una proteina empleando 'H-RMN
bidimensional, es indispensable asignar las sefales originadas por cada uno de los dtomos

de hidrogeno presentes en la molécula.

De forma esquematica, la ruta de andlisis implementada para la determinacion de la

estructura 3D en disolucion de una proteina esta indicada en la figura 1.6.

Identificacién de sistemas de espin

v

Asignacion de sehales NOE
v

Calculo de la estructura a partir

\ 4

de las restricciones de RMN

A 4

Afinamiento de la estructura

Figura 1.6. Esquema general del procedimiento para la obtencion de la estructura de una
proteina a partir de los datos de RMN. Un sistema de espin es un grupo de espines conectados
por acoplamiento escalar.

1.7.2  Efecto Nuclear Overhauser

Las restricciones de distancia derivadas del NOE son el parametro mas importante para
establecer el arreglo espacial de la molécula, ya que son esenciales para definir la estructura
secundaria y terciaria porque indican que los atomos de hidrdgeno, que generan la
correlacién, estan separados por una distancia menor a 5 A. El1 NOE refleja los mecanismos
de relajacion entre espines que estan acoplados por una interaccion dipolo-dipolo. En el
espectro NOESY, las sefiales que ahi se observan estan derivadas del NOE, en donde el
volumen (V) de la sefial se relaciona con la distancia (r) que separa a los dos espines:

V «a <r‘6>f(rc)

El valor promedio de la distancia (r), indica que la molécula tiene una flexibilidad intrinseca.

Por otra parte, la dependencia de la transferencia de la magentizacion debida al movimiento
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de la molécula queda incluida como funcién del tiempo de correlacién (tc). Dado que las
moléculas globulares son relativamente rigidas, se asume que existe una conformacion
compatible entre las sefiales NOE, por lo que el volumen de las mismas es proporcional en
todos los atomos de la molécula. Durante el calculo de la estructura las restricciones
derivadas del NOE son consideradas como las distancias interatdmicas maximas que

separan a dos atomos [Cavanagh et al. 2007].
1.7.3  Constantes de acoplamiento escalar

La segunda fuente de informacion estructural se deriva del acoplamiento escalar entre
atomos que estan separados por tres enlaces covalentes, 3. Las 3 estan relacionadas con el

angulo diedro 6, a través de las ecuaciones de Karplus. Las relaciones mas utilizadas son:

*J e = 6.4008% 0 —1.4c080+1.9
*J oy = 9.5C08° 6 -1.600s0 +1.8

La ®J,,. denota la constante de acoplamiento escalar entre el protéon de amida de la

cadena principal y el protén alfa, 3J es el acoplamiento entre los protones alfa y beta de

HaHb
la cadena lateral. Estas constantes proporcionan informacion tunicamente de la
conformacién local de la cadena, por lo que son utilizadas para obtener la asignacion
estereoespecifica de protones diastereotopicos (Hg) y determinar los dngulos diedros, 1.
Una variacion del experimento COSY, el e-COSY (e, exclusive), usualmente es utilizada para
hacer estas mediciones, ya que debido a sus caracteristicas, las constantes de acoplamiento

pueden ser medidas con precision [Cavanagh et al.2007].
1.74 Esquema general de la RMN bidimensional

Un experimento de RMN en dos dimensionales esta constituido por cuatro etapas sucesivas:
preparacion, evolucidon, mezclado y deteccion. El periodo de preparacion, normalmente estd
conformado por un tiempo de espera (ta), durante el cual se alcanza el equilibrio térmico,
seguido por uno o varios pulsos de radiofrecuencia que generan la coherencia (que
corresponde a la magnetizacidn transversal que genera las transiciones entre los espines).
Durante la evolucion, la coherencia se modifica (evoluciona) y al final de este intervalo el
sistema asume un estado especifico que depende del tiempo ti. La etapa de mezclado, tm,
incluye uno o varios pulsos de radiofrecuencia e intervalos de espera, en este periodo la
coherencia es transferida entre los espines. Durante la deteccion el sistema evoluciona y se
registra el decaimiento libre de la induccion (fid, free induction decay). En un espectro en 2D,
las frecuencias de precesion durante la evolucion y la deteccion determinan las coordenadas
de las sefiales (w1, ®2) [Wiithrich, 1986].

(14]



En el experimento COSY (que fue el prototipo de los experimentos bidimensionales y a la
fecha todavia es ampliamente utilizado), la magnetizacion es transferida a través del
acoplamiento escalar y solamente los protones que estan unidos hasta a tres enlaces
covalentes de distancia generan senales fuera de la diagonal. En el experimento TOCSY, la
magnetizacion es transferida a través del sistema de espin de un aminoacido via el
acoplamiento escalar sucesivo, permitiendo la correlacion de todos los protones del sistema
y generando los patrones caracteristicos del mismo. En el experimento NOESY, se registra la
interaccidon dipolar entre espines debida al efecto NOE, por lo que la correlacion entre dos
atomos depende de la distancia espacial entre ellos; normalmente las sefiales se generan
cuando la distancia es <5 A [Keeler 2002]. En la figura 1.7, se muestran las secuencias de
pulsos de los espectros COSY, TOCSY y NOESY.

'H
tdI tll tZ
CosyY
DIPSI
Iy ty I t, t
TOCSY
1
H tdI ty I T t,
NOESY

Figura 1.7. Secuencias de pulsos de los experimentos COSY, TOCSY y NOESY. Las barras
verticales indican la aplicacion de un pulso de 90°, el tridngulo indica la adquisicion del fid.
DIPSI es el acronimo de Decoupling In the Presence of Scalar Interactions o desacoplamiento en
presencia de interacciones escalares; representa un conjunto de pulsos especificamente disefiado
para realizar el mezclado isotrépico [Keeler 2002].

1.7.5 Asignacion secuencial de las sefiales

A la identificacion de las sefiales de '"H-RMN de los sistemas de espin de aminodcidos
vecinos, a través de las correlaciones debidas al acoplamiento escalar (COSY, TOCSY) o al
acoplamiento dipolar (NOESY), se le llama asignacion secuencial. Una descripcion del
procedimiento de interpretacion de espectros de RMN de proteinas fue reportada

previamente por Vera [2002] y Saucedo [2003].
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El patrén de las sefiales de resonancia generado en los espectros COSY y TOCSY permite la
identificacion parcial de los sistemas de espin. Existen aminoacidos, como la Gly (AX), Ala
(AsX) y Val (AsBsMX) cuyas sefiales son distintivas y facilmente distinguibles, sin embargo,
los sistemas de espin de Asp, Asn, Cys, Ser, His, Phe, Trp y Tyr (todos AMX) generan
patrones de sefiales muy similares entre si. En total los veinte aminodcidos mas comunes
generan diez tipos de patrones distintos entre los protones alifaticos (ver Anexo A.1). Es por
ello que para realizar la asignacion es indispensable conocer la secuencia primaria de los
aminodcidos. Como ejemplo de la asignacion de un sistema de espin, en la figura 1.8, se
muestran las sefiales COSY (A, rojo) y TOCSY (B, rojo y verde) esperadas para la valina,
ademads de la identificacion de estas sefiales en un espectro TOCSY real, en donde la
distorsion de algunas senales se debe al traslape con otros sistemas de espin. En la seccion
de anexos se incluyen los patrones de las sefiales COSY y TOCSY de cada uno de los veinte

aminoacidos mas comunes.

La informacién necesaria para obtener las conectividades secuenciales entre sistemas de
espin vecinos es conseguida a través del andlisis de la regién de los Hn, en el intervalo
comprendido entre 6.0 y 11.0 ppm del espectro NOESY. Ya que es esta region en donde
aparecen fuera de la diagonal las correlaciones Hx-Ho, Hn-Hn y Hx-HP (que generan
respectivamente las restricciones de distancia d.n, dnn, dng), aunque en la practica es
necesaria la visualizacion simultdnea de los espectros COSY, TOCSY junto con el NOESY

para identificar sin ambigiiedad estas correlaciones.

Debido a que el efecto NOE es una funcién de la distancia interatomica, que no depende del
acoplamiento escalar, es posible ligar sistemas de espin de residuos adyacentes en la
secuencia, y también de sistemas de espin que espacialmente se encuentran proximos entre
si, aunque secuencialmente se encuentren muy distantes. Las correlaciones NOE se denotan
utilizando la nomenclatura das(i,j), por ejemplo dgn(i,i+1) o dnn(ii+3). En la figura 1.9, se
muestran algunas de las correlaciones que se presentan entre los atomos de residuos que
son vecinos secuenciales. La asignacion de sefiales obtenida de esta forma no permite
realizar asignaciones estereoespecificas para los protones de un grupo metileno, o de los
metilos en los fragmentos isopropilo de la valina o leucina; para obtener estas asignaciones
es necesario adquirir espectros heteronucleares con las proteinas enriquecidas
isotopicamente con *C y/o *N [Wiithrich, 1986].

Para ilustrar las correlaciones derivadas del NOE que deben ser asignadas, en la figura 1.10,
se muestra el espectro NOESY de una toxina peptidica de 30 aminodacidos. En la region de
los protones de amida (zona ampliada) son distinguibles las correlaciones Hn-Hn entre
vecinos secuenciales (i, i+1) y (i, i+2).
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COSsY

Figura 1.8. Sistema de espin de la valina. Senales esperadas para los espectros COSY (A) y
TOCSY (B). La identificacion de las sefales de la valina en un espectro TOCSY se indica en (C).
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Figura 1.9. Ejemplos de algunas de las correlaciones que se observan entre vecinos secuenciales.
Estas correlaciones trazan la ruta de la asignacion de sefiales de una cadena proteinica [Wiithrich
1986].
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Figura 1.10. Espectro NOESY de una proteina de 30
aminodcidos. Se muestra la expansion de la region de los
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1.7.6  Distancias '"H-'H en la estructura secundaria de las proteinas

La formacion de elementos de estructura secundaria en un polipéptido define una variedad
de correlaciones NOE de medio y largo alcance. La hélice alfa se caracteriza por presentar
contactos Hn-Hn entre los residuos i e (i+3) y entre los residuos i e (i+4). En la hélice 310 se
establecen contactos entre i e (i+2), asi como también i e (i+3). En los giros se observan
contactos entre los residuos i e (i+2). En las hebras beta, se forman segmentos de cadenas
extendidas, lo cual excluye los contactos de corto alcance entre protones de amida, sin
embargo, se observa la interaccion Hx-Hn entre las hebras vecinas i y j. Tanto en las hélices
como en las hebras los contactos de corto alcance, Hn-Ho, Ho-Ho, forman una densa red de
contactos que define los elementos regulares de estructura secundaria [Wiithrich 1986]. En
la figura 1.11, se sefialan los contactos interatdmicos que se presentan en los distintos
elementos de estructura secundaria, mientras que en la tabla 1.3, se indican las distancias

observadas en estas estructuras.

Giro Tipo | Giro Tipo Il

Figura 1.11. Contactos interatdmicos que se observan en los distintos elementos de estructura
secundaria. Las flechas indican distancias secuenciales 'H-'H de corto y medio alcance
[Wiithrich K, 1986].
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Tabla 1.3. Distancias interatémicas de corto y medio alcance que identifican a los distintos

elementos de estructura secundaria de las proteinas [Wiithrich 1986].

Distancia . . Hebra Hebra Giro Giro
(A) Helice o Helice 3u antiaralzla aralelg Tipol Tipo II
doN(,9) 2.7 2.7 2.8 2.8 2.8 2.7
dog(i, i) 2.2-2.9 2.2-2.9 2.2-2.9 2.2-2.9 2.2-2.9 2.2-2.9
dgn(i, i) 2.0-3.4 2.0-34 2.4-3.7 2.6-3.8 2.0-3.5 2.0-34
dn(i,i+1) 3.5 3.4 2.2 2.2 3.4 2.2
dnn(i,i+1) 2.8 2.6 4.3 4.2 2.6 45
dgn(i,i+1) 2.5-3.8 2.9-3.0 3.2-4.2 3.7-44 2.9-4.1 2.6-4.4
doN (i, i+2) 44 3.8 3.6 3.3
dnn(i,i+2) 4.2 4.1 3.8 4.3
donN(,i+3) 34 3.3 3.1-4.2 3.8-4.7
dop(i,i+3) 2.5-44 3.1-5.1
doN(,i+4) 4.2
don(i,j) 3.2 3.0
don(i,f) 3.3 4.0
doan(i/j) 2.3 4.8

1.7.7 Célculo de la estructura

En los ultimos anos, el programa CYANA ha sido ampliamente utilizado para hacer la
asignacion automatica del espectro NOESY y el calculo de la estructura, una vez que se
proporcionan los datos de la secuencia de aminodcidos y los desplazamientos quimicos de
los sistemas de espin. CYANA utiliza un algoritmo de funcién objetivo variable, en el que el
ajuste gradual de las restricciones de RMN a través de varios ciclos de céalculo usando
dindmicas de angulo de torsion, proporciona un conjunto de estructuras de baja energia. En
este programa, el médulo CANDID, realiza la asignacion automatica de espectro NOESY,

empleando los siguientes pasos [Gilintert 2004]:

1. Lectura de datos experimentales. Incluye la secuencia de aminoacidos, la lista de
desplazamientos quimicos, las posiciones de los picos fuera de la diagonal del
espectro NOESY y el volumen de los mismos. Adicionalmente se pueden incluir las
restricciones conformacionales derivadas de la medicion de constantes de
acoplamiento escalar.

2. Generacion de las asignaciones iniciales. Se crea una lista que incluye los

desplazamientos quimicos proporcionados dentro de un intervalo de tolerancia.
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3. Clasificacion de las asignaciones iniciales. Para cada sennal NOESY ubicada fuera de
la diagonal, la asignacion es ponderada por lo que se descartan las asignaciones
iniciales que no cumplen los requisitos de auto-consistencia.

4. Calibracion de las restricciones de distancia. El volumen de los picos del espectro
NOESY es clasificado de acuerdo a la magnitud de su valor; de esta manera se
obtienen senales NOE de corto, medio y largo alcance. A la par se descartan las
restricciones ambiguas.

5. Eliminacidn de senales espurias. Se conservan tinicamente aquellas asignaciones que
son utilizadas al menos una vez en el anclaje de la red de restricciones y que son
compatibles con la estructura a lo largo de los diversos ciclos de célculo.

6. Combinacién de restricciones. En los primeros ciclos se combinan restricciones
experimentales de largo alcance con restricciones virtuales generadas a partir de las
restricciones originales.

7. Calculo de la estructura. Utilizando dindmicas de angulo de torsion, la estructura 3D
de la proteina es incluida como archivo de entrada para el siguiente ciclo. Entre los
ciclos subsecuentes la informacion es transferida a través de la generacion de
“intermediarios” de estructura, en donde las senhales que no se utilizan son

temporalmente descartadas. El célculo tipico estd conformado por siete ciclos.

Debido a la complejidad del problema, en ddnde la solucion debe de satisfacer a las
restricciones generadas por todos los atomos de la molécula, CYANA utiliza como
parametro de medicion una funcién objetivo que mide la concordancia entre la estructura y
las restricciones utilizadas. Esta funcion tiene un valor de cero tinicamente cuando todas las
restricciones experimentales se satisfacen y los pares de dtomos no enlazados no presentan

traslape estérico.

El algoritmo de minimizacion de CYANA estd basado en un procedimiento de recocido
simulado (simulated annealing) a través de la dindmica de dngulos de torsion. Inicialmente se
hace una minimizacién que reduce la energia de las interacciones, posteriormente se alcanza
una fase de alta temperatura, seguida por un enfriamiento lento y una minimizacién final.
La estructura calculada se representa como un conjunto constituido por 20-40 conférmeros
sobrepuestos que tienen un valor relativamente bajo de RMSD (Root mean square deviation o
desviacion de la raiz cuadrada de la media cuadréatica es una medida de la distancia
promedio entre los dtomos de proteinas sobrepuestas), ordenados de acuerdo a su energia.

Los criterios generales de evaluacion de las estructuras obtenidas utilizando CYANA son:

a) Obtener un valor de funcién objetivo menor a 250 A2 en el ciclo 1.

b) Obtener un valor de funcién objetivo final menor a 10 A2
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c) Obtener menos del 20% de senales NOE sin asignar.
d) Obtener menos del 20% de sefiales NOE de largo alcance sin descartar.

e) Que el ensamble de estructuras del primer ciclo tenga un valor de RMSD menor a 3 A, lo
que implica que la diferencia de RMSD entre el primer y tltimo ciclo sea menor a 3 A para

los atomos de la cadena principal.
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2. OBJETIVO GENERAL
Determinar la estructura tridimensional en disolucién de la toxina Tx1, una toxina con
una secuencia poco conservada y caracteristicas Unicas, para establecer

espectroscopicamente la conectividad entre las cisteinas e identificar los sitios de

interaccion con su receptor.

2.1 Objetivos particulares.

1. Establecer las condiciones 6ptimas para la expresion heterologa en E. coli de la toxina
Tx1, con el fin de obtenerla en cantidad suficiente para realizar estudios
espectroscopicos y fisioldgicos.

2. DPurificar y realizar la caracterizacion espectroscopica de la toxina recombinante Tx1.

3. Realizar estudios de la actividad bioldgica de la toxina recombinante.

4. Obtener los espectros de 2D-"H-RMN necesarios para la elucidacion estructural.

5. Realizar el afinamiento de la estructura obtenida con datos de RMN empleando

dindmica molecular.

6. Interpretar y analizar los espectros de 2D-'H-RMN de la toxina nativa.

7. Comparar las estructuras entre las toxinas nativa y recombinante.

3. HIPOTESIS
La toxina Tx1 posee una secuencia de aminoacidos poco conservada por lo que su

estructura tridimensional exhibe caracteristicas distintas a los motivos de plegamiento

conocidos para este tipo de moléculas.

(23]



4. METODOS

"Me lo contaron y lo olvidé; lo vi y lo entendi; lo hice
y lo aprendi.”

Confucio

4.1 Expresion de la proteina recombinante

La estrategia general para el disefio y clonacion del gen de la toxina Tx1 fue un trabajo
realizado en colaboracion con el Dr. Luis Brieba de Castro (Laboratorio de Genomica para la
Biodiversidad, CINVESTAV Unidad Irapuato), que se basoé en la produccion heterologa de

proteinas utilizando como sistema de expresion a E. coli.

El disefio del gen codificante de la Tx1 se hizo con base en la secuencia de aminoacidos de la
toxina determinada mediante la degradacion de Edman, seleccionando los codones
apropiados para la expresion en E. coli. Para la construccion del inserto se sintetizaron dos
oligonucleotidos de 76 pares de bases cada uno, que tienen 33 bases que son
complementarias. El gen codificante de la toxina Tx1 disefiado con los codones optimizados
tiene la secuencia 5-GGTTGTATGCCAGAGTACTGTGCAGGTCAATGTCG-
TGGCAAGGTGAGCCAGGATTATTGCCTGAAGAACTGCCGTTGCATCCGT-3, y fue
clonado en un vector derivado del pET32b- (Novagen) entre los sitios de restriccion Kpn I'y
Hind IIL. Al plasmido resultante que expresa a la toxina Tx1 como una fusion a tiorredoxina

se le denomin6 pET32mod-Tx1.

El vector pET32b fue modificado para eliminar el sitio de enterocinasa e incluir un sitio de
reconocimiento para trombina (5-CTGGTGCCACGCGGTTCT-3"). Bajo este disefio, la
proteina recombiante, rTx1, tendra dos residuos extra en el extremo N-terminal, Gly y Ser,

como consecuencia de haber elegido a la trombina para la realizacion del corte enzimatico.

4.2 Expresion de la proteina recombinante

La proteina recombinante producida por el plasmido pET32mod-Tx1 fue sobreexpresada en
células de E. coli BL21, Rosseta-gami y Tuner (Novagen). Para la transformacion de las
células se siguid el protocolo estandar por choque térmico. Posteriormente, una alicuota de
un cultivo de 14-16 horas de crecimiento a 37°C fue utilizada para inocular un litro de medio
LB fresco con ampicilina a una concentracion de 100 pg/mL (cultivos de BL21 y Tuner). El
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vector pET32mod-Tx1 confiere resistencia a ampicilina, por lo que las cepas transformadas
de BL21 y Tuner sdlo fueron cultivadas con este antibiotico. La cepa Rosseta-gami es
resistente a kanamicina, cloramfenicol y tetraciclina, por lo que los medios de cultivo
incluyeron también estos antibidticos. Cuando el cultivo alcanzé una densidad Optica
(DOsw) entre 0.6-0.8 unidades de absorbancia, la expresion de la proteina de fusion fue
inducida con isopropil-tio-p-galacto-pirandsido (IPTG). Las condiciones 6ptimas para la
induccion se ensayaron haciendo un barrido de la concentracion final de IPTG entre 0.25 y
1.0 mM, de la temperatura entre los 25 y 37°C, asi como del tiempo de induccion (en algunos
casos el monitoreo se llevo hasta las 48 horas). Una vez concluido el tiempo de induccion las

células fueron recuperadas por centrifugacion a 5000 x g por 20 minutos a 4°C.

4.3 Purificacion de la proteina recombinante.

La pastilla celular obtenida por centrifugacion se dispersé en una disolucién amortiguadora
de Tris/HCl pH=8, NaCl 150 mM y lisozima 0.1 mg/mL (disolucion de lisis) para luego ser
lisada utilizando un sonicador Misonix 3000. La fraccion soluble fue separada por
ultracentrifugacion a 32000 x g durante 30 minutos a 4°C. La proteina de fusion, que incluye
una etiqueta de histidinas, fue purificada por cromatografia de afinidad metal-quelato
(CAMQ) utilizando una columna HiTrap equilibrada con iones de Ni** (GE Healthcare).
Para eliminar a las proteinas que fueron débilmente retenidas se emplearon dos volimenes
de columna de una disolucion de lisis. Finalmente la proteina de fusién fue eluida con 50
mM Tris/HCl pH 8, 150 mM NaCl y 500 mM imidazol (disolucion de elucién). Debido a que
a esta concentracién el imidazol es un inhibidor de la actividad catalitica de la trombina, éste
fue eliminado por intercambio con una disolucién de Tris/HCIl pH 8 50 mM y CaCl. 10 mM
(disolucién de corte) mediante ultrafiltraciéon (Unidad de filtracién Ultracel con membrana
de 10 kDa, Millipore). Para la reacciéon con trombina se ajustd la concentracion de la enzima
a 0.5 mg/mL aproximadamente. Las condiciones de reaccion utilizadas para la protedlisis
fueron 6 horas a 18°C manteniendo una agitaciéon suave. Posteriormente, la toxina
recombinante debe ser purificada de los subproductos de la reaccion de corte. Para ello se
emple6 un segundo paso de purificacion por CAMQ, en el que la toxina rTx1 eluye
libremente a través de la columna mientras que los subproductos de reaccién que poseen la
etiqueta de histidinas son retenidos. Finalmente, la toxina eluida es sometida a un tltimo
paso de purificaciéon utilizando cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR, con un
cromatdgrafo Varian Pro Star acoplado a un detector de UV), empleando como fase
estacionaria una columna Jupiter C18 de 250 mm x 4.6 mm (Phenomenex) y como fase movil
un gradiente linear del 12 al 30% de agua-acetonitrilo al 0.05% de TFA, a una velocidad de

flujo de 1 mL/min. Los cromatogramas fueron obtenidos haciendo detecciones
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independientes a 230 y 275 nm. Las proteinas purificadas por C18-CLAR fueron liofilizadas
y conservadas a -20°C. Adicionalmente, cada etapa de la purificacion fue monitoreada por
SDS-PAGE (SDS-PoliAcrylamide Gel Electrophoresis).

4.4 Caracterizacion de las proteinas recombinantes

441 Determinaciéon de la masa molecular.

Para la determinacion de la masa molecular de las proteinas recombinantes se utilizaron
independientemente dos técnicas de espectrometria de masas: ESI (ElectrosSpray
Ionization) y MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time Of Fligh).

Para el analisis por EM-ESI, se utiliz6 un equipo Bruker Esquire con inyeccidn directa; las

muestras fueron disueltas en una disolucion acuosa al 1% de acido férmico.

El analisis por MALDI-TOF se hizo con un equipo Bruker Daltonics Microflex LT. Los datos
fueron adquiridos en el intervalo de 2000-4000 de m/z (relacién masa/carga) empleando la
operacion en el modo reflector y haciendo 150 disparos por blanco. Las muestras se
prepararon usando como matriz el acido a-ciano-4-hidroxicinamico en relacion 1:10 al 1%
de TFA [Gobom et al. 2001]. El calculo tedrico de la masa molecular se determiné utilizando
la herramienta ProtParam de ExPASy [Gasteiger et al. 2005].

442 Determinacion del coeficiente de extinciéon molar

Se hizo la determinacion de la concentracion de la proteina basada en el método de peso
seco con la posterior determinacion de la absorciéon a 280 nm [Nozaki 1986]. La proteina
liofilizada fue secada hasta alcanzar un peso constante, posteriormente fue pesada por
triplicado en una microbalanza Termo Orion Cahn C-33 y disuelta en agua desionizada. El
registro de la absorcion en el UV a 280 nm fue hecho en un espectrémetro UV-Visible

Shimadzu U160, utilizando una microcelda de cuarzo de 60 pL de capacidad.
443 Evaluacion electrofisioldgica

En colaboracion con el grupo de investigacion del Dr. Jestis Garcia (Facultad de Quimica,
UNAM) fue ensayada la actividad electrofisiolégica de las toxinas recombinantes,
empleando la técnica de fijacién de voltaje con doble electrodo (Two-electrode voltaje —clamp,

TEV) en huevos de rana.

El cARN de los canales Shaker, hKv1.2 y hKv1.3 fue inyectado independientemente en
ovocitos de Xenopus laevis. Las corrientes de potasio se registraron entre dos y cuatro dias

después de la inyeccion de cARN. Para registrar la medicion de las corrientes se utilizé un
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amplificador CA1B (Dagan Co.), un digitalizador (Digidata 1440) y el programa pClamp10
(Molecular Devices). Las corrientes fueron filtradas a 2 kHz. El volumen de la disolucién de
lavado fue cerca de veinte veces mayor que la cdmara que contiene a los ovocitos. La
inhibicion de la corriente fue evaluada cada minuto hasta alcanzar el estado estacionario,

entre 8 a 10 minutos.

444 Evaluacidn citotoxica

Las toxinas fueron evaluadas in vitro en la linea celular de macréfagos murinos J774. La
citotoxicidad fue determinada al medir la inhibicion del crecimiento celular en ensayos de
microcultivo utilizando el colorante de unién a proteinas sulforodamina B (SRB) [Monks et
al. 1991]. Los cultivos fueron expuestos a 50 pM de toxina durante 48 horas. Posteriormente,
las células fueron fijadas en un sustrato plastico y tefiidas con SRB al 0.4% w/v y enjuagadas
con una disolucion acuosa de acido acético al 1% v/v. La densidad dptica fue determinada
por duplicado en un equipo de lectura de placas Ultra Microplate Reader (Elx 808, BIO-TEK
Instruments, Inc.) a una longitud de onda de 515 nm. El porcentaje de inhibicion del

crecimiento celular (%ICC) se calcul6 empleando la siguiente relacion:

%ICC = |:1_(MJi|*loo

blanco

4.5 Determinacion de la estructura tridimensional mediante Resonancia Magnética Nuclear

451 Preparacion de la muestra

Se prepararon disoluciones de las toxinas nativa y recombinante en una mezcla de D-O/H20
al 5% v/v a partir de la muestras liofilizadas (D20, Cambridge Isotope Laboratories), dado
que la concentracién Optima de proteina para obtener los espectros de RMN estd en el
intervalo de 1 a 6 mM [Wiithrich 1990], el volumen maximo de disolvente utilizado fue de
750 pL. Debido a la solubilidad de las muestras no fue necesario afadir agentes

amortiguadores ni sales.
452 Adquisicion de los espectros de RMN

Para la toxina Tx1 nativa se obtuvieron los espectros bidimensionales TOCSY [Cavanagh et
al. 1990] y NOESY [Anil-Kumar et al. 1982] en un espectrometro Bruker Avance de 750 MHz

adaptado con una criosonda (Laboratorio del Dr. G. Wagner, Escuela de Medicina de
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Harvard, Boston, EUA). La adquisicion de ambos espectros se hizo con 512 y 2049 puntos en
w1y w2, respectivamente a 18°C. El experimento TOCSY fue programado con tiempos de
mezclado isotrépico de 25 y 75 ms.

La adquisicidon de los espectros COSY, TOCSY y NOESY de las toxinas recombinantes se
hizo en un espectrometro Varian UnityInova de 800 MHz equipado con una sonda de
deteccion indirecta HCN (Biomolecular spectroscopy facility, Universidad de California Irvine,
EUA). Se obtuvieron espectros TOCSY a 20 y 75 ms de tiempo de mezclado isotrdpico. Los
espectros NOESY fueron adquiridos con tiempos de mezclado de 150 y 300 ms. En ambas
secuencias de pulsos se empled la secuencia WATERGATE [Piotto et al. 1992] para realizar
la supresion de agua. Todos los experimentos fueron adquiridos a 25°C utilizando una
matriz de 2048 x 1024 puntos.

453 Procesamiento y analisis de datos

El manejo de los todos los datos de RMN fue hecho en una estacion de trabajo con sistema
operativo Ubuntu 9.0. Para el procesamiento de los archivos fid se utilizaron los programas
NMRDraw y NMRPipe [Delaglio et al. 1995]. La interpretacion completa de los espectros
bidimensionales TOCSY y NOESY, es decir, la identificacion de los sistemas de espin y la
asignacion de las sefiales NOE se hizo utilizando la aplicacion NEASY [Bartels et al. 1995]
del programa CARA1.5 [Keller 2004]. El programa peakint [Bartels et al. 1995] fue utilizado
para hacer la integracion de las sefiales NOE. La asignacion semiautomatica y los calculos
de estructura tridimensional basados en el método de geometria de distancias fueron
realizados con el programa CYANA 2.1 [Giintert 2004].

454 Afinamiento de la estructura con dinamica molecular

Las estructuras de menor energia salidas de los cdlculos de CYANA fueron sometidas a un
proceso de afinamiento con el modelo de disolvente explicito, utilizando dindmica
molecular (DM) a través de la suite de programas de AMBER 9 [Case et al. 2005]. Todas las
minimizaciones se realizaron utilizando los pardmetros del campo de fuerza AMBER-99SB.
Las restricciones de distancia y de angulos de torsion obtenidas con CYANA fueron
utilizadas siguiendo el método de afinamiento propuesto por Xia et al. [2002]. La
visualizacion de las estructuras y las imagenes de las mismas se obtuvieron a través del
programa MOLMOL [Koradi 1996]. Finalmente, la calidad geométrica de las estructuras fue
evaluada a través de la aplicacion PRECHECK del Validation Server of Protein Data Bank.
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5 RESULTADOS

” . . .
No importa si se avanza poco; lo importante es no

parar”

Confucio

5.1 Obtencion del plasmido pET32mod-gsTx1

El inserto con la secuencia codificante de la toxina rTx1 fue introducido entre los sitios de
restriccion Kpn I y BamH I del vector pET32a modificado. El producto de la reaccion de
ligacion, el vector pET31mod-gsTx1, se utilizo para transformar células de E. coli DH5-a.. Las
células transformadas se sembraron en medio LB sélido con 100 pg/ml de ampicilina y se
incubaron durante una noche a 37°C. Al dia siguiente una de estas colonias fue utilizada
para sembrar un cultivo de 5 mL de medio LB liquido, que se dejo crecer durante 12-14
horas a 37°C con una agitacion constante de 240 rpm. Para la extraccion del plasmido se
utilizé una unidad de purificacion Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen). La cuantificacion de la
concentracion se hizo espectrofotométricamente (Eppendorf BioPhotometer Plus), midiendo
la absorbancia a 260 nm. La secuenciacion del pldsmido fue solicitada a la Unidad de
Servicios de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Bajo la
condiciones de clonacion seleccionadas, la expresion de proteina quedé regulada por el
promotor T7 para ser inducida con IPTG. Adicionalmente, la toxina rTx1 se obtendra como
una fusion a tiorredoxina con una etiqueta de histidinas (Hise) y un sitio de corte para
trombina (XsX2R/L—GS); el peso molecular tedrico de esta proteina de fusién es de 21 kDa.

En la Figura 5.1 se muestra esquematicamente el disefio de la construccion del gen.

Sitio de
Trx Hise corte de la Tx1
Trombina

Figura 5.1. Representacion esquematica de la construccion del gen pET32mod-gsTx1. La
trombina reconoce la secuencia XsX2R/L—GS, por lo que la proteina recombinante se obtiene con
dos residuos adicionales, GS, en el extremo N-terminal.

5.2 Expresion de la proteina de fusion

Una vez que la secuencia del vector pET32mod-gsTx1 fue confirmada, la expresion de la
proteina recombinante fue evaluada en tres cepas distintas de E. coli: BL21, Rosseta-gami, y
Tuner (Novagen). La justificacion para la seleccidon de estas cepas es la siguiente: a. BL21 es

una cepa que se ha utilizado extensivamente para la expresion de proteinas recombinantes,
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tanto para la expresion en citoplasma como en periplasma [Baneyx 1999]; en particular se ha
utilizado para obtener proteinas enriquecidas isotopicamente para estudios de RMN. b.
Rosseta-gami es una cepa disefiada especialmente para expresar en el citoplasma proteinas
con puentes disulfuro; sin embargo, al ser una cepa auxotrofa de leucina no esta
recomendada para realizar marcaje isotopico [Berndt et al. 2008, Salinas et al. 2011]. c. Para la
expresion de proteinas que resultan tdxicas para la célula o que tienden a formar cuerpos de
inclusién, es recomendable utilizar una cepa como Tuner, derivada de BL21, ya que en ella
la induccion es muy sensible a la concentracion de IPTG en el medio de cultivo [Novagen
Competent cells 2004].

Después de hacer la evaluacion inicial de las cepas, se encontré que en BL21 la proteina de
fusion (PF) producida tiene un peso molecular menor al esperado, por lo que
inmediatamente se descarté su uso. De modo que el estudio cinético de expresion en
funcion de la temperatura y la concentracién de IPTG, solamente se realizd para Rosseta-
gami y Tuner. En la Tabla 5.1 se resumen las condiciones de monitoreo para cada cepa. En
ambas cepas se encontrd que las condiciones dptimas para la expresion se tienen con una
concentracion de IPTG de 0.5 mM a 30°C. Es importante notar que el tiempo 6ptimo es
significativamente distinto, ya que en Tuner la expresion maxima se alcanza después de 6 a
8 horas de haber realizado la induccién, mientras que en Rosseta-gami son necesarias entre
14 a 16 horas. Esta estimacion se hizo tomando como criterio de normalizacion a la banda

mas intensa observada en el gel de electroforesis.

Tabla 5.1. Seleccién de condiciones de expresion, los valores marcados (*) indican la condiciones
optimas. Toptes el tiempo en el que se alcanza el maximo de proteina expresada.

E. coli [IPTG] mM Temperatura, °C Topt, hrs

Rosseta-gami 0.25,0.5%, 0.75, 1.0 307, 37 12-20
Tuner 0.5, 1.0 25, 307, 37 6-8

En la figura 5.2 se muestran los geles de electroforesis al 12% de acrilamida del estudio
cinético de la expresion de proteina de fusion en la cepa E. coli Rosseta-gami. En el panel A,
se observa que bajo las concentraciones de IPTG ensayadas no hay variaciones apreciables,
por lo que se decidié utilizar una concentracion intermedia, es decir, 0.5 mM. En el panel B
se muestra la cinética de expresion de proteina inducida con 0.5 mM de IPTG a 30°C. La

proteina de fusion migra entre las bandas de los marcadores de 16.9 y 26.5 kDa.
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Figura 5.2. Cinética de expresion. Geles de SDS-PAGE al 12%, en ddénde se muestra la
sobreexpresion en E. coli Rosseta-gami de la proteina de fusion en funcion de la concentracion de
IPTG y del tiempo de induccion.

5.3 Purificacién de la proteina de fusion

La proteina de fusion sobreexpresada es soluble por lo que puede ser recuperada en el
sobrenante del lisado celular. Ademas, esta proteina es fuertemente retenida por la columna
de afinidad metal-quelato, por lo que su purificacion se ve favorecida al realizar lavados de
la columna utilizando una disoluciéon amortiguadora con una concentracion baja de
imidazol (10-30 mM). Independientemente de la cepa seleccionada para la expresion de la
proteina de fusion, ésta fue purificada de la misma manera siguiendo el protocolo descrito

anteriormente.

En la figura 5.3 se muestra el seguimiento por SDS-PAGE de las distintas etapas de la
purificacion por CAMQ. La banda intensa que se observa entre las bandas de los
marcadores de 16.9 y 26.6 kDa corresponde a la proteina de fusion. En el precipitado
obtenido por la centrifugacién del lisado celular, carril 3, no se observa la banda
correspondiente a la PF, por lo que se concluye que bajo las condiciones de expresion
seleccionadas, ésta se obtiene soluble sin dar lugar a la formacion de cuerpos de inclusion.
Por otra parte, la retencion eficiente de la columna de CAMQ queda demostrada en la linea
4, en donde solamente se observa una banda muy tenue en el sitio de elucién de la PF y en
las lineas 5, 6 y 7 en donde los lavados con el agente de intercambio, imidazol hasta 50 mM,
no desplazan a la PF. La elucion con la disolucion amortiguadora con 500 mM de imidazol
permite la recuperacion a totalidad de la PF, carriles 8 y 9. Finalmente la remocion del
imidazol por el cambio a una disolucién que favorezca el corte enzimatico no modifica las

propiedades electroforéticas de la PF.
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Figura 5.3. Gel SPS-PAGE al 12% de la purificacion de la PF expresada por la cepa Rosseta-gami
(A) y Tuner (B). Descripcion de carriles: A. 1. Marcadores de PM, 2. Sobrenadante de la lisis
celular, 3. Precipitado de la lisis celular, 4. Sobrendante eluido por la columna de CAMQ, 5.
Eluciéon de lavado con la disolucion de lisis, 6. Elucion con disoluciéon de lisis con imidazol 20
mb,, 7. Elucion con disolucion de lisis con imidazol 50 mM, 8. Elucion con disolucion de lisis con
imidazol 500 mM, 9. Lavado de la columna con EDTA, 10. Proteina de fusion en disolucion libre
de imizadol. B. 1. Sobrenadante de la lisis celular, 2. Sobrendante eluido por la columna de
CAMQ, 3. Eluciéon de lavado con la disolucion de lisis, 4. Elucidn con disolucion de lisis con
imidazol 50 mM, 5. Elucion con disolucion de lisis con imidazol 500 mM, 6. Marcadores de PM.

Adicionalmente se obtuvo el perfil cromatografico de las PF obtenidas con ambas cepas,
aplicando CLAR con una columna de FR-C18. La fase movil utilizada fue una mezcla de
agua-acetonitrilo en proporciones iguales que fue acidificada con TFA al 0.05% v/v. El
registro de los cromatogramas se hizo con un detector de UV a 280 nm. En la figura 5.4 se

muestra el perfil cromatografico de la proteina de fusidén obtenida en la cepa Rosseta-gami.
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Figura 5.4. Perfil cromatografico a 280 nm de la proteina de fusidon obtenida en la cepa Rosseta-
gami. Para la elucién se utilizé una columna de fase reversa Jupiter C18 de 250 mm x 4.6 mm
(Phenomenex).

El rendimiento de la expresion de la proteina de fusion en 1 L de medio de cultivo Luria-

Broth fue evaluado siguiendo el método de Bradford. De forma consistente, el rendimiento
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en E. coli Tuner es casi una cuarta parte de lo obtenido con E. coli Rosseta-gami. En la Tabla

5.2 se muestran los resultados de la cuantificacion.

Tabla 5.2. Rendimiento de la proteina de fusion obtenida en tres cultivos de 1 L de medio LB.

E. coli Cl (mg/L) C2(mg/L) C3 (mg/L) Rendimiento

Promedio (mg/L)
Rosseta-gami 138 126 162 148
Tuner 43 35 28 36

5.4 Corte enzimatico de la proteina de fusion.

La hidrdlisis enzimatica que permite liberar de la proteina de fusion a la toxina rTx1 fue
hecha con trombina. La trombina reconoce la secuencia XsX2R/L—GSX1Xz; es por ello que el
producto de la reaccion es la secuencia de la toxina Tx1 con dos residuos extra en el extremo

amino. Estos residuos son glicina y serina.

El corte enzimatico fue evaluado a través de un estudio cinético para establecer las
condiciones ¢ptimas de la reaccion manteniendo la temperatura constante a 18°C.
Inicialmente, las concentraciones de la proteina de fusion y de la enzima inmovilizada en
agarosa (slurry al 50%) fueron establecidas siguiendo las recomendaciones del fabricante; sin
embargo, se observd que debido a la eficiencia de la reaccidén es posible disminuir la
cantidad de enzima utilizada. De modo que las disoluciones fueron preparadas
considerando que 25 mg de proteina de fusiéon se cortan con 100 pl de trombina
inmovilizada, con la ventaja adicional de que la enzima puede ser recuperada y reutilizada
sin que su actividad catalitica disminuya significativamente. Con base en estos resultados,
se establecié que el tiempo para la reaccién de hidrdlisis catalizada por trombina son 12
horas, independientemente de la cepa que se haya utilizado para obtener la PF. A este
tiempo de reaccion, la concentracion de PF ha disminuido significativamente, y la banda
correspondiente al subproducto de la reaccion se ha incrementado (mayoritariamente
constituido por la tiorredoxina y la etiqueta de histidinas). Adicionalmente se observan
bandas que coelectroeluyen con el marcador de 14.4 kDa que son generadas por un segundo
corte hecho por la trombina. Se observa que la intensidad de estas bandas incrementa
significativamente conforme se prolonga el tiempo de reaccion. En la figura 5.5 se muestran
los geles de electroforesis obtenidos para el estudio cinético de la hidrolisis de la PF

expresada tanto en E. coli Rosseta-gammi (A) como en E. coli Tuner (B).
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Figura 5.5. Seguimiento en gel SDS-PAGE al 12% de acrilamida de la hidrdlisis enzimatica de la
proteina de fusiéon. A. Corte de la PF obtenida en E. coli Rosseta-gami. B. Corte de la PF obtenida
en E. coli Tuner. En ambos geles, la banda a representa a la proteina de fusion integra. La banda b
se obtiene después de que la trombina ha liberado a la toxina rTx1. La banda c aparece debido a
un corte inespecifico de la trombina sobre el subproducto de reaccion.

5.5 Purificacion de la toxina rTx1

Una vez terminada la reaccion de corte con trombina, la enzima inmovilizada se recuperd
por centrifugacion suave (5 min a 50 x g). El sobrenadante fue sometido a un segundo paso
de purificacion por CAMQ, en el que el subproducto de la reaccion que contiene a la
etiqueta de histidinas es retenido por la fase estacionaria, mientras que la toxina rTx1 eluye
libremente. En la figura 5.6 se muestran los geles de electroforesis discontinua de SDS-Tris-
Tricina, en donde ademads de observarse con claridad a la PF (carril 2) y al subproducto de
reaccion (carril 3), también aparecen bandas de baja intensidad que electroeluyen por debajo
del marcador de 6 kDa (carriles 3 y 4 del panel B). Estas bandas corresponden a la fraccién

que contiene a la rTx1.

Las fracciones eluidas por CAMQ que contienen a la proteina rTx1 fueron sometidas a una
ultima etapa de purificacion por CLAR, con el fin de garantizar la pureza de las mismas.
Debido a las diferencias en la separacion de ambas fracciones los resultados obtenidos con

cada una de ellas se presentaran de forma independiente.
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Figura 5.6. Seguimiento en geles de Tris-Tricina de la purificacion por CAMQ de la toxina rTx1
obtenida por E. coli Rosseta-gammi (A) y E. coli Tuner (B). En ambos geles el carril 1 corresponde
a los marcadores de peso molecular, el carril 2 contiene a la proteina de fusion antes del corte
enzimatico, el carril 3 es el producto de la reaccion de corte enzimatico y el carril 4 corresponde a
la fraccion purificada por CAMQ que contiene a la toxina recombinante.

5.5.1 1Tx1 obtenida en E. coli Rosseta-gami

Para la separacion por CLAR utilizando FR-C18 se utilizo un gradiente lineal de agua-
acetonitrilo al 0.05% v/v de TFA con una pendiente de 0.43, en donde a los 5 minutos de
iniciar la corrida cromatografica el porcentaje de acetonitrilo en la fase movil es de 17%,

mientras que a los 35 minutos ha alcanzado un contenido del 30%.

El perfil cromatografico de la fraccion eluida se muestra en la figura 5.7, realizando la
deteccidn a 230 nm. Debido a la amplia distribucién de picos que fue no posible separar, se
optd por hacer una colecta de tres fracciones que posteriormente seria analizada por EM-
IES. La fraccién I se colectd entre los 13 a los 18 minutos, la fraccidn II fue colectada entre los

18 y los 24 minutos y finalmente la fraccion III fue colectada entre los 25 a los 30 minutos.

La masa molecular promedio de la toxina rTx1 con las cisteinas oxidadas por la formacion
de tres puentes disulfuro es 3323.9 Da, calculada con la aplicacion ProtParam del servidor
ExPASy Proteomics. Dado que la ionizacion por ESI da lugar a la formacion de iones
multicargados es posible estimar la relacion m/z que tendran estos iones. En la Tabla 5.3 se
indica la relacion m/z calculada de los iones esperados limitando a cinco protonaciones,
adicionalmente se incluyen los valores experimentales obtenidos para las fracciones I y IL
En las fracciones I y II hay tres iones que coinciden con los valores de m/z calculados para el
péptido rTx1: 832(M+4H), 1109 (M+3H") y 1662 (M+2H").
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Figura 5.7. Cromatograma de la separacion de la la toxina rTx1 obtenida por E. coli Rosseta-

gami, utlizando una columna Jupiter C18 de 250 mm x 4.6 mm.

Tabla 5.3. Relacion m/z de los valores calculados para la toxina rTx1 y los valores obtenidos en

las fracciones I y II.

Fraccion |

Fraccion 11

Carga rTx1 (m/z) (m/2) (m/2)
1+ 3324.9 - -
2+ 1662.9 1662.3 1662.0
3+ 1108.9 1108.9 1108.9
4+ 831.9 832.3 831.8
5+ 665.8 - 665.2

Los espectros de EM-ESI de cada una de las fracciones se muestran en las figura 5.8. En la
fraccion I (panel A) los Unicos iones que se observan coinciden completamente con los
valores calculados para la rTx1, a pesar de que fueron generados por una serie de moléculas
que eluyen con tiempos de retencidon distintos. Adicionalmente, en la fraccion II (panel B)
también los iones observados coinciden con los valores predichos, a pesar de que se
aprecian algunas sefiales adicionales (en el intervalo 1200-1400 de m/z, destacando el ién
con m/z igual a 1281.5).

Los resultados del andlisis de la fracciones I y II sugieren que en el intervalo de elucion
comprendido entre los 13 y los 24 minutos fueron separados isdémeros de la toxina rTx1. La
fraccion III (panel C) presenta dos iones con m/z de 1559.0 y 1040.6 que posiblemente son
generados por un péptido con masa de 3117 + 1 Da. Esta fragmentacion es totalmente
distinta a la obtenida para las fracciones anteriores, por lo que se descarta que este péptido
corresponda al producto del gen de la toxina rTxI.
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Debido a la formacion de isomeros multiples, que bajo las condiciones de separacién
utilizadas tienden a coeluir y a que no se observa que uno de ellos destaque como
componente mayoritario, se descarté continuar con la biosintesis de rTx1 utilizando la cepa

de E. coli Rosseta-gami.
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Figura 5.8. Espectros de EM-ESI de las fracciones colectadas por CLAR-FRC18. A. Fraccién I, 13-
18 min. B. Fraccion 11, 18-14 min. C. Fraccién 111, 25-30 min.
5.5.2 rTxl1 obtenida en E. coli Tuner

La separacion por CLAR-FRC18 de los productos de hidrolisis de la PF obtenida en E. coli
Tuner, se hizo utilizando un gradiente lineal de agua-acetonitrilo (al 0.05% v/v de TFA)
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durante 30 minutos, con una concentracion inicial del 12% de agua y una pendiente de 1.4.
El perfil cromatografico de la fraccion eluida, que es notablemente distinto al obtenido con
E. coli Roseta-gami, se muestra en la figura 5.9 A. En este caso se observan claramente
separados tres componentes mayoritarios. Cada una de estas fracciones fueron colectadas
por separado y el disolvente fue eliminado mediante un proceso de liofilizacion.
Posteriormente, cada fraccion fue sometida a un nuevo proceso de CLAR-FRCI18 para

verificar su pureza, ver figura 5.9 paneles B-D.

Los rendimientos por litro de cultivo para cada fraccion fueron 0.7 mg (1), 0.6 mg (2) y 0.8

mg (3).
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Figura 5.9. A. Perfil cromatografico de la elucion por CLAR-FRC18 de los productos de hidrdlisis
de la PF obtenida en E. coli Tuner que no fueron retenidos por la columna de afinidad.
Posteriormente, cada fraccion se someti6é a un segundo paso de cromatografia para verificar su
pureza: B. Fraccion 1. C. Fraccion 2 y D. Fraccion 3.
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5.6 Caracterizacion de las proteinas recombinantes obtenidas en E. coli Tuner

5.6.1 Espectrometria de Masas

La masa molecular determinada para cada una de las fracciones mediante la técnica de
MALDI-TOF esta indicada en la tabla 5.4, mientras que los espectros correspondientes se
incluyen en la figura 5.10. La fraccion 1 tiene la masa esperada para la toxina rTx1, 3323.9
Da, en la que las cisteinas estan oxidadas por la formacion de tres puentes disulfuro, y se le
denominé rTx1pl. La fraccion 2, que aunque de forma consistente tiene casi una unidad de
masa menos que la fraccion 1, también corresponde a la toxina rTx1, por lo que se le llamd
rTx1p2. La fraccion 3 es de origen distinto ya que corresponde a un fragmento con masa de
3117.5 Da. Al analizar la secuencia de aminoécidos de la proteina de fusion se encontré que
existe una cadena de 29 aminodcidos, ubicada entre la tioredoxina y la etiqueta de
histidinas, que tiene esta masa. Se concluyé que la fraccion 3 es producida por la hidrolisis
con trombina en un sitio que habia sido modificado para evitar el reconocimiento (GLVPH--

SS). Este péptido también fue identificado en la expresidén en Rosseta-gami, Fig. 5.8 C.

Tabla 5.4. Relacion m/z de cada una de las fracciones obtenidas analizadas por MS-MALDI-TOF,
el valor esperado para [M+H*] es 3324.9.

Fraccion 1 2 3

[M+H*], m/z | 3325.0+0.1 3324.3+0.2 3118.5+0.2

5.6.2 Determinacién del coeficiente de extincién molar

La determinacion de las propiedades espectroscopicas de la toxina rTx1 son de interés
primordial para su caracterizacion. Adicionalmente, la utilidad practica de conocer el
coeficiente de extincion molar para determinar la concentracién de una disolucion ofrece

ventajas significativas con respecto a la cuantificacion utilizando estandares externos.

En la Tabla 5.5, se indican las cantidades de toxina rTxlpl utilizadas para hacer la
determinacion del coeficiente de extincion molar a 280 nm (e*), asi como las
concentraciones de las disoluciones preparadas y los valores de absorbancia registrados.
Considerando la ecuacion de Lambert-Beer fue calculado el valor de g a 280 nm, también se
calculé la absorbancia a una concentracion del 0.1% (Abs 0.1%), considerando una

correlacién lineal entre la absorbancia y la concentraciéon de proteina.
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Figura 5.10. Espectros de MS-MALDI-TOF de las tres fracciones colectadas. La ventana de
observacion fue acotada en el intervalo de 2000 a 4000 m/z. A. rTx1pl. B. rTx1p2. C. Péptido

“inespecifico”.
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Tabla 5.5. Determinacién del coeficiente de extincion molar a 280 nm de la toxina rTx1.

\ZS [rTx1] [rTx1] Abs 280 Abs 0.1% 0280

(uL) (mg/mL) (mM) (nm) (M*cm?)
69 86 0.80 0.24 0.765 0.953 3169.3
76 92 0.83 0.25 0.788 0.953 3170.6
81 98 0.83 0.25 0.793 0.959 3189.1

El valor promedio del coeficiente de extincion molar a 280 nm determinado
experimentalmente para la toxina rTx1 es 3176 + 11 M cm™. A partir de este resultado se
obtuvo la extrapolacion de la absorbancia de una disolucion de proteina al 0.1%
(peso/volumen), para la cual se determind un valor de 0.956 + 0.003 unidades de
absorbancia. El valor tedrico del coeficiente de extincion molar a 280 nm es 3355 M cm,
mientras que la absorbancia esperada para una disolucién al 0.1% w/v es de 1.008 unidades,
(estos valores fueron calculados con la herramienta ProtParam del servidor ExPASy, las
propiedades fisicoquimica de la toxina Tx1 se incluyen en el Anexo A.2). El porcentaje de

error experimental con respecto al valor tedrico es de 5.3%.

Debido a que la determinacién fue hecha con un solo punto, se sugiere que las
cuantificaciones futuras se realicen ajustando la lectura de la absorbancia en el intervalo
entre 0.76-0.79, ya que analiticamente la extrapolacion a un valor de absorbancia de 0.95 no
es confiable. Por otra parte, las mediciones con lecturas de absorbancia por debajo de 0.76
pueden ser utilizadas con reserva, siempre y cuando la disolucion de concentracion

desconocida sea una mezcla binaria de proteina y agua.
5.6.3 Evaluacion de la actividad biologica

La cantidad de toxina Tx1 nativa obtenida del veneno del T. trivittatus fue muy escasa, por
lo que no fue posible realizar la caracterizacion de su efectividad contra canales iénicos. Sin
embargo, dada su similitud con la toxina a-KTx20.1 que bloquea al canal Kv1.3 con una
EC50 de 7.9 nM, se le consider6 como un bloqueador potencial de canales de potasio
dependientes de voltaje. Con este antecedente, las toxinas recombinantes obtenidas fueron

evaluadas en los canales de potasio dependientes de voltaje Shaker, hKv1.2 y hKv1.3.
5.6.3.1 Evaluacion en los canales Shaker, hKv1.2 y hKv1.3.

Este estudio fue realizado por el grupo de investigacion del Dr. Jests Garcia (Facultad de
Quimica de la UNAM) empleando la técnica de fijacion de voltaje con dos electrodos (TEV).
Se utilizaron ovocitos de X. laevis transfectados con el ARN de los canales Shaker, hKv1.2 y
hKv1.3. Como experimento de control, la funcionalidad de los canales fue evaluada con
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bloquadores tipicos de canales de potasio, tales como cloruro de tetraetilamonio (TEA) 10
mM, BaCl: 3 mM y 4-aminopiridina (4AP) 3 mM, ver Anexo A.3. En la figura 5.11 se
observan los registros de las corrientes en ausencia y presencia de la toxina rTx1pl, en
donde la adicion a una concentracion de 200 pM ocasiona un efecto de bloqueo del 88.7 % *
9.9 en el canal Shaker, 74.9 % + 7.1 en el canal hKv1.2 y 82.5 % + 5.7 en el canal hKv1.3. En
este caso la toxina rTxp2 también fue evaluada, alcanzdndose concentraciones de prueba de

500 uM; sin embargo, no hubo afectacion en la corriente en ninguno de los canales.

Shaker-IR Kv1.2

Control
Toxin

<
E

---------------------------------------------- r ; ’\ 50ms

7

Figura 5.11. Registro del efecto de la toxina rTx1 sobre los canales Shaker y hKv1.2 de 60 mV. La
linea negra representa la condicion control en ausencia de la toxina. La linea gris muestra la
disminucion de la corriente después de ocho minutos de haber aplicado a la toxina rTx1pl a
concentracion de 200 pM.

5.6.3.2 Evaluacion citotoxica en la linea celular J774

Usualmente, la actividad electrofisiologica de las toxinas aisladas del veneno de alacran es
evaluada en una muestra diversa de canales [Abdel-Mottaleb et al. 2006]. Debido a la
dificultad para realizar un estudio electrofisiolégico completo de las toxinas en la familia de
canales Kv1.x, por la falta de disposicién de otros canales, se decidi6 evaluar su actividad
toxica a nivel celular empleando como modelo de estudio células cuyas corrientes de
potasio sean bien conocidas. Este es el caso de los macréfagos, en los cuales se ha establecido
que las corrientes de potasio dependientes de voltaje son atribuidas principalmente a la
presencia de los canales Kv1.3 y Kv1.5, por lo que los macréfagos son sensibles a los

bloqueadores de estos canales. [Randriamampita y Trautmann 1987, Vicente et al. 2006].

El analisis de la citotoxicidad fue realizado por la M. en C. Teresa Apan, en el Laboratorio de
Pruebas Biologicas del Instituto de Quimica, UNAM, siguiendo el protocolo previamente
reportado por [Monks et al. 1991]. Los resultados de la evaluacion de las toxinas en la linea
celular de macrofagos murinos ]J774 se resumen en la tabla 5.6. A la concentracion ensayada

ambas moléculas son capaces de inhibir el crecimiento celular, aunque es solamente rTx1p1
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la que mostré un marcado efecto citotoxico. La identificacion de los mecanismos mediante
los cuales tiene lugar la inhibicion es un tema de interés primordial dentro de esta linea de
investigacion, ya que a la fecha no han sido reportados datos de toxinas de alacran capaces

de causar este efecto en células del sistema inmune.

Tabla 5.6. Porcentaje de inhibicidon del crecimiento celular (%ICC) en la linea celular J774. Las
determinaciones se hicieron por duplicado y se reporta el valor promedio con desviacion
estandar.

Toxina Concentracion, pM % ICC
rTx1pl 50 100 + 0.00
rTx1p2 50 41.47 +9.61

5.7 Determinacidén de la estructura tridimensional en disolucion

5.7.1 Preparacion de la muestra

En todos los casos las proteinas liofilizadas fueron disueltas en una mezcla de H20/D20
95:5. La disolucion de la toxina nativa, Tx1, fue preparada a una concentracion final de 0.08
mM; esta concentracion es muy baja para experimentos de RMN que serdn utilizados para
determinar una estructura [Wiithrich 1990]. En cambio, con las toxinas recombinantes
rTxlpl y rTxlp2 se prepararon disoluciones a concentraciones 2.3 y 2.5 mM,
respectivamente. Las disoluciones de las toxinas tuvieron un pH de 3.5 y en esta condicion
fueron obtenidos los espectros de RMN. Las toxinas son muy solubles y estables en agua,
por lo que no fue necesario utilizar agentes amortiguadores para ajustar el pH ni sustancias
que favorecieran cierta fuerza ionica. Al concluir los experimentos de RMN las proteinas
fueron recuperadas y el disolvente fue eliminado por liofilizacion. La verificacion del perfil

ionico por MS-MALDI-TOF demostro la integridad de las muestras durante este proceso.
5.7.2  Conversién y procesamiento de los espectros de RMN

Los archivos FID generados durante la adquisicion de los experimentos de RMN fueron
convertidos y procesados con el programa NMRPipe, utilizando las aplicaciones Conversion
Utility y Process. En la etapa de la conversion se genera el archivo *.fid que es el archivo de
entrada para la realizacion del procesamiento. Posteriormente, los espectros
bidimensionales COSY, TOCSY y NOESY se procesaron siguiendo las lineas de instruccién
indicadas en la figura 5.12, en [Saucedo 2003] se encuentra una descripcion de las funciones
de procesamiento de NMRpipe. En la etapa final de procesamiento se genera el archivo *.ft,
que es utilizado para crear los archivos *.3D. param y *.3D. 16, éste ultimo es el que se

visualiza con el programa XEASY para hacer la asignacion de las sefiales.
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nmrPipe -in /test.fid \

nmrPipe -fn POLY -time

nmrPipe -fn SP -off 0.5 -end 0.98 -pow 2 -c 0.5
nmrPipe -fn ZF -auto

nmrPipe -fn FT

nmrPipe =-fn PS -p0 0.0 -pl 0.0 -di

nmrPipe -fn EXT

nmrPipe -fn TP

nmrPipe -fn SP -off 0.5 -end 0.98 -pow 1 -c 1.0
nmrPipe -fn ZF -auto

nmrPipe -fn FT

nmrPipe -fn PS -p0 0.0 -pl 0.0 -di

nmrPipe -fn POLY -auto

-verb -ov -out /test.ft2

PP A G G A e

Figura 5.12. Texto de procesamiento utilizado para los espectros bidimensionales COSY, TOCSY
y NOESY. Los valores de p0 y pl, que permiten modificar la fase, fueron ajustados en ambas
dimensiones para hacer la correccion de fase correspondiente.

5.7.3  Andlisis e interpretacion de los espectros.

El analisis preliminar de los espectros de RMN revel6 que la toxina rTx1pl mostraba senales
dispsersadas en la region de los protones de amida, Hx, en el intervalo comprendido entre
6.3-10.3 ppm (A3=4.0 ppm), lo que sugiere que la toxina adopta una conformacién
tridimensional bien definida. Por otra parte, el espectro de la toxina rTx1p2 presentaba
sefiales colapsadas con una estrecha dispersion de desplazamientos quimicos de los Hn en el
intervalo de 7.1-8.7 ppm (A8=1.6 ppm), que se relaciona con una pérdida de estructura o con
la formacion de una conformacion al azar (random coil). En la figura 5.13 se muestran los
espectros TOCSY de ambas toxinas. Ambos espectros fueron obtenidos a concentraciones
similares; sin embargo, es notable una disminucion de senales en la regién de protones de
amida en el espectro NOESY de la toxina rTx1p2. Por otra parte, a pesar de la escasez de las
sefiales en el espectro NOESY de la toxina nativa y la baja relaciéon sefial-ruido, es evidente
que al igual que en el espectro TOCYS hay una mayor similitud entre los espectros de Tx1 y
rTx1pl que con respecto a rTx1p2. Estas evidencias espectroscdpicas soportan la tesis de que
la toxina rTx1pl es el isémero que adoptd el plegamiento nativo, y explican la nula
actividad de bloqueo de rTx1p2 frente a los canales Shaker, hKv1.2 y hKv1.3. Sin embargo, es
interesante recordar que esta estructura que genera senales “colapsadas” es capaz de

producir un efecto citotdxico en los macréfagos murinos.
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Figura 5.13. Espectros TOCSY de las toxinas recombinantes. rTx1p1, tiene una dispersion de sefiales mas amplia (A) que rTx1p2 (B), lo que

indica que ésta ultima tiene una estructura tridimensional menos definida.

[45]

B'D'E



La asignacién de las sefiales de los espectros de RMN fue hecha siguiendo el protocolo
estandar [Wiithrich 1986], en donde se sugiere identificar en primer lugar los sistemas de
espin de cada aminoacido interpretando simultdaneamente los espectros COSY y TOCSY, y
posteriormente encontrar las correlaciones debidas al efecto nOe de corto, medio y largo
alcance en el espectro NOESY, que permiten obtener la estructura tridimensional de la
molécula. De esta manera fue posible identificar a practicamente todos los sistemas de espin
de cada toxina. En el caso particular de la toxina nativa, la escasez de sefales dificultd
mucho la asignacién por si sola, por lo que la identificacion de los sistemas de espin fue
hecha utilizando como referencia las asignaciones de la toxina rTx1pl. De esta manera, la
asignacion de las senales de los sistemas de espin de la toxina Tx1 nativa se completo al
97.1%.

En la tabla 5.7 se listan los desplazamientos quimicos de los protones asignados para Txl1,
rTx1pl y rTx1p2. La similitud entre los espectros de la toxina nativa y la recombinante
rTxpl queda en evidencia al graficar la diferencia del desplazamiento quimico (A3, ppm)
entre los protones de amida de las toxinas rTx1pl y rTx1p2, tomando como referencia los
datos de la toxina nativa, figura 5.14, en donde se observa que el AS entre los protones Hx no
excede los 0.3 ppm en el caso de la toxina rTx1pl. Para la toxina rTx1p2 existen diferencias
hasta de mas de 2 ppm, como es el caso de la Cys?* (C5), ubicada en la region C-terminal en
donde se encuentra la regién de mayor discrepancia. En las siguientes paginas, figura 5.15,
se muestran unicamente las asignaciones en el espectro NOESY de las sefiales de proton de
los residuos de la toxina rTx1p1, cada franja corresponde al sistema de espin del aminoacido

indicado en el desplazamiento quimico del Hx.

2.5

2.0

15

1.0
0.5 W rTx1lpl

0'0__I lw I — . LR Bl B Rl rTx1p2
GCME CAG_!ICRGKVSQDYCLKNCRCl_R_

AS HN, ppm

-0.5

-1.0

-1.5

Residuo

Figura 5.14. Diferencia de desplazamiento quimico (Ad) del protéon de amida Hn de las toxinas
recombinantes vs. la toxina nativa. En la grafica se excluye a la Pro*.
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Figura 5.15. Franjas del espectros NOESY de la toxina recombinante rTxlpl. Cada franja
corresponde al sistema de espin del aminodcido indicado al pie de la figura (3un). En este caso, la
numeracion de los residuos considera a los aminoéacidos adicionales Gly! y Ser2.
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Tabla 5.7. Valores de desplazamiento quimico de los protones de las toxinas nativa y recombinantes. La numeracién de residuos se hace
tomando como referencia a la toxina nativa sin considerar a los aminoacidos extra derivados del disefio recombinante.

Residuo Tx1 rTx1pl rTx1p2
HN Ha Hp Otros HN Ha Hp Otros HN Ha Hp Otros
4.095 3.912
Gly 8.350 4107 8.821 4563
4.536 3.877
Ser 8.592 4.507 3.843 8.707 3920
3.389 3.766
1
Gly 3,798 8.357 3,798 8.548 4.001
2.968
Cys? 8.599 2.855 8.340 4.800 3.055 8.313 4.68 3.068
1.789 2.394 1.981 2.575 2.054 2.620
3
Met 8.463 4.743 5140 5 505 8.483 4.747 5981 5 748 8.537 4.834 5990 2701
2.049
Prot 2.120 ;Zgg 1.904 2.143 1.883 2.123
2.143 3.684 2.300 3.840 2.343 3.803
' 3.932
1.719 2.058 1.960
5
Glu 9.210 3.778 1.808 5095 8.988 4.003 5 045 2.396 8.637 4.189 2.088 2421
2.828 6.791 3.061 6.972 6.840
6
Tyr 6.873 4.012 3.002 6.424 7.176 4.190 3162 6.626 7.801 4.382 3.185 7141
2.568 2.764
7
Cys 7.871 3.903 2 635 7.900 4.156 » 845 8.266 4.375 3.037
Alad 8.462 3.887 1.113 8.475 4.022 1.305 8.189 4.046 1.406
3.565 3.734
9
Gly 6.998 3813 7.244 3.999 8.020 3.907
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4.000

3.352

4.190

3.980

4.227

1.333
1.645
2.178
3.015

1.405
1.531

1.582

1.702

3.654
3.721

1.732
1.869

2.345
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5.7.4 Prediccidon de la estructura secundaria

A partir de la grafica del indice de desplazamiento quimico de proton (CSI, Chemical Shift
Index) es posible identificar las regiones que dan lugar a la formacion de los elementos
regulares de estructura secundaria, tales como las hélices y las hebras [Wishart et al. 1992].
En la figura 5.16 se muestran los valores de CSI determinados para cada una de las toxinas.
Un indice consecutivo de -1 para tres residuos indica la formaciéon de una hélice o, por lo
que en las toxinas nativa y recombinantes se distinguen claramente dos segmentos
helicoidales, en los que la longitud de la segunda hélice es lo tinico que se modifica. En las
toxinas Tx1 y rTx1pl la hélice I se forma entre los residuos Glu>-GIn'® y la hélice II entre los
residuos Gly'3-Cys?, aunque en rTxpl hay una aparente discontinuidad debida al indice de

0 del residuo Asn?.

0 W Tx1

0 W rTx1pl

rx1p2

123456 7 8 910111213141516171819202122232425262728 Residuo

Figura 5.16. Graficas de CSI de las toxinas Tx1 nativa y recombinantes, rTx1pl y rTx1p2. Un
indice consecutivo de 1 en tres residuos indica la formacion de hebras B, un indice consecutivo
de 0 indica la presencia de regiones no estructuradas, y un indice consecutivo de -1 en tres
residuos indica la formacion de una hélice a.

En la toxina rTx1p2 también se forma la hélice I en la misma region que en los casos

anteriores; pero, la hélice II es mas corta, ya que se reduce a los residuos GIn'-Lys?. Otra
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caracteristica distintiva en la grafica de rTx1p2 es que el extremo C-terminal Asn?-Arg?
tiene un indice consecutivo de cero, lo que implica que esta region no estd estructurada.
Dado que rTx1p2 no tiene efecto de bloqueo sobre los canales es posible que la region

responsable de la interaccion con el canal esté ubicada en el extremo C-terminal de la toxina.
5.7.5 Determinacion de la conectividad entre cisteinas de la toxina rTx1p1

La determinacién de las conectividades entre los puentes disulfuro es un dato relevante en
la caracterizacion de las toxinas, ya que al conferirle rigidez estructural a la molécula son
responsables indirectos de su funcion: el apareamiento incorrecto entre las cisteinas se
traduce en una pérdida del plegamiento nativo lo que usualmente va acompanado de una

pérdida de actividad.

Durante la caracterizacion bioquimica de la toxina Tx1 nativa solamente fue posible
identificar la formacion del puente disulfuro C1-C5, que corresponde a la union entre las
Cys?-Cys?. Esta conectividad es sumamente inusual entre las toxinas aisladas del veneno de
alacranes, por lo que se volvio relevante encontrar evidencia espectroscopica del

apareamiento de las cisteinas mediante RMN [Mobli y King 2010].

Cuando se forma un puente disulfuro la distancia entre los HB de las cisteinas cae en el
intervalo entre 3.5 y 5.5 A [Harrison y Sternberg 1996], por lo que la observacién de sefiales
de correlacion debidas al efecto NOE permiten inferir que estas cisteinas estan
covalentemente unidas a través de un enlace disulfuro. En el espectro NOESY de la toxina
nativa no se observan este tipo de correlaciones debido a la baja concentracién de proteina a
la cual fue adquirido; sin embargo, en el espectro de la toxina rTx1p1 hay varias sefiales que
sugieren la formacién de los puentes C1-C5 (Cys?Cys?) y C2-C4 (Cys’-Cys?). Las senales de
la correlaciéon NOE entre los protones HB-HP de las Cys’-Cys?, mostradas en la figura 5.17,
indican la formacion del puente C2-C4. También se observan sefiales entre el HN de la Cys*
con el HB de la Cys? y el HB de la Met?, que sugieren fuertemente la formacion del puente
C1-C5. Finalmente, se asume que las cisteinas restantes, Cys'' y Cys?, forman el puente C3-
C6 dado que la masa de la toxina determinada por EM-MALDI-TOF coincide con la

oxidacion de todas cisteinas.

Una evidencia adicional que soporta la conectividad entre las cisteinas fue obtenida
mediante cdlculos de dindmica de torsion utilizando el programa CYANA, para determinar
la estructura tridimensional a partir de las restricciones de distancia establecidas por RMN.
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Figura 5.17. Region del espectro NOESY de la toxina rTxlpl en donde se observan las
correlaciones entre los HB-Hp de las Cys”®-Cys2022,

Con CYANA se realizaron tres célculos de estructura independientes, utilizando distintos
parametros de entrada de acuerdo al protocolo descrito para la miotoxina [Fadel et al. 2005].
En el primer célculo las estructuras se obtuvieron sin indicar la formacién de puentes
disulfuro, de esta manera solamente las restricciones NOE son las que delimitan la
convergencia, por lo que la estructura obtenida se utiliza como referencia. En el segundo
cadlculo ademds de las asignaciones NOE se utilizaron las restricciones de los puentes
disulfuro que cominmente se presentan en las toxinas obtenidas del veneno de alacran que
afectan a canales de potasio, es decir, que se {ijo la conectividad entre C1-C4, C2-C5 y C3-Cé.
Finalmente, en el tercer calculo se utilizaron las restricciones derivadas de los datos
espectroscopicos de rTx1pl y de la espectrometria de masas de la digestion enzimatica de
Tx1 (ver Introduccién 1.4.1), por lo que la conectividad entre cisteinas quedo indicada para
C1-C5, C2-C4 y C3-C6. En cada calculo se seleccionaron las 20 estructuras de menor energia,
los datos estadisticos se resumen en la tabla 5.8. Los datos estadisticos de cada unos de estos

calculos se incluyeron en los Anexos A.5-A.7.

El analisis de la estructura calculada sin restricciones de puentes disulfuro (sinPDS) arroja
los siguientes datos. De todas las configuraciones posibles de puentes disulfuro hay algunas
que estan impedidas por la conformacién adoptada por la estructura misma. En la tabla 5.9
quedan sefialadas como EI, estructuralmente impedidas. Al medir las distancias entre los
protones HB-Hp de las cisteinas apareables en cada de una de las estructuras y obtener el
valor promedio, resalta la corta distancia entre la C2 y la C4, 2.20 A. Esta distancia entre
protones sugiere fuertemente la formacion del puente C2-C4. Por otra parte, al considerar
las posibilidades de unién de la C1, ésta solamente puede estar unida a la C5 dando lugar a
la formacion del puente C1-C5, ya que la cisteinas C3 y C6 estan estructuralmente
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impedidas para formar una unién con Cl. Esta tesis estd soportada porque la distancia
promedio observada entre estos protones beta, 4.8 A, es la segunda distancia mds corta
medida entre los pares de cisteinas, (después de la de C2-C4) que sin ambigiiedad cae

dentro de los limites de observacion del efecto NOE.

Tabla 5.8. Relacion del ntimero de restricciones de distancia utilizadas en el calculo de la
estructura de la toxina rTx1pl. A. Estructuras calculadas sin restricciones de puentes disulfuro
(sinPDS). B. Estructuras calculadas considerando los pares usuales en KTXs: C1-C4, C2-C5 y C3-
C6 (PDBtipicos). C. Estructuras calculadas considerando los puentes andémalos C1-C5, C2-C4 y C3-
Cé6.

sinPDSA PDBtipicos® PDSanémalos®
Restricciones NOE
Totales 367 342 365
Corto alcance 228 221 223
Medio alcance 64 55 64
Largo alcance 75 66 78
RMSD (3-30)
Cadena principal 0.43 0.52 0.39
Cadena principal + lateral 1.09 1.19 1.01

Asi, la inica union posible entre las cisteinas remanentes es la formacion del puente C3-C6.
Lamentablemente, los protones beta de estas cisteinas tienen desplazamientos quimicos que
se traslapan en ambos nucleos (ver Tabla 5.7), por lo que no es posible identificar

experimentalmente la correlacion.

Tabla 5.9. Conectividad entre cisteinas en rTx1pl. Para la identificacion de las cisteinas que
pueden estar formando puentes disulfuro en rTx1pl, se midieron las distancias (A) entre los
protones HB-HP en las estructuras que fueron calculadas sin restricciones de puentes disulfuro
(sinPDS). Aquellos puentes que estan impedidos por la geometria de la molécula, con distancias
entre cisteinas mayores a 10 A, se indican como EI (espacialmente impedidos).

C1 C2 C3 C4 C5 Cé6
C1 —
C2 6.65 —
C3 El 6.35 —
C4 6.69 2.20 6.64 —
C5 4.80 8.43 El 7.20 —
Cé6 El 8.75 8.80 7.10 El —

Por otra parte la sobreposicion de las estructuras de menor energia calculadas sin puentes

disulfuro y con los puentes disulfuro tipicos tiene un RMSD de 1.750 A considerando
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Unicamente a los atomos de la cadena principal, mientras que la sobreposicion de la
referencia con las estructuras calculadas con los puentes disulfuro experimentales tiene un
RMSD de 0.781 A. Este tltimo dato también indica que rTx1p1 adopta una conformacién de

puentes disulfuro por primera vez observada en toxinas derivadas del veneno de alacran.
5.7.6  Estructura tridimensional de la toxina rTx1p1

El andlisis de los espectros TOCSY y NOESY permitio la identificacion de los 30 sistemas de
espin de la molécula, identificando sin ambigiiedad el 98.7% de las senales de resonancia de
protén (completeness). En CYANA se calcularon 200 estructuras en cada uno de los siete
ciclos de dinamica de torsion y al final se seleccionaron las 20 estructuras con el valor mas
bajo de funcién objetivo. En la figura 5.18, se muestran las graficas de las estadisticas del
ensamble de estructuras de rTx1p1 calculadas en CYANA, en donde se indica el nimero de
restricciones totales en funcién de la distancia entre los residuos (A) y en funciéon de la
posicion del residuo en la secuencia (B). En (C) se observa que las correlaciones entre los
protones de NN(i,i+2), alN(i,i+2) aN(i,i+3), ap(i,i+t3) y aN(i,i+4) estdn en concordancia con la

prediccién de estructura secundaria a partir de las graficas del indice de proton.
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Figura 5.18. Gréficos de las estadisticas de la distribucion de sefiales NOE de la toxina rTx1pl. A.
Ntmero de restricciones NOE en funcion de la posicidn en la secuencia entre dos residuos. B.
Distribucién de restricciones NOE intraresiduo (blanco), secuenciales (gris claro), de medio
alcance (gris oscuro) y de largo alcance (negro). C. Asignacion secuencial, en la que se observa la
formacion de las hélices por la presencia de sefiales NOE entre los nticleos NN(i,i+2).
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Las veinte estructuras de menor energia calculadas por CYANA fueron sometidas a un
proceso de afinamiento en disolvente explicito. El ensamble refinado en AMBER se muestra
en la figura 5.19 A. La estructura de rTx1pl consiste de una topologia de hélice-asa-hélice
antiparalelas (CSo/a), estabilizada por un patrén no convencional de puentes disulfuro C1-
C5, C2-C4 y C3-C6, que por primera vez se describe para toxinas extraidas del veneno de
alacran. La hélice I se forma entre los residuos Pro*GIn'’, mientras que la hélice II se
delimita por los residuos Val'*>-Asn?. Un asa de cuatro residuos Cys!!-Lys' enlaza a las dos
hélices. El primer puente C1-C5, Cys?-Cys2?, conecta al extremo N-terminal con la regién
terminal de la hélice II. El segundo puente C2-C4, Cys’-Cys2?, mantiene unidas a las dos
hélices en la parte media en una zona que se destaca por su rigidez, ya que el RMSD entre
los residuos de las hélices 4-10 y 15-23 es 0.36 A. El tercer puente C3-C6, Cys'1-Cys2%, liga la
region final de la hélice I con el extremo C-terminal. La Pro# tnica en la secuencia, que se

encuentra al inicio de la hélice I adopta la configuracion trans.

La estructura de menor energia se muestra en la representacion de listones en la figura 5.19
B, en donde se indican los puentes disulfuro. Mientras que la distribucién de carga
electrostatica de la superficie se observa en la figura 5.19 C. La grafica de Ramachandran,
figura 15.20, fue obtenida durante el proceso de validacion de la estructura a través de la
aplicacion PROCHECK del Protein Data Bank e indica que el 82.3% de los residuos se
encuentran en las regiones mas favorecidas (ABL), 16.7 % en regiones permitidas (a, b, 1, p)

y solamente el 1% en regiones moderadamente permitidas (~a, ~b, ~1, ~p).

Las similitudes entre los conjuntos de estructuras calculadas para la toxina Tx1 nativa y su

homdloga recombiante, rTx1pl, se ilustran en el Anexo A.1b.

La secuencia de la toxina Tx1 fue depositada en la base de datos UNIPROT bajo el codigo de
acceso B3AOLS. La estructura tridimensional de la toxina recombinante fue depositada en el
Protein Data Bank con el codigo de acceso 2L13. Los datos espectroscopicos derivados de la RMN
estan disponibles en el Biomolecular Magnetic Resonance Bank, el nimero de acceso es 17876.
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Figura 5.19. Estructura de la toxina rTx1p1 (PDB: 2LI3). A. Imagen estéreo del ensamble de las 20
estructuras calculadas en CYANA que fueron sometidas a refinamiento en disolvente explicito.
B. Imagen estéreo de la representacion de listones de la estructura de menor energia, los puentes
disulfuro estan indicados en color amarillo. C. Diagrama de potencial electrostatico de superficie
de la estructura de menor energia calculado en MOLMOL.
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Figura 5.20 Grafico de Ramachandran del la toxina rTxlpl generado en la aplicaciéon
PROCHECK del Protein Data Bank.
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5.7.7 Determinacion de la estructura de la toxina Tx1 nativa

Debido a que en el espectro NOESY de la toxina Tx1 nativa se observan muy pocas
correlaciones NOE intrarresiduo, fue necesario utilizar la asignaciones de la toxina rTx1pl
para identificar las asignaciones secuenciales. De esta manera fue posible identificar el 97.1%
de las sefiales de 'H. Para el calculo de la estructura utilizando CYANA se establecieron las
restricciones de los puentes disulfuro encontrados en rTx1pl. La estructura se determino
empleando 226 correlaciones NOE totales, 176 de ellas fueron de corto alcance, 24 de
mediano alcance y solamente 26 de largo alcance, este tltimo valor es apenas la tercera parte
de las restricciones de larga distancia empleadas en el calculo de la estructura de rTx1pl. En
el Anexo A.4 se muestran las estadisticas detalladas de las distintas etapas del calculo. La
figura 5.21 muestra el conjunto de las estructuras de menor energia calculados por CYANA
a partir de los datos del espectro NOESY de la toxina Tx1 nativa (A) y la representacion de
listones de una de ellas (B), asi como también el diagrama de listones de la estructura de

menor energia de rTx1p1 (C).

La escasez de sefiales NOE intrarresiduo provoca que la estructura no quede bien definida,
por lo que se observan regiones con gran flexibilidad. E1 RMSD de los atomos de la cadena
principal de este conjunto es 1.11 A, al incluir los 4tomos de las cadenas laterales se
incrementa a 1.71 A. A pesar de estas limitaciones, es posible realizar una comparacién con
la esta estructura con la obtenida para rTxpl. En el extremo amino se define un giro, que
coincide con la hélice I de rTx1pl, ademds se define con claridad un segundo elemento
helicoidal que corresponde con la hélice II. En el extremo carboxilo se aprecia también la
formacion de la pseudo hebra beta que esté ligada a la hélice II.

Figura 5.21. Estructura tridimensional de la toxina Tx1 nativa. A. Sobreposicion de las diez
estructuras de menor energia. B. Representacion de listones de la estructura de menor energia,
los puentes disulfuro C1-C5, C2-C4, C3-C6 se indican en color azul.
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5.7.8 Determinacion de la conectividad entre cisteinas de la toxina rTx1p2

Para la identificacion de los puentes disulfuro por RMN en la toxina rTx1p2 se sigui6 el
protocolo descrito previamente. En el espectro NOESY se encontrd la correlacion entre los
protones HB-HP de Cys’ y Cys?, y entre el HN de la Cys? y los protones Hf de la Cys’, que
sugieren la formacién del puente C2-C5. El volumen de estas sefiales corresponde a las
distancias de 3.55 y 5.09A, respectivamente. Por otra parte, debe resaltarse el hecho de que
no se observan senales de correlacion con los protones Hp de las cisteinas restantes. Para las
otras cisteinas no fue posible identificar correlaciones cruzadas debido al traslape de
algunas sefales o bien a la proximidad con las sefales sobre la diagonal, ya que por ejemplo
los protones HB3 de las Cys® y Cys? tienen el mismo desplazamiento quimico.
Posteriormente, se hicieron calculos en CYANA para determinar la estructura de rTx1p2 sin
restricciones de puentes disulfuro (sinPDS) y considerando la formacién del puente C2-C5
(2-5PDS) como unica restriccion adicional de enlace disulfuro. Después, se hicieron los
calculos considerando la formacion de tres puentes disulfuro entre C1-C4, C2-C5 y C3-C6 (1-
4PDS) y C1-C6, C2-C5 y C3-C4 (1-6PDS), las estadisticas detalladas se encuentran en los
Anexos A.8-A.11. En la tabla 5.10 se indican los datos de las restricciones de distancia
utilizadas en cada caso y los valores de RMSD (A) para el ensamble de 20 estructuras. Al
comparar estos datos con respecto a los obtenidos para la toxina rTx1pl (Tabla 5.8), se
observa que las correlaciones NOE de corto (lijl<=1) y medio alcance (1<li-jl<5) se
mantienen constantes y que son las correlaciones de larga distancia (li-j|>=5) las que
disminuyeron drasticamente en un 75%. La comparacion de estos datos indica que en ambas
proteinas los sistemas de espin fueron identificados con la misma precision junto con las
correlaciones secuenciales. Las correlaciones con los vecinos cercanos también son muy
similares en ambas estructuras, por lo que las regiones de estructura secundaria que dan

lugar a la formacion de las hélices estan bien definidas en ambos casos.

Al analizar las caracteristicas estructurales en cada ensamble se observa que los calculos
sinPDS, 2-5PDS y 1-6PDS forman dos hélices alfa anti-paralelas, mientras que el ensamble 1-
4 PDS produce dos hélices perpendiculares. Cabe destacar que en las estructuras calculadas
con el puente disulfuro C2-C5, la formacion de los pares C1-C4, C3-C6, C1-C3 y C3-C4 esta
estructuralmente impedida, por lo que las tinicas conectividades que pueden formarse son
C1-C6 y C3-C4. Adicionalmente, al calcular el RMSD de los ensambles 1-4PDS y 1-6PDS
contra la estructura control sinPDS se obtienen valores de 3.36 y 2.27 A, respectivamente.
Por otra parte al comparar estos mismos ensambles con respecto a las estructuras calculadas
con la restriccion C2-C5, se obtienen valores de RMSD de 2.38 A para 1-4PDS y 1.78 A para
1-6PDS. Consistentemente, las mejores correlaciones con las estructuras control se obtienen

considerando los puentes disulfuro C1-C6, C2-C5 y C3-C4, por lo que a partir de los datos
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de 'H-RMN vy los cdlculos de estructura basados en dinamicas de angulos de torsion se

concluye que la toxina rTx1p2 adopta esta conectividad.

Tabla 5.10. Relacién de restricciones de distancia utilizadas en el célculo de la estructura de la
toxina rTx1p2. Las estructuras calculadas sin restricciones de puentes disulfuro (sinPDS) y
solamente con la restriccion de C2-C5 (2-5PDS), se utilizan como control para definir la
conectividad de cisteinas entre las estructuras en la que se consideran los pares C1-C4, C2-C5y
C3-Cé6 (1-4PDS) y C1-Ce, C2-C5 y C3-C4 (1-6PDS).

sinPDS 2-5PDS* 1-4PDS 1-6PDS
Restricciones NOE
Totales 313 317 306 308
Corto alcance 235 231 216 223
Medio alcance 65 67 70 67
Largo alcance 13 19 20 18
RMSD (3-30), A
Cadena principal 1.87 1.37 0.75 0.63
Cadena principal + lateral 2.60 2.18 1.53 1.24

5.7.9  Estructura tridimensional de la toxina rTx1p2

La estructura de la toxina rTx1p2 consiste del motivo de plegamiento hélice-asa-hélice
antiparalelas estabilizada por tres puentes disulfuro (CSa/a) con conectividades C1-C6, C2-
C5 y C3-C4, el ensamble de las 20 estructuras de menor energia se muestra en la figura 5.21
A. En esta molécula la hélice I se forma entre los residuos Cys’-GIn'? y la hélice II se enmarca
entre los residuos Cys*-Asn?. Un segmento de nueve residuos sin estructura secundaria
regular conecta a las hélices. El primer puente C1-C6, Cys?>-Cys22, une a los extremos amino
y carboxilo terminales. El segundo puente C2-C5, Cys’-Cys2?, enlaza a la hélice I con la
region contigua al final de la hélice II. El tercer puente C3-C4, Cys!!-Cys2%, liga la region
final de la hélice I con el inicio de la hélice IL

La estructura de menor energia se muestra en la representacion de listones en la figura 5.22
B, en donde se remarcan los puentes disulfuro. La superficie de potencial electrostatico se
muestra en la figura 3.21 C. La grafica de Ramachandran, figura 5.23, que fue obtenida con
la utilidad PROCHECK del Protein Data Bank indica que el 67.3 de los residuos se
encuentran en las regiones mas favorecidas (A, B, L) y 32.7 % en regiones permitidas (a, b, 1,
p)- El andlisis comparativo de las estructuras rTx1pl y rTx1p2 se encuentra en la seccion de

la Discusion.
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Figura 5.22. Estructura de la toxina rTx1p2. A. Imagen estéreo del ensamble de las 20 estructuras
calculadas en CYANA. B. Imagen estéreo de la representacion de listones de la estructura de
menor energia, los puentes disulfuro estan indicados en color amarillo. C. Diagrama de
potencial electrostatico de superficie de la estructura de menor energia.
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Figura 5.23. Grafico de Ramachandran de la toxina rTx1p2, generado con la aplicacién
PROCHECK del Protein Data Bank.
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En la figura 5.24, se muestran las graficas de las estadisticas del ensamble de estructuras de
rTx1p2 calculadas en CYANA, en donde se indica el numero de restricciones totales en
funcién de la distancia entre los residuos (A) y en funcion de la posicién del residuo en la
secuencia (B). En (C) se observa que las correlaciones de distancia entre los protones
alN(i,i+2) y aN(i,it+3), indican la formacién de la primera hélice entre los residuos Glu® y
Arg'l, en completa concordancia con la prediccion de estructura secundaria a partir de la
grafica de CSI. La segunda hélice qued6 definida entre los residuos Leu?! y Asn?; en este
caso la prediccién de la estructura a partir del CSI sobreestim¢é la longitud de la hélice
(GIn'7-Lys?).
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Number o constraimis

.
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Figura 5.24. Graficas de la distribucion de sefiales NOE del célculo de estructura de rTx1p2. con
los puentes C1-C6, C2-C5 y C3-C4. La numeracion de los residuos incluye a la Gly y Ser
incorporadas por el corte enzimatico. A. Numero de restricciones NOE en funcion de la posicion
en la secuencia entre dos residuos. B. Distribucion de restricciones NOE intraresiduo (blanco),
secuenciales (gris claro), de medio alcance (gris oscuro) y de largo alcance (negro). C. Asignacion
secuencial.
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5.7.10 Las toxinas relacionadas con Tx1.

Al comparar la secuencia de aminoacidos de la toxina Tx1 utilizando BLAST se encontro
que ademas de la Tt28, hay otra toxina que guarda una similitud atin mayor con la Tx1. Se
trata de una toxina aislada del veneno del alacran brasilefio Tityus serrulatus, que fue
identificada como Ts16. La secuencia de aminodacidos de la toxina Ts16 fue depositada en el
ano 2009 en la base de datos UNIPROT con el nimero de acceso P86271, por K. C. F.
Bordon, W. A. Varanda y E. C. Arantes. De acuerdo con la secuencia primaria y la posicion
de las cisteinas también fue clasificada como o-KTx, e inclusive se asumio que el

apareamiento entre ellas es la conectividad clasica C1-C4, C2-C5 y C3-Ce.

A continuacién se compara la secuencia de la toxina Tx1 con Ts16 y la Tt28:

%I
TtTx1 GCMPEYCAGQCRGKVSQDYCLKNCRCI-R 100
Tsl6 GCMKEYCAGQCRGKVSQDYCLKHCKCIPR 89
Tt28 GCTPEYCSMWCKVKVSQONYCVKNCKCPGR 66

Consenso * k ***: *: ****:**:*:*:* *

Debido a la similitud secuencial entre las toxinas Tx1, Ts16 y Tt28, en nuestro grupo de
investigacion se decidié obtener a la toxina Ts16 de forma recombinante (rTs16) usando
como molde el plasmido que produce a la rTx1, con el fin de determinar su estructura por
RMN. El disefio del gen, la obtencidn de la toxina, la adquisicidon de los espectros de RMN y
el afinamiento de la estructura fueron reportados previamente [Flores 2012]. Por otra parte,
el trabajo relacionado con la obtencion de la toxina Tt28 recombinante también ha sido

iniciado, por lo que en breve serd establecida su estructura.
5.7.11 Determinacién de la estructura tridimensional de la toxina recombinante Ts16.

La determinacion de la estructura tridimensional en disolucion de la toxina Ts16 se describe
a continuacion. Estos resultados fueron obtenidos siguiendo el protocolo previamente

descrito para la toxina Tx1.

La interpretacion conjunta de los espectros TOCSY y NOESY permitio identificar 30 de los
31 sistemas de espin. El tinico aminodcido que no fue identificado fue la glicina inicial, que
corresponde a uno de los dos residuos adicionales producidos por el corte con trombina
(Gly-Ser) en el extremo amino. El porcentaje de asignacion (completeness) alcanzado fue
96.8%.

En el espectro NOESY de la toxina Ts16 se observan correlaciones entre los atomos HB-Hf

de las cisteinas C1-C5, Cys?-Cys?, y C2-C4, Cys’-Cys®, que sugieren la formacién de estos
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puentes disulfuro. La intensidad de estas sefiales equivale a una distancia de 3.5 A para
HB2-Cys* con HB2-Cys¥; y 2.8-4.2 A para las correlaciones entre HB2/3-Cys? con HB2/3-
Cys?. Adicionalmente, se observan correlaciones entre el HB2-Cys4 con el HN-Lys?, HA2-
Gly® con el HN-Cys?, que se derivan de la proximidad de la unién C1-C5. Mientras que las
sefales NOE del HN-Cys® con QD*-Leu?, y de HB2/3-Cys® con QD*-Leu?, son consecuencia
de la union entre C2-C4. Es importante mencionar que a pesar de la buena dispersion de las
sefales entre los protones beta de las Cys?>® y Cys”?, no se presentan correlaciones HB-Hf
entre los pares C1-C4 y C2-C5. Por otra parte, tal como ocurri6 en el espectro de la Tx1, el
traslape de los Hf de las Cys'3-Cys?, C3-C6, impide la identificacién de las correlaciones

cruzadas.

Adicionalmente, para la identificacion de las conectividades entre cisteinas se tomaron como
referencia las correlaciones NOE HB-Hf entre las cisteinas C1-C5, Cys?-Cys?, y C2-C4, Cys’-
Cys®. Ademas de que tal como se hizo con la toxina rTx1p1, el cdlculo de la estructura en
CYANA se hizo empleando tres sets de restricciones: A. Sin indicar puentes disulfuro. B.
Incluyendo los puentes clasicos, C1-C4, C2-C5 y C3-C6, y C. Incluyendo los puentes
encontrados en la toxina Tx1, C1-C5, C2-C4 y C3.-C6. En la Tabla 5.11 se indican las
restricciones utilizadas en cada cdlculo y los valores de RMSD de la cadena principal y la
cadena principal junto con las cadenas laterales. Las estadisticas detalladas de cada uno de

los célculos se reportan en los Anexos A.12-A.14.

Tabla 5.11. Relacion del ntimero de restricciones de distancia utilizadas en el calculo de la
estructura de la toxina rTs16. A. Estructuras calculadas sin restricciones de puentes disulfuro
(sinPDS). B. Estructuras calculadas considerando los pares tipicos en KTXs: C1-C4, C2-C5 y C3-
C6 (PDStipicos). C. Estructuras calculadas considerando los puentes observados en la Tx1 C1-C5,
C2-C4 y C3-Ce.

sinPDSA PDStipicos® PDSta¢
Restricciones NOE
Totales 437 419 421
Corto alcance 270 258 251
Medio alcance 87 74 85
Largo alcance 80 87 85
RMSD (3-30), A
Cadena principal 0.37 0.25 0.35
Cadena principal + lateral 0.87 0.83 1.00

Al empalmar las veinte estructuras sobrepuestas con los puentes tipicos (PDBpicos) y las
estructuras con los puentes observados en la toxina Tx1 (PDStx), con respecto a las

estructuras calculadas sin restricciones de puentes (sinPDS) se obtienen valores de RMSD de
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0.638 y 0.710 A. Estos resultados son aparentemente contradictorios a la tesis de la
formacion de los puentes disulfuro C1-C5, C2-C4 y C3-C6 observados en Tx1, ya que
indican que la similitud es mayor entre la estructura de referencia (sinPDS) y la de los
puentes tipicos (PDStipicos). Sin embargo, la medicion de las distancias entre los protones HB2
de las cisteinas en las estructuras sinPDS, mostradas en la Tabla 5.11, sugiere que la
formacion de los puentes disulfuro tipicos esta impedida: la distancia promedio entre los
HB2 de las cisteinas C2-C4 es de 2.97 A, lo que sugiere fuertemente la formacién de un
puente disulfuro entre Cys” y Cys®, observado en la estructura de la toxina TxI.
Continuando con el andlisis de la Tabla 5.12, al formarse el puente C2-C4 se define también
la unién entre C3-C6; a la presencia de esta cistina se le atribuye la segunda distancia mas
corta entre las cisteinas del ensamble (5.59 A) y se descarta que se presente la unién C3-C4.
Lamentablemente, a partir de la medicion de distancias no es posible definir el puente C1-
C5; sin embargo, la masa molecular de la toxina rTsl6 determinada por MS-MALDI-TOF
coincide con la oxidacion de todas las cisteinas presentes en la molécula, es decir, presenta
una pérdida de seis unidades de masa respecto al valor esperado para la toxina reducida,
por lo que se asume que la cisteinas C1-C5 se unen mediante un enlace covalente. Esta
evidencia conjunta indica que en la toxina Ts16 la conectividad entre las cisteinas es la

misma que la encontrada para la toxina Tx1: C1-C5, C2-C4 y C3-Cé6.

Tabla 5.12. Conectividad entre cisteinas en Tsl16. Para la identificacion de las cisteinas que
pueden estar formando puentes disulfuro en rTs16, se midieron las distancias (A) entre los
protones HB-HP en las estructuras que fueron calculadas sin restricciones de puentes disulfuro
(sinPDS). Aquellos puentes que estan impedidos por la geometria de la molécula, con distancias
entre cisteinas mayores a 10 A, se indican como EI (espacialmente impedidos).

C1 C2 C3 C4 C5 Cé6
C1 —
C2 7.83 —
C3 EI 7.06 —
C4 9.79 2.97 5.56 —
C5 9.12 8.01 El 6.97 —
Cé6 El 9.62 5.59 7.2 9.64 —

Para realizar el clculo de la estructura de la toxina rTs16 con el programa CYANA, ademas
de las restricciones de puentes disulfuro C1-C5, C2-C4 y C3-C6, se utilizaron 421
restricciones de distancia (en promedio 13.6 por residuo), de las cuales 251 son de corto
alcance con |i-jl<=1, 85 son de medio alcance con 1<Ii-jI<5 y 85 de largo alcance con li-j|>=5.
El valor promedio final de la funcidn objetivo obtenido es 0.17. E1 RMSD de los atomos de la

cadena principal entre los residuos 3-31 es 0.35 A, mientras que si se considera la
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contribucién de las cadenas laterales el RMSD es 1.00 A. En la figura 5.25 se muestra la
distribucion de correlaciones NOE determinadas para la toxina Ts16. El andlisis de estos
datos indica que en esta estructura también se definen claramente dos elementos
helicoidales; las correlaciones de distancia NN(i,i+2), alN(i,i+3), af(i,i+3) y alN(i,i+4) indican
que la hélice I se forma entre los residuos Lys4-GIn10, mientras que la hélice II incluye a los

residuos Lys'*-His?.
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Figura 5.25. Distribucion de sefiales NOE del calculo de la estructura de la toxina rTs16.

La estructura tridimensional de la toxina rTs16 obtenida por CYANA se muestra en la figura
5.26. En esta imagen, en el panel A se muestra la sobreposicion de las veinte estructuras, en
el B, la representacion de listones indicando los puentes disulfuro de la estructura de menor
energia y en C, la superficie de potencial electrostatico. La hélice I se forma entre los
residuos Lys*GIn'?, mientras que la hélice II se delimita por los residuos Lys!*-His*. Un asa
de tres residuos Gly'-Gly" enlaza a las dos hélices. El primer puente C1-C5, Cys?-Cys2%,
conecta al extremo amino con la regidon terminal de la hélice II. El segundo puente C2-C4,
Cys’-Cys2?, mantiene unidas a las dos hélices en la parte media en una zona que se destaca
por su rigidez, ya que el RMSD entre los residuos de las hélices 4-10 y 14-23 es 0.32 A. El
tercer puente C3-C6, Cys!'-Cys2%, liga la region final de la hélice I con el extremo C-
terminal. La Pro%, tinica en la secuencia, que se encuentra en la region C-terminal adopta la

configuracion trans.

Las estructuras de la toxina rTs16 obtenidas por CYANA fueron posteriormente sometidas a
un proceso de afinamiento con disolvente explicito. La estructura de la toxina Ts16 conserva
el patrén CSa/o con una topologia de hélice-asa-hélice antiparalelas estabilizadas por el
patrén de puentes disulfuro C1-C5, C2-C4 y C3-C6.

Las estructuras refinadas fueron depositadas en el Protein Data Bank, bajo el codigo de
acceso es 2LKA. Los datos espectroscopicos derivados del andlisis por RMN fueron

depositados en el BMRB con el niumero de acceso 17987.
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Figura 5.26. Estructura de la toxina rTs16. A. Imagen estéreo de la sobreposicion de las 20
estructuras calculadas en CYANA. B. Imagen estéreo de la representacion de listones de la
estructura de menor energia, los puentes disulfuro estan indicados en color amarillo. C.
Diagrama de potencial electrostatico de superficie de la estructura de menor energia.
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6. DISCUSION
6.1 Un nuevo motivo de plegamiento para toxinas del veneno de alacran.
6.1.1. Comparacion con la familia de toxinas CSa/a.

Las caracteristicas estructurales de las toxinas Tx1 y Ts16 guardan una estrecha similitud
con la estructura reportada para las toxinas de la familia k-KTx: en ambos casos se presenta
el motivo de plegamiento CSa/a, que a la fecha puede ser considerado como inusual en el

plegamiento de toxinas de origen animal.

La familia k-KTx, a la que pertenecen la x-Hefutoxina y las toxinas Om entre otras, tiene
como caracteristica distintiva la presencia de dos puentes disulfuro, y aunque la Tx1 y la
Ts16 adoptan este motivo de plegamiento, la presencia de tres puentes disulfuro en estas
moléculas impide hacer el alineamiento de secuencias basados en la posicion de las cisteinas
[Tytgat et al. 1989]. En la Tabla 6.1 se comparan las secuencias de algunos miembros de la
familia k-KTx con la toxina Tx1, asi como también el efecto (% de bloqueo de la corriente)
causado a tres tipos de canales Kv. Basados en esta clasificacion resulta evidente que Tx1 y
Ts16 no pueden ser consideradas dentro de la familia de las toxinas kappa, sin embargo su

toxicidad es comparable con estas moléculas.

Tabla 6.1. Comparacion de secuencias y porcentaje de bloqueo sobre canales Kv de los miembros
representativos de las k-toxinas y la Tx1. La toxina Tx1 tiene un puente disulfuro adicional por lo
que la secuencia no puede ser alineada con la familia x-KTx. Los residuos Y y K corresponden a
la “diada funcional”.*La toxina Tx1 fue evaluada en el canal Shaker.

[Toxina] % Bloqueo a canales

Toxina Secuencia Res
M Kvl.l  Kvl.2 Kvl.3

Hefutoxina | GHACYRNCWREGNDEETCKERC-———-~ 22 40 0 17 50
k-KTx1.3 GFGCYRSCWKAGHDEETCKKECS—---~ 23 1000 0 0 0
OmTx1 ~-DPCYEVCLQQHGNVKECEEACKHPVE- | 26 500 17 8 33
OmTx2 -DPCYEVCLQQHGNVKECEEACKHPVEY | 27 500 12 10 8
OmTx3 NDPCYEVCLOHTGNVKACEEACQ-——~~ 23 500 24 36 70
k-KTx2.5 YDACVNACLEHHPNVRECEEACKNPVPP | 28 16 20 0 0
Tx1 GCMPEYCAGQCRGKVSQDYCLKNCRCIR | 28 200 89* 75 82
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Para distinguir las caracteristicas de la toxina Tx1 con respecto a los miembros de la familia
de las kappa-toxinas, se hizo un alineamiento por parejas de la estructura tridimensional
utilizando el algoritmo FATCAT flexible [Ye y Godzik 2003]. Los resultados se resumen en
la tabla 6.2, en donde la estructura de la cadena principal de la toxina Tx1 esta representada
en color azul y la de toxina con la cual se compara esta indicada en color verde. En todos los
alineamientos se observa la convergencia entre los segmentos helicoidales, destacando que
la mayor similitud estructural se obtiene con la toxina OmTx2, con la que el RMSD es de
1.49 A.

Tabla 6.2. Resultados del alineamiento estructural con FATCAT-flexible de la toxina rTx1 con
algunos miembros de la familia k-KTx. *RA = residuos alineados.

Hefutoxina OmTx1 OmTx2 OmTx3

D) 1 g

*RA 21 22 22 23

RMSD 1.82 A 155 A 1.49 A 335 A

Adicionalmente, se hizo la comparacion de la posicion de los residuos de la diada funcional
(la diada est4 constituida por un residuo basico y un aromatico, a una distancia < 7A), ya
que para la toxinas OmTx1, OmTx2 y hefutoxina se reporto la presencia de pares Lys-Tyr
que formaban la diada. Al medir las distancias entre el Ha de la lisina y los protones
aromaticos de la tirosina (Hd,e), que definen la restriccion de la diada, se encontré que en
practicamente todas las estructuras de la familia x-KTx depositadas en el PDB “la diada
funcional” est4 a una distancia mayor de 7 A, por lo que podria ser un error que estos pares
de residuos hayan sido considerados como tales. Es importante mencionar que la diada
funcional fue identificada para toxinas de la familia o/ y aunque existen varios reportes de
su importancia para mediar la interaccion entre la toxina y el canal [Dauplais et al. 1997],
estos mecanismos de interaccion no necesariamente deben cumplirse en toxinas que tienen
una estructura tridimensional notablemente distinta. La identificacion de la diada y su
funcion en la familia k-Tx deben ser confirmadas experimentalmente. En la figura 6.1 se

muestran las estructuras de algunas kappa-toxinas indicando los puentes disulfuro y la
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supuesta “diada funcional” inferida por comparacion con las estructuras de toxinas con
plegamientos CSa/B. En el caso particular de la Tx1 los residuos Tyr'>-Lys??* y Tyr!°-Arg?
cumplen con el requisito establecido para la diada ya que se encuentran a una distancia
promedio de 7A. Llama la atencién que en la toxina Tx1 los residuos de la posible diada se
encuentran en la misma hélice, a diferencia de las toxinas de la familia kappa en donde se

ubican en hélices contrapuestas.

Por otra parte, al comparar la secuencia de la toxina Tx1 con las toxinas aisladas del veneno
de alacran, la identidad es menor al 40%. Solamente la toxinas Tt28 y Ts16 presentan una

identidad significativamente mayor: 65% y 89%, respectivamente.

rTx1 k-hefutoxina OoOmTx1 OomTx2

Figura 6.1. Representacion de listones de las estructuras tridimensionales de algunas toxinas de
la familia x-KTx. En color verde se indican los residuos de la diada funcional Lys y Tyr.

6.1.2. Comparacion con la familia de toxinas CSa/f.

La toxina Tt28 fue reportada como un bloqueador de canales Kv1.2 y Kv1.3. A la fecha, la
estructura de esta molécula y la conectividad de las cisteinas no han sido reportadas; sin
embargo, los autores la propusieron como el primer miembro conocido de una nueva
familia de toxinas bloqueadoras de canales de potasio, debido a que el espaciamiento entre
las cisteinas permite alinear la secuencia de aminodcidos con las toxinas a-KTx. El nombre

sistematico que se adopto para la Tt28 fue a-KTx20.1.

Con base en esta clasificacion las toxinas Tx1 y Ts16 deberian ser agrupadas dentro de la
familia o-KTx20; sin embargo, las estructuras de este grupo presentan el motivo de
plegamiento CSo/p, por lo que Tx1 y Ts16 que son CSo/a tampoco pueden ser consideradas

dentro de esta familia.

Al sobreponer las estructuras de la toxina Tx1 con algunos miembros representativos de la

familia de toxina CSa/B, hay semejanzas notables. La primera hélice alfa coincide en ambos
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motivos, mientras que la segunda hélice en el patrén CSa/a se ubica en la region en la que
aparece la primera hebra beta del patrén CSa/p. Finalmente, la extension C-terminal sin
estructura definida se sobrepone con la segunda hebra beta del patron CSo/p. Estas
coincidencias sugieren que ambos patrones de plegamiento podrian estar estrechamente
relacionados, por lo que es posible que exista (o que haya existido entre los componentes del
veneno del alacrdn) una conformacion intermediaria que favorezca esta transicion. En la
Tabla 6.3 se muestran los resultados de los alineamientos con los miembros representativos
de las toxinas CSa/B, que fueron obtenidos con el programa CE (Combinatorial Extension)
[Shindyalov y Bourne 1998]. Adicionalmente, en la figura 6.2 se observan las imagenes del
alineamiento estructural de la toxina Tx1 con la caribdotoxina (PDB: 2CRD) y la
noxiustoxina (PDB: 1SXM). En estas representaciones estan indicadas las cadenas laterales
de los residuos de la diada funcional, residuos K27 y Y36 de la caribdotoxina y K28 y Y37 de
la noxiustoxina. Si bien la identificaciéon de la diada funcional debe ser demostrada por
estudios de mutagénesis y su consecuente repercusion en la actividad bioldgica, la similitud
estructural de los residuos K21 y Y19 de la Tx1 con los de la diada funcional, sugiere que

estos residuos pudieran estar involucrados en el reconocimiento del receptor.

A

Figura 6.2. Alineamiento estructural de la toxina Tx1 con toxinas representativas de la familia
CSa/B. A. Tx1 (azul) y caribdotoxina (verde). B. Tx1 (azul) y noxiustoxina (verde). Las cadenas
laterales de los residuos K y Y de la diada funcional se muestran en amarillo para la
caribdotoxina y la noxiustoxina. Los residuos de la Tx1, K21 y Y19, que podrian corresponder a
la diada funcional se muestran en magenta.
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Tabla 6.3. Alineamiento de la secuencia de Tx1 con miembros representativos de la familia a-KTx. En “negritas” se indica la secuencia
de la Tx1, debajo la secuencia de la de la o-KTx correspondiente. Descripcion de columnas: %Il=porcentaje de identidad,
RA/G=Residuos Alineados/Huecos. El Z-score es una medida estadistica que relaciona el alineamiento de estructuras aleatorias. Las
proteinas que poseen un plegamiento similar tienen un Z-score menor o igual a 3.5.

Toxina (PDB) Secuencias alineadas RMSD, A Z-score %l RA/H

hatn || oo T e T
KTx02.1 | Noxiustoxina (15XM) GCCTMSPS ; 5&?;&“;{5;%?:; CELNZN;CT 32 1.6 167 | 24/7
KTxa3.1 Kaliotoxina (2KTX) gggg;gﬁigg?;ﬁﬁggéﬁgﬁgig 3.7 1.6 167 | 2472
KTxa4.1 TsTxKalfa (1IHP2) ig’gggf@;ﬁgﬁgﬁg%;?ﬁgg?ﬁ 3.7 12 250 | 24/4
KTxab.1 Scylatoxina (1SCY) Sﬁgggﬁggggfgﬁgifg?g%g 34 2.0 20.8 24/2
KTxa6.2 | Maurotoxina (1TXM) gi’égiggﬁigggﬁgz;;&gﬁzgﬁgg 4.8 1.6 20.8 24/3
KTxa7.1 Pi2 (2PTA) T?ﬁfgfﬁ%&;gsI?ND;C&%N;;C 41 1.6 167 | 24/2
KTxa8.1 AmP01 S’;ggg?gggg;ggggiﬁ;‘g;?s 35 2.0 208 | 2472
KTxo0.1 — CHPEYCAGOCR~GVSQDYCLENCRC 5 | 20 | 167 | 24
KTxa10.1 Cobatoxina (1PJV) \GliE?ggggiﬁgg?igﬁ?ﬁgﬁ;ig 42 12 12.5 24/4
KTxal21 | Butantosina (159 MPEYCAGQC- RGRVSQDYCLENCRC s | 20 | 167 | 2
KTxal3.1 Tcl (1JLZ) Egg?ggf?’fig?ﬁgggg 2.8 1.2 18.8 16/3
KDxalod | Bmkd7 (102K GEGCMPEYCAGOCRGKVSQDYCLENCRC 2 | 12 | 167 | 2
] MTx-HsTx1 (IWPD) s 37 2.0 167 | 242
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6.2 Las caracteristicas estructurales de Tx1 y su actividad biologica.

La toxina Tx1 es una molécula cuya estructura tridimensional esta constituida por dos
hélices alfa que se alinean con un sentido antiparalelo, y por un segmento en la region C-
terminal cuya estructura secundaria no esta definida pero que se asemeja a una hebra beta.
La presencia de tres puentes disulfuro que entrecruzan a las hélices y a la “pseudo-hebra

beta” le confieren a la molécula un alto grado de rigidez.

Por otra parte, las caracteristicas electrostaticas de la superficie de la molécula revelan que
posee regiones con una marcada carga positiva, generada por la presencia de las cadenas
laterales expuesta de residuos de arginina y lisina. Es de llamar la atencion que ademas de la
presencia de una posible diada funcional (Tyr", Lys?), la distribuciéon de los residuos de
Arg y Lys genera un anillo de residuos basicos alrededor de la Tyr'® de la diada, mostrados
en la figura 6.3. Una distribucion similar de cargas positivas fue identificada en la
conotoxina pl14a, demostrandose que este anillo es la region responsable de la interaccion

con el receptor al cual se une [Mondal et al. 2007].

R12

A

Figura 6.3. Andlisis de la estructura de la toxina Tx1. A. Diagrama de listones donde se muestran
los residuos basicos (R12, R25, R28, K14 y K22) formando un anillo alrededor de la tirosina de la
posible diada funcional, Y19. B. Representacion del potencial electrostatico de la superficie de la
toxina Tx1.

La evaluacion electrofisiologica de la toxina Tt28 en canales Kv mostr6 que esta toxina tiene
una mayor afinidad por los canales Kv1.2 y Kv1.3, mientras que en los canales Shaker, Kv1.1,

Kv1.4, Kv1.5 y hERG no fueron registrados cambios en la intensidad de la corriente debidos
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a la presencia de la toxina. Los valores de EC50 obtenidos para los canales Kv1.2 y Kv1.3
fueron 102 + 7.6 nM y 7.9 + 1.4 nM, respectivamente [ Abdel-Mottaleb et al. 2006].

Por otra parte, la toxina Ts16 ha sido ampliamente estudiada frente a canales Kv (Kv1.1-
Kvl.6; Kv2.1; Kv3.1; Kv4.2; Kv4.3; Kv7.1; Shaker y hERG). A diferencia de la toxina Tt28§,
bloquea especificamente al canal Kv1.2, sin causar efecto en los otros canales [Bordon 2011].
Hasta el momento no han sido reportados datos numéricos de la concentracién a la cual se
ha observado el bloqueo sobre el canal Kv1.2, ni el porcentaje del mismo, sin embargo, dado
que ha sido comparada con la Tt28 es probable que el efecto de bloqueo de la Ts16 se

presente a una concentracion del orden nano molar.

En cambio, para la toxina Tx1 recombinante el efecto de bloqueo se ha observado a una
concentracion casi 400 veces mayor con respecto a Tt28. Esta diferencia sustancial podria ser
atribuida en primera instancia a la presencia de los residuos adicionales de glicina y serina
en el extremo N-terminal. Aunque también puede derivarse de las diferencias moleculares
entre estas toxinas. Al comparar el potencial electrostatico entre las toxinas Tx1 y Ts16, es
evidente que ésta ultima presenta una mayor distribucion de cargas positivas en la
superficie. De verificarse una mayor actividad en Ts16 con respecto a Tx1, la tesis de la

interaccion mediada por el anillo de residuos basicos quedaria reforzada.

6.3 ;Por qué rTx1p2 también acttia como toxina?

La toxina rTx1p2 tiene actividad nula frente a los canales Shaker, hKv1.2 y hKv1.3 cuando es
evaluada a una concentracion de 200 pM. La comparacion de las estructuras
tridimensionales de rTxlpl y rTxlp2 y la identificacion de las diferencias podrian

proporcionar los primeros indicios para ayudar a responder la pregunta.

Al hacer el alineamiento de la estructura de ambas moléculas con el programa CE
[Shindyalov y Bourne 1998] se sobreponen los residuos 1-12 y la region 15-24 de x-BUTX-Tt-
2b con la region 19-28 de rTx1p2.

La hélice I de ambas moléculas, que queda contenida dentro de los residuos 1-12, tiene un
RMSD de 0.99 A para los 4tomos de la cadena principal y 1.93 A al considerar a las cadenas
laterales (considerando los 20 modelos obtenidos para cada estructura). Es interesante
resaltar que los residuos Glu®, Tyr® y GIn!® tienen la misma orientacion de las cadenas

laterales, como se observa en la figura 6.4 A.

Por otra parte, en la hélice II las diferencias son significativas. Si bien la hélice II de rTx1p2

queda definida dentro de la hélice II de rTx1pl las posiciones de las cadenas laterales no
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guardan similitud alguna, figura 6.4 B. Por ejemplo, la posicion de la cadena lateral de la
Tyr?.. Sobre la hélice II de rTx1p1 estan los residuos de la diada funcional, mientras que 4 de
los 5 residuos del anillo basico se encuentran agrupados en la hélice II y el extremo C-
terminal. La deformacion de la hélice II y del extremo C-terminal de rTx1p2 es una
evidencia de que el sitio responsable del bloqueo de los canales Shaker y Kv1.2 esta

localizado en esta region.

Sin embargo, los experimentos de citotoxicidad indican que esta molécula es capaz de
inhibir el 41.5% del crecimiento de los macrofagos murinos de la linea celular J774 a una
concentracion 50 pM. Mientras que rTx1pl lo inhibe al 100% a la misma concentracion. Los
macrofagos son células en las que las corrientes de K+ son generadas mayoritariamente por
los canales Kv1.3 y Kv1.5 [Randriamampita y Trautmann 1987], por lo que es posible que el
efecto toxico de rTx1p2 sea ocasionado sobre algunos de estos canales. El hecho de que la
hélice I sea el tinico elemento estructural conservado en ambas moléculas sugiere que debe
existir en esta region un sitio de interaccidon con el receptor que ancla a la toxina, por lo que
cuando la estructura de la hélice II estd mal plegada el efecto de bloqueo no puede darse de
forma efectiva; sin embargo, esta interaccion es suficiente para comprometer la viabilidad de

las células.

Y19

A B

Figura 6.4. Comparacion estructural entre rTx1pl (azul) y rTx1p2 (verde). A. Sobreposicion de la
hélice I, la regién 1-12 tiene un RMSD de 0.99 A, en donde destaca la orientacion idéntica de las
cadenas laterales de Glu®, Tyr® y GIn'®. B. Sobreposicion de la hélice II y el extremo carboxilo, en
donde se aprecian diferencias significativas como la posicion de la cadena lateral de la Tyr'®, uno
de los residuos de la posible diada funcional.
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6.4 Clasificacion de la toxina Tx1

En la estructura tridimensional de las toxinas Tx1 y Tsl6 destaca la versatilidad del
plegamiento en péptidos que comparten el mismo patrén de cisteinas, confirmando que la
posicion en la secuencia de estos residuos no determina el arreglo espacial de la molécula; es
decir, que la ubicacion secuencial de las cisteinas no estd relacionada con el motivo de
plegamiento que adopta la toxina. En consecuencia, la clasificacion de estas moléculas no
puede estar basada en ello. La corroboracion experimental de la estructura de la Tt28 y la

identificacion del patrén de puentes disulfuro sera crucial para demostrarlo.

Debido a las caracteristicas estructurales tinicas de la toxina Tx1, resulta evidente que no
puede ser aplicado el sistema de clasificacion comunmente empleado para toxinas del
veneno de alacran, que estd basado en la posicion de las cisteinas [Tytgat et al. 1989] ni en la

formacion de segmentos helicoidales.

Recientemente King et al. [2008] propusieron un nuevo sistema de clasificacion general de
toxinas peptidicas de origen animal, basado en la identificacion de la especie de la cual se
obtuvo la toxina y en el blanco biologico de la misma, en el que el nimero de puentes
disulfuro o la estructura tridimensional no son considerados, pero que potencialmente tiene

ventajas con respecto al sistema vigente de clasificacion.

Siguiendo este esquema, dado que Tx1 es una toxina obtenida de la clase Buthidae que acttia
sobre canales de potasio dependientes de voltaje, se clasifica en la categoria kappa-BUTX.
La especie que la produce, Tityus trivittatus, queda indicada al incluir el identificador Tt, por
la primera letra del género y la especie. Posteriormente, se deben considerar las toxinas que
han sido identificadas con anterioridad para la misma especie y que tienen el mismo blanco
molecular. En el caso de T. trivittatus, se conocen cuatro toxinas, que ordenadas
secuencialmente a partir del afio de su descubrimiento se pueden listar como: 1)
Butantoxina (alfa-KTx12.1) reportada en afio 2000. 2) Tt28 (alfa-KTx20.1) reportada en afo
2006. 3) Ttr-beta-KTx y 4) TtrKIK, ambas reportadas en el afio 2007. Debido a la similitud de
la secuencia entre Tt28 y Tx1, ésta tltima se considera una molécula paraloga a Tt28 por lo
que se adopta el identificador b para Tx1 siguiendo la secuencia del abecedario, ya que la a
le corresponderia a la Tt28.

De esta manera el nombre sistematico de la toxina Tx1 es x-BUTX-Tt-2b. Mientras que Tt28
seria k-BUTX-Tt-2a.
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7. CONCLUSIONES

"Aprender sin pensar es iniitil. Pensar sin aprender

es peligroso.”
Confucio

A partir de los datos derivados de Resonancia Magnética Nuclear fue posible determinar la
estructura tridimensional en disolucion de la toxina Tx1, un péptido de 28 aminoacidos
derivado del veneno del alacran T. trivittatus que actGa como bloqueador de canales de

potasio dependientes de voltaje.

El arreglo tridimensional de la toxina Tx1 nativa fue establecido a partir de la obtencion de
la estructura de la toxina recombinante; para ello fue necesario definir las condiciones
Optimas para la biosintesis mediante la expresion heterologa en E. coli, y aplicar los métodos

mas adecuados para la purificacion y la caracterizacion de esta molécula.

El andlisis de la estructura de Tx1 permiti¢ identificar por primera vez el motivo del
plegamiento de hélices alfa antiparalelas unidas por tres puentes disulfuro, en toxinas
derivadas del veneno de alacran. La evidencia espectroscopica y las estructuras calculadas a
partir de dinamicas de angulos de torsion revelaron que la conectividad entre cisteinas
presenta un patron C1-C5, C2-C4, C3-C6 que unicamente habia sido identificada en una
toxina producida en el veneno de anémona. Este plegamiento fue corroborado al determinar
la estructura tridimensional de la toxina Tsl6 recombinante, una toxina cuya secuencia
guarda una identidad del 89% con la Tx1 y que fue identificada como componente del

veneno del alacran T. serrulatus.

Las evaluaciones electrofisioldgicas realizadas en los canales ionicos Shaker, hKv1l.2 y
hKv1.3, mostraron que a una concentracion de 200 uM la toxina Tx1 recombinante provoca
la disminucion de las corrientes de potasio en porcentajes del 88.7 +9.9, 75+ 7.1y 82+ 5.7 %,
respectivamente. Por otra parte, las pruebas de citotoxicidad realizadas en macréfagos
murinos, sugieren que en estas células debe existir un receptor especifico para esta
molécula, que atin no ha sido identificado, cuya funcion sea abatida a concentraciones por
debajo de 50 pM, ya que a esta concentracién la toxina Tx1 recombinante fue capaz de

inhibir al 100% el crecimiento celular.

Durante la biosintesis de la proteina Tx1 recombinante fue obtenida como subproducto de la
reaccion una molécula con la misma secuencia primaria, llamada informalmente rTx1p2. La

caracterizacion estructural de esta molécula demostré que conserva el plegamiento de
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hélices alfa antiparalelas estabilizadas por puentes disulfuro pero presenta un arreglo
tridimensional distinto y una conectividad entre cisteinas que es sumamente inusual; C1-C6,
C2-C5, C3-C4. La evaluacion bioldgica (con actividad nula frente a los canales Shaker, hKv1.2
y hKv1.3 a 200 uM, pero con inhibicién del crecimiento celular de macréfagos murinos del
41.5 #9.6% a 50 uM) y analisis de la estructura de rTx1p2 permitié proponer que la region de
Tx1 que estd involucrada en el bloqueo del poro del canal se ubica en la region conformada

por la segunda hélice alfa y el extremo C-terminal.

Adicionalmente, este estudio demostrd que la clasificacion de las toxinas de acuerdo con la
nomenclatura mundialmente adoptada para toxinas bloqueadoras de canales de potasio,
debe corroborarse con la determinacion de la estructura tridimensional y la evidencia
experimental de la conectividad entre cisteinas. Por lo que si estos estudios no pueden ser
realizados de forma paralela, es conveniente adoptar un sistema de clasificacion que no esté
en funcion de las variables que se desconocen. En el caso de Tx1 el nombre sistematico que
se le asignd fue k-BUTX-Tt-2b (con codigos 2LI3 y 17876 en el Protein Data Bank y en el
Biomolecular Magnetic Resonance Bank, respectivamente), siguiendo la nomenclatura

propuesta por King et al.
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9. ANEXOS

A. 1. Patrones COSY y TOCSY de los 20 aminoacidos mdas comunes. Tomados de www.bp.uni-bayreuth.de/NMR/nmr_aminotocsy.html.
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A.2. Propiedades fisicoquimicas de Tx1 calculadas con la herramienta ProtParam de ExPASy.

10 20

30

GSGCMPEYCA GQCRGKVSQD YCLKNCRCIR

Numero de aminoacidos: 30
Peso molecular: 3329.8
pI tedbrico: 8.66

Composicién de aminoacidos:
Ala 1 3.3%

Arg 3 10.0%
Asn 1 3.3%
Asp 1 3.3%
Cys 6 20.0%
Gln 2 6.7%
Glu 1 3.3%
Gly 4 13.3%
His O 0.0%
Ile 1 3.3%

Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

R NOONREFEORDNE

o o° oe

o

o o oe

o

W oy O OO0y wO Wwo Ww
W J OO JWwo WwJw
o

o°

Numero total de residues cargados negativamente (Asp + Glu): 2
Numero total de residues cargados positivamente (Arg + Lys): 5

Composicién atdémica:

Carbono C 133
Hidrdégeno H 218
Nitrdgeno N 44

Férmula: C133H218N4404559
Numero total de atomos: 444

Coeficientes de extinciédn:

La proteina no contiene residuos Trp,
calculado puede presentar un error de mas del 10%.
coeficiente de extincién son M cm

Coef. de extincidédn 3355
Abs 0.1% (=1 g/1) 1.008,
formando cistinas.

Coef. de extincidédn 2980
Abs 0.1% (=1 g/1) 0.895,
reducidos.

Estimacién de vida media:

La vida media estimada es:

indice de inestabilidad:

El indice de insestabilidad

Oxigeno O
Azufre S

por lo que el coeficiente de extincidn

Las unidades del

medido en agua a 280 nm.

asumiendo que todos los pares de Cys estéan

asumiendo que todos los residuos de Cys estéan

30 horas
>20 hours
>10 hours

(reticulocitos de mamifero, in vitro).

(levadura, in vivo).
(E. coli, in vivo).

(II) calculado es 45.44.
Esto clasifica a la proteina como inestable
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A.3. Evaluacién de la funcionalidad del canal hKv1.2 mediante la adicién de compuestos que actian como bloqueadores del poro.

hKv1.2 Control Adicion Lavado
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\ \\l
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A.4. Estadisticas generadas por CYANA del cédlculo de la estructura de Txl Nativa con

restricciones de puentes disulfuro C1-C5,

Programa
Tiempo de computadora (Labné)

Ciclo

Picos:
seleccionados
asignados
sin asignar
con asignacidén en la diagonal

Picos fuera de la diagonal:
con asignacidén fuera de la diagonal
con asignacidén Unica
con asig. de corto alcance |i-j|<=1
con asig. de medio alcance 1<|i-7J]|<5
con asig. de largo alcance [i-7[>=5

Comparacidén con la asignacidén de referencia:

Picos fuera de la diagonal
con asignacidén idéntica
con asignacidédn compatible
con asignacidén incompatible
con asingacidén adicional a la ref.
con asignacidén adicional
Limite de distancias maximas:
total
corto alcance, |i-jI<=1
medio alcance, 1<|i-7j]|<5
largo alcance, |i-3[>=5
Asignaciones promedio/restriccidn

Valor promedio de la funcidén objetivo

RMSD (residuos 3..30):
RMSD promedio de la cadena principal

RMSD promedio de la cadena principal y

cadenas laterales

C2-C4 y C3-C6.

CYANA 2.1
94.93 min

653
602

51
126

476
358
432
19
25

487
351
457

30
19

223
185
26
12
1.63

(intel)
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653
620

33
126

494
423
445
21
28

487
403
472

12
19

223
188
23
12
.32

.12

.60

.47

653
615

38
126

489
430
443
21
25

487
410
467

16
18

219
186
15
18
.13

.88

.81

.76

653
617

36
126

491
442
442
21
28

487
421
467

16
20

214
178
15
21
.10

.27

.65

.57

653
621

32
126

495
450
443
24
28

487
426
469

12
20

213
175
17
21
1.09

653
619

34
126

493
451
441
24
28

487
427
468

14
20

212
174
17
21
1.09

653
619

35
126

492
452
440
24
28

487
427
466

15
20

218
174
19
25
1.00

232
185
21
26
.00

.01

.24

.94



A.5. Estadisticas generadas por CYANA del cédlculo de la estructura de rTxlpl sin restricciones
de puentes disulfuro.

Programa : CYANA 2.1 (intel)
Tiempo de computadora (Sacbé) : 53.72 min
Ciclo : 1 2 3 4 5 6 7
Picos:
seleccionados : 820 820 820 820 820 820 820
asignados : 752 767 762 765 767 766 764
sin asignar : 68 53 58 55 53 54 56
con asignacidén en la diagonal : 122 122 122 122 122 122 122
Picos fuera de la diagonal:
con asignacidén fuera de la diagonal : 630 645 640 643 645 644 642
con asignacidén Unica : 337 518 541 570 581 589 589
con asig. de corto alcance |i-j|<=1 : 484 488 487 484 482 482 480
con asig. de medio alcance 1<|i-7J]|<5 : 68 70 65 69 71 71 70
con asig. de largo alcance [i-3[>=5 : 78 87 88 90 92 91 92
Comparacidén con la asignacidén de referencia:
Picos fuera de la diagonal : 586 586 586 586 586 586 586
con asignacidén idéntica : 319 458 473 490 493 499 498
con asignacidén compatible : 564 560 555 551 547 542 540
con asignacidén incompatible : 0 5 7 13 16 20 20
con asingacidén adicional a la ref. : 23 22 25 23 24 25 27
con asignacidén adicional : 66 80 78 79 82 82 82
Limite de distancias maximas:
total : 370 358 352 353 353 354 368 368
corto alcance, |i-jI<=1 : 248 229 2277 223 218 220 217 217
medio alcance, 1<|i-3j]|<5 : 91 97 57 6l 64 63 70 69
largo alcance, [i-j|>=5 : 31 32 68 69 71 71 81 82
Asignaciones promedio/restriccidn : 2.48 1.67 1.17 1.13 1.10 1.09 1.00 1.00
Valor promedio de la funcidén objetivo : 2.52 2.58 3.56 0.64 0.04 0.02 0.02 0.01

RMSD (residuos 3..30):

RMSD promedio de la cadena principal : 1.92 2.05 0.76 0.64 0.61 0.59 0.56 0.42
RMSD promedio de la cadena principal vy
cadenas laterales : 2.54 2.59 1.40 1.38 1.32 1.20 1.11 1.08
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A.6. Estadisticas generadas por CYANA del cédlculo de la estructura de rTxlpl con restricciones
de puentes disulfuro Cl-C4, C2-C5 y C3-Cé6.

Programa : CYANA 2.1 (intel)
Tiempo de computadora (Sacbé) : 77.12 min
Ciclo : 1 2 3 4 5 6 7
Picos:
seleccionados : 803 803 803 803 803 803 803
asignados : 725 747 726 731 730 728 727
sin asignar : 78 56 77 72 73 75 76
con asignacidén en la diagonal : 122 122 122 122 122 122 122
Picos fuera de la diagonal:
con asignacidén fuera de la diagonal : 603 625 604 609 608 606 605
con asignacidén Unica : 331 517 526 546 557 560 562
con asig. de corto alcance |i-j|<=1 : 477 482 480 477 474 475 472
con asig. de medio alcance 1<|i-7J]|<5 : 59 ol 56 56 56 55 55
con asig. de largo alcance |i-3[>=5 : 67 82 68 76 78 76 78
Comparacidén con la asignacidédn de referencia:
Picos fuera de la diagonal : 549 549 549 549 549 549 549
con asignacidén idéntica : 309 445 455 467 477 478 478
con asignacidén compatible : 528 534 519 519 520 516 513
con asignacidén incompatible : 0 2 6 10 9 11 13
con asingacidén adicional a la ref. : 22 14 25 21 21 23 24
con asignacidén adicional : 75 89 79 80 79 79 79
Limite de distancias maximas:
total : 347 339 327 328 329 329 340 342
corto alcance, [i-jl<=1 : 242 222 222 218 217 219 218 221
medio alcance, 1<|i-j]|<5 : 80 84 49 50 50 50 55 55
largo alcance, [i-j|>=5 : 25 33 56 60 62 60 67 66
Asignaciones promedio/restriccidn : 2.42 1.61 1.13 1.11 1.09 1.09 1.00 1.00
Valor promedio de la funcidn objetivo : 6.24 3.64 4.91 0.57 0.32 0.10 0.14 0.08
RMSD (residuos 3..30):
RMSD promedio de la cadena principal : 1.91 0.90 0.69 0.52 0.53 0.53 0.46 0.52
RMSD promedio de la cadena principal y
cadenas laterales : 2.64 1.57 1.34 1.22 1.32 1.28 1.12 1.19
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A.7. Estadisticas generadas por CYANA del cédlculo de la estructura de rTxlpl con restricciones
de puentes disulfuro Cl1-C5, C2-C4, C3-Ce6.

Programa : CYANA 2.1 (intel)
Tiempo de computadora (Sacbé) : 76.57 min
Ciclo : 1 2 3 4 5 6 7
Picos:
seleccionados : 803 803 803 803 803 803 803
asignados : 725 754 753 752 752 752 753
sin asignar : 78 49 50 51 51 51 50
con asignacidén en la diagonal : 122 122 122 122 122 122 122
Picos fuera de la diagonal
con asignacidén fuera de la diagonal : 603 632 631 630 630 630 631
con asignacidén Unica : 331 529 554 558 577 589 588
con asig. de corto alcance |i-j|<=1 : 477 482 481 479 477 474 475
con asig. de medio alcance 1<|i-7J]|<5 : 59 63 59 63 65 65 06
con asig. de largo alcance |i-3[>=5 : 67 87 91 88 88 91 90
Comparacidén con la asignacidén de referencia:
Picos fuera de la diagonal : 549 549 549 549 549 549 549
con asignacidén idéntica : 309 449 466 470 482 486 487
con asignacidén compatible : 528 533 531 528 525 518 520
con asignacidédn incompatible : 0 5 7 9 11 18 17
con asignacidédn adicional a la ref. : 22 12 12 13 14 14 13
con asignacidén adicional : 75 94 93 93 94 94 94
Restricciones de distancia méxima:
total : 347 350 346 347 345 344 362 365
corto alcance, [i-jl<=1 : 242 225 222 222 219 216 219 223
medio alcance, 1<|i-7j]|<5 : 80 88 53 57 58 58 65 04
largo alcance, [i-j|>=5 : 25 37 71 68 68 70 78 78
Asignaciones promedio/restriccidn : 2.42 1.61 1.13 1.13 1.10 1.07 1.00 1.00
Valor promedio de la funcidén objetivo : 2.37 1.91 3.16 0.16 0.03 0.03 0.01 0.01
RMSD (residuos 3..30):
RMSD promedio de la cadena principal : 1.07 0.75 0.64 0.50 0.47 0.45 0.33 0.39
RMSD promedio de la cadena principal y
cadenas laterales : 1.83 1.47 1.32 1.31 1.31 1.21 0.99 1.01
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A. 8.Estadisticas generadas por CYANA del cédlculo de la estructura de rTxlp2 sin restricciones
de puentes disulfuro.

Programa : CYANA 2.1 (intel)

Tiempo de computadora (Sacbé) : 56.68 min

Ciclo : 1 2 3 4 5 6 7

Picos:
seleccionados : 820 820 820 820 820 820 820
asignados : 788 809 805 806 806 807 805
sin asignar : 32 11 15 14 14 13 15
con asignacidén en la diagonal : 15 15 15 15 15 15 15

Picos fuera de la diagonal:
con asignacién fuera de la diagonal : 773 794 790 791 791 792 790
con asignacidén tnica : 492 701 746 753 762 767 769
con asig. de corto alcance |i-j|<=1 : 011 610 004 602 600 600 598
con asig. de medio alcance 1<|i-3|<5 : 81 90 85 89 90 89 89
con asig. de largo alcance [i-7|>=5 : 81 94 101 100 101 103 103

Comparacidén con la asignacidén de referencia:

Picos fuera de la diagonal : 708 708 708 708 708 708 708
con asignacidén idéntica : 445 615 645 646 653 656 658
con asignacidén compatible : 684 690 682 679 678 678 677
con asignacidén incompatible : 2 11 16 20 21 22 22
con asingacidén adicional a la ref. : 21 6 9 8 8 7 8
con asignacidén adicional : 87 93 92 92 92 92 91
Limite de distancias maximas:
total : 407 407 404 402 401 404 413 437
corto alcance, |i-jI<=1 : 271 254 248 242 241 242 243 270
medio alcance, 1<|i-7j]|<5 : 107 117 76 80 81 81 85 87
largo alcance, [i-j|>=5 : 29 36 80 80 79 81 85 80
Asignaciones promedio/restriccidn : 2.16 1.53 1.07 1.04 1.03 1.03 1.00 1.00
Valor promedio de la funcidén objetivo : 1.32 1.50 2.84 0.26 0.16 0.16 0.16 0.16

RMSD (residuos 3..30):

RMSD promedio de la cadena principal : 1.15 1.11 0.40 0.34 0.35 0.36 0.26 0.37
RMSD promedio de la cadena principal y
cadenas laterales : 1.67 1.51 0.86 0.84 0.83 0.89 0.82 0.87
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A. 9. Estadisticas generadas por CYANA del cédlculo de la estructura de rTxlp2 considerando los
puentes disulfuro Cl1-C4, C2-C5 y C3-Ce6.

Programa : CYANA 2.1 (intel)

Tiempo de computadora (Sacbé) : 52.35 min

Ciclo : 1 2 3 4 5 6 7

Picos:
seleccionados : 894 894 894 894 894 894 894
asignados : 845 847 837 839 837 836 834
sin asignar : 49 47 57 55 57 58 60
con asignacidén en la diagonal : 132 132 132 132 132 132 132

Picos fuera de la diagonal:
con asignacién fuera de la diagonal : 713 715 705 707 705 704 702
con asignacidén tnica : 314 564 589 601 621 629 628
con asig. de corto alcance |i-j|<=1 : 620 621 613 612 0l1l 011l 608
con asig. de medio alcance 1<|i-3|<5 : 80 76 73 75 71 72 71
con asig. de largo alcance [i-7|>=5 : 13 18 19 20 23 21 23

Comparacidén con la asignacidén de referencia:

Picos fuera de la diagonal : 692 692 692 692 692 692 692
con asignacidén idéntica : 297 506 528 536 552 560 556
con asignacidén compatible : 663 646 632 630 628 626 622
con asignacidén incompatible : 2 21 25 29 30 31 33
con asingacidén adicional a la ref. : 27 25 35 33 34 35 37
con asignacidén adicional : 48 48 48 48 47 47 47
Limite de distancias maximas:
total : 331 305 300 299 296 293 296 306
corto alcance, |i-jI<=1 : 254 228 225 224 221 218 209 216
medio alcance, 1<|i-7j]|<5 : 76 77 6l 6l 59 60 69 70
largo alcance, [i-j|>=5 : 1 0 14 14 16 15 18 20
Asignaciones promedio/restriccidn : 2.62 1.58 1.17 1.17 1.11 1.10 1.00 1.00
Valor promedio de la funcidén objetivo : 4.37 2.78 4.48 0.90 0.55 0.45 0.39 0.25

RMSD (residuos 3..30):

RMSD promedio de la cadena principal : 2.70 1.92 0.80 0.91 1.12 0.96 0.95 0.75
RMSD promedio de la cadena principal y
cadenas laterales : 3.57 2.79 1.50 1.70 1.95 1.77 1.74 1.53
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A.10. Estadisticas generadas por CYANA del cédlculo de la estructura de rTxlp2 considerando los
puentes disulfuro Cl1-C6, C2-C5 y C3-C4.

Programa : CYANA 2.1 (intel)

Tiempo de computadora (Sacbé) : 51.23 min

Ciclo : 1 2 3 4 5 6 7

Picos:
seleccionados : 894 894 894 894 894 894 894
asignados : 845 853 841 842 841 842 841
sin asignar : 49 41 53 52 53 52 53
con asignacidén en la diagonal : 132 132 132 132 132 132 132

Picos fuera de la diagonal:
con asignacidén fuera de la diagonal : 713 721 709 710 709 710 709
con asignacidén Unica : 313 568 595 609 623 633 633
con asig. de corto alcance |i-j|<=1 : 620 621 614 614 613 612 613
con asig. de medio alcance 1<|i-7J]|<5 : 80 82 74 76 76 76 75
con asig. de largo alcance [i-7[>=5 : 13 18 21 20 20 22 21

Comparacidén con la asignacidén de referencia:

Picos fuera de la diagonal : 692 692 692 692 692 692 692
con asignacidén idéntica : 296 505 523 536 544 549 551
con asignacidén compatible : 663 644 628 626 621 618 619
con asignacidén incompatible : 2 26 31 34 38 42 40
con asingacidén adicional a la ref. : 27 22 33 32 33 32 33
con asignacidén adicional : 48 51 50 50 50 50 50
Limite de distancias méximas:
total : 331 311 299 297 296 297 300 308
corto alcance, |i-jI<=1 : 254 229 225 222 221 219 215 223
medio alcance, 1<|i-31<5 : 76 80 60 62 62 63 o7 o7
largo alcance, |i-3|>=5 : 1 2 14 13 13 15 18 18
Asignaciones promedio/restriccién : 2.63 1.56 1.17 1.16 1.12 1.11 1.00 1.00
Valor promedio de la funcidn objetivo : 3.67 3.72 3.55 0.61 0.25 0.25 0.21 0.04

RMSD (residuos 3..30):

RMSD promedio de la cadena principal : 2.39 1.58 1.23 0.97 0.88 0.96 0.94 0.63
RMSD promedio de la cadena principal vy
cadenas laterales : 3.31 2.45 1.84 1.73 1.53 1.65 1.68 1.24
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A. 11.

formacién del puente disulfuro C2-C5.

Programa
Tiempo de computadora (Sacbé)

Ciclo

Picos:

seleccionados
asignados

sin
con
Picos
con
con
con
con
con

Comparacidén con la asignacidén de referencia:

asignar

asignacién en la diagonal

fuera de la diagonal:

asignacién fuera de la diagonal

asignacidén unica

asig. de corto alcance |i-j[|<=1

asig. de medio alcance 1<|i-3j[|<5
asig. de largo alcance |i-j|>=5

Picos fuera de la diagonal

con
con
con
con
con

asignacién idéntica
asignacidén compatible
asignacidén incompatible
asingacién adicional a la ref.
asignacién adicional

Limite de distancias maximas:
total
corto alcance, |i-jI<=1
medio alcance, 1<|i-3j]|<5
largo alcance, |i-3[>=5
Asignaciones promedio/restriccidn

Valor promedio de la funcidén objetivo

RMSD (residuos 3..30):

RMSD promedio de la cadena principal

RMSD promedio de la cadena principal y
cadenas laterales

CYANA 2.1
51.77 min

1

894
846

48
132

714
312
620
81
13

692
296
664

26
48

334
256
77

2.65

(intel)
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2

894
849

45
132

717
564
620
81
16

692
505
641
28
23
48

305
227

78
.57

.80

.81

.81

894
839

55
132

707
589
613
77
17

692
525
631
30
31
46

301
226
64
11
.17

.20

.78

.60

894
841

53
132

709
599
613
79
17

692
534
629
34
29
46

299
224
64
11
.17

.38

.13

.07

894
838

56
132

706
609
613
74
19

692
543
625
36
31
45

295
222
61
12
.15

.68

.70

.47

894
838

56
132

706
625
613
73
20

692
553
620
41
31
45

293
219
61
13
11

.52

.88

.73

894
834

60
132

702
627
612
70
20

692
557
621
38
33
43

300
214
67
19
1.00

Estadisticas generadas por CYANA del calculo de la estructura derTxlp2 considerando la

317
231
67
19
.00

.14

.37

.18



A. 12. Estadisticas generadas por CYANA del calculo de la estructura de Tsl6 sin restricciones
de puentes disulfuro.

Programa : CYANA 2.1 (intel)
Tiempo de computadora (Sacbé) : 56.68 min
Ciclo : 1 2 3 4 5 6 7
Picos:
seleccionados : 820 820 820 820 820 820 820
asignados : 788 809 805 806 806 807 805
sin asignar : 32 11 15 14 14 13 15
con asignacidén en la diagonal : 15 15 15 15 15 15 15
Picos fuera de la diagonal:
con asignacidén fuera de la diagonal : 773 794 790 791 791 792 790
con asignacidén Unica : 492 701 746 753 762 767 769
con asig. de corto alcance |i-j|<=1 : 611 610 604 602 600 600 598
con asig. de medio alcance 1<|i-7J]|<5 : 81 90 85 89 90 89 89
con asig. de largo alcance [i-7[>=5 : 81 94 101 100 101 103 103
Comparacidén con la asignacidén de referencia:
Picos fuera de la diagonal : 708 708 708 708 708 708 708
con asignacidén idéntica : 445 615 645 646 653 656 658
con asignacidén compatible : 684 690 682 679 678 678 677
con asignacidédn incompatible : 2 11 16 20 21 22 22
con asingacidén adicional a la ref. : 21 6 9 8 8 7 8
con asignacidén adicional : 87 93 92 92 92 92 91
Limite de distancias maximas:
total : 407 407 404 402 401 404 413 437
corto alcance, [i-jl<=1 : 271 254 248 242 241 242 243 270
medio alcance, 1<|i-7j]|<5 : 107 117 76 80 81 81 85 87
largo alcance, [i-j|>=5 : 29 36 80 80 79 81 85 80
Asignaciones promedio/restriccidn : 2.16 1.53 1.07 1.04 1.03 1.03 1.00 1.00
Valor promedio de la funcidén objetivo : 1.32 1.50 2.84 0.26 0.16 0.16 0.16 0.16

RMSD (residuos 3..30):

RMSD promedio de la cadena principal : 1.15 1.11 0.40 0.34 0.35 0.36 0.26 0.37
RMSD promedio de la cadena principal y
cadenas laterales : 1.67 1.51 0.86 0.84 0.83 0.89 0.82 0.87
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A.13 Estadisticas generadas por CYANA del cédlculo de la estructura de Tsl6 con restricciones

de puentes disulfuro Cl1-C4, C2-C5, C3-Ce6.

Programa
Tiempo de computadora (Sacbé)

Ciclo

Picos:

seleccionados
asignados

sin
con
Cross
Picos
con
con
con
con
con

Comparacidén con la asignacidédn de referencia:

asignar

asignacién en la diagonal

peaks:

fuera de la diagonal:

asignacidén fuera de la diagonal

asignacidén Utnica

asig. de corto alcance |i-j|<=1

asig. de medio alcance 1<|i-j|<5
asig. de largo alcance |i-j|>=5

Picos fuera de la diagonal

con
con
con
con
con

asignacién idéntica
asignacidén compatible
asignacidén incompatible
asingacién adicional a la ref.
asignacién adicional

Limite de distancias maximas:
total
corto alcance, |i-jI<=1
medio alcance, 1<|i-3j]|<5
largo alcance, |i-3[>=5
Asignaciones promedio/restriccidn

Valor

promedio de la funcidén objetivo

RMSD (residuos 3..30):
RMSD promedio de la cadena principal
RMSD promedio de la cadena principal vy
cadenas laterales

CYANA 2.1
55.42 min

820
787
33
15

772
496
610
81
81

708
448
683

22
87

407
270
106

31
.15
.92
.27

.85

(intel)

820
810
10
15

795
714
608
91
96

708
626
694

92

409
253
120
36
1.55

[101]

820
801
19
15

786
744
602

82
102

708
637
673
21
13
92

399
247
72
80
1.06

820
799
21
15

784
749
599

81
104

708
641
670
22
15
92

398
245

71

82
.05
.05
.31

.84

820
799
21
15

784
763
597

80
107

708
649
666
26
15
92

395
242

71

82
.03
.72
.33

.85

820
799
21
15

784
764
597

79
108

708
650
668
24
15
92

394
241

70

83
.02
.57
.26

.83

820
798
22
15

783
763
597

78
108

708
651
668
23
16
92

403
240

77

86
.00
.41
.21

.80

419
258
74
87
.00

.38

.25

.83



A. 14. Estadisticas generadas por CYANA del calculo de la estructura de Tsl6 con restricciones
de puentes disulfuro Cl1-C5, C2-C4 y C3-Cé6.

Programa : CYANA 2.1 (intel)
Tiempo de computadora (Sacbé) : 55.75 min
Ciclo : 1 2 3 4 5 6 7
Picos:
seleccionados : 820 820 820 820 820 820 820
asignados : 787 812 808 810 807 809 809
sin asignar : 33 8 12 10 13 11 11
con asignacidén en la diagonal : 15 15 15 15 15 15 15
Picos fuera de la diagonal:
con asignacidén fuera de la diagonal : 772 797 793 795 792 794 794
con asignacidén Unica : 496 706 747 747 762 766 768
con asig. de corto alcance |i-j|<=1 : 610 607 602 602 595 596 594
con asig. de medio alcance 1<|i-7J]|<5 : 81 90 90 90 91 92 92
con asig. de largo alcance [i-7[>=5 : 81 100 101 103 106 106 108
Comparacidén con la asignacidén de referencia:
Picos fuera de la diagonal : 708 708 708 708 708 708 708
con asignacidédn idéntica : 448 620 649 647 659 664 664
con asignacidén compatible : 683 696 687 689 686 688 685
con asignacidén incompatible : 2 8 14 14 15 14 17
con asingacidén adicional a la ref. : 22 3 6 4 6 5 5
con asignacidén adicional : 87 93 92 92 91 92 92
Limite de distancias maximas:
total : 407 409 406 404 404 405 412 421
corto alcance, [i-jl<=1 : 270 252 246 244 239 240 237 251
medio alcance, 1<|i-7j]|<5 : 106 121 80 80 82 83 86 85
largo alcance, [i-j|>=5 : 31 36 80 80 83 82 89 85
Asignaciones promedio/restriccidn : 2.15 1.54 1.07 1.06 1.04 1.03 1.00 1.00
Valor promedio de la funcidén objetivo : 1.15 2.57 4.10 0.36 0.21 0.20 0.19 0.17

RMSD (residuos 3..30):

RMSD promedio de la cadena principal : 0.84 0.74 0.36 0.37 0.38 0.36 0.31 0.35
RMSD promedio de la cadena principal y
cadenas laterales : 1.45 1.28 1.05 1.03 1.07 1.03 1.03 1.00
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10. PUBLICACIONES
Los resultados del trabajo de investigacion desarrollado fueron publicados en:

i.  Saucedo et al. (2012) New tricks of an old pattern. Structural versatility of scorpion toxins
with common cysteine spacing. J. Biol. Chem. 287: 12321-12330.

ii.  Saucedo, del Rio et al. (2012) Solution structure of native and recombinant expressed
toxin CsslI from the venom of the scorpion Centruroides suffusus suffusus, and their
effects on Nav1.5 Sodium channels. Biochim. Biophys. Acta 1824: 478-487.

Adicionalmente, el reporte de la estructura y actividad bioldgica de la pseudo toxina rTx1p2 se
encuentra en preparacion, por lo que en breve serd enviado a una revista de circulacion

internacional.
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ing an unexpected structural versatility of these small disulfide-
rich proteins. Acknowledgment of such wversatility is impertant
to understand how venom structural complexity emerged on a
limited number of mel ecular scaffolds.

Scorpion venomns are complex mixtures of biomalecules,
products of millions years of evelution (1, 2). Veneoms contain,
ameng others components, p-:ptid: texins c.:Lpubl: of interact-
ing specifically with petassium, sedium, and calcium channels
(3 -5). These toxic peptides have contributed conziderably to
the understanding of the structure and functiomal mechanizim
of the ion channels (8). Sone of theinare considered good can-
didates for the design and development of new dnugs (7],
Jlthoug,h the number of structural and functional Jrul]'s:s of
these peptides is still limnited (3).

Potazsiumn channels blocker toxins (KTx)® can be clazzified
into four subfamilies accordingly to the accepted nomencla-
ture: ¢, B, 7, and K (9, 10). @-KTx are peptides of 2343 amino
acids stabilized by three to four disulfide bonds, twe of which
are strictly conzerved and link an w-helix and one strand of a
B-sheet within the so-called cystine-stabilized /8 seaffold
(CSw/B), the tnost commimen ameng scorpion toxins (10, 11).
B-KTx toxins, known as “long chain," are three disulfide-
bridged peptide: with ~80 amino acids that alzo contain the
cysteine pattern of peptides adopting the CSw/B scaffold,
although no structure is available yet (12). v-KTxs are bl ackers
of the ctlier-d-go-go-related gene fumily of K* channels; they
are 35 —47 arninoacidslongwith three ar four disulfide bridges,

“The abbreviations used are: KTx, K* channeltoxin; He hydrogen in @ posi-
tion; HE. hydrogen in @ posdtion: HM, amide proton; FMSDL root mean
square deviation; £5, cystine-ctabilzed.
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whichalso adopt the CSw/B scaffeld (13). The last and sinallest
farnily, the k-KTxs, displays purely helical structure stabilized
by two disulfide bridges and fold inte an ¢-hairpin fold known
as CSu/ o (eystine -stabilized helix-loop-helix) (11, 14-17). Pep-
tides belonging to this famnily have been iselated from anly twe
scorpion genem: Helerometrus (14, 15) and Opisthacanthus
(16, 17). k-KTxs are relatively poor blockers of K* channels,
despite presznee of the typical functional dyad, Tyr and Lys,
inpertant for other activity of the toxin (3). It is still neither
clear whether members of the k-KTx Bunily might all werk
thraugh the zamme inechanizin en potassium channels (18, 17),
nor whether K channels are indeed their cognate receptors. In
part this may be due to the lack of structural and functional
characterization of peptides in this fmily.

This werk describes the native isolation, recombinant pro-
duction and structural characterization of a newly identified 22
amino add K channel-blocking peptide from Tityus trivitta-
tusvenoin, mined K-buthitoxin-Tt2k, k-BUTX-Tt2b for short,
following the nomenclature propesal of King ot af (13). The
sequence shows high identity with peptides classified within
the @-KTx subfunily 20 (19), including the six cysteines of the
sequence signature of the CSu/f scaffold. Unexpectedly, the
peptide adopts a CSa/ wleld inselution. The saine averall strue-
ture was deternined for a recainbinant version of another pep-
tide from Tityus serrulatus cassified within the same subfmily
(UniProt P35271, T:16 in Ref 46). Peptides of the w-Kitx sub-
farnily 20 were assuined to adept the conventional CSw/@ seaf-
fold on the basis of their cominen cysteine spacing. However,
both k-BUTX-Tt2b and T:16 adopt an unexpe cted fold even if
sharing the cysteine pattern of conventional C3w/B peptides,
thus offering new insights on the structural versatility of scor-
pien venomn peptides. A cknowled ging this versatility is imper-
tant if the full potential of animal venemns as natural peptide
libraries is to be realized.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Purification and 5e quence Determin ation of the Nowel Peptide

Venomn from the scorpion Tityus trivitattus collected in the
Provines of Santa Fe, Argentina, was obtained by electrieal
stimulation and separated as earlier described (20). Only two
steps of HPLC fractionation were necessary to obtain the pure
peptide under study. An analytical C13 peverse phase column
(Vydae, Hisperia) was used with a linear gradient fromn selvent
A (water in 0.12% TFA, Sigma-Aldrich; all of the chernicals
were purchased fram this company, unless otherwise specified)
to 80% solvent B (acetonitrile in 0.10% TFA), run feor 60 min.
The second separation used the same systemn with a gadient
from 10 te 35% solvent B, run for 45 min. The amine acid
sequence deterimination of the pure peptide was obtained using
auternatic Edinan de gradati on with a Beckiman LF 3000 protein
sequencer, and M3 imeasurements were obtained with an ion-
trap equipment from Finnigan LCQY® as earlier described
(20). The peptide was mamed x-buthitexin-Tt2b.

Disulfide Bridge Determination

Pure peptide (12 pg) was digested with tesylphenylalanyl
chloroinethyl ketone-trypsin and endopeptidase V& from
Staplylacoccus aurcus (Roche Applied Science). Initially, 1 pg
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of trypsin was added in presence ofan armmenium bicarbonate
butfer (pH 8) and hydrel yzed for 5 h; then the end ope ptidase Va
(1 pg) was added, and the reaction was incubated for 12 h at
36°C. The peptides were separated using the zaine HPLC con-
ditions used initially for the whele venoin (see above) and

s=quenced.

Design and Cloning of the Synthetic s-BUTX-Tt2b Gene

The k-BUTX-Tt2b synthetic gene coding for the peptide was
ass=mbled based on the amnine acd sequence obtained and
optiinized for Esclicriclia coli codon usage. The x-BUTX-Tt2b
gene (see supplemental data Fig. SM1) was coned inte the
expression vector pET32a (Novagen). The resulting plasinid
pET32-k-BUTX-Tt2bwas confirimed by DNA s=quencing. The
T:l6 synthetic gene used was based on the k-BUTX-Tt2b gene
(s=quence available in suppleinental data Fig. SM1).

Protein Expression

Becambinant-g-BUTX-Tt2b protein was oversxpressed in
tuner E colf ezlls (Movagen) transforimed with the expression
vector pET32-5-BUTX-Tt2b. LB medium supplemented with
amnpicillin was used to grown cells at 37 °C. Protein expression
was induced at an 4 o0 between 0.7-0.2 with isopropyl thia-B-
galactopyraneside 0.5 nst. The cells were incubated for & h at
30°C and harvested by centrifugation.

Recombinant Protein Purification

For k-BUTH-Tt2b, the czll pellets were resuspended in lysis
butfer (150 ma NaCl, 0.1 tng/inl lisezyine, 50 st Tris/HCL, pH
3) and senicated using (Misenix Sonicator 3000). The soluble
fraction was separated by centrifugation at 32,000 * g for 30
min at 4°C. Becombinant His,-tagged fusion texin (203 kDa)
was purified by metal-chelate affinity chromategraphy usinga
HiTrap Mi** columnn (GE Healtheare) and eluted with twa cal-
wnn velumes of eluti on butfer (50 mu Tris/HCL, pH 2, 150
MaCl, 500 mnu imidazele). Thremmbin was used to release the
#-BUTX-Tt2b = comnbinant texin from the M tenninus thiore-
dexin fusion protein. Cleavage reaction was perforined for& h
at 13 °C accordingto the manufacturer’s instructions. A second
round of iselation by metal-chelate affinity chromategraphy
was required to remeve K-BUTX-Tt2k fromn cleavage reaction
subproducts. Fimal k-BUTX-Tt2b purification was performed
with reverse phase HPLC in a Pro-Star Varian instrument
equipped witha binary gradient salvent systein on a Jupiter C18
calumn (250 tun * 4.6 mun; Phenemenex) using a linear gra-
diznt fram 12 to 30% of water-a cetonitrile run for 30 min (con-
taining 005% TFA) ata flow rate of 1 mml/min.

Protein Characterization

Mass Spectrometry—MALDL-TOF MS ona Bruker Daltonics
Microflex LT equipiment was used to deterininate the melecu-
lar mass of the recombinant proteins. The data were acquired
using the reflector operation inode acquiring 150 shets. The
samnples were prepared with g-cyano-4-hydrexycinnamic acid
ina 1:10 ratie (21).

Electropliysiolagical Measurements—cRNAs for voltage-de-
pendent petassivin channels: Shaker-IR (Shalker channel with
inactivation damain remmeoved) and hKv12 subunits were tran-
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FISURE 1. A venom fractionation. Soluble venom of T frivita rrus was loaded into a C18 reverse phase column and guted from the HP L systernwith a linear
gradient made of s2ohent A (0.12% TFA in water] to solwent B (acetonitrile in ©.10% TFA] run for G0 min. The component eluting at 24 .7 min (@row, w hich
corespondsto 444% of the soluble venom applied. was recovered and loaded into thesame system but rex hed with a linear gradient from 8- 35% so hent
B run for 45 min. From the component marked with an amow. ~7086 was the pure peptide (labeled with asteriskl. B, a zample (~2 nmoll of reduced and
alkylated peptide was used foramino ack sequence determination using automatic sequencing and mass spectromet ry, as desc ribed under " Experimental
Procedures.” The first 27 residues werne unequivocal by determined by Edman degradation. and the last resiue was infermed from the mass spectromety
analysiz. C, zeparation ofenzymatically digested peptide. A zampleof native peptide (18 wal was digested by trypsinand endopeptidaze VEin the conditions
described under ”Biperimental Proced ures” and a pplied to the C18 reverse phaze column. All of the peptideswene Bquenced. The one labeled with an arow

eluted at 23 .0 minwas identified as oo rresponding to the dizufide betweenC1 and C5.

scribed using a inMESSAGE inMACHINE in vitre transerip-
tion kit (Ambion). eRMNA: were injected into Xenopus lasvis
oocytes using 1-2 ng (in 50 nl) of K* -cubunits. Potazsiuim cur-
rents were recorded 2— 4 days after (RNA injection.
Two-clectrode Voltage Clamp—The bath selution was
MND-96: 95 st WaCl, 2t KCL, 1.8t CaCly, 1 e MgCL, 5
invt HEPES, pH 7.4, adjusted with MaOH. Resistance for the
valtage and current electrodes were 1.0-1.5 and 0.3 -0.5 M£,
respectively, when filled with 3 m1 KCl Helding potential was
—80 mV, and pulse protocol was applied from —80 1V to +&0
mV with inerements of 20 mV for 200 ms. Macroscopic cur-
rents were recorded using the CALR high perfonnancs oocyte
clarnp amplifier (Dagan Co.), the Digidata 1440 digitizer, and
the p Clampl0 software (Mole cular Devices). The currents were
filtered at ¥5 of the samnpling frequency (2 kHz). The volune of
waching solutien was ~20 times greater than that of the chain-
ber containing the cocytes. Inhibition was evaluated every
minute until steady state was reached, usually frem 3to 10 min.

Nucle ar Magnetic Resonance Spectroscopy

Sample Prepanition—Mative and recombimant s-BUTX-
Tt2b were prepared at 0.08and 2.3 inM concentrations, respec-
tively, by dizzolving lyophilized protein in 95% H.O, 5% DO
(Camnbridge lsotope Laboratories). The recombinant protein
spectra were obtained at pH 3.5. Mo pH adjustinent was dene
with the native sample. WMB data wererecorded at 25 *Ceonan
300 MHz Varian spectrometer equipped with a HCN indirect
detection probe. TOCSY spectra were recorded with isotropic
mixing time of 75 and 20 ms. NOESY spectra were acquired
using tnixing ties of 150 and 300 ms. The two-dimensional
MMER spectra were conducted usinga scheme of water sup pre:-
sion by gradient-tailored excitation for selvent suppression
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(22). All of the experiments were acquired using 2043 and 1024
complex points in direct and indirect ditnenzions, respe ctively.
T:=l6 recomnbinant protein (fT:16) spectra were recorded ina
500 MHz Varian instrument at 3.0 ma; experiments were
obtained as before.

Data Processing and Analysis—NMRDraw and NMRpipe
software were used for processing data (23), CARALS software
was used for WMER data analysis 24). Semi-autemated assign-
ment and distance geamnetry caleulati ons were perforimed with
CYAMNA 21 (25).

Mole cular Dynamics Refinement

Structure refinement was performed using molecular
dyrmarnics AMBER @ (26) suite with an explicit solvent model.
Lowest CYAMA target function values were used for further
refinement. Molecular dynamies siinulations and the energy
ininitnizations were carried out with the topology and paran-
eters of AMBER-995E foree field. Distance and dihedral angle
constrmints wers used for AMBER alculations following the
imethod proposed by Xia et all (27). Geonetric quality of strue-
tures was assessed using PROCHECK utility in the validation
server of the Protein Data Bank.

RESULTS

K-BUTX-T12b lselation Scquence and Disulfide Deter-
mination—Fig. 14 shows HPLC separation of the soluble
venom from T trivitatius The fnset chows a second HPLC
fractionati on, after selecting only the component eluted at 24.7
min from the first run. The majer com ponent, labeled with an
asterisk (see fnset), wasthe peptide used farthis study (~3.1% of
the zaluble venaom). The ainine acid se quence determination of
this pure peptide gave an unequivecal sequence assignment up
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FIGURE 2. Effect of x-BUTX-Te2b toxin on Shaker-IR (left panel) and Kv1.2 channels (right panell. Macrozcopic K* currents were reconded using two-
electrode voltage-clamp tec hnigue in ND9Gsolution. Currents were elicited by depolarizing the membrane for 200 ms. froma holding potentialof — G0 m o
a puke step of +G0 mV. Puke protooo] was applied at G s each. Traces for control conditions are shown with a black line, and thozein the prezence of
recombinant towin areshow nwitha grayline (afterd minofapphicationat 200 wrmolliter]. The current percentages of blockade forShaker IRand Kv1 2 were
B87 *99and 749 x 7.1 (mean X 5.EL respactively. The inhibition of currents was not fully reversible {not shownl.

to residue number 27 (Fig. 1B). The last ainine acid, Arg in
position 28, was inferred by mass spectrometry deterinination.
The experinental mass determined for the native peptide was
3179.75 Da, ard the thearetical nass expected for the first 27
residues directly determined was 3023.57, leaving a molecular
mass of 15618, which was identified as being that of arginine.
This sequence was deposited in the UniProt Knowledgebase
urder the accession number B3AODLS. Sequence similarity
searches revealed high identity with enly two Tityus sp. venom
peptides: T=16 from T serrulatus (P35271, 35%) and Tt22 froim
T trivittatus (POC133 (18), 65%). Modisulfide pairing for any of
these homelogous peptides has been reported.

Fig. 1C shows the profile of HPLC separation afterenzyinatic
hydralysis. The peptide eluted at 23.0 min was compatible with
a disulfide paring between the first (Cys®) and fifth cysteines
(Cy="*), C1 and C5. The autcmatic s=quencer showed two
amine acid pesidues for the ficst cycles: Gly and Asn. Pesition 2
was ablank, but Met wazinposition3 and Prowas in position 4.
It implies that endopeptidase V2 deaved the peptide bond at
the Glu®, and trypsin dleaved Lys™ and Arg™. The remaining
peptides gave always mere than twe amino acid residues per
cycl: of the sequencer, because the core Fmg_m:nt af p-:ptid.c
after the enzymatic hydrelysis did net allow separating the
ather peptides containing the two rermaining disul ide brid ges.
In thiz way, enly one of the disulfide bridges of the toxin was
directly deterimined.

Fusion Protein Expression end Purification —Most of the
fusion protein was located in the soluble cellular lysate, and it
was efficiently retained by the HiTrap MNi*" colunn with puri-
fication yield of36 ng/liter. Thrombin rec ognizes the se quence
N3XoR/L—GEX, Xy therefore, the preduct of the hydrelysis
reaction is the K-BUTX-Tt2b sequence with additional glycine
ard serineat the W-termimal segiment, rx-BUTX-Tt2b. Optirnal
cleavage conditions were obtainedat 18 °C after® h of reaction.
Finally, anether izclation by mnetal-chelate affinity chromatog-
raphy purification step was performed.

Reverse Pliase HPLC Purification and Protein Char-
aclerization—Under chromatographic conditions selected,
i -BUTX -Tt2b elutez at 23.0 tnin with a MALDI-TOF tnazs of

12324  OURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

33251 for [M+H]*, whichis in good agreemnent with the the-
cretical mass of 33239 Da for an oxidized peptide foriming
three disulfide bridges, caleulated withthe ProtPamim tool from
ExPASy server (28). The purification proecedures indicated
abowve yielded 0.7 ing of cx-BUTX-Tt2b perliter in LB culture
mediwm.

Electropliysiologica!  Measurements —Electrophyzicl agical
aszays were done on Shaler-IR and hKvl.2 channels. Fig 2
shows the effect of rr-BUTX-Tt2k on both channels, using the
experimental conditions described below. The protocel of test
pulses was applied every 80 s to verify the current stability pre-
vious to the toxin addition. Only cocytes showing a minimuin
run-dewn were chosen for experimental assays. The contrel
currents (Black ling) through Shaker-IR or hKvl.2 channels
under whole cell recording are plotted. Fig. 2 shows represent-
ative traces for both channels only at +680mV pulse. The addi-
tion of rk-BUTX-Tt2b (200 punol/liter) blocked partially out-
ward currents (gray fine). Pecombinant toxin did not change
basically the eriginal shape of currents, suggesting that
ri-BUTX-Tt2b acts az a pore blocker, although, further exper-
iments are needed to test this hypothesis. Current reduction
was 337 £99and 749 = 71 (n = 3) for Shaker-IR and Kv12,
respectively.

Nuclear Magustic Resonance Analysis—INMER experiments
for the x-BUTX-Tt2b mative protein were obtained with poor
signal to neise mtio at a very low concentration. The TOCSY
experimnent was obtained with sufficient sensitivity. However,
the WOESY experitnents displayed low sensitivity that made
diffi cult to camnplete the sequential assigninents. In contrast,
MMER :zpectroscopic studies using higher concentration of
ri-BUTX-Tt2b revealed well resolved resonances with good
chernical shiftdispersion between 6.3 and 103 ppin. A comnpar-
ison af the chernical shifts betwesn the amide region signals of
the recombinant (Black) and the native (ned) toxins shows just
slight differences mainly caused by different pHlevels and con-
centrations used for the experiments (see Fig. 3). Aliphatic
region iz almest identical. A WOESY HN region spectrum
shows the HN-HM correlations consistent with the presence of
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FISURE 3. NDESY spectra showing the aliphatic region of native and recombinant <-BUTX-T12zb specira cbtained with 0. 1 me native (48 h of
acquisition in red) andwith 2.3 mm recombinant{in Black k. Differencezare attributed to concent ration and theg lycine and zerine inthe M termini. The inse
shows the correlations betwesn Cz:’and Cy="" forming the cystine pairC24C4 forthe recombinant protein (Cys" HB,—Cys™® HB,, Cys” HB,-Cy=™® HE,, Cys7

HEBy—Cy=*® HE 4, anel Cys™ HEy-Cys

helical structures (data not shown). The assigniments were
achieved following the standard protecel (29).

ri-BUTX-T126 Disulfide Bond Conncctivities and Threc-di-
mmensional Structune —All 300k -BUTX -TE2b spin systeins were
identified, and mest proten resonance signals wers unambigu-
ously assigned (chemical shift completeness of 93.7%). The
position of the disulfide bridges was established by amlyzing
the MMR experimnental results ind=pendently. A WOE signal
between HE-HB from Cys” and Cys™ (Fig. 3, inset), which cor-
responds to C2-C4 cystine pair (residue nunbers are indicated
asinthe native protein), was found. Alse, theps wers observed
MOE correlations between HM of C}'s:'J with HE of C}'s: and
HE of Met®; all of these signals are in agreement with the for-
mation of the C1-C5 pair. These results confirin a new cystine
pairing for scorpion toxins when compared with the conven-
tioral pairs of CSu/ B scorpion venomn peptides (C1-C4, C2-C5,
and C3-C6 (11)). To further support the assigned disulfide
bonds, three CYAMA calculations were perforned with differ-
ent input parameters following a protocal described by Fadel et
al (30). The first caleulation incuded data without disulfide
bond restrictions. Thisresult provides the NOE constraint con-
tributions far the structure, which was used as a reference, The
second caleulation was perforined using as restrictions the
mest commmen disulfide pattern observed in KTxs toxins:
C1-C4, C2-C5, and C3-C6. Finally, another zet of structures
were caleulated considering the alternative C1-C5, C2-C4, and
C3-06 cystine pairing pattern, as suggested by the NOE NMR
data assigminent and nass spectrometry of a digested peptide.
Table 1 shows the statistics and RMSD values of these threes
calculations. After comparison of backbone for the residues
3-30 of the lowest energy structure for each set of calculations,
the BMSD against the reference structure gave 1.75 A for the
conventional disulfide bridges and 0.78 A for the nonconven-
tioral disulfide bridges.
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HE, with distances found of 4.9, 4.0, 34, and 4.0 Al

TABLE1

RMIS D betwesn 20 CYANA @loulated structures for k- BUTX-Te2 b vary-
ingthe disulfide bridge patterns

Theinitial data set of MO restminis ko all ealeulations vas the same . The first set
vas calkubied uzing only MOE resiminz, and nodisulfide bridge constrains (Mo
LS E) were uzed . & sarond siruciume calcubiion s=i vwas done cons ide:ing Conven -
tional LSE (eLSEY: C1—=C4, ©2—C3, and ©3—C6 pairs. Laziea krubiions were done
ineludi ng novel DSBS B :C 1-C3 .~ Cd a m:r:: 6 pcli:: T hexepmhsd num-
ber= under the uPFEId':llnoe limil anre the final s=t of HOEs that were incided by
CYANA, which automatically rejecis ar aecepls MOEs 1o im prove the target fune-
tion valus (23]

R-BUTN-Ti2h Mo DSE clDIE nbSE

Upper distance limits

Total |7 v 615}

Short range e 221 223

hedium angs & 55 64

Long range 75 1] 78
RASD (3-300

Avemge backbone [A) 043 052 039

Avemge heavy atom (A) 109 1.19 101

Target function vahe [(A) oo 008 ool

Atotal of 200 stru ctures where generated with CYAMNA; only
20 structures (Fig. 44) with the lowest target function are
shown. The proton shift index is in good agresiment with the
secondary structure found (31). NOE correlations between
HM,/HM, ., Hay /HMN,, 5 and Ha/HM,,_, indicate that
-BUTX-Tt2k is nainly shaped by helical eleinents. The
e -BUTX -T2 structure consists ofan antiparallel helix-loop-
helix topology with a new fold pattern stabilized by three non-
conventional disulfide bonds between C1-C5, C2-C4, and
C3-C6for scorpion toxing, The helices are from residues Pro®—
Glo'® and Valt*—Asn™ and three dizulfide brid ges Cys*—Cy=*,
Cys™—Cys™, and Cys*'—Cy="% A loop of four residues, Cys™—
]_.}'SH. connects the two helices. rx-BUTX-Tt2b toxin adopts a
cystine -stabilized helix-loop -helix fold (TS /w). This is the first
scarpion venom CSa/ o peptide, which contains three disulfide
baonds.

The structure with the lowest energyis shown in Fig. 4C, and
its correspondent electrostatic potential surface diagram is
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FIGURE 4. NMR solution structure of r-BUTX-T12b and rTs16. A and B superimposad 20 lbwest energy structures, only backboneatom: aredizplayed (44).

Cand D, ribbon reprezntationof both minimized structure; backbone trace and dizulfide bridges are shown. Eand F, electrostatic surface potentialdiagram
showing the poative regionaround the Tyr 'z in & ve, and negative charge i printed inred. The ribbo n showst he orientation ofthe molecule. Nand C termini
are labeled in panels A0 A, C and £ correzpond to x-BUTX-Tt2b, and B D, and Fcorrezpond to Tz16.

shown in Fig. 4E. The rg-BUTX-Tt2b atorn coordinates and
chermical shifts were deposited in the Protein Data Bank and
Biological Magnetic Resonance Bank, with access codes 2113
and 17876, respectively.

Native versus Recombinant x-BUTX-Tt2b—Uzing the NMR
assigniments of rx-BUTX-Tt2b as a reference, it was possible to
identify all 28 spin systeins for mtive k-BUTX-Tt2b. However,
it was not possible to solve the triditmensional structure fromn
the native sainple because of the absence of a significant nun-
ber of NOE signals. Chernical shift assigninents were used to
compare HN and aliphatic region between native and recoin-

12326 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

binant x-BUTX-Tt2b. Little difference in chemical shift was
observed between native and recombinant peptides. Similar
overlapped NOE peaks were used as spectroscopic evidence
that both peptides have the same fold (Fig 3). Furthermore,
secondary structure prediction based onproton chernical shifts
of native k-BUTX-Tt2b shows helical patterns as described for
the recomnbinant protein.

rTsl6 Three-dimensional Structurc—The high identity
between k-BUTX-Tt2b and Ts16 strongly suggests that the lat-
ter would also adopt a CSw/w structure. To verify this hypoth-
esis, the rk-BUTX-Tt2b gene was used as a temnplate for Ts16

“ESEDE\

VOLLUME 287 NUMEER 15-APRIL6,2012

[109]

2102 ‘L1 Wdy uo "s¥D310NEI18 3a T¥H3 N3D NOIDDIHIA WY N e Bioad s woiy pepecjumog



TABLE2

RMSD between 20 CYANA @lculated structures for Ts 16 using only
NOE restrains considering the nowel DSB (nDSB): C1-C5, C2-C4, and
C3-C6 pairs.

Tsis nbDZEC

Upper distance limitz

Lotal 421

Short range 251

hedium mngs B3

Long range 83
RASD (3-300

.5;1'1:5131: bac kbone I'a!QI .33

Avemge heay atom (A 100

clening. Following the experimental procedures reported
above, it was possible to obtain the NME solution structure of
rI=z16.

All 31 rT:16 spin systermns were identified (chemnical shift
camnpletensss of 96.3%). The disulfide bridges positions for
ri-BUTK-Tt2b were deterinined based on the presence of
C]'s:—C}'sH and C}'ST—C}'S:D HBE-HENCE cross-peaks; neither
Cys - Cy=™® nor Cys"—Cys™* showed any NOESY correlation
between B protons.

Final CYANA calculations were perforned as for ri-BUTH-
Tt2k considering 309 NOE distance restraints, rTs16 peptide
haz helical conforinations between Lys*-Gln*® and Lys**-
His™ MOE carrelations between HM/HN,, |, Ha,/HN,, 5 and
Hu,/HM, , indicate that Ts16 is mainly shaped by helical ele-
ments (see the supplemental data Fig. SME). The rTs16 struc-
ture consists of an antiparallel helix-loop-helix topelogy with
sane fold pattern stabilized by three nonconventional disulfide
bonds for scorpion texins as for k-BUTX-Tt2b. A loop of three
residues, Cys* —Gly'?, is connecting the two helices. Ts16 toxin
thus also belongs tothe CSe/w (Fig.4, B, D, and F), which shows
the prevalence of the three disulfide bridged CSu/w peptides in
different scorpion venoins. Atemn coordinates and chemical
shifts were deposited in the Protein Data Bank (2LKA) and the
Biclogical Magnetic Resonance Bank (17927). Table 2 shows
the statistics and BMSD values for Tsl6.

DISCUSSION
New Structural Group of Scorpion Venomm Peplides—The

venom of the Argentinean scarpion TT trivitattusis quite toxic
having caused human fatalities (32). Although the interest on
studying this venomn started several years ago (33), very little is
knewnabout its compenents structure and function. Thers are
anly two publications describing components of this venam,
bothdealing with peptides that affect K* ion permeability (19,
20). The former publication describes a new subfamily of
t-KTx toxins, The reported peptide was called Tt23, with the
systernatic namne @-KTx20.1. It has 29 amine acid residues with
three dizulfide brid ges and iz a fairly good blocker of K* chan-
nels Kv1.2 (ECy = ~100 nu) and Kv1.3 (EC;, = ~7 nui) but
failed te have any effect on Kvl.1, Kv14, Shaker 1R, or hunan
cther-d-go-go related K* channels. The three-dimenszional
structure of this texinis not solved yet, and the pesitions of its
disulfide bonds remnain to be deternined, but they were sug-
gested to be similar to other w-KTx scorpion toxins based on
the presence of the cominon cysteine spacing of the CSu/p
proteins (19). The s=queneces of the two structures reported
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here thare large identity with TE22 (Fig. 5), o they would alza be
accordingly classified as @-KTx 20 peptides; however, enzy-
matic studies, NMR aszigniments, and molecular caleulations
with both peptides showed that theyde not correspend to the
typical CSu/@ scaffold of nost scorpion toxins known to date.
Rather, both peptides adopt a CSu/a scaftold in selution.

Al w Variation of C5w/B Scaffold—The CSw/w fold iz very
unconmen ammeng scorpion wvenom peptides; all of the
described exanples are highly similar and have been callec-
tively named k-KTx (9, 11, 14-17). Disulfide pairing of x-KTx,
C1-C4, and C2-C3 iz different fromn the one azsigned to
K-BUTX-Tt2b and Tz16, C1-C5, C2-C4, and C3-06; thus it is
not possible to align the sequences based on Tytgat eriteria (9],
which establizh that texins must be aligned based on their eys-
teine position. Likewize, structure-based aligniments of
K-BUTR-Tt2b and T:16 with x-KTx produce rather poer
matches, thus indicating that their structure define a novel
structural feld of scorpion venemn peptides. The founding
mnetnber of this group, Jlthough co far unnoticed (zee below],
would be TH23 (19).

Database searches with k-BUTX-Tt2b and Tsl6 sequences
retrieved only Tt23as a significant match. 1t was nenctheless
possible to find other CSw/@ peptides, mainly @-KTx, by
remnote homelogy searching within three rounds of PSI-BLAST
against SwissProtdatabase (34). The six cysteines could be sat-
isfacterily aligned (Fig. 5). Similarly, Ts16 and Tt23 were
retrieved within thres PSI-BLAST rounds starting with typical
t-KTx Their low sequence simnilarity with @-KTx prevents an
unarnbiguous homelogy assignment; thus further evidence,
such as conserved gene structure, is needed to reselve whether
or not there is an evelutionmary link between these CSafw pep-
tides and the typical a-KTx.

Structural comparison with TopMatch (35) revealed faicly
good overlaps for two regions of K-BUTX-Tt2b and T:16 with
the w-helix and second B-strand of several w-KTx retrieved
during PES1-BLAST searches. Fig 64 shows the structuralalign-
mment of k-BUTX-Tt2k (green) and a chitneric peptide based on
two g-K Tx subfamnily & peptides (Protein Data Bank code 1wpd
(36) in gray); the structural aligniment of main chain atoms over
15 residues hasa RMSD of 1.8 A, Detailed amlysis ofthis struc-
tural superposition unveilsd atight overlap, 1.4 A overthe main
chain atoins, between the four cysteines defining the s=quence
signature of the CSu/ B scatfold in both structures I,rC}'sT'. C}'s“.
Cys™ and Cys™® in k-BUTX -Tt2band Cys”, Cys™, Cys" and
(:}':3l for the chimera). Although we faver the nencanonical
disulfide pattern for T:16 on the basiz of WOE cross-peaks,
structure caleulations with fT:16 suggest that it could forn the
typical CSa/ B disulfide pattern, while maintaining the CSa/w
scaffold. BMaore over, it has been previously shown that another
scorpion venomm peptide, mauretoxin, could accammedate tweo
different disulfide patterns without major changes in its CSw/ B
three -dimmensional structure (37). It thus se=ins that the same
cysteine pattern could accormmodate mare than one disulfide
connectivity, as previously shewn for the cyelic peptide kalata
Bl(33).

Fromn the structural cemparisen it is also evident that the
imain difference betwesn k- BUTX-TH2b and Ts16 with respect
to CSu/ B peptides is the second w-helix of the newly described
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PSI-BLAST a-value

I ] 1 1 ] Round | 2 3 4

BIROLS k-BUTH-TEZhH ————-— GEVWS——-00

FEG271 Tslea 0 === GEVWE---00 3e-20 Ze-15  le-ll Te-I12
EOCLE83 TE2E @-KTx 20.1  —=--- VEWE -- -0 le-07 Ze-l4 le-ll le-l1
DEXLLY OCETx1l o-KTx 6.6 -LEVI KQTE—;'E?HE 55 0.002 le-08 de-09
P59867 HsTX1 w-KTx 6.3 X ¥ETG-CPYG =[50 0008 2e-09 6e-10
FE0T19 MTH o-KTx &.2 - HOTG-CENA >[50 107 0.0001 le-0&
F13487 ChTY a-ETx 1.1 QFTHVS ALHN-TSRG =[50 =150 9.0 le-04
FOBS15 NTx a-KTx 2.1 TIINV ELYGSSAGA =[50 546 0018 le-04

| .

FISURE 5. Multiple sequence alignmentof scorpion venom pepfides. Reprezentative sequences retrieved during PSI-BLAST s=anch(34) with k- BUTX-Tt2b
asgquery wene aligned with COBALT (45). Conserved residues in k-BUTH-Tt2h Ts1o and Tt28are hig hlighted (dark & ve, com plete conznation inall fourth
round hits; lighr blue, partial conservation). PS1-BLAST columnsindicatet be ex pected valuesafter agiven number of roundsagainst SwissProt releaze of June
2011. Thealuesin boid fype indicate that the sequences were used fort he next PS1-BLAST round . Thevalues inifalics indicatethattheseq uences werne not wsed
forthe next round. Lines above the alignment connect the Cys residues according to the diulfides determined for k-BUTH-Tt2 b. The salid lines below the
alignment connect the Ty residuesacconding to the typical C5 o' scaffold. Thedotted line sindicate theextra dizulfide bridge of «-KTx subfamily Gmembers.

The graydotted lines depict the unuzual dizulfide pattern of MTX(11].

FIGURE &. Structural comparnison of k-BUTX-Tizb with o-KTx pepilides.
The structure of &k -BUTX-Tt2b (grean] was aligned with the structures of a
chimeric peptide bazed on HzTx1 ard MTX(Protein Data Bank code 1wpd in
graw (4] and charybdotoxin (Protein Data Bank code 2erd in pink] (8); both
panek have the zame orentation. Cysteine resid ues are depicted as sicks in
bath panek; notice the almost perfect overlap of the four cysteines, which
define thesequencesignature eftypical C5 o' peptides (RMSD ofo 76 A over
C-pe atorms of the chimeric peptidel.even if they are ma king different dizulfide
bridges. Functionalcyad residuesof charybdotoxin are show nasstick repre-
sentation in E. In the superposition the diance between the side chain
amino groupof charybdotowin Ly=™ and g -BUTX-Tt2b Lys*"i 143 A andthe
average distance of all side chain ato ms of charybdotoxin Tyr™ and «-BUTX-
Tizb Tyr™ 13 A,

structures. It occupies the place of the first @-strand of CSw/@
peptides; therefore the CSa /i fold of k- BUTX-Tt2band T:16
seems to be anall @ version of the CSw/f scaffold where the
second @B strand is conserved as an extended conformation of
the C-terminal residues. A thought-proveking pessibility is the
existenee ofa structural switchbetwesn CS /o and CSa/ B con-
formations. Indeed, two chromatographic peaks were consis-
tr:nﬂ}' found du.rlng the reverss ph:ls: chrmn.:ttog,mph}' aof the
recombimant peptides described hers; cach peak presents the
same molecular mass in MALDIL-TOF results (data net shown).
Such structural transitiens have been previously found in a
nuwnber of proteins that undergo major shifts in secondary
structure (39). Further characterization cught tobed one to test
this hypothesis.

Hint about Convergent Molecular Determinants for KT
Channe! Blockade—Like many other peptides targeting K*
channels, mest scarpion w-KTx blocks ion conduction thraugh
a commen pharmacophere compesed by a pore-plugging
lyzine and an arommatic residue located ~7 A apart, which has

12328 OURMNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

been dubbed as the “functional dyad” (11, 40). Neither the pep-
tide s deseribed here nor the hamelogous TH28 present the mast
cominenvariant of the functional dyad ameng w-KTx (s=e dots
above and below the aligninent in Fig. 5). However, structural
superpasition showed that the functionaldyad pesidues of cha-
rybd otaxin (CHTX), L].'sr and T].’r“' {Protein Data Bank code
2erd) (41), overlap with the nonhomologous residues Lys™ and
T].'Iln of k-BUTX-Tt2b (Fig 6B), two residuss conserved in
T:16 and Tt23. Thus, although mutagenesis studies would be
reeded to corroborate this hypothesis, it might be possible that
convergent evolution has lead to the emnergenes of a novel var-
iant of the functional dyad.

Note on Toxin Nomenclature and Classification—Here we
followed the propesal of King st af (13) about naming of novel
toxins, Their classification schermne has the advantage of being
systernatie, although it intentionally let out the information
about three-ditmensional folding of the toxine. These authors
stressed the fact that the knowledge about the three-dimen-
siomal scaffalds recruited into venomns is still “rudimentary”
(13} the unexpected folding of peptides deseribed here rein-
forces their cautionary rermark. The newly described peptide
was named w-BUTX-Tt2b, acknowledging its activity against
K* channels (k), the taxonomic dassification of the origimal
source (buthitoxin-Tt), and the fact thatitis the second exam-
ple of the second type of K* channel blockers tobe found in this
species (2b, the first one would be T+28).

Alternatively we could have followed the “KTx" classification
zcheine for scorpion toxins active on K* channel: proposed by
anintermational panel ef experts (9). This nemenclature has the
virtues of recapitulating what iz known about the phylageny of
many scerpion toxins and of mmirrering te a certain extent their
pharmacclogy (10). With the exception of k-KTx, all ather
scorplon KT xare suppesed tofold accordingte the CSu /B scaf-
fold, a conjecture 1.::3:1].' sup partr.d b].' all of the structures
known until new and the strict conservation of the cysteine
pattern (11). Following this scheme, theaminoacid sequence of
the novel peptide dezeribed here would lead to clazsify it as
another member of the o-KTx 20 subfamnily, along with Tt228
(19) and Tz16. However, it was only until the rk-BUTX-Tt2b
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structure was obtained that it was possible to realize thata new
structural group of scorpion venom peptides has been found, a
result corroborated by the seolution structure of T216.

Aszsumning that Tt23 also folds into a CSa/fw structure, the
three similar peptides could be transterred to the only other
group of scorpion venomn peptides, whichadopt the same strue-
tural pattern, the k-KTx subfimily. Hewever, we hesitate to do
sobecause the helix-loop-helix topol ogy of rs-BUTX-Tt2band
T:l&appearto be an elabomtion of the mest commmen CSa/f
scaffeld, rather than a varation of the k-KTx w-hairpin. Such
structural elaboration based on different cysteine patterns has
been previously propesed te explain the emergence of the
inhibitory cystine knot motif over an “ancestral” disulfide
directed B-hairpin (42).

Concluding Remaris—The three-dimensional structures
reported here highlight the structural versatility that could be
attained by peptides sharing a commen cysteine pattern, thus
revealinga newtrick of this old pattern. Further research would
show whether or not they are unique exanples of their kind, but
providing that aninal venoms are arsenal-like mixtures of bio-
active compounds, ameng which a small number of disulfide
richzecaffolds are highly prevalent (11, 43), we expect that other
CSefee peptides will be found in the future, thus helping to
clarifytheirbiclogical function in the venom and theirrelation-
chips with other venom components.
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The three-cli men sio nal structures of the lang-chain mammal ian sconpion Pe-ton Cs sl from Centru nodes =
e syl s anod of s recoméinan i farm, HisnC L were determined by NME. The neunotorn Cesll {nCsll )
i aififi amino acid lang peptide with four disulfide bridges; itis the mostabund amt and dead by toon from the
wenam af this sconpion. Both native and recaominant Cssll structures were determaineed by midear magnstic
resanane using a iotal of 828 sequential distance constraints derived fram the volume imegration of the
cnoss peaks observed in 2D MOESY spectra. Both niCssll aned HisrCs=ll structures display a mixed o] fold sta

s
m:m:ﬂx safforns o hilized by four disulficde bricdges formed between pairs of cysteines: C1=08, (2 =05, (3-06, and C4-C7 {the
Dt britge numébers indicaie the relative positions of the cysteine residues in the primary structurne ), with a disbartion
MNa 15 induoe] By two cis-pralines in it Coterminal part. The native Cssll dectrostatic surhce was comparnad to

NAE fath the recamiinant ane and ta the On2 toxin fram the soorpian Cem trunciders nowiue, which is alsa toxic
SOONPLCT: WAL 0 mammals Structural fatures such M- and C-terminal differences coukl influence toxin specificty and

B oo T 2 DR

affinity towards isaforms of different sub-types of M, channeks.

& 3012 Bsevier BY. All rights reserved.

1. Inirosdect] omn

Lang-chaln mammalian soiplon toxins aflea jon permeabdliog of
excitable cells, whene their maln target is the valage-gated sadiem
channel (Ma,) |1]- Ma.s are some of the most impantant receptons of
the perpheral and central nervous system. Consequently, the sting
of a scofplon containdng these types of sorplon toxins in s venom
ooukl cause severe human inooication dwe toprimary and secondary
syatemic events, which might be fatal |2-4)

Al wahons: TRA, wafheor omie acd; BN, ebe mapedy Wi mon; O, suflees,
Congramides snffss sujfhsns; HPLC, high performnamce: S chenoena iogm phy; monsd,
AN SN SRt I e o

¥ T anenic coondinanes of the Smndy of e nny condoemners of Ciall amd HisnCasl
B boen deposied e Proien Dam Eink as enery 2007 and A, nespecive By,
amd S peane chemical Sl have been deposited o iR BoddagRe sRani mder {5
ACnEEm mariers TTEET and 17545, respeomvel.
¥ Cormespomding Jon B 3T Erermtno die Booecn aiogfa, UNAM, A Untweendad 2000,
Daernataca, Mondos, G220, Maaca Tel 527773017 D09 b 527773172388
Bl addaess oo off b sma s G, Coceol.
! Theme Fudors coomibated ogua By 1o Rhis sy

1570530 F — moe Enom oraner & 002 Ekewer BV AN righns mrseraed,
G 10U O b p20 2. DL
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All knowen keng-chain mammalian sooplon specific for Na, are
composed of 59 w0 0 aming acld residues, generally sabilized by
four disulfide bridges. and they have a highly conserved scaffold
formed by an o-hely and 2 three-stranded [-sheet strsctune {ne-
views in Possand eral, 1999 M5 Amaong long-chaln manimalian
S00nphon toxins, the p-type sconplon toxins are maindy fwnd inothe
wenam of the Mew World scorplons Two genera are medical by | mpor-
tant: Gentmurodes in Korth Amenkca and Hiopus in Sowth Amerkca Asa
mabter af Got individual species of the genus Centruroddes are respon-
sibde for more than 250000 intoxd cation acckde nes per year in Mesioo
and UsA &) Among several roxins from the venoms of sconplons of
the genus Cenmimoldes, Csall B ane of the most important. 1twas Bo-
lated from the scorplon CentruroMes suffusus sufisus [abbrevated s
suffisus) originally described by Martin et al |7) & belongs o the
cdasifi@uon of p-type scorplon newrotoxins {here abbrevisted
Pr-50Ta) |89) The main effect of Casll and other P-5cTys s o allow
the: opendng of Ma, channels atmaone negative potentlals than the nor-
mal conditions, in opposition o the o-sorplon mins [a-5cTes),
foawnd dnothe venoms of the Ol Wiorld soorplons, that prolong the ac-
tion potential by maintaining the channels open for longer tme
[1,11]
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There are several important rexsons supporting studies aimed ar
expresiing correctly folded rmic peprides by means of recombdnant
DMA techndques. ODne of them {5 1o generate adequate immwnogens
far ant-venom production. Previously, it has been fownd thar wn-
carrectly folded recombdn ant scorplon toxins beads o the generation
of antibodies that canmot newtralize the acthvity of the nathve oxin
I othee 1 wionds, un- correctly fol ded soorplontoxins donot present es-
sentlal epliopes a5 those found in natve scorplon toins |12-14). &5
mentloned Jbove, human sconplon envenomation can be fatal The
production of neu ralizing ant-vemoms inexpen mental andmalks, by
means of immwn zation procedwres that relays on well folded recom-
bdnant toxins. might be an altemative way for obtaining protective an-
tibodies against specific roxins of arachndds [15) In additon, well-
fokded scorplon toxins produced either by chemical synthests or
DA recombdnant technd ques, certainly would substitute for the col-
lection and wse of thousands of scorplons alive, as it B cuwnmently
dome. In thelr natural environment sconpdons play an important eoo-
logical role, malnly a5 predators of plaguwes in agriculural felds.
Ala it B known that sconplon toxins affea with different affinities
several subrypes of mammalian Mavs; therelore, 2 recombdnant sys-
tem that produces a well-folded recombinant scorplon taxin and
Soof phon tmin varl ants would be | mporntant for condwon ng studies ne-
lated to strwcture and functions of such peprides

At this time, andy the thiee-di menslonal sorwotwre of two mamma-
lian P-%cTxs have been solved, Cn2 from Centruroddes nodis and T51
fram Tirpus semulane |16.17)) therelone, it & desirable 1o obtain
maore information on the three-dimensional structure [30) of ths
kind of peprides. The knowledge of the 30 souctwre of other such
tasins will certainly faci litare the wnderstanding of the molecular in-
teractans with Ka., channe i 1owill help examindng the charge distri-
butkon, and the spatial arrangement of cenain reskdues capabde of
interacting spectfically with 2 complementary suriace on the Ka, re-
ceptors. It is impontant not only for the wnderstanding of the stnec-
ture-function relatonships of these P-5cTx with Ka, channels, but
also for the possible development of therapewtic ant bodées for clind-
cal treatment o sconpdon enyenomatl ons.

Thus far, the sowrce used for 30 studies of long-chaln scorplon
toxins has been obrained from the venom of hundreds of specimens,
which represents a difficult task. First, for the capiure of sconplons
allive needed in grest numbers and then due o the several chromano-
graphic steps requdred o obtain pure tosins [ 18-20). In addition o
this matwral souwrce of taeins, the heterologous expression of the
genes mding for these pepides 15 an interesting akernative, a5 it af-
fers the passibiliny of abtaindng a relative high amownt of peptides
for reseanch and for structwral anabyslis Addi oionally, hete nologous ex-
pression of kng-chain soorplon taxins. provide the capabdling of pro-
ducing mutants by replacing aming a0l residues on the primany
structure and ansequently by producing toxin vankanes o wnder-
stand rthe specific role of certain aming aclds on the surfoe of a par-
tlewlar  scorplon ooxin [21-24). However, the heteolgous
expression of these cystelne-rich peptldes presents some probdems
for both the cormea folding and disulfide paining of the cysteine resi-
dues. For this reason it s important o gather examples where it @an
be demonstraved that the heterologously expressed recombinant
peprides are soructwnally and fonoionally dndistingelshable from s
natural cownte rpant.

Because our research group b interested in studying the struc-
ture-function relastionships of Ka, sorplon toxins [13,1625-28).
ez e we nepoat for the first time the solwtlon sorectwre of Both the na-
tive mammalian [B-5cT (Cssl from Ca. sifisis ) and s recombd nant
form HisCssll taxin (same aming acid sequence with a histidine tail
o Eadlitste purification). Thenefore, the prese nt commsndca tion dis-
cusses the "H-WME 30 soluclon structure of these rwo molecules,
wihich permitted to confinm that the recombinant protein has similar
strwctural featwres to the nathee Casil It abso permitted o comduct
strwctural comparBon o similar mammalian P-ScTss and o

[115]

demanstrate that it & possible to produce active long-chaln scorplon
tasin varlants, by hetenolopous e pression

2. Materials amd methods
21 Baceerkal srrabng, enzymes and plasmdds

E aoll DH5 - was used for plsmid propagation. The E. coll strain
B2 {3 ) was used for the expression of the tmin-contalining pro-
teins. Plasmids pBluescript K5 [+ {Soratagene, Amsterdam, The
Keetherlands ) and pQEG | lagen Mexico, Mexio ) were used respec-
thvely for clondng and production of the fused proteins with a GHis-
tag Restriction enzymes, Vent polymerase, Factor Xa protexse and
Td DMA ligase were purchased from Kew England Blolabs [MA, USA).

2.3 Pasmdd crsrmadon with Casl

The gene e nooding for Cssll was cloned into the ex pression vector
POE-30, which wpon expression, could prodwee a hybald protein con-
talndng a GHis-txg followed by the Factor Xa protease cheavage sie
and the matwe toxin {HisCssl L This construection was pre pared for
the production of a polype pride named HisrCssiL The pOiEd-toxdn
plasmid | pEIN 205N ) was transiarmed into Eool] BL21 [ DEF) indi-
vidually, and the expresions were induwced with {sopnopyl -beta-D-
thiogalactoside [IFIG). The nudeotide sequence of the gene used
and the recombinant protein extraction and punfication were per-
farmed as reporned earlier |12)

23 Separarlon procedures of nial, HisrCaall and riasl

For nathve Casll the procedure earller desaibed by owr growp was
used {Espino-Solis et al. 20011 In shor ten milligrams of soluble
venom of i suffusus were resuspended in 0.1 aqueous TFA, and
the insoluble materials were removed by centrifugation at 10000 2
for Smin. The swpematant or soluble venom was used directhy for
HPLC separation. using a Waters system [M], USA). The diluped
venom was fractionated using a reverse-phase semipreparative Cn
column [ 5CmME 10 = 250 mm Kacalal Tesque Japan) equilibraved in
O1E TFA, and eluted with a Hnear gradient of acetonitnile from O o
GIKE dn 0.1 TFA, mun for S0 min at a flow race of 2 mifmine Efluent ab-
sorbance was mondtored at 280 nm. Fractions were collected and
diled on a Speed War, model 0110 apparatus {Savant Insonements,
Farmingdale, KY, USA)

For HEMCssN, E. coll straln BL21 cells expressing the plasmid
POEIEC A5l were harvested by centrifugation {2000 g for 20min)
using a Bedoman centrifuges maodel J2- 21, recovered in w ashdng bufl-
er [20mM Trs-HOL pH 8,00 and lysed with a Fre nch pressurizing de-
vice [900psl). The recombinant min was extracted from the
inclusion bodies wsing &M guanidinium chlonde [GndHOl) in a
05 M THIS-base buffer ar pH 8.0 and centifuged for 0008 for
Al min in a refrigeraved centrifuge [Herich Undversal 328, Ramsey,
ML US AL The swpernatant was ponfied by affindoy col wnne Perifica-
thon of the HECssll by Bl-WTA {Ki-nd rilotrlscetic acid ) affindty @l -
wmn chromatography was performed according to the instructions
of the manufactwrer | Qlagen Mexico, Mexioo) using denatuwning con-
ditions with buffer A (6 M GndHC in a &5 M THIS-base bufler, pH
8.0 and buflfer B (5 M GndHCHin 005 K TRIS- base buffer, containing
A0 b imidazale, pH 800, The HisrCssll product was redwced using
S mM dithdothoetol {07 in buffer B and it was separated by a sec-
and punification step under reverse-phase HPLC. The recombdnant
product was alkvved o ok wnder contralled conditions using 2 M
GndHOI dn 0.5 M TRE -hase buffer, pH 8.0, containing 1 mM reduced
glutathione [GSH )00 mM oidized glutathdone [GS5G). The folded
HCssllwas cleaved using FXa wnder the oonditians repaed e arl ler
|12 ). The fractions containdng the native Csll or the folded rCssll and
HisCssll wene further punified by caton-exchange chiomatography
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an a TSK-gel sulfopropyl column [SP-5PW, 46« 75mm, Tosah,
Japan). The fractions were diluted o 200 pl with 20k anmmoriem
aretate in 1 M acetlc ackd pH 2% and were separated using a first lin-
ear gradient from 1000 50% of solutlon B in 4dmin { 15 Bmin). and
then a second gradient from 50 o 10FE of B in 10min at a flow
rate of 1.5 mi/min Absorbance was mondtored at 280nm. The solu-
von A was 1M acetic ackd {pH 22%) and solution B was 1 M acetic
acld in 2 M ammonium scetate (pH 5.9). A final purifi@don sep
wian performed using a Cw reverse-phase column {46« 250mm,
Macalal Tesque, Japan) equilibrated in & 1E TFA.2and eluted wirth a lin-
ear gradient of ace tond vrile from 20 to G0E in 0.1 TRA, run for S0 0min
at a fow rare of 1mliimin Effluent absorbance was mondoored at
280nm. The mass identity of ndssll, rCssll and HiECssll was oon-
firmed by ESHMS using a Finndgan LOJ™ on trap mass spectrome-
ter {Xan José, CA, LUSA ).

The content of the nathve Cssll pepiide within the soluble venom
was approximately 2088 therefore, after all chromatographdc steps
{seml preparative reverse phase, cation-exchange and analytical re-
verse phase) from 30 to 100 mg of soluble venom wene needed 1o ob-
tain 2 mg af pure [ =>95%E) nathee soonplan tin for KMR e xperiments.
Similarly. in a rypical experiment. starting with 1 1 of cell culture, the
amount of recombinant HErCssll obtalned was 14 mg proteln. Afver
the OTT redwction (9 mg). invitro folding {3mg). cleavage with fac-
or Xa and chromatographic purification steps, the amownt of nCssil
abtained was 08 mgsL Therefore, after all three chromatographdc
steps 2 | of bacterial culwre were enough to obrain 22 mg of pure
{=%5%]) recombinant HErCssll sconplon tein for KME experiments.

24 Elecoraphy slology

241, Hesrologous expression of sodbim channel

Chinese hamster ovary {CHO) cells were grown in standard nor-
mal medium Cells wene transfected with the expression vecotor
PeDRAS, containdng the fulldength cDNA coding for the human
Ma,15 sodium chanmel, using the Effectene Transfection Kit {{01A-
GEML For transfection, 2 pg of Na, 1.5 peDNA and 25 pl of Effectens
wene wel Cells were co-transfected with po-CDE and the success
af transfection was tested using CD-antigen coated mkoros pheres
{ Dymabee 2cds Dynal, Invitnogen, USA L Translent ex pre sshon was tested
electrophysiologically berween 48 and 72 h after the oransfed o
Only cells that showed the expression of CD8 recepror by capiuring
the CDE-antlgen covered microspheres were used for electophysio-
logical experiments.

242, Hecono phys lobo gloal meastrements

Sndium owrnents were measured with the patch-clamp technigue
i the wehode cell configuration |29 using an Axopatch 2008 amplifier
{ Axon Instrwments, Foster Ciry, CA, USA L Borosllicare glass micropl-
pertes wene fired polished o a tip diameter yielding a reskrance
from 1.8 1o 2.5 M0 in working soluton The pdpette was filled swich
{in mM ) 10 KaF, 110 CsF, 20 GOl 2 BGTA, 10 HEFES buffer ar pH
73, The external solution had the following composition [in mk):
145 Mal 4 KCL 1 Mgl 1.8 CaCl,, 15 TEA 10 HEPES at pH 7.3. The
use of intracellular C5° and intra- and extracellular TEA™ abolished
mast of the endogenous potazssivm cumments The owtput of the
patch-damp am plifier was filtered by the low -pass 4-pale Bessel fil-
ver with a cut-off Fequency of 5 kHz and sampled to 20 kHz The
mem b ane- patch was kept st 2 hokding potential of — 120 my. Pulse
stimulation and data soqulsition used 16 WeD-A and A-D conveners
{1 PCHG22 1, Waitl onal |ns oreme nts, Austin, TX, USA) controlled by a
personal computer with a custom acquisition program (Gepulse,
ltaly L The linear responses were parlally compensated analogically,
and digitally subtracted with a standard P/ protocol The sccess re-
shtance was always less than 780 and the cell membrane capacl-
tance  and the sedes-resistance were carefully  compensated
{betwesn 80 and %5E). All mexsuvrements were done at room

temperatwne 21 + 170 Wihen toxins were used, alkuots of stock solu-
mhons were mibled with the extracellular working solution o obtaln
the desired @ncentration bedore each experiment. Data were ana-
Iyzed using the Gepulse program with a custom softwane developed
in the gor platajorm {WaveMetnics, Fortland, OR. 1BA). Condue-
tanE-volage relatonship were computed using the equation @
G=17 W — Vo). where G isthe conductance, | the cwrrent amplitwde;
W the test pubie and Ve, the Na*® reversal potental Mormalized con-
ductance-voltage curves for volage dependence of steady-state actl-
vatlon and inacoivation were fited 1o a Boltzmann functon af the
form G =Gma /1 —exp|V — V2| /k) where Gon B the mazximal
conductance, W, , is the voltage at which the current s half activat-
ed/inactivated and k & the slope Eaor of woltage sensivhvity. The re-
sults are expressed x5 mean values + SERL

2.5 "H NMR experiments

NMR expeniments were recorded on an Inova G0 [Varan, Palo
Ala, CA, USA) spectrometer with a 141 Tesla magnetic field. The
spectrometer was equipped with a cryogendaally cooled tnple reso-
nane "H{ N protee. Spectia were recorded proe sed and ana-
Iyzedusing Wnmr 6.1C {Varian, Palo Alwo, G, USA), and NMREView 52
|30). The Ivophilized native and recom binant toxin, 2 and 22 mg re-
spectively. were dissolved each in 150 pl of HyO/DL0 91 {wiv ). {Eur-
1s0-Top, Saclyy. France | representing the required volume for 3mm
Shighemi KME tubes [Shigemi, Allson Park, PA, USA). The toxin con-
centration was apradimately 15 mM in both HxO and 020, and the
solutkon pH was adjusted at 315, Expeniments were run at 308 K
with a 7812 Hz swee p width 5 pectra were cal ibrated on the residual
warer shgnal ar 465 ppm relative o 3-orimethylili-(2.2.33-2H4)
proplonate {TMSF) asexternal reference. The 20 proton K MR spectra
werne collected in the phase sensitive mode |31 with 4K data podnts.
in the 12 dimension and 512 11 increments, with typlaally 16-32
scans per increment. Zero-filling was applied prior to Fowrler trans-
formation and data were processed with shifted sine bell window
functions in both dimensions. The 200 KMRE experiments used for
the identification of 3pin systems have the follvwing pulse sequences;
{a) total conrelation spearosoapy or Clean TOOSY |32 | reconded using
2 MLEV-17 pube scheme with 100 ms and G00ms sotropdc mixing pe-
riad [33.34) {B) rwo dimensional Doubl SPRCTrasonpy
|35.36). {c) double-quanmum filtered COSY spectra and ROESY [31).
NOESY spedira were aoquired at 308K in HyO/Dyo, %1 {wav) with
mixing times of 100 150 and 200 ms. The strong signal from the sol-
vent {HDD and H,0) was suppressed efther by presaturation during
the recycle delay or by means of double pubed field gradient spin
eduo | DPFGSE) in the NOESY expenment |37 38). All KME data exper-
iments were transformed using NMEpipe |[33] using two times the
numbser of podnts or zero flling and a cosine funceion for welghting.
Asstgnment of signak o pepride protons was achéeved by the stan-
dard merthod developed by Wilkthrich and omworkers |40] using the
CARAZ 1 software together with the XEASY module |41 ]

2.8 Srucnire caloulardon

Al distance constralines wene obtalned from MOESY spectra in Ha O
with a mixing dime of 100 ms o skl spin diffusion effects. After
manually peak pieking, all NOE intensites were evaluated using the
semi-automated CYANA modulke |42 Stucture calkoulstions wene
performed using the CYANAZ ] software uwsing distance and torsion
angle restnialon Disulfide bridge restictons were wed accondingly
with earlier Mochemical data and physiological resulte C-verminal
residue was treated to include dts amidation. Structure calowl atlons
were rnn on a homemade AMD worlstation wnder Linus environ-
ment using the standard protocol of the OF ANAZ1 program. A total
of 200 sorwctunes were cloulaved using the torslon angle dynamics
provoool. The soructunes were sorted according to the lowest final
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valee of the target function; the procedune was repeated swtomatical-
Iy &5 previous reporved |43 ) and the best 20 sonectwres were used for
furthe r refinement using molecular dynamics with an explicit salvent
madel performed with AMBER suite |44). Al dynamics simulanions
and energy minimizations desaibed below were carnied out with
the topology and parameters of AMBER-S95E force field |45]

3. Results
3.1 Purdficaton of nathee and recoorhinant Czall

Purification of native Cssll from the soluble venom of C2 suficie
was performed a3 mentioned [20). In arder to abtain the amownt of
2 mg of purified nathve Casll {nCssll) uwsed for the 30 sorwowre dener-
miina tion. approx mately G0 sconplons were milked for venom. Con-
cerming the recombinant HisrCsIL in representative ex pedments, the
recombinant pepiide was obtalned in inclusion bodies {Fig 1) and
starting from 11 of cell culure, the overall yield of HisrGsn was
from 1 1o 15 mg. After affiniry chromatography separation the pun-
fied recombinant pepide was fist reduced using DT {R0E mg,
A pmal L. and then, folded in o conditlons acconding to Etrada
et al_|12]. Thereione, onby two 1o thiee liters of an E @l stralin BL21
culture medium expressing the recombinant toxin HisnCssll was sul-
ficlent for abtaining enough materdal (22 mg) for determination of
the 30 structwre. Fig 18 [dashed line ) shows the elution profile of
nCasll wsing cation-exchange chiomatography. The same figure | oon-
thnwous Hne) showws the HisnCasll companent and the product of its
digestion with enzyme [Factor Xa) providing a completely homage-
meous peptide nCssll The chromatographic profile separation by
catian-exchange chromatogra phy shows thar the recombdnant nCssil
[withouwt the & His tall and without the FXa deavage sive) peptide
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elutes earlier than the native pepride Cssll because the C-tenminal
residue of the native oxn i amildated, whe reas that of the recombsd-
nant pepikle has a free carboxylic ackl; therefore, the nCsll B
retalimed for a longer time into the column The Hs-tag recombd nant
pe pikde (HisrCasil) elutes at the end of the gradient, due to the Histl-
dime tail. Finally, the native and recmmbinant peptides wene desalved
and purnified by reverse phase. Fig. 1C shows the final punfication of
HisrCsslL The malecular masses of the three pepoides were confirmed
Iy mass spe corometry analysis using a Finndgan LOG™ ™ jon trap mass
spectrometer {3an Jose, CA USA) and found to be a5 expected
[ Tabde 1). Since the reoombnant HisrCsslltoxin is the parent peprlde
af the recombdnant rCssil, anly HisrCssl and the native Csall were
wsed for NME experiments All three peprides were shown o be
moxic oo mice when injected intracraneal by, but with diferent poten-
cles o described by Estrada etal 12)-

3.2 I vioo hlological actviny of ndssl and sl

About S0E of the cells tansfected with the Na,15 Boform
expressed high-density sodium currents These cells exhibdted large,
rapkdly activating voltzge dependent inward sodiwm cwrrents. {oy phcal
peak current amplitude ranges 1-4 nA) in response o depolarizing
test potentials {Fig. 28-B). Endogenods inward currents larger than
02 nA wene never observed in mon transfected cells. Bath recambd-
mant and nathee Casll soonplan taxin wene tested in transfected CHO
cells. External sdditian of 33 oM of native and recombinant Cssll
oxins i shoswn in Fig. 2C and 200 Comipa red swith cantrol comditl ans,
both paxins nCssll and nCssll strongly deaease peak owrrents leaving
wnchanged the activation knets [Fig. 2EL The inacoivation kdneties
abo remalns unchanged ! however, there was only a small negligible
woltzge shift indwced by rCssll toxin at posithee potentlaks [Fig 2FL
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prodie of prodeioe afer mdecnon, and e AT shows S noooenbenan e afier e parsficamom by affiney chnosnat ograpiny. The peoae in bamed, coene gosding e HsnGel s
Emducaned by am a oo, Higheer snodocalarweig . bamds we e shovem 1o be podyne s Soere of the HienCel popoade. The coonend of pooae i applied o Bme Op veas appeo naely
5 g B Camo-on chamge R ograpiy Sepa mmom of BCss (50 g b, rOss (30 g b amd HisrCsa (50 g | Toand 03 So- o ciamg o CRmoana O 3 o sl il wnde T sl r ch-
T P e, T o T S T e e R e Bt | el e Ul et Tl counvamaoes M), Tt el ar gradieni O OrTespomds o Sran gradien
Sroan 1010 30K of B i 40 mwen, and S 00 3 eoesd gradent Srom 50w 1008 of B i W een, a1 a Sovw rane of 15 endinin, O Reverse Pl o iog s pl of HisnTesT Sroan
R prevboues sTep odf G o e e chinoen anog s plvy | Tor denails chiro g m Pl comcdimoees e e secmon of feparamon proc edarnes of mCssD Ml and nhssl)
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Table 1

Amino ackl sequence of native Cssll HisrCsll and rCssil
Pepticle Aming add sequence MW o (Da) MWeg (Dn)
nGsll BI3E 75370
HBGsll mrosHEH BRE 93924
sl 753856 75384

"Means that the C-terminad 8 amidated {CONHa).
~Means that they have the same resilue.

The sensitivity of Na,1.5 channel to nGssll and rCssll toxins is
shownin Fig. 3Aand B, respectively, atdifferent toxin concentrations.
Currents were elicited by depolarizing pulsesat — 20 mV from a hold-
ing potential of — 120 mV. The time course of the current decrement
after the application of the toxins is shown in Fig. 3C Sodium currents
were elicited every 2 s by depolarizing pulses of 20 ms to a test po-
tential of — 20 mV in presence of nCssll and rCssll peptides. Peak so-
dium currents immediately decreased and stabilized in few seconds.
After washout the currents recovered almaost completely in less than
1 min. Fig. 3D shows the dose-response curve for both nCssll and
1Cssll toxins on Na, 1.5 The affinities of the two toxins for Na,1.5
were almost identical with an 1Gq of 35 43 nM for the native and
af 40 43 nM for the recombinant toxin, and the Hill coefficient=1
is consistent with a 1:1 toxin binding to the channel

A Canirel

————
—~—

C 33 nM (Cssll

Normalized G,

T
0  -60 -10 20 ¢ 20

3.3 NMR assignments and 3D structure of Cssil

Previous Cn2 assignments were used as a template to help the as-
signments of nCssll due to the close sequence identity (89%) between
these two neurotoxins. Mast of the atom chemical shifts of both
HisrCssll and nCssll did not changed significantly. Additionally, well-
dispersed resonance allowed identifying 65 spin systems in the nCssll,
where only the first residue was missing (Fig. 4). For nCssll, 90% of as-
signment completeness was obtained for all amino acid residues, and
CYANA structure calculations were performed using 828 distance con-
straints of which 479 were of short range (|i-j|<=1), 97 were medi-
um range (1<|i-j|<5) and 252 were long-range (|i-j|=>=5), also
four disulfide bridge restrains between C1-C8, 2-C5, €3-C6, and
C4-C7 cysteine pairs were included (the numbers indicate the relative

B Cenircl
D 33 nM nCsell
g
3
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0.8
;! O comrol
o 0.6 - D nCszll
= & rCesl
04 —
E
< 02—
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Fig- 2 Effects af nCssll and 1Cssll oxins on CHO cells expressing Na, 15 currents Figures A and B show Lmilies of currenss in respomse o sep depalerization of 10 mV fram —60to
50 mV from 2 hakling patensial of —120 mV. Figures C and D show sadium currents after external addision of 33 aMof nCssll and 1Cssll, which strongly decrease peak currents
teaving unchanged the activation kinetics (n =6) {E) and the inactwvation kinetics (n=4) (F), respectively. Stexly-state nactvations were ablained wing 2 standard doubles
puke protocol in contral and in the presence of nlssll and 1Gsll {n =4 Activation conductance and stesdy-state nactivation were fitked to standard Boltzmann funcfions
Hal maémal sctivation Vg occurred at — 473204 mV for control at — 446 =05 mV far nCssll and —45.1 =05 for 1Cosll. Hall maximal inactivation was reached a1 —78

=04 mV for cantral, at — 800 =03 mV for nCssfl and —72.1 0.8 for 1Cssll.

[118]



AL Saucedoer al | Biochimica et Biophysica Acta 1824 {2012) 478-487 483

A nCssll B rCsell

current [NA]

T T T 1 1 R W
0 20 4 5 8§ 160 1 10 103
time (] ned

Fig. 3 Sensitivity of Na,1.5 channel to nCss il and «Cssil scorpion taxins Figures A and B show the effect of different concentrations of nCssli and #Cssll on N, 1.5 currents. Currents
were elicited by depalarizing pubses 2t —20mV from a holding potential of — 120 mV in presence of 16 2and 33 aM of nCssll and in presence of 20 and 80 nM of 1Cssll soxins. Figure
Cahaws the time course respanses and current recover s ater washout of nCssll {O,400M) and rGsl] {71 20 nM). Data represent the peak currents elicited every 25 by depalar-
ing pulses of 20 e 10 2 test potential of —20mV and they were platted vs time. The arrows indicate the appliction and the washout of the toxin. Figure D shows dose-respanse
curves for bath nCssll and oCssil scarpion toxing, anNa, 15 b 5. The hall mal inhibitary i wans (1G,q) were abtained by plotting the relstive ¢ & function of
each taxin concentration The salid lines were the best fit of the data by the equatin: {loseAomes; = 1/{1 +1Ga/C). where Ko is the 0xin concentration, which inhibits half of the
maximal control current. The affinities of te two taxins for Na, 1.5 gave an KK, of 353 aM for nGsliand of 40 =3 aM for rCssll {2 4).
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Fig. 4 NOESY spedtra comparisan betwe en nCssl and HisrCss L The NOESY spectra of nCssll {red ) and His rCssll { black ) are superim posed showing their amkle and ali phatic regions
Azoomof Al eight cysweines assignments & shawn. it can be absenved that the cysteine pasitions are almast identical and no significant chunges are observed. The resilues C12,
C16 €25,C29,C41, (A6, €48 and (65 corsespand to the disulfide pairing €1 -C8 C2-(5,C3-C8 and C4-C7 {the numbers indicate the relative posiions of the cysteine residues in the
primary structure L The dimensional units of the x and y-axis are in ppm.
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Table 2

Strudtural statiEdes for the 20 best structures af nCasll and HisrGslL
Upper distance linmis nCasll HisrCssll
Tatal a8 867
Shart range 479 532
Medium range a7 108
Long range 252 27
rangd range 2-65 17-81 {2-65)
Average hackbane 064 1106
Average heavy atom 126 165
Distance nCasll Hisnsll
Lol NOE signale NOE % NOE signals NOE %
2994 £l 1.4 a3 a1
300-399 4 268 24 306 353
400-499 4 183 23 239 N
500-599 4 280 EEh:] 39 e
=600 A 0 0 0 0
Tatal 323 1103 367 1103

positions of the cysteine residues in the primary structure). & similar
procedure was Followed for HisrCssll using 867 total distance con-
straints olwhich 532 were ol short range (|i-j|< = 1}, 108 were medi-
um range [1<|i-jl<5} and 227 were long-range [|i-j|>=>5).
Structural statistics for the 20 best structures caleulated for bath struc-
tures are reported in Table 2 Fig. 5 shows the diagrams af the con-
straints used to calculate the 30 structure of nCssll and HisrCssIL
Bath HisrCssll and nCssll structures were determined using a similar
number of constraints despite the fact that HisrCssll has 16 residues
extra in the N-term region. OFANA output assemble of both maolecules
were used for explict water refinement using the AMBER suite.

Mumbzr of constioints

o

Enl Lo

Ramgelil

Rl &Ik

an

Musnict of constumnes

= :Ilil
Soucnes

n ER

However, anly the native malecule oblained convergent results, pre-
sumably the lack of constraing in the N-terminal region of HisrCssll
disrupted the algorithm caleulations, The selected structures were vi-
sualized using MOLMOL [46]. The superposition of the 20 best struc-
tures & plotted in Fig. 64, and the dbbon diagram af the best
structure, with minimum energy and best [t is shown in Fig, 6B, The
quality of both nCeell and HisrCesll slructures were assessed using
the PROCHECK-NME utility [47] and MOLMOL. The secondary struc-
ture regions were defined as follows: strand 1, residues 2—4: strand
2, residues 3B-42; strand 3, residues 45-51; and o-helix, residues
23-33 These regions define a scaffold of a oS toxin as expected for
similar long-chain mammalian B-scorpion toxing [16]. The global
rmsd over all residues for refined nissll [(2-65) using Amber was
1.52 A for backbone atoms and 223 A for all heavy aoms: the values
calculated over secondary structure elements [ residues 2—4, 235-33,
GE-42, 45-510 were 101 A and 183 A for backbone and heavy
atoms, espectively. The reglon between residues 34-39 was also
well defined. Comparing the CYANA structure of the nCssll with that
of HisrCssll, they showed small differences. The global rmsd of
CYAMA structures of rCssll and HiseCssll aver all structured residues
[2-65) was 069 and 087 A for the backbone atoms and 129 and
1.44 A for all heavy atoms, respectively. The HistCssll resulis are sig-
niftcantly equivalent in comparison to that of the native toxin. There-
fore, it was possible to And for both molecules nde's between the
corves ponding Cys residues (Fig. 4); that is, Cys3 HB; with Cys6 HB,
and Cysb HBz with Cye3 Hoo confirming the C3-06 connectivity [ the
numbers indicate the relative positions of the cysteine residues in
the primary structure) Ao for both maolecules, nOe's were found be-
tween Cysd HBz with Cys? HBz. All these nDe's together with very
small chemical shift differences support the fact that the native and
the recombinant Cssll have similar Ffold and disulfide bridge pattern.
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Fig. 5 NMR wnstrains for nCss il and for HErCssILThe figures show the numiber of com traints per range e nGsl{A) and or HisrGsll (B L and nunber of consir ainis per residue fr
nCasll {C) and for HisnCzll {D).
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Fig. & NMR solution structure and Iydrophobic patdhes of nGslLA) Ribbon disgram ol
the best 20 sructures. B) Ribbon dizgram aof minimum energy and best B N and ©
stancks for N- and C-terminal, respectively shoawing the oy salffokl. ©) The three
min hydraphobic patches in Gall are shown in arange, cyan and magenta

Small differe nces found in bath structure calculation were attributed
1o the extra 16 residues tail at the N termini.

Finally, the nCssll tridimensional structure exhibits three hydro-
phobic patches involving one third of all toxin residues. The frst
ane s quite interesting because it contains a high number of aromatic
residues, which incudes: Y4, L19, V40, Y42, A43, F44, Ad5, W47, W5B
and LE0, and it is located in the P-sheet face opposite to the o-helix.
However, il also shows a highly buried region around W47 [Fg. 6C
orange ). The secand hydrophobic patch s formed by LS, VG Y33,
151, %52, A55, V56, and V57, and it is located in the reglon between
the co-helix and the -sheet (Fig 60 cyan), The loop next o the begin-
ning of the o-helix has a hydrophabic patch formed by L7, L19 and
Y24: nevertheless this region [17-21) also shows a high salvent ac-
cessibility (Fig. 6C magenta). Since aone of the general hy pothesis for
protein folding implies the hydrophobic collapse, which isa relatively
early event before formation of any secondary structure and it is re-
ferred to as a molten globule, which corres ponds to a partially folded
state of the protein 48], then, the hydrophobic core of Cssll may be
important for correct folding. It could be interesting to find if any of
the hydrophabic residues in the hydrophobic core of Cssll dictates
the molecule folding. In addition, the hydrophabic core observed in
Cssll is conserved in all beta scorpion toxins and it seems important
for biological activity. According to Lee and MacKinnon (2004, poly-
peptide toxins that interac with voltage-sensitive cation channels are
able to bind o phos pholipid me mbranes, suggesting that these taxins
coukd access the channel-binding site-4 of Mav that remains
membrane-restricted [449). Later the group of Blumenthal found that
arachnid polypeptide toxins from Thriopelng and Centruroides
wvenams, that access to the site 4 af Nav and madily activation, bind
1o phosphalipid membranes suggesting that a hydrophobic region in-
teract with the phosphalipid membranes |50 Besides, Cssll presents
alarger patch exposed Lo solvent that includes residues Y4, L19, v40,
Y42, A43, F44, A4S, W4T, W5E and L60; four af them (Y40, Y42, F44,
W5E] being critical For toxin binding in the homologue toxin Cssly
121].

4. Discussion

This report deseribes structural features of the long-chain mam-
malian P-seorpion toxin Cssll from the soluble venom of the buthid
seorplon O suffusus and the recombinant forms HisrCasll and conse-
quently the rCesll structure, The structural and functional information
found on the native and the recombinantly produoced peptide showed
that HisrCesll is correctly folded and presents the right disulfide pair-
ing as that of the native Cssll In addition, the recombinant rCssll
abtained from the parental HisrCssll structure has similar electro-
physiological activity as that of the native Cssll on Na, 1.5 indicating
indivectly that this cysteine-rich peptide was also folded properly.

One of the mast important issues for heterelogous expression of
cysteine-rich proteins is to fnd the vight in vito folding conditions,
in case the host cell does not produce the folded protein. The correct
disulfide bridge formation of recombinant scorpion neurotoxins al-
lows Lo conserve their secondary structures and to be blologically ac-
tve. 1L is well known that the number of possible structural forms for
a protein vich ineystines increases with the number of disulfide brid-
ges in the molecule; Tar example, the number of possible disulfide
pairing Forms For Cssll |4 cystines], is 105 but anly one biological ac-
tve structural form exisis in nature [7.12). Therefore, NMR experi-
ments are excellent echniques to investigate the correct disulfide
pairing and secondary structure of cysteine-rich scorplon toxine, In
this report, the NMRE structure of HisrCesll was chosen to be deter-
mined instead ol the 1Casll because HirsCssll is the parental peptide
of Cesll. That lg, having the whaole structure of HisrCesll the recombi-
nant secondary structure and disulfide paiving of rCesll will be de-
fined. In other words, we kill two birds with one stone. It was
clearly shown that the cysteines C4, C5, C6 and 7 have identical
chemical shifts for HM, Ha and HE's Additionally, cysteines C1, C2,
3 and C8 chemical shifts were displaced less than 04 ppm, which
are not significantly important for protein folding. For example, Cys-
teines C4 and C7 form a disulfide bridege and there are no chemical
shift differences between the native and the recombinant toxin
[Fig. 4). Consequently, the heterologous expressed Cssll conserves
the same native cystine scaffold, and besides the correct disulfide
bridge Formation, the secondary and three-dimensional structure is
maintained. This structural data is supparted by the Tact that the
Casll expressed oxin is biologically elfective as the native one
[Figs. 2 and 3). The nCssll strocture was caleulated using 828 distance
constraints, from which 479 were short, 97 were medium and 252
were long range. Although the best described reglon was the second-
ary structure with rmsd of 063 A and 1.55 A for the back bone and
the whole molecule for Amber refined structure, respectively, the C-
terminal domain was not well defined due to the absence af nde's
50 this feature is important because the amidated C-terminal might
play an important rale in the biological activity of Cssll tow ards differ-
ent isoforms of Mav.

Comparing B-soorpon neurotoxing, the native Cssll 30 structure is
similar to the previous reported structure Cn [ PDBTCMNZ ) and they
belong to a medically important large family of long-chain mammali-
an toxins from the venom of the Centruroides genus. All these -
scorpion toxins conserve a high degree of similarity in their primary
structure (Table 30 Gomparing the NMRE structures of Cn2 and Cssll
it can be observed that they diverge in 9 out of 66 residues, which
are differently positioned through thelr primary sequence. Just one
residue could be considered a conservative substitution such 156Y,
because itmalntains a similar hy drophobic characte e, Also, the substi-
litions GY for ¥G al positions 33 and 34 could be considered conser-
vative because they maintain the same di-peptide chemistey in the
structure. However, while substitutions such as G365 and ASTS
could be functionally important, more significant ave the substitu-
Hons DTS and N95 on the N-terminal side, and the substitutions
RG4T and S66M on the C-terminal region ol these bwo neuaroboxins.,
Here, we should notice that these amino acid substitutions, at the
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Table3

Amino ack] sequences of the main neurotaxing fram species of the Gentruroides genus.
Toxin* Aming add sequence” Aces®

I ssssssss TTaasssnsns 90w

Cssil a0
) 101495
an -1 e oo dllipalps P45666
ae i i i P i r598498
Giil I pEiwin- Sekrend “oireiaie 59897
an y SRR PI8925
Cd —eeeI-NY Y= =C=FACA= === === === =AR==-GA===C~- QTWiD

* Cssll from Cs suffisus; Co2 from C noxus: CHlL and OR from C limpidas Smpidas; Gil from C infamatus infamarss and Ot fram €. limpidus tecomanas
" Dashes { —)mean klenticaal residue ta Gsll: + Means that the C-terminal & amidated {CONH,).

© Accs means accession number.

N- and at the G-terminal regions, could be crudal for the specificity
and affinity, respectively, of (-scorpion toxins for Na, isoforms [28].
In this respect, Estrada et al. [27] reported that the C-terminal region
in the native Cssllis important for neurotoxin affinity, and they found
that exchanging the residues T64 and S66 for basic residues at the C-
terminal of Cssll improved the affinity for Na,1.6. They constructed a
recombinant rCssllvariant | T64R, S66R] and obtained a significant in-
crease inactivity for Na, 1.6. According to this C-terminal affinity hy-
pothesis, Schiavon et al. [28,51] reported dose-responses (1C50s)
using the Na 1.6 of 39 and 307 nM for Cn2 and Csll, respectively;
that is, 8 fold higher for Cn2, which has more positive charges at its
C-terminal (see Table 3 and Fig. 7). Recently, the primary structure
of a new neurotoxin named Cn8 from C noxius was determined
(Table 3). This toxin presents four positive charged residues at the
C-terminal, and it seems to be more toxic to mice to that of Cn2 and
Cssll [51)

On the other hand, the amino add residues that could be respon-
sible for Na, isoform specificity might be those at the N-terminal re-
gion, spedfically at positions 7, 8 and 9 (Table 3). Such N-terminal
region has the most diverse amino acid substitutions in all the long-
chain mammalian (3-scorpion taxins from the venom of the Centrur-
oides species. This data also agrees with the recently reports from
Schiavon et al. |S1] in which electrophysiological assays were

Ky

Fig. 7. Campagison of the elecrostatic surlsces of Cssll and Cn2.The structures of Cssll
{abave ) and Cn2 (below) are 1807 rotated {fram et to right) The paler hydrophilic
side chains are shawn in green {the palar C-terminaks are aolored in dark green ) The
positively-dharged resilues are shown in blue, and the negativelycharged residues
are shown i red {the positively-charged N-terminals are calared in dark blue). Side
chains we re colored according to PYMOL (Delina, WL The PyMOL Malecular Graphics
System, 2002 ) Delano Scientific, San Carlas, CAL

[122]

performed with different [A-scorpion toxins (Cssll, ClI1, Cl12 and
Cn8) on single expressed subtypes of Na, from 1.1 to 1.7. They
found that (b-scorpion toxins affect differentially Na currents in Na,
isoforms (Nav 1.1 to Nav1.7) even if they share a high degree of sim-
ilarity (>78%). For example, Cssll blocks maore specifically Na, 1.6
thanCn2, Cn8, ClIT and €12, which also have significant blocking ac-
tivities on Na, 1.1 to 1.5 [28,51] In this respect, Cn8, which has the
most diverse residue differences at the N-terminal, was the neurotox-
in with the most promiscuous activity to Na, isoforms. Therefore, the
preferences of the long-chain mammalian (-scorpion toxins for Na,
isoforms may be related to N-terminal differences and to the structur-
al differences of certain amino acid residues found in that surface
area. For example, although the N-terminal residues of both Cssll
and (n2 are nearly identical (89%), we can observe a different distri-
bution of electrostatic charges in the structural faces that shelter such
residues contrary to the structural faces that house the C-terminal
residues (Fig. 7). The surface area in Cssll that encloses the residues
S7 and S9, which might be involved into the specificity for Na, iso-
forms, presents a more compact patch of positively charged residues
(K8, K13, RZ7, K30 and K35) than that found in the similar molecular
surface of Cn2 (Fig. 7). In addition, the molecular surface of Cn2 shel-
ter an anionic residue (D7) that split the patch of basic residues K8
and K13 from the other basic residues (K18, RZ7 and K30) that are
more dispersed in the same area. As a resull, the overall differences
in the position of the basic and anionic residues may be related Lo
changes in the specificity for Na, isoforms in these two [A-scorpion
toxins.

In general, this report confirms that a corred folded and biologi-
cally active recombinant [4-scorpion toxin was obtained. As a result,
the possibility of obtaining well-folded and correctly placed cysteine
pairs, in recombinant p-scarpion taxins, such as HisrCssll and rCssll
reparted here, certainly will provide the means of producing
substituted mutants at the N- and C-terminal regions of this peptide.
In conclusion, this communication indicates the strategy to be fol-
lowed for heterologous expression of mutants of this peptide for bet-
ter understanding the molecular basis of the specificity and affinity of
h-scorpion toxins for the various Na, isoforms.
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