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RESUMEN

Las neurotoxinas son moléculas de gran relevancia para el estudio y
entendimiento de los canales idnicos. Entre sus caracteristicas principales
destacan su estabilidad generada por la formacion de enlaces disulfuro y una gran
selectividad hacia sus blancos moleculares. Sin embargo, para poder estudiarlas
se deben extraer y purificar de sus medios naturales como son los venenos de
animales tales como alacranes, arainas y serpientes. Estos venenos son mezclas
complejas de una gran diversidad de compuestos entre los que se encuentran las
neurotoxinas, mismas que aparecen en concentraciones muy bajas dificultando
asi su purificacion y estudio. Una alternativa es usar técnicas de biologia
molecular para obtenerlas de manera recombinante en sistemas heterdlogos.
Estas metodologias pueden producir una gran cantidad de muestra, lo que permite
manipular los sistemas para facilitar su obtencién y purificacion. El principal reto es
encontrar las condiciones Optimas para producir la proteina con el plegamiento
nativo, enfocandose principalmente en la correcta conectividad y formacion de los

enlaces desulfuro.

En este trabajo, nos dedicamos al estudio de dos neurotoxinas con caracteristicas
particulares. TsTx-KB (60 a.a) es una toxina de alacran que pertenece al grupo de
las B-Ktx caracterizadas por ser toxinas de cadena larga (48 a 78 a.a.) y actividad
frente a canales de potasio. Por su secuencia de aminoacidos se postula que este
tipo de proteinas presentan dos dominios estructurales, un extremo amino-terminal
asociado a una actividad citolitica y un carboxilo-terminal con capacidad de

bloquear canales idnicos de potasio.

I I
KLVALIPNDQLRSILKAVVHKVAKTQFGCPAYEGYCNDHCNDIERKDGECHGFKCKCAKD
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Figura I. Secuencia de aminoacidos de TsTx-Kf y los puentes disulfuro predichos (Uniprot,
P69940).




RESUMEN

Por otro lado, Magi3 (46 a.a.) es una toxina extraida del veneno de arana la cual
contiene en su secuencia de aminoacidos diez cisteinas, formando 5 enlaces
disulfuro. La toxina presenta actividad sobre canales de sodio provenientes de
insecto, haciéndola un péptido con potenciales aplicaciones biotecnoldgicas.

GGCIKWNHSCQTTTLKCCGKCVVCYCHTPWGTNCRCDRTRLFCTED
10 20 30 40

Figura ll. Secuencia de aminoacidos de la Magi3 y los puentes disulfuro predichos (Uniprot,
P83559)

Hasta la fecha no se cuenta con estudios estructurales de estas dos proteinas, lo
cual brindaria informacion relevante para comprender su naturaleza y poder
entender la forma en que estas interaccionan con sus blancos moleculares.
Ademas Magi3 y TsTx-KB representan ejemplos de sistemas complejos con
dificultades de expresion, resaltando el objetivo de disefar sistema que nos
permita obtenerlas de manera recombinante, generar suficiente muestra para
poder realizar una caracterizaciéon estructural por RMN y evaluar su actividad

bioldgica.

Este trabajo esta dividido en tres capitulos, el primero consta de un marco teérico
en donde se habla de los dos temas principales en los que se basa esta tesis, las
neurotoxicas y la resonancia magnética nuclear de proteinas. En los otros dos
capitulos se desarrollan individualmente los proyectos mencionados

anteriormente.
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1.1.1 ;Qué son las neurotoxinas?

Las neurotoxinas son un grupo particular de moléculas que actuan como ligandos
altamente especificos de proteinas presentes en la membrana celular, principalmente del
sistema nervioso ( ). El origen biolégico de estos compuestos es muy
diverso y se pueden encontrar en multiples organismos tanto unicelulares como
pluricelulares. Estos organismos las utilizan para ahuyentar a los depredadores o capturar
presas, algunos ejemplos de estos animales son las arafas, serpientes, escorpiones y
conos marinos ( ). Los venenos son mezclas complejas de multiples
componentes como sales, lipidos, compuestos organicos de bajo peso molecular,
carbohidratos y una fraccién proteica, en la que destacan los péptidos con actividad
neurotdxica. El tamafio de estas neurotoxinas es menor a los 12 kDa y se caracterizan por
su alto contenido en cisteinas formando de 2 a 8 enlaces disulfuro, lo que les confiere una

gran estabilidad ( ).

1.1.2 Canales idnicos

Las neurotoxinas por su tamafo, su toxicidad para los humanos o su especificidad
biolégica, siendo este ultimo el mas usado ( ). Como se menciond
anteriormente las neurotoxinas bloquean o regulan proteinas especificas asociadas a las
membranas celulares. Estas proteinas son conocidas como canales idnicos y permiten el
paso de iones a través de la membrana plasmatica de forma selectiva y a favor de
gradiente electroquimico. Entre sus muchas funciones, destaca el mantenimiento del
potencial de membrana, la contraccion muscular, permiten la regulacion del volumen
celular, participan en diversas vias de sefializacién y son los encargados de la generacién
y propagacion del impulso nervioso ( ). Al igual que las enzimas, los canales
idnicos tienen sustratos especificos: potasio, sodio, calcio y cloro. Durante los ultimos
afios se han logrado impresionantes avances en la comprension de su estructura y
funcion. Utilizando canales idnicos purificados de bacterias, se ha encontrado que este
tipo de proteinas forman un poro a través del cual los iones pueden pasar. Los canales de
potasio por ejemplo son proteinas tetraméricas (Figura 1.1), cada subunidad contiene dos
hélices transmembranales entre las cuales hay un bucle formado por una tercera hélice y
una region conocida como filtro de seleccién que contiene la secuencia TVGYG. La region

del filtro es estrecha y contiene sitios de unién a iones formados por atomos de oxigeno
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orientados hacia el centro del poro ( )-

Figura 1.1. Estructura del canal de potasio KcsA (PDB 1J95). A) y B) Representacién en listones y

superficie de la naturaleza tetramérica del canal, en la figura se muestra el espacio extracelular (EC) e
intracelular (IC). C) Muestra dos de las cuatro subunidades de KcsA, vistas de manera perpendicular al eje del
poro. En rojo se muestran los oxigenos de los carboxilos en los residuos que forman el filiro de seleccién

(TVGYG) y en amairillo los iones de potasio.

Algunos canales estan regulados por ligandos, lo que significa que la apertura de los
poros esta acoplada enérgicamente a la uniéon de un ion, una pequefia molécula organica,
o incluso en algunos casos una proteina ( ). Otros canales estan
regulados por voltaje, en cuyo caso la abertura del poro se acopla energéticamente al
movimiento de un sensor de voltaje cargado dentro de la membrana. Por lo tanto, los
distintos tipos de canales se abren en respuesta a estimulos como; un cambio en la
concentracion intracelular de calcio, al nivel de ciertas subunidades de proteina en la
célula o al valor del voltaje de la membrana. Debido a esto, los canales tienen diversos
dominios estructurales unidos a la unidad de poro. Los canales de potasio, por ejemplo,
que son activados por ligando tienen tipicamente dominios extracelulares o citoplasmicos

para la union del ligando; en el caso de los canales regulados por voltaje tienen dominios

WWW‘;:L 10
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de membrana integrales para detectar diferencias en el potencial de membrana

( )-

Por otro lado, los canales de sodio sensibles a voltaje de organismos procariontes estan
formados por cuatro subunidades idénticas (DI-DIV) y cada una esta compuesta por seis
segmentos transmembranales (S1-S6). Los primeros cuatro segmentos (S1-S4)
constituyen el modulo de deteccidon de voltaje, que detecta cambios en el potencial de
membrana y los transduce al poro. Los segmentos S5, S6 y un bucle entre ellos (asa P)

forman el poro del canal como se observa en la Figura 1.2 ( ).

Figura 1.2. Estructura del canal de sodio NavAB (PDB 5VB8). A) Representacién en listones y superficie
de una subunidad del canal NavAB. Se observan los seis segmentos transmembranales (S1-S6). B) Dos de
las cuatro subunidades de NavAB vistas de manera perpendicular al eje del poro, espacio extracelular (EC) e

intracelular (IC). C) Conjunto de las cuatro subunidades del canal vista desde arriba del poro.

Existe una gran variedad de patologias asociadas al mal funcionamiento de los canales
ionicos o las proteinas que los regulan, en la literatura se han nombrado
aproximadamente 200 genes de canales i6nicos como objetivos farmacolégicos
( ). Aunque hay trabajos para la modificacién del genoma en células

individuales ( ) no se conoce el

\W\WW‘H%H?“ 11
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efecto que puedan tener este tipo de terapias a largo plazo. Hoy en dia es mas seguro
usar farmacos que se dirijan a las formas mutadas de las proteinas que constituyen al
canal, desafortunadamente, en la practica cuando se utilizan estos farmacos la

especificidad al canal normal no desaparece.

En los ultimos afios, muchas investigaciones se han enfocado en la sintesis y
modificacion de compuestos organicos, con la esperanza de encontrar moléculas activas
frente a las diversas patologias; sin embargo, las moléculas pequefas mantienen un
numero restringido de puntos activos y presentan multiples dianas debido a la baja
especificidad. Las moléculas peptidicas en contra parte, pueden formar un plegamiento

espacial unico de interaccion y sus metabolitos tienen una baja toxicidad ( ).

1.1.3 Neurotoxinas como herramientas farmacolégicas

Las neurotoxinas extraidas de venenos naturales, pueden ser la mejor alternativa para
combatir las enfermedades relacionadas con el mal funcionamiento de los canales
i6nicos. Dichas toxinas estan empaquetadas firmemente y algunas de ellas son
extremadamente estables. En los venenos se encuentra una variedad inmensa de estas
moléculas y cada una de ellas es especifica para un grupo estrecho de receptores.
Teniendo en cuenta, por ejemplo, el numero de especies de aranas (~46,400) sus
venenos representan la biblioteca mas grande de moléculas biolégicamente activas
editadas de forma natural ( ). Ademas, estas toxinas no solo pueden servir
como moléculas bioactivas sino también, pueden ayudar a comprender mejor la
farmacologia de los canales idnicos. Actualmente existen varios ejemplos en la literatura
de toxinas utilizadas para mejorar nuestra comprension de la relacion estructura-funcion
de dichos canales. A pesar de la alta homologia de secuencia (> 50%) entre los subtipos
de canales de sodio, por ejemplo, se han aislado varias toxinas que son activas para uno
0 mas subtipos de estos, lo que las convierte en herramientas utiles para diferenciar
nuevos subtipos e identificar sitios alostéricos, lo cual, proporciona informacion esencial

para el disefio racional de toxinas selectivas (

)-
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1.1.4. Obtencion de neurotoxinas recombinantes

El uso de toxinas como herramientas de investigacién puede estar limitado por la cantidad
de muestra que se obtiene, actualmente existen tres formas principales de obtener
neurotoxinas. La primera es extrayéndolas de su fuente natural, lo cual, involucra la
recoleccion en el campo o la crianza en el laboratorio de especimenes para obtener sus
venenos crudos; sin embargo, la falta de especimenes vivos para la coleccion de veneno,
el alto precio, el pequefio catalogo de venenos liofilizados disponibles y los varios pasos
de la purificacién, representan cuellos de botella que limitan las cantidades de muestra
con las que se disponen ( ). La segunda forma es la sintesis quimica
de los péptidos, opcion que evita la purificacion de fuentes naturales. Sin embargo, esta
técnica es muy costosa; la complejidad que incrementa conforme aumenta el tamario del
péptido y son necesarios pasos de plegado in vitro para que los péptidos sean activos,
reduciendo considerablemente el rendimiento de los compuestos sintetizados
quimicamente ( ). La tercera opcion es la ingenieria genética, una
alternativa que se ha convertido en una de las herramientas mas importantes para
producir grandes cantidades de péptidos y proteinas en general, con un costo
relativamente bajo y la posibilidad de producir no solo el péptido nativo sino también

variantes con cambios en la secuencia de aminoacidos para enriquecer su estudio.

Con estas metodologias se pueden llegar a tener mayores cantidades de muestra lo que
hace posible realizar mas estudios, como investigar el mecanismo de accion de los
péptidos, determinar sus dosis letales y obtener su estructura tridimensional (

). Normalmente cuando se habla de proteinas recombinantes existen muchos
puntos a considerar para su produccion y purificacion exitosa. A continuacién se

describiran algunos de los criterios mas relevantes.

La primera decision que se debe tomar al hacer una proteina recombinante es la eleccion
del sistema en el que se va a expresar. Dependiendo si la proteina deseada, contiene o
no modificaciones postraduccionales, se podria elegir un sistema eucarionte o
procarionte, siendo este ultimo el mas usado para producir neurotoxinas, principalmente
por su bajo costo. En el caso de las neurotoxinas, la caracteristica mas relevante es la
correcta formacion de enlaces disulfuro, para lo cual, ya se cuenta con varias estrategias

y es posible llevarlo a cabo utilizando en algunos casos proteinas chaperonas que ayuden
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a su formacion o produciéndolas en bacterias con citoplasmas modificados para promover

la oxidacion ( )

Un problema recurrente con la produccion de proteinas eucariotas en sistemas
procariontes es el uso de codones diferentes. Sabemos que existe mas de un codoén para
la insercion de un mismo aminoacido y cada organismo utiliza preferentemente ciertos
codones, por lo tanto, un coddén que es utilizado por humanos puede ser poco usado por
bacterias. Afortunadamente, con la posibilidad de sintetizar quimicamente el ADN que
utilizaremos para la produccion de la proteina, es posible optimizar el gen de tal forma que
nos aseguremos que los codones que codifican para los aminoacidos de nuestra proteina

sean los que la bacteria utiliza ( ).

La siguiente decision importante es la eleccion del vector de expresién que se usara. Se
deben tomar en cuenta aspectos como el promotor a partir del cual se expresara el gen
de interés, el marcador de seleccion que permite el mantenimiento del plasmido en la
célula huésped y el origen de replicacion que regula el numero de copias del plasmido en

cada célula huésped.

Los promotores suelen estar regulados por un inductor quimico que activa la transcripcidn
cuando se agrega al cultivo, permitiendo el control temporal de la produccion de la
proteina. El ejemplo mas conocido es el sistema pET; este sistema se basa en un disefio
de E. coli que lleva una copia cromosomica del gen que codifica para la ARN polimerasa
del bacteriofago T7. Este gen de la ARN polimerasa suele estar bajo el control de un
promotor inducible por isopropil 3-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG); esta construccion se
incorpora de forma estable en el cromosoma bacteriano. En ausencia de IPTG, el
promotor lac estd unido al represor Lacl, que reprime la transcripcion de la ARN
polimerasa T7. Tras la adicion de IPTG, Lacl se libera de la regién promotora lac y el gen
de la ARN polimerasa T7 se transcribe y traduce. La ARN polimerasa de T7 ahora puede
activar la transcripcion del promotor T7 ubicado en el plasmido de expresion pET, en el
cual se encuentra el gen recombinante de interés. De manera crucial, el promotor T7 en el
plasmido de expresion pET no esta fuertemente activado por la ARN polimerasa de E.

coli, por lo que la expresidon del gen de interés depende solamente del IPTG (

).
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Otros aspectos importantes que involucran al vector de expresion son las modificaciones
que puede llevar para facilitar la purificacion o mejorar el plegamiento de las proteinas
recombinantes. Las secuencias de nucleétidos que codifican estas etiquetas se fusionan
directamente con el gen recombinante, puede ser en el extremo amino o carboxilo, por lo
tanto, cuando se transcriben y traducen se generan como una sola cadena polipeptidica
llamada normalmente proteina de fusion. Este tipo de construcciones, ademas de permitir
que las proteinas se purifiquen de manera mas simple, ayudan a fusionarlas con
proteinas que pueden aumentar las solubilidad o hacer que se dirijan a compartimentos

celulares particulares ( ).

Una vez producida la proteina en la bacteria, se debe planear la forma de purificacion.
Una manera facil es afadiendo una secuencia de histidinas a la construccion de la
proteina. Estos residuos tienen la capacidad de acomplejarse con iones metalicos, como
el niquel (I) o el cobre (Il). Mediante el uso de una resina de cromatografia que contiene
estos iones metalicos, la proteina recombinante se puede separar especificamente de

otros componentes celulares en un proceso de cromatografia de afinidad metal quelato

( )-

La produccion exitosa de una proteina recombinate no es garantia de que ésta tenga el
plegamiento correcto para llevar a cabo su funcién biolégica. Recordemos que estamos
produciendo una proteina en un ambiente diferente al nativo y este puede ser crucial para
su plegamiento. Normalmente, cuando una proteina no tiene su conformacion nativa,
tiende a formar agregados insolubles, particulas densas compuestas de proteina

desplegada y proteina plegada en proporciones variables ( ).

Los agregados insolubles a menudo se consideran indeseables; sin embargo, su
formacion puede ser ventajosa, ya que su aislamiento del homogeneizado celular es una
forma conveniente y eficaz de purificar la proteina de interés. Las principales ventajas

asociadas son las siguientes:

* Es relativamente mas facil su aislamiento, debido a las diferencias en su tamafo y

densidad en comparacién con los contaminantes celulares.
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* Existe una menor degradaciéon de la proteina expresada ya que al no ser soluble
se reduce el contacto con las proteasas celulares.
* Contiene menos contaminantes lo que nos ayuda a reducir el nimero de pasos de

purificacion.

Por lo tanto, a pesar de que la proteina insoluble normalmente no tiene actividad deseada,
su purificacién directa pude ser una opcion. Hay una gran cantidad de ejemplos en la

literatura de proteinas recombinantes expresadas como agregados insolubles en E. coli

( )-

Una gran parte de las neurotoxinas producidas de manara recombinante han sido
purificadas a partir de agregados insolubles. En general, esta metodologia consta de tres
pasos: 1. El aislamiento de los agregados insolubles; 2. La disolucion de estos y la parte
mas importante y delicada; 3. El replegamiento de la proteina, es decir, pasar de su forma

desplegada a la forma plegada con la actividad deseada.

Normalmente estos agregados semipuros se disuelven utilizando altas concentraciones
de reactivos desnaturalizantes (6-8 M) como la urea o el cloruro de guanidinio; en otros
casos se pueden utilizar también detergentes como el dodecilsulfato de sodio (SDS).
Cuando la proteina tiene enlaces disulfuro es conveniente agregar agentes reductores
adicionales (R-mercaptoetanol, ditiotreitol o cisteina) rompiendo asi los enlaces

incorrectos inter o intramoleculares ( ).

Ya obtenida la proteina soluble y desplegada comienza el proceso de replegamiento para
alcanzar su estado nativo; esto se lleva a cabo al eliminar el agente desnaturalizante de
manera controlada. Los procesos como dialisis o dilucidn son utilizados en esta etapa.
Una de las razones de la mala recuperacion de la proteina replegada es su agregacion
durante el proceso; para evitarlo se utilizan concentraciones de proteina en el intervalo de
10 a 50 pyg/mL y en ocasiones también se usan agentes estabilizadores como la arginina,

la cual se ha demostrado mejorara la solubilidad e inhibe la agregacion (

)-
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En el caso de las proteinas que tienen multiples enlaces disulfuro como es al caso de la
neurotoxinas, se agrega una complicacion al sistema debido a la probabilidad de las
diferentes combinaciones para formar estos enlaces disulfuro en la toxina. Por ejemplo,
una neurotoxina con 6 cisteinas forma 3 enlaces disulfuro, pero existen 15 combinaciones
posibles. En el caso de una secuencia con 10 cisteinas el numero de posibles isoformas
es de 945. Este tipo de proteinas requiere un replegamiento mas elaborado que se debe
realizar en presencia de agentes oxidantes y reductores que ayuden a la formacion de los
enlaces. Los reactivos mas utilizados son el glutation oxidado/reducido (GSH/GSSH),
DTT/GSSH, cisteina/cistina y cisteamina/cistamina a una concentracion total de 1-15 mM
con una relacion molar de compuestos reducidos a oxidados de 1:1 a 5:1,

respectivamente ( ).

Una vez obtenida la proteina, ya sea de forma soluble o extraida de los agregados
insolubles, se caracteriza y evalua parar corroborar que sea la proteina deseada y que

cuente con el plegamiento adecuado.
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1.2. DETERMINACION ESTRUCTURAL
DE PROTEINAS POR RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR.

18



MARCO TEORICO

1.2.1. Resonancia magnética nuclear como herramienta para la determinacién

estructural de proteinas

La resonancia magnética nuclear es una técnica que permite de determinar la estructura
tridimensional de péptidos y proteinas con una resolucién a nivel atomico. Entre sus
ventajas se encuentran que las proteinas se pueden estudiar en disolucién permitiendo
qgue estén en condiciones fisiolégicas o en estado soélido si el objeto de estudio es fibroso
( ). Esta herramienta aprovecha las propiedades magnéticas de los
nucleos (espin nuclear) y los manipula con radiofrecuencias para obtener informacion
acerca de sus ambientes quimicos, relacionados directamente con su estructura

molecular.

En condiciones terrestres, las orientaciones posibles asociadas al momento magnético de
los nucleos son energéticamente equivalentes, generando un conjunto de estados
degenerados. Si aplicamos un campo magnético externo, los momentos magnéticos se
alinean y adquieren un valor energético particular generando diferentes estados
poblaciones (Figura 1.3). La diferencia energética entre estos estados es determinada por

AE= hyB,, donde h el la constante de Planck dividida entre 2w, y es la constante

giromagnética de nucleo en cuestidon y By el campo magnético. Esta diferencia entre los
estados energéticos es directamente proporcional al campo magnético externo y su

magnitud se encuentra en el rango de las radiofrecuencias (Figura 1.3).

Con lo dicho anteriormente, la energia necesaria para llevar a cabo estas transiciones
energéticas o poblacionales deberia ser igual, si estamos hablando de nucleos del mismo
isotopo sometidos al mismo campo; sin embargo, si estos nucleos tienen diferencias en
sus densidades electronicas provocados por atomos vecinos o por su posicion en la
molécula, éstas actuardn como pequefios campos magnéticos locales generando
diferencias magnéticas y se podran diferenciar entre ellos. Cada nucleo entonces, se
observaran a una frecuencia de resonancia particular (desplazamiento quimico, &) que

podremos interpretar para determinar su estructura molecular.
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A) B) ‘ | C) A Estado en contra de B,
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Estado a favor de B,
Momentos magnéticos
orientados aleatoriamente

Figura 1.3. Representacion esquematica del fundamento de RMN. Momentos magnéticos de nucleos con
espin 2 y su orientacidon en ausencia y presencia de un campo manganico, A) y B) respectivamente. C)

Transicion energética de los estados de un nucleo con espin %2 sometido a un campo magnético.

Entre los atomos mas utilizados para el estudio de proteinas se encuentran el hidrégeno,
el carbono y el nitrégeno, de estos elementos, los is6étopos 'H, *C y N con espin nuclear
% dan lugar a sefiales observables. El isétopo '°C tiene espin 0 por lo que no es
observable en resonancia, mientras que los isétopos Hy N con espin 1 son ntcleos con
momento eléctrico cuadrupolares, los cuales tienen sefales que relajan muy rapido y no

son observables en disolucién en condiciones normales.

Historicamente la RMN de macromoléculas estaba limitada debido a la gran complejidad
de los espectros y la baja sensibilidad de la técnica, lo cual, en los ultimos afos se supero
con la generacion de equipos con campos mas intensos, desarrollo de criosondas y
mejores formas de preparacion de muestra. Cada dia es mas frecuente encontrar
estructuras resueltas de mayor tamafio. Las estructuras de moléculas menores a los 10
kDa se pueden determinar con experimentos 'H homonucleares, menores a 30 kDa con
experimentos de "*C y "N heteronucleares y moléculas alrededor de 40 a 50 kDa

combinando experimentos de *C, "N y ?H heteronucleares (Cavanagh, 1996).

Existen varios parametros espectrales que reflejan tanto la estructura como la
conformacion de la molécula, a continuacion describiré los mas importantes para el

estudio de proteinas en disolucion.
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1.2.2. Intercambio quimico

El intercambio quimico involucra todos los procesos en los cuales un atomo intercambia
entre dos o mas entornos en los que sus parametros de RMN (desplazamiento quimico,
constante de acoplamiento, tiempo de relajacion) son diferentes. Este tipo de procesos
pueden ser tanto intra como intermoleculares. Entre los intermoleculares destacan los
movimientos de cadena lateral y los equilibrios conformacionales que una proteina puede
adoptar en disolucion. Entre los intramoleculares estan la union de moléculas pequefias a
la proteina, interaccidn proteina-proteina y el equilibrio de protonacién desprotonacion de
los grupos ionizables que existan, asi como los atomos labiles, como es el caso de los

protones de amida.

Estos efectos de intercambio afectaran a los parametros de RMN dependiendo de su
velocidad, en el caso del desplazamiento quimico, por ejemplo, en un intercambio lento se
observan dos sefales separadas para un nucleo en dos estados conformacionales. Por lo
contrario en el intercambio rapido, se observara una unica sefial promediada. En el caso
de intercambios intermedios existen varios cambios en las sefales que van

aproximandose y ensanchandose hasta parecer una sefial Unica (Jiménez, 1997).

Este tipo de fendmeno se debe tomar en cuenta a la hora de la adquisicion y analisis de

los espectros de RMN.

1.2.3. Desplazamiento quimico (5)

El desplazamiento quimico (6) es la frecuencia de resonancia donde se observa la
transicion entre los estados energéticos de cada nucleo. Esta diferencia energética es
directamente proporcional al campo magnético; por lo tanto, una manera de simplificar la
interpretacién y poder comparar sefales entre espectros obtenidos en equipos de
diferentes campos es convirtiendo el valor de la frecuencia en partes por millén con la
siguiente ecuacion: (8)=10° [(Vi-vier)/ Viefl donde vy es la frecuencia de resonancia de una

referencia que se toma como cero en la escala.

Al efecto local que generan los electrones cercanos al nucleo frente al campo magnético

externo se conoce como apantallamiento (es la razén principal por la cual podemos
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observar diferencias en desplazamiento quimico entre nucleos de la misma especie). Por
lo tanto, este parametro depende del entorno quimico de cada nucleo (densidad
electrénica). Cambios pequenos en el entorno electrénico de un nudcleo o en la
conformacion de la molécula podria afectar de forma apreciable el valor del

desplazamiento quimico del nucleo en cuestion (Keeler, 2005).

Aunque los desplazamientos quimicos pueden variar dependiendo del ambiente de cada
nucleo, también es cierto que cada tipo de nucleo saldra en zonas especificas del
espectro. Por ejemplo, en la figura 1.4 se ejemplifican los desplazamientos tipicos de los

diferentes tipos de protones que conforman a los aminoacidos.

Alifaticos
Metilos
Protones alfa Ha ¢ »
I —
Protones de amida NH
Protones aromaticos y
de cadena NH
10.5 10.0 95 9.0 85 80 75 70 65 6.0 55 5.0 40 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0.0

H ppm

Figura 1.4. Espectro de protéon donde se indican los desplazamientos quimicos comunes de los

diferentes protones en los aminoacidos.

No debe sorprendernos que en moléculas complejas puedan existir nucleos que tengan
desplazamientos quimicos iguales, sobre todo si hablamos de nucleos que observamos

en ventanas espectrales pequefias como es el caso de 'H.

Andlisis estadisticos de los & de 'H, "*C y "°N del gran numero de estructuras obtenidas
en los ultimos anos han puesto de manifiesto la existencia de una correlacion entre el tipo

de estructura secundaria (hélice a o lamina B) y los & observados con respecto a los
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valores medidos de péptidos modelos sin estructura, por lo tanto, es posible la prediccion
de estructura secundaria de una proteina con solo los datos del 6 de nucleos como

carbono y protén en la posicion a principalmente (Laws et al., 1993).

1.2.4. Acoplamiento

El acoplamiento se define como la influencia que ejerce un nucleo sobre otro; este tipo de
interacciones puede ser provocada a través de los enlaces (acoplamiento escalar) o
simplemente a través del espacio (acoplamiento dipolar). Para que dos nucleos se
acoplen deben tener espin nuclear. El acoplamiento es un parametro muy valioso con el
cual podemos obtener informacion estructural; por ejemplo, en el caso del acoplamiento
escalar, su magnitud dependera la densidad electronica y de la geometria de los nucleos,
obteniendo informacion acerca de los angulos diedros de la molécula. En cambio, los
efectos observados por el acoplamiento dipolar nos brindaran la distancian entre lo

nucleos que estan interaccionando.

El acoplamiento escalar sera fundamental para relacionar los atomos que constituyen a
cada aminoacido, ademas, si contamos con los valores de las constantes de
acoplamiento, seremos capaces de conocer los distintos angulos diedros que adopta una
cadena polipeptidica, permitiéndonos delinear los diferentes elementos de estructura
secundaria, diferenciando una hélice a de una hélice 34 0 reconociendo una laminas
(Cavanagh, 1996). Por su parte, con la manifestacion del acoplamiento dipolar podremos
conocer la distancia entre los nucleos, determinar la secuencia de los aminoacidos y

finalmente el plegamiento tridimensional que la proteina adopta.

1.2.5. Efecto nuclear Overhauser (Nuclear Overhauser Effect, NOE)

El efecto nuclear Overhauser es la transferencia de magnetizacion entre nucleos préoximos
en el espacio. Esta transferencia tiene lugar por un acoplamiento dipolar generado por
efectos de relajacion, su eficacia depende de un factor de movilidad (tiempo de
correlacion) y de la inversa de la distancia a la sexta potencia entre los nudcleos que

interaccionan (Keeler, 2005).




MARCO TEORICO

La observacion de un NOE entre dos protones implica que estos se encuentran proximos,
a una distancia inferior o igual a 5 A. En una proteina, los protones que se encuentran
muy alejados en su secuencia de aminoacidos pueden estar cerca en el espacio y, por lo
tanto, tener un NOE. Una caracteristica del NOE, es que mientras los demas parametros
espectrales se promedian linealmente sobre las distintas conformaciones en el equilibrio,
la magnitud del efecto NOE tiene una dependencia no lineal con las distancias
interproténicas, con lo que tienen mas peso las conformaciones con distancias cortas
haciendo posible la deteccion e identificacién de dichas conformaciones aunque estas

sean poco pobladas (Cavanagh, 1996).

1.2.6. Experimentos de RMN

En la figura 1.5 se ilustra las diferentes etapas en la que se adquiere un experimento de
RMN de protén. Una vez que los momentos magnéticos de los nucleos se alinean al
campo, éstos generan un vector de magnetizacion, el cual es paralelo al campo
magnético (eje Z). Con un pulso de radiofrecuencias este vector es forzado a salir de su
estado de equilibrio y es llevado el plano XY. En este punto comienza la deteccion y se

observa como la magnetizacion regresa a su estado de equilibrio.

Como se observa en la figura 1.5 B), toda la magnetizacién se encuentra en el eje Y
cuando inicia la deteccién; posteriormente ésta precesa y regresa al eje Z disminuyendo
su magnitud en la componente Y hasta que se hace cero. La funcién de decaimiento que
describe este proceso (free induction decay, FID) conlleva la informacién de todos los
nucleos que componen la magnetizacion; sin embargo, la informacién adquirida esta en
funcion del tiempo, por lo cual, es necesaria una transformacién matematica
(transformada de Fourier) que transfiera la informacion al dominio de las frecuencias. En
este dominio, los espectros son interpretables. Al fenédmeno en el que la magnetizacién
desaparece del plano XY se le conoce como relajacién transversal y cuando la

magnetizacion reaparece en el eje z se le conoce como relajacién longitudinal.
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Figura 1.5. Representacion esquematica de la obtencion de un FID. A) Magnetizacion orientada al campo

Espectro 'H en el dominio de las

frecuencias M\Jh
_J_,\_Jb»”}ll.‘JMJ I A A\'v‘

0

——
=

55 s
*Hppm

magnético, eje Z. B) Magnetizacién en el plano XY después de un pulso de 90°. C) Magnetizacion
regresando a su estado basal de energia. D) Magnetizacion en equilibrio. E) Generacién del FID,
representacion grafica de la intensidad de la magnetizacién en el eje Y con respecto a intervalos de

tiempo observados en los incisos A,B ,C y D.

Las sefiales observadas en los espectros de RMN son el conjunto de todos los atomos
que constituyen a la molécula. No es de extrafarse que entre mas grande sea el sistema
(como en el caso de las proteinas), los espectros sean mas complejos y dificiles de
interpretar. En este aspecto, la RMN monodimensional nos brinda muy poca informacion
porque resulta imposible poder asignar las sefales observadas. Hoy en dia es posible
dispersar los experimentos en una segunda o tercera dimension, lo que abre una puerta a

oportunidades para reducir la complejidad de los espectros y poder asignar las sefiales.

La obtencion de un espectro de dos dimensiones es basicamente la adquisicion de varios
espectros en una dimensién en donde se introduce un segundo periodo de tiempo
variable (tiempo de evolucion t;) mediante incrementos constantes. Para cada incremento
ty se detecta un FID (t2). La sefal que se obtiene esta ahora en funcién de dos variables

de tiempo (t; y t2). Al igual que en el caso de los experimentos en una dimension, se debe
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pasar la informacion al dominio de frecuencias aplicando una trasformada de Fourier
sobre t; y una segunda en t,. En la figura 1.6 se observa las etapas basicas de un

experimento en dos dimensiones

Deteccion

Preparacion Evoluciont; Mezclado M (\ t,

<
<

v

Figura 1.6. Etapas de un experimento de dos dimensiones. El tiempo de preparaciéon permite que los
nucleos excitados regresen a su estado de equilibrio y se puede introducir uno o varios pulsos que permiten
que la magnetizacion, total o selectiva, se encuentre en el plano transversal. Durante el tiempo de evolucion el
sistema de espin evoluciona bajo el efecto de diferentes factores como el desplazamiento quimico o el
acoplamiento. En el tiempo de mezclado se lleva a cabo la transferencia de magnetizacion que permitira
obtener la informacion deseada dependiendo el experimento. Finalmente en el periodo de deteccidén se

adquiere el FID que contiene la informacion del sistema.

A continuacién se describiran los tres experimentos bidimensionales basicos para

asignacion y determinacién estructural de una proteina.

1.2.6.1. COSY

El experimento COSY, es un experimento 'H bidimensional en donde podemos observar
correlaciones entre nucleos a dos o tres enlaces de distancia (Keeler, 2005). En un
polipéptido deberiamos observar sefiales provocadas por el acoplamiento entre los
protones de amida (NH) con los protones alfa (Ha), los alfa (Ha) con los beta (Hp),
correlaciones entre cadenas alifaticas y correlaciones de sistemas aromaticos de cada
aminoacido (Cavanagh, 1996). Por ejemplo, el aminoacido alanina (Figura 1.7) tiene tres
tipos de protones no equivalentes, la sefial del NH, del Ha y las del CH;. En un
experimento COSY veriamos senales que relacionan el NH con el Ha por su acoplamiento
ya que estan a tres enlaces de distancia; también, veremos sefiales que relacionen al Ha
con los protones del CH;. En el caso de la treonina veriamos la relacién entre el protén

NH con el Ha, el Ha con el HB y el HB con los CH3y (Figura 1.3).




MARCO TEORICO

COSY . i
R// \\’// ™~ R
|
Alanina
H*
v
| Hu. ﬁ
PN N
L6 R ri \ R
C/
— 7 /] J/ ToH
CHay HB
L
777777777777777777 o - 8 -
lﬁa Treonina
1 | I — | — I 9
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
ppm

Figura 1.7. Sistema COSY de la alanina y treonina. En el experimento COSY se observan los
acoplamientos a dos y tres enlaces de distancia. En la estructura de los aminoacidos ( y treonina) se

resaltan con flechas los protones que interaccionan.

1.2.6.2. TOCSY

El experimento TOCSY es otro experimento bidimensional (H) donde se observa la

correlacion en un sistema.

Imaginemos un nucleo A el cual esta acoplado a uno B, el B a un nucleo Cy el Cauno D
todos ellos a tres enlaces de distancia entre si (Figura 1.8, A), en un experimento TOCSY
observariamos una correlacion entre A con C dado el acoplamiento de A-B y B-C. Asi
mismo, también se observaria correlacion de B con D y A con D. En el tiempo de
mezclado de este experimento se lleva a cabo la transferencia de magnetizacién en
donde se transfiere la informacion de los nucleos acoplados generando correlaciones
entre dos nucleos que estan acoplados a un tercero en comun. A este grupo de nucleos
que correlacionan se les conoce como sistema de espin. En el contexto de las proteinas,
cada aminodacido representa un sistema de espin. Por lo tanto, al analizarlas con un
experimento TOCSY, deberiamos encontrar tantos sistemas de espin como aminoacidos

tenga dicha proteina (Cavanagh, 1996).
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Figura 1.8. Sistema TOCSY de la alanina y treonina. A) Representacion de un sistema de espin ABCD. B)
Representacion de espectro TOCSY de y treonina. C) En la estructura de los aminoacidos se resaltan

con flechas los protones que interaccionan y forman el sistema de espin.

Regresando al ejemplo anterior, la representacion del espectro TOCSY de la alanina se
muestra en la figura 1.8 B. En esta se observa que ya no solo se ven interacciones del
NH/Ha y Ha/CHs; sino también, se observan las interacciones de NH con CHj el igual que
en el caso de la treonina, en donde se generan todas la interacciones que dan lugar al

sistema de espin (Figura 1.8, B).

1.2.6.3. NOESY

Uno de los experimentos mas importantes para la determinacién de la estructura
tridimensional de una proteina es el NOESY. En este experimento se registra la
interaccion dipolar entre nucleos espacialmente cercanos. La distancia entre esos nucleos
determinara la magnitud de la sefal generada. Si los nucleos se encuentran a una
distancia menor o igual a 5 A, se observara correlacion NOE. Con este experimento
podremos encontrar la secuencia de los sistemas de espin (aminoacidos) previamente
identificados y las interacciones a larga distancia fundamentales para determinar el

plegamiento global de la proteina (Cavanagh, 1996).
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1.2.7. Asignacion de una proteina con experimentos bidimensionales

Existe una gran variedad de experimentos con los cuales se puede llevar a cabo la
asignacioén de los aminoacidos de una proteina. A continuacion describiré la metodologia
propuesta por el profesor Wiuthrich en el 2003 utilizando los tres experimentos
mencionados anteriormente. Cabe sefalar que es fundamental contar con la secuencia de

aminoacidos para llevar a cabo esta metodologia.

1.2.7.1. Asignacién secuencial de aminoacidos

El primer paso para obtener la estructura de una proteina por RMN es la asignacion de
todas las sefiales de los espectros de RMN (en este caso protones) de los aminoacidos
que constituyen a la proteina. Imaginemos que tenemos un péptido o proteina de 60
aminodacidos, estamos hablando de aproximadamente 460 protones que debemos
encontrar. Tedricamente, en el experimento COSY o TOCSY aparecen las senales de
todos lo protones de la proteina. La tarea es determinar que sefial pertenece a cada uno

de los protones.

Como se menciond anteriormente, cada aminoacido es considerado un sistema de espin;
el punto de partida es identificar uno para establecer a que aminoacido pertenece. Por su
composicion quimica y estructura, los aminoacidos tienen patrones particulares que los
diferencian. La leucina por ejemplo (Figura 1.9), tiene sefales del proton de amida (HN,
6.5-9 ppm), del protén alfa (Ha, 4-5 ppm), de los protones beta (HB, 1.5-2 ppm), del gama
(Hy, 1.3-1.6 ppm) y de los protones delta (CH30, 0,8-1.2 ppm). Este aminoacido tiene un
sistema de espin muy caracteristico por su gran cantidad de sefiales en menores partes
por millén, similar a la isoleucina, arginina y lisina. Un sistema inconfundible es el de la
valina, tienen las sefial del NH (6.5-9 ppm), Ha (Ha, 4-5 ppm), HB (2-2.5 ppm) y dos
sefiales de los protones de los metilos gama en menores ppm (0.7- 1.2 ppm). Este, al
igual que la serina, glicina, treonina y alanina son sistemas inconfundibles. El resto de
aminodacidos tienen sistemas similares como es el caso de la cisteina y al acido aspartico
los cuales se componen de NH, Ha y dos HB. En la figura 1.9 se encuentra una
representaciéon de los sistemas de espin a partir del Ha de los 20 aminoacidos, donde se
pueden observar a grandes rasgos los desplazamientos quimicos de sus protones y los

patrones de sefiales que generan.
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Figura 1.9. Sistemas de espin. Patrén de sefiales TOCSY de los 20 aminoacidos. En la figura se muestra un
ejemplo de todas las interacciones TOCSY de la leucina, de ahi se toma el sistema de espin que se genera a

partir del Ha y se compara con los 20 aminoacidos.

Una vez que encontramos un sistema de espin en el experimento COSY y TOCSY

debemos determinar a que aminoacido de nuestra secuencia pertenece. Suponiendo que
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identificamos un sistema particular como el de una valina, podriamos estar seguros del
aminoacido por el patrén de sefales; sin embargo, scomo identificar que valina es dentro
de la secuencia, si no es la unica en nuestra proteina? Para esto, nos ayudamos del
experimento NOESY. Normalmente el NH de un aminoéacido i tiene muy cerca a los
protones del aminoacido i-1, no asi los del aminoacido i+1, por ejemplo, en la figura 1.10
se puede observar la secuencia leucina (azul), cisteina (verde) y acido aspartico (naranja),
en la imagen se aprecia que el NH de la cisteina tiene cerca a los protones de la leucina
(flechas azules) y el NH del aspartato tiene cerca los protones de la cisteina (flechas
verdes). Los NOE’s del aminoacido anterior son los que utilizamos para determinar la
conectividad de los aminoacidos. Habiendo encontrado un sistema de espin, marcamos
los desplazamientos quimicos de sus protones y buscamos en que otros desplazamientos
aparecen. Como se observa en la figura 1.10, las senales del sistema de espin de la
leucina (azul), aparecen en el desplazamiento del NH de la cisteina (figura 1.10, linea
puenteada verde), esto indica que probablemente la leucina es el aminoacido anterior a la
cisteina. Recordemos que los NOE's solo nos indica la proximidad de los atomos, y esto
se debe a la proximidad por ser aminoacidos consecutivos, secuenciales o por el
plegamiento global de la proteina, diferenciarlos es parte del analisis al momento de

realizar la asignacion.
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A) Representacion de interacciones NOESY a corta y larga distancia

@@
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Figura 1.10. Asignacion de NOE’'s
secuenciales y larga distancia. El nimero
1 muestra interacciones secuenciales de los
protones de la leucina con el NH de la
cisteina A) y B). El sistema de espin de la
leucina (sefiales azules) se observa en el &
del NH de la cisteina, lo que indica que la
leucina es el aminoacido anterior a la
cisteina. De igual forma las sefiales de la
cisteina (verde) se ven reflejadas en el &
del NH de la asparagina, esta interaccion se
representa con el # 2. Los numeros 3 y 4
representan interacciones a larga distancia
de los protones NH y Ha de la valina con el
NH de la cisteina A) y B). Las sefiales del
NH y Ha de la valina (rojo) se observan en
el & del NH de la cisteina lo que indica

interaccién a menos de 5 A de distancia.
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Este es el mecanismo de asignacién de todas las sefiales o sistemas de espin que se
observan en los espectros hasta completar todos o la mayor cantidad de aminoacidos que

constituyen a la proteina.

1.2.7.2. NOE’s a larga distancia

Una vez que terminamos con la asignacién secuencial de todas las sefiales en el espectro
TOCSY ya contamos en principio con las coordenadas de todos los protones, o la
mayoria de los protones que constituyen a la proteina, el siguiente paso es asignar todas

la sefiales NOE s no secuenciales.

En este punto ya se encuentran asignadas todas las sefales de protones, que por su
cercania en la secuencia de aminoacidos generan interacciones NOE’s. Todos los NOE's
que faltan por asignar seran los generados por el plegamiento de la proteina, por lo tanto,
al obtener estas sefales tendremos la informacion necesaria para calcular una estructura
tridimensional. En la figura 1.6 se observa un ejemplo claro de dos atomos
secuencialmente separados que estan espacialmente cercanos y generar una interaccion
NOE (NH y Ha de la valina i+20 con el NH de la cisteina i).

Asignadas todas las sefiales NOE's, el siguiente paso es obtener las restricciones de
distancia para poder calcular la estructura de la proteina. Como se menciond
anteriormente, la intensidad del NOE esta relacionada con la distancia entre los nucleos
que interaccionan, si ahora nosotros integramos las senales del espectro NOESY
tendremos las distancias necesarias para generar la estructura tridimensional de la

proteina.

1.2.7.3 Calculo de la estructura tridimensional

Como se menciond anteriormente, los datos conformacionales clave para determinar la
estructura tridimensional de una proteina son las restricciones de distancia derivadas del
efecto nuclear Overhauser (Macura y Ernst, 1980). Para obtener estas restricciones, se
deben asignar la mayor cantidad de picos fuera de la diagonal en el experimento NOESY,

basandonos en la informacion de las senales previamente asignadas.
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Uno de los programas mas utilizados para generar estructuras de proteinas a partir de
datos de RMN es CYANA (combined assignment and dynamics algorithm for NMR
applications). Este programa, genera la estructura calculando el valor de menor energia
de una funcién objetivo que mide la relacion entre la estructura y el conjunto de
restricciones dadas. La funcién se define de modo que sea cero si y solo si se cumplen
todas las restricciones de distancia experimentales, restricciones de angulo de torsion vy si
todos los pares de atomos no unidos covalentemente, no presentan superposicion

estérica.

El algoritmo de minimizaciéon en CYANA se basa en un calentamiento simulado mediante
dinamica molecular de angulos de torsion, utilizando éstos como grados de libertad
(Guntert et al. 1997). Debido que el panorama energético de una proteina es complejo y
tiene muchos minimos locales, el programa de temperatura es importante para el éxito y
la eficiencia del calculo. Este proceso ayuda a superar las barreras energéticas que se
encuentra en la trayectoria de dindmica molecular. El protocolo estandar en el programa
CYANA parte de una conformacién con todos los angulos de torsion tratados como

variables aleatorias independientes, distribuidas uniformemente y consta de cinco etapas.

Primero se lleva a cabo una minimizacién inicial para reducir las interacciones de alta
energia que pudieran sesgar el algoritmo de dinamica del angulo de torsién. Después,
comienza el calculo de dinamica de angulo de torsiéon a alta temperatura (10,000 K).
Terminando este proceso comienza otra dinamica de enfriamiento lento cercano a la
temperatura cero K. Después de este paso se incorporan todos los atomos de hidrégeno
gue inicialmente no se consideraban para una comprobacion de superposicién estérica

para finalmente realizar una minimizacion final.

Debido a la precisién limitada de los valores de desplazamiento quimico provocado por la
sobreposicion de senales, muchos picos no se pueden atribuir a un Unico atomo. Obtener
un conjunto completo de restricciones de distancia de un espectro NOESY no es sencillo,
y se convierte en un proceso iterativo en el que las estructuras preliminares, calculadas a
partir de un numero limitado de restricciones, sirven para reducir la ambigiedad de dichas

asignaciones.
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Otra de las caracteristicas de CYANA es el proceso de asignacion automatica de los picos
NOESY, el cual se puede llevar a cabo antes de la dinamica de angulo de torsion. El
modulo consiste en siete ciclos en los cuales, la informacion se transfiere exclusivamente
a través de las estructuras intermedias, en el sentido de que la estructura molecular
obtenida en un ciclo dado, se utiliza para guiar la asignacion de NOEs en el siguiente
ciclo. Los picos se interpretan en forma de un limite de distancia superior derivado del
volumen de éstos. De este modo, se obtiene una restriccion de distancia convencional
para picos con una unica asignacion. De lo contrario, se genera una restricciéon de
distancia ambigua que incorpora varias asignaciones. Los picos con una puntuacion baja
se descartan temporalmente para reducir los efectos negativos en la estructura resultante
(Glntert, 2004).

En el primer ciclo de asignacion automatica se lleva a cabo la verificacion de
autoconsistencia de las sefiales NOESY, sin considerar una estructura. El segundo ciclo y
los posteriores difieren del primero por el uso de criterios de seleccién adicionales para los
picos y las asignaciones de NOE relacionadas con la estructura generada en el ciclo
anterior. Debido a que la precision de la determinacion normalmente mejora con cada
ciclo posterior, los criterios para aceptar asignaciones y restricciones de distancia se

endurecen en los ciclos mas avanzados del calculo.

El calculo utilizando el médulo de asignacidén automatica se lleva a cabo de la siguiente

manera:

1. El programa registra los datos de entrada experimentales: Secuencia de
aminoacidos (.seq), lista de desplazamiento quimico (.prot), lista de picos y
volumenes NOESY (.peaks), opcionalmente también puede leer restricciones
conformacionales de otras fuentes (angulos diedro .aco, puentes de hidrogeno
.upl, etc).

2. Se crea una lista de asignacion inicial. Para cada pico NOESY, se determinan una
0 varias asignaciones iniciales en funcion de los desplazamientos quimicos dentro
de un rango de tolerancia definido por el usuario.

3. Para cada pico NOESY individual, las asignaciones iniciales se ponderan con

respecto a varios criterios, y las asignaciones iniciales con puntaje general bajo se
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descartan. Los criterios incluyen la consistencia entre los valores de
desplazamiento quimico y la posicion de los picos, la autoconsistencia dentro de
toda la red de NOEs (Figura 1.11) y, si esta disponible la compatibilidad con la
estructura generada del ciclo anterior. El requisito de que cada asignacién de NOE
debe integrarse en la red de todas las demas asignaciones, hace que el anclaje de
la red sea un enfoque sensible para detectar restricciones erréneas y "solitarias"

que podrian restringir artificialmente partes no estructuradas de la proteina.

«<— Interaccién NOE AB
<—> Red de NOEs de AB

Figura 1.11. Red de NOEs. La red de NOE’s es el conjunto de restricciones generadas que
definen zonas de interaccion en la proteina. La flecha roja muestra una interaccion NOE entre el
atomo A y B, las flechas negras son la red de NOEs que validan la asignacion de la interaccién A
con B. La red de NOEs, resalta que las restricciones asignadas correctamente forman un

subconjunto autoconsistente en una red de restricciones de distancia.

4. Se calibran las restricciones de distancia con los volUmenes o intensidades de los
picos NOESY.
5. Se eliminan los picos NOESY espurios. Sélo se conservan los picos que tienen al

menos una asignacion con una puntuacion de anclaje de red por encima de un

mem ' 36



MARCO TEORICO

umbral definido por el usuario, y que son compatibles con la estructura intermedia
generada en el ciclo anterior (ciclos 2, 3, ...).

6. Combinacién de restricciones. En los ciclos 1 y 2 las restricciones de distancia de
largo alcance no relacionadas a priori se combinan en nuevas restricciones de
distancia virtual. La mala interpretacion del ruido y los artefactos espectrales
pueden generar malas interpretaciones que en el comienzo del calculo pueden ser
criticas, recordemos que en el ciclo inicial no contamos con una estructura
preliminar disponible para el filirado basado en la estructura. La combinacién de
restricciones tiene como objetivo, minimizar el impacto de tales imperfecciones en
la estructura resultante a expensas de una pérdida temporal de informacion.
Independientemente de la presencia de asignaciones erroneas adicionales, este
mecanismo implica que tales restricciones combinadas tienen una probabilidad
menor de ser erroneas que las restricciones originales correspondientes.

7. Calculo de estructura. Después de 7 ciclos con las caracteristicas anteriores,
finalmente se lleva a cabo la dinamica de angulo de torsién. En este ultimo paso,
las restricciones de distancia de los NOEs con asignaciones multiples y las que
resultan de la combinacién de restricciones se introducen como restricciones

ambiguas y son consideradas en el célculo estructural (Glntert, 2004).

Al finalizar cada ciclo se genera una lista de asignaciones de picos NOESY, una lista de
comentarios sobre decisiones de asignacion individuales que pueden ayudar a reconocer
posibles artefactos en los datos de entrada y un conjunto de estructuras. En el ciclo final,
un paso de filtrado adicional asegura que todos los NOEs tengan asignaciones unicas a
un solo par de atomos de hidrogeno, o se eliminen de la entrada para el calculo de la
estructura. Esto permite el uso directo de las restricciones de distancia NOE en
programas de afinamiento y analisis posteriores que no manejan restricciones de

distancia ambiguas.
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TsTx-KB: Un péptido disfuncional
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TsTx-Kf(3

2.1 KTx-By TsTx-KB

En 1991 Rogowski y colaboradores aislaron del veneno del alacran Tityus serrulatus una
serie de toxinas con actividad bloqueadora sobre sinaptomas en neuronas de rata. En
estudios posteriores, llamo la atencion la actividad que presentaban dos de estas toxinas,
TsTx K2 y TsTx K4, las proteinas mostraban unas concentraciones de inhibicion sobre
canales de potasio de 8 y 30 nM respectivamente. Al determinar sus secuencias de
aminodacidos resaltd que TsTx K4 contenia 60 aminoacidos, discrepando con las

observaciones de toxinas conocidas hasta ese momento ( ).

Con el paso del tiempo, se descubrieron toxinas como AaTx-KB con una gran homologia
con TsTx K4, surgiendo la necesidad de generar una nueva subfamilia de toxinas con
actividad sobre canales de potasio conocidas como B-Ktx ( ). TsTx K4 se
renombré a TsTx-KB y fue la representante de este tipo de nuevas proteinas conocidas

comunmente como toxinas de cadena larga o 3-toxinas.

Los estudios continuaron y se encontré el gen que codifica para la toxina TsTx-K, el cual,
produce un polipéptido de 87 a.a. constituido de un péptido sefial en la region 1-19, un

propéptido en la region 20-27 y el péptido maduro a partir del aminoacido 28 (Figura 2.1).

MERKLALLLILGMVTLASCGLREKHVQKLVALIPNDQLRSILKAVVHKVAKTQFGCPAYEGYCNDHCNDIERKDGECHGFKCKCAKD
-------- Péptido senal----------Pro-péptido Péptido maduro

Figura 2.1. Secuencia de aminoacidos de la proteina TsTx-Kf3

En el 2004, Zhu y Tytgat realizaron un estudio donde compararon las secuencias de
aminoacidos de las BKTx existentes hasta ese momento; la comparacién fue con péptidos
tipo escorpina famosos por su actividad antimicrobiana. Ellos encontraron una estrecha
relacion al observar la homologia que existian entre estas proteinas principalmente por su
tamano. En el estudio, llamo la atencion como las cisteinas no se encuentran distribuidas
a lo largo de la cadena polipeptidica como ocurre normalmente con este tipo de toxinas.

Como se observa en la figura 2.2, la cisteinas estan concentradas de la mitad de la
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secuencia hacia el carboxilo terminal, y sus posiciones son tipicas del motivo estructural
a/B observado ya en las a—KTx ( ). Por otro lado, una prediccion de
estructura revela que el extremo amino terminal puede ser capaz de adoptar una

estructura de dos hélices a interrumpidas por un giro (Figura 2.2).

--------- 10-——c—-eeu20-==m==e=30-mmmm=eeld0=-m==e==50m e e e e 0= —mmm == =T 0= mmmm e -
TSTXK-beta G-LREKHVOKLVA-LIPNDQLRSILKAVVHKVAKTQFGCPA---YEGYCNDHCNDIE-RKDGECHGFKCKCAKD-----
AaTXK-beta G-LREKHVOKLVKYAVPVGTLRTILQTVVHKVGKTQFGCPA---YQGYCDDHCQDIK-KEEGFCHGFKCKCGIPMGF -~
BmTXK-beta-2 G-LREKHFQKLVKYAVPEGTLRTIIQTAVHKLGKTQFGCPA---YQGYCDDHCQDIK-KEEGFCHGFKCKCGIPMGF -~
MeuTXK-beta-1  G-FREKHFQRFVKYAVPESTLRTVLQTVVHKVGKTQFGCPA---YQGYCDDHCQDIE-KKEGFCHGFKCKCGIPMGF--
beta-Ktx 2 G-KGKEILGKIKEKIIE--AKDKMKAGWERLTSQSEYACPA---IDKFCEDHCA--AKKAVGKCDDFKCNCIKL~-—--~
BmTXK-beta G-RGKEIMKNIKEKLTE--VKDKMKHSWNKLTSMSEYACPV---IEKWCEDHCA--AKKAIGKCEDTECKCLKLRK---
Hge-scorpine GWMSEKKVQGILDKKLPEGIIRNAAKAIVHKMAKNQFGCFANVDVKGDCKRHCKAED-KE-GICHGTKCKCGVPISYL-
Ev37 GLINEKKVQQYLDEKLPNGVVKGALKSLVHKAAKNQNLCAFNVDTVGMCDADCKRQG-KAKGVCHGTKCKCDVELSYKK
Opiscorpine-1  KWFNEKSIQNKIDEKIGKNFLGGMAKAVVHKLAKNEFMCVANVDMTKSCDTHCQKAS-GEKGYCHGTKCKCGVPLSY--
Scorpine GWINEEKIQKKIDERMGNTVLGGMAKAIVHKMAKNEFQCMANMDMLGNCEKHCQ-TSG-EKGYCHGTKCKCGTPLSY -~
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Figura 2.2. Alineamiento de las diferentes toxinas con similitudes a la TsTx-K

El andlisis de Zhu y Tytgat concluye que tanto las BKTx como las escorpinas presentan
dos dominios estructurales y cada uno con una funcion independiente, una actividad
antimicrobiana o citolitica para el extremo amino (comprobada en las escorpinas) y para el
extremo carbonilo una actividad bloqueadora de canales de potasio (comprobada en
TsTx-KB).

Afos mas tarde Garcia y colaboradores en el 2007 proponen agrupar a las BKTx vy
escorpinas, generando una nueva subclasificaciéon basados principalmente en la similitud
de sus secuencias de aminoacidos. El primer grupo engloba a todas las toxinas
homologas a TsTx-Kf como son AaTx-KB, BmTx-KB2 y TcoTx-KB. El segundo grupo son
toxinas con similitud a BmTx-Kp, la cual es una toxina que tiene un tamano similar a TsTx-
KB y las escorpinas, pero con homologia baja. En el tercer grupo se encuentran las

escorpinas y similares.

A pesar de que dia a dia aumenta el numero de reportes de toxinas encontradas
pertenecientes a las BKTx, se cuenta con muy pocos trabajos que las estudien a fondo,
sobretodo a un nivel estructura terciaria. En un estudio realizado en el 2008, digieren la
escorpina HgeScplp1 y evalluan la actividad de sus fragmentos, encontrando que el
dominio carboxilo terminal presenta actividad bloqueadora de canales idnicos y su

contraparte el amino terminal una actividad citolitica ( ). Sin embargo, en
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otro estudio en donde obtienen de forma recombinante la escorpina Ev37 y los dos
dominios estructurales por separado (N-terminal y C-terminal), reportan una inexistente
actividad citolitica o antimicrobiana, y el efecto sobre los canales de potasio sélo lo
observan cuando evaluan la proteina completa. En este estudio concluyen que tanto el
dominio amino terminal como el carboxilo terminal estan implicados en la interaccion de
Ev37 sobre el canal Kv1.3 y que ademas esta interaccion podrian contribuir a su
selectividad, contradiciendo las propuestas anteriores en las que se proponen actividades

independientes para cada dominio ( ).

Otro ejemplo es el caso de la proteina MeuTx-KB (72 a.a.). Esta BKTx se produjo
recombinantemente y por un corte inespecifico de la proteasa usada; se obtuvieron los
péptidos correspondientes al fragmentos N(1-21 a.a.) y C(22-72 a.a.). Evaluaron sus
actividades y reportan una débil actividad frente al canal Kv y un claro efecto hemolitico
en el dominio del extremo carboxilo asi como en el péptido completo, indicando que esta

capacidad citolitica no se observa en el N-terminal ( ).

Quedan muchas preguntas sin responder acerca de las BKTx, por ejemplo, ain no queda
clara la funcién que sus dominios desempefan, si estos actian de forma conjunta o no, si
existe una relacién directa entre el mecanismo de accién de las BKTx y las escorpinas,
pero sobre todo no hay estudios estructurales que nos permitan comprender mejor su
naturaleza. De los tres grupos que propone Garcia y colaboradores, no cabe duda que el
menos estudiado tanto biolégicamente como estructuralmente es el grupo 1.
Curiosamente, en este grupo se encuentra la proteina mas representativa de las BKTx, la
primera en ser aislada y por la cual se inicio la clasificaron de toxina con cadena larga y
actividad sobre canales de potasio, la TsTx-KB. En este estudio proponemos generar un
sistema de expresion para obtener esta proteina de forma recombinante, y llevar a cabo

su caracterizacion estructural y funcional.




OBJETIVOS: TsTx-Kf3

2.2. Hipétesis

Si se optimizan las condiciones en las que TsTx-Kp es producida de forma recombinante,
podremos obtenerla para su caracterizacion estructural. Su estructura estara compuesta
por un dominio desestructurado N-terminal y uno C-terminal con el tipico motivo a/f

observado en la mayoria de toxinas con actividad sobre canales de potasio.

2.3.1 Objetivo general

Encontrar el sistema de expresién adecuado para obtener de forma recombinante la
toxina TsTx-KB y determinar su estructura tridimensional por resonancia magnética

nuclear.

2.3.2. Objetivos particulares

* Construir el sistema de expresion para la obtencion de la proteina recombinate.

* Determinar el sistema donde se obtenga la proteina de manera plegada y con la
formacion correcta de los puentes disulfuro.

* Determinar de manera experimental la conectividad de los puentes disulfuro.

* Obtener los experimentos de RMN monodimensionales y bidimensionales.

* Procesary asignar los espectros obtenidos.

* Determinar la estructura de la toxina TsTx-Kf3.

* Realizar pruebas de actividad biolégica de TsTx-Kp.
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2.4.1. Diseio de los sistemas de expresion

Por la complejidad de la proteina, en el transcurso del proyecto se utilizaron cuatro
sistemas de expresién diferentes; en todos los casos el disefio del gen se realizé con
base en la secuencia de aminoacidos reportada en UniProt ( ). El gen fue
ensamblado y adquirido a GenScript ®. El primer sistema se realizd con el objetivo de
obtener la proteina de manera soluble y se utilizé el pEt-32a (rTsTx-KpB), el gen se coloco
entre los sitios BamH1 y Kpnl generando una proteina de fusién que cuenta con un
dominio de tiorredoxina, un His-tag y el sitio de corte para la proteasa trombina (figura 19).
En la literatura hay reportes de proteinas expresadas solo con la etiqueta de histidinas
para su purificacion; esta construccion aumenta el rendimiento al evitar pasos como el
corte enzimatico. Con esto en mente, en el segundo sistema (rHTsTx-KpB) el gen se coloco
en el pET-3a entre los sitios Ndel y BamH1. La proteina se disefio con el His-tag en el
extremo amino terminal de la secuencia de TsTx-KB separados por una metionina para
poder remover, si se desea, la etiqueta de histidinas mediante la reacciéon con bromuro de
ciandgeno. Dado que no se conocen las rutas de plegamiento de estas proteinas,
qgueriamos asegurarnos que el His-tag en el amino terminal no interferia en el plegamiento
de TsTx-KB. Para ésto, disefiamos un tercer sistema (rTsHTx-KB) idéntico al segundo,
pero con el His-tag unido al extremo carboxilo de la TsTx-KB. Finalmente un cuarto
sistema fue construido (rTs37Tx-KB) con el objetivo de obtener la parte mas estructurada
de la toxina y donde se encuentra el motivo estructura a/f, para obtenerlo se utilizd el
vector de clonacién pET-32a insertando el fragmento de TsTx-KB del aminoacido 24 al 60
entre los sitios BamH1 y Kpnl. Esta construccion al igual que rTsTx-KB cuenta con un
dominio de tiorredoxina, un His-tag, y se cambid el sitio de corte de trombina por la
proteasa TEV. En la figura 2.3 se observa un esquema de las proteinas de fusion y las

secuencias de aminoacidos que generan las cuatro construcciones.
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Vector Proteina de fusidn
STsTX-KB " " -' 6H-Tag g Sitio de trombina | TsTx-KB =
ARG TRX g GHTag g SIOTEV  §  Ts37Tx-KR  |ud
PHTSTX-KB = v v s mrrrmmrnsnsesnnne e —rE .- TsTx-KB —
rTsHTx-KB .............................. ——— TSTX-KB .. 6H_Tag —
Péptidos obtenidos N-terminal C-terminal con presunto motivo
desestructurado estructural o/
| | |
| | 1
rTsTx—KB KLVALIPNDQLRSILKAVVHKVAKTQFGCPAYEGYCNDHCNDIERKDGECHGFKCKCAKD
rhTsTx-KB KLVALIPNDQLRSILKAVVHKVAKTQFGCPAYEGYCNDHCNDIERKDGECHGFKCKCAKD
rTsth—KB KLVALIPNDQLRSILKAVVHKVAKTQFGCPAYEGYCNDHCNDIERKDGECHGFKCKCAKDM
rTs37Tx-KB GKTQFGCPAYEGYCNDHCNDIERKDGECHGFKCKCAKD
| | |
| | 1
Actividad citolitica Actividad sobre canales de potasio

Figura 2.3. Construcciones para la obtencion TsTx-KB. A) Vectores de clonacién B) Secuencias

producidas.

Los plasmidos de todas las construcciones fueron trasformados en diferentes cepas de E.

coli con la siguiente metodologia:

I. Se mezclé 1.5 pL (60 ng/mL) de la disolucién donde se encuentra el plasmido de
trabajo a 50 pyL de una suspensidn de células competentes de las cepas
seleccionadas.

II. Esta mezcla se incubo por un periodo de 30 min en un bafio de hielo.

lll. Transcurrido este tiempo, se colocé en un bafo térmico a 42 °C por 45 s y se
dejo en hielo de 2 a 3 min.

IV. Se le agreg6 300 yL de medio de cultivo LB y se deja incubar a 37 °C por una
hora.

V. Se tomod 50 pL de la suspension y se siembran en medio LB agar que contiene el
antibidtico al cual es resistente la cepa y el plasmido dejandolo incubar de 14 a
16 horas a 37 °C.

Se eligid la cepa donde se veia una mayor sobrexpresion. También se monitorearon

condiciones de temperatura y concentraciones de IPTG. En todos los caso el crecimiento

mem ' 44




DISENO EXPERIMENTAL: TsTx-Kf

de las células se realizé a partir de una colonia aislada obtenida de la transformacion. Se
pico la colonia con una punta estéril y se resuspendido en 100 mL de medio LB con el
antibidtico correspondiente y se dejo incubar 16 horas a 37 °C. 50 mL de este in6culo se
transfirid a 1500 mL de medio LB con antibiético y se incubd a 37 °C monitoreando su
crecimiento hasta alcanzar una densidad Optica (DOggo) entre 0.6 y 0.8 unidades de
absorbancia. En la siguiente seccidn se describiran las condiciones ya optimizadas para la

obtencion de cada proteina.

2.4.2. Expresion y purificacion de rTsTx-Kp.

rTsTx-KB fue producida en la cepa BL21 trx de E. coli. Alcanzada la densidad optica, se
indujo con 0.25 mM de IPTG y se dejo por 18 horas a 18 °C. Transcurrido el tiempo se
coloco el medio en frascos los cuales fueron centrifugados a 6,500 rpm por 15 min y las
células se resuspendieron en 50 mL de solucion amortiguadora de lisis (50 mM de tris pH
8.0., 300 mM NaCl).

Las células resuspendidas se sometieron un programa de choques sonicos por periodos
de 20 s a 45 W con descansos de 40 s por un tiempo efectivo de 10 min a 4 °C. El lisado
celular se centrifugd por 45 min a 16,500 rpm conservando el sobrenadante. La
purificacién de la proteina de fusién (fraccion soluble) se llevé a cabo mediante CAMQ en
una columna HipTrap®. La muestra se filtr6 con una membrana de 0.45 ym y se paso6 por
la columna a un flujo de 5 mL/min cargada previamente con Ni**. Se realizé un lavado con
cinco volumenes de columna (25 mL) con solucién amortiguadora de lisis (50 mM de tris
pH 8.0, 300 mM NaCl) y posteriormente con disoluciones que contenian una mezcla de

solucién amortiguadora de lisis mas imidazol a 5, 25, 50,100, 200 y 300 mM.

La fraccién con la proteina de fusion se dializd6 para remover el imidazol en una
membrana de dialisis de 10 kDa contra 500 mL (tris 50 mM, pH 9.0), con dos cambios de
dos horas cada uno. Ya en estas condiciones se realizd el corte enzimatico por 3 horas
utilizando por cada 2 mg de proteina de fusién 5 yL de suspensioén de agarosa donde se
encuentra fija la trombina (SIGMA®). Transcurrido el tiempo se separd la trombina por
centrifugacién y se llevdé a una concentracion de 300 mM de NaCl. Inmediatamente

después, se paso por la columna HipTrap® con un flujo de 5 mL/min y se lavé con 50 mL
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de solucién amortiguadora de lisis (tris 50 mM pH 9.0, 300 mM de NaCl y 300 mM de

imidazol).

Para concentrar la muestra se pasé por un cartucho de fase sélida Strata C18-T
Posteriormente, se eluyé con diferentes fracciones de acetonitrilo/agua 10-100% ACN.
Todas las fracciones se liofilizaron y prepararon para la purificacion final en una columna
de fase reversa C5 adaptada a un sistema de cromatografia de liquidos de alta eficiencia.
Se utilizé una fase movil en gradiente lineal de 15 a 95% de agua-acetonitrilo al 0.05% de

TFA, todo esto acoplado a un sistema de deteccién UV registrando a 230 y 280nm.

2.4.3. Expresion, purificacion y replegamiento de rHTsTx-KB y rTsHTx-KB

Tanto rHTsTx-KB como rTsHTx-KB fueron expresadas en cepas de E. coli C41, alcanzada
la densidad 6ptica se indujeron las proteinas con 0.5 mM de IPTG y la produccion se llevo
a cabo por 6 horas a 30 °C. Los paquetes celulares se obtuvieron por centrifugacion,
como se describio anteriormente. Las células se resuspendieron en solucion
amortiguadora (50 mM de tris pH 8.0, 300 mM NaCl) con 1 Molar de urea. Se aplico el
mismo programa de sonicacion y se separd la fraccion insoluble de la soluble
(centrifugacion 15 min a 10000 g). Las dos proteinas se extrajeron de la fraccion insoluble
por lo que esta fraccién se lavo por triplicado con 30 mL de tris 50 mM pH 8.0 y finalmente
se resuspendié con una solucién de 1% SDS tris 50 mM pH 8.0 y 300 mM de NaCl. La
fraccion resuspendida se sénico por segunda vez con el mismo programa y se paso por la
columna de niquel con el procedimiento descrito en la seccién anterior. La fraccion donde
se encontraba la proteina (300 mM de imidazol) se diluyd 10 veces y se volvié a pasar

por la columna de niquel con el objetivo de remover en su totalidad el SDS.

Para el replegamiento de las dos proteinas se les adiciond lo suficiente para alcanzar una
concentracién de 10 mM de DTT y 5 M de GndCl, dejandose en agitacién por 3 horas a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se dializaron contra 500 mL de Tris 50 mM
pH 9.0 y 500 mM de GndCl, con dos cambios por 2 horas cada uno en una membrana de
dialisis de 3 kDa. Esta fraccion se adicioné por goteo a una solucién de replegamiento que
contenia tris 50 mM pH 9.0, 500 mM de GndCl, glutation oxidado 1 mM y glutatién

reducido 3 mM y se dejé por 4 dias a temperatura ambiente y agitacion. Para concentrar
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la proteina se aprovechd que contenian la etiqueta de histidinas y se pasaron por la
columna de niquel eluyéndolas con una solucidén que contenia tris 50 mM pH 9.0 y 300

mM de imidazol.

Finalmente las proteinas se purificaron con una columna C5 como se describe en la

seccion anterior.

2.4.4. Expresion y purificacion de rTs37Tx-Kp.

rTs37Tx-KpB fue expresada en E. coli C41. Alcanzada la densidad éptica se indujo con 0.5
mM de IPTG y se dejo por 6 horas a 30 °C. La obtencion del paquete celular asi como la
lisis y la purificacion por la columna de niquel se llevé a cabo como se describe en la
seccion 2.4.2. La faccion con la proteina (300 mM de imidazol) se diluy6 10 veces con una
solucion que contenia 50 mM de tris pH 8.0, 300 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 0.25 mM DTT y
5 % glicerol y se le adicion6 la enzima TEV con una proporciéon de 1 mg de enzima por 50
mg de proteina de fusidn; esta reaccién se llevd a cabo por 16 horas a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo se pasd por la columna de niquel y se conservd la
fraccidon sin afinidad. La proteina fue concentrada en un centricén de 3,000 Da y se
purificé finalmente por una columna C5 con el procedimiento descrito anteriormente en la

seccion 2.4.2.

2.4.5. Reaccion de bromuro de cianégeno

Para eliminar la etiqueta de histidinas en las construcciones rHTsTx-KB como rTsHTx-K3
y el GM residual del corte con trombina de rTsTx-KB se llevdé a cabo una reaccién con
bromuro de ciandgeno. La proteinas previamente liofilizadas se resuspendieron en una
mezcla de agua/TFA en proporcién 1:1 con el volumen necesario para alcanzar una
concentracién de 10 mg/mL. La solucion se cubrié de la luz y se hizo pasar un flujo de
nitrégeno por 15 min, trascurrido el tiempo se adicioné el CNBr suficiente para alcanzar
una relacion molar 1:100 por cada metionina que se desea cortar (en este caso es solo
una). Las reacciones se dejaron por 16 horas a temperatura ambiente con atmoésfera de
nitrogeno y se pararon con tres volumenes de agua. Después se aumentd el pH de la

mezcla de reaccion con una solucion saturada de tris base hasta alcanzar un pH neutro.
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El exceso de tris fue eliminado por dialisis (1 kDa) contra agua y posteriormente purificado

por cromatografia de liquidos de alta resolucion con el método descrito anteriormente.

2.4.6. Caracterizacion de los péptidos tipo TsTx-KB

Todas las muestras obtenidas se analizaron por espectrometria de masas MALDI-TOF
utilizando como matriz una solucién saturada de acido a-ciano-4-hidroxicinamico en
relaciones con la muestra de 1:5, 1:10 y 1:20 al 1% de TFA. Esta medicion se realizé en
un equipo MALDI-TOF Bruker Daltonics Microflex en el laboratorio de servicios analiticos
del Instituto de Quimica de la UNAM, el modo de adquisicién fue lineal, en polaridad
positiva utilizando 120 pulsos con una intensidad del 20% y una ventana espectral de
1,500 a 13,000 Da.

Todas la muestras analizadas por RMN fueron liofilizadas y resuspendidas en 200 pL de
agua con 5% de D,0. Los experimentos se realizaron en un equipo Bruker ASCEND 700
MHz equipado con una criosonda de triple resonancia ('H, *C y ®N) a 298 K. El
experimento TOCSY fue obtenido con un tiempo de mezclado de 80 ms mientras que los
espectros NOESY se adquirieron usando tiempos de mezclado de 150 y 300 ms. Se uso6
la supresién de agua por pre-saturacion y DPFGSE durante la obtencion de los diferentes
experimentos. Una vez adquiridos los FID’s de cada experimento, se procesaron los

datos en el programa nmrPipe y nmrDraw (Delaglio et al. 1995).

También se realizaron pruebas de dicroismo circular, los espectros de los peptidos se
obtuvieron en un espectropolarimetro Jasco J-1500 en concentraciones entre 200 y 300
mg/mL disueltos en agua desionizada. Los espectros se adquirieron a 20°C y se midieron
longitudes de onda de 240-190 nm utilizando una celda de cuarzo de paso 6ptico de 0.1
cm de espesor. Todos los datos se registraron en intervalos de 1 nm con una velocidad de

barrido de 20 nm/min realizandolos por triplicado.
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2.5.1. Purificacién de rTsTx-Kf

En trabajos previos ya se habia observado la dificultad de trabajar con TsTx-KB. En el
2014 se obtuvo de manera soluble la proteina de fusién (Reynoso, 2014); sin embrago, al
retirarle la tiorredoxina, la proteina precipitaba y no se logré obtener soluble para su
estudio. En dicho trabajo se concluyé que la proteina tenia un mal plegamiento. Con esto
en mente, el principal objetivo de esta investigacion fue encontrar un sistema con el cual
se lograra obtener la toxina de manera soluble y asi determinar su estructura por RMN. La
primera accion fue optimizar las condiciones de la produccién para que la proteina se

obtuviera soluble desde la produccién en la bacteria y posiblemente con el plegamiento

adecuado.
A) .
1 2 3 4 5 6 7 8 1. Pesos moleculares ( )
2. Lislis celular
3. Fraccidn sin afinidad a la columna de niquel
4. Lavado con solucién amortiguadora (SA)
} ; L, 5. SA +50 mM de imidazol
F s Proteinade fusion | 5 a4 100 mM de imidazol
- . *_ 7. SA +150 mM de imidazol
8. SA +2000 mM de imidazol
B
- ) 9 10 11 12 13 14
144 [ P4
Proteina de fusién
165 [ T “'
9. Reaccién de corte 3 horas Residuo de corte
10. Reaccién de corte 6 horas —> N 7
11. Reaccidn de corte 9 horas
12. Reaccidn de corte 12 horas
13. Reaccidn de corte 18 horas = ‘
14. Pesos moleculares ( ) 35
|

Figura 2.4. Purificacién de rGMTsTx-KB. Geles de poliacrilamida al 14% donde se observa la

purificacion de rGMTsTx-Kp (A) y el corte enzimatico con trombina (B).

Con la construccion rTsTx-KB los mejores resultados se consiguieron al reducir tanto la
concentracion del inductor (IPTG, 0.250 mM) como la temperatura de produccién (18 °C).
En la figura 2.4 se encuentra el gel de poliacrilamida (15 %) donde se observa la
produccioén y purificacion de la toxina rTsTx-KB. En el carril 2 se encuentra la lisis celular
donde se observa la sobrexpresién de una proteina con la masa esperada para la

construccion de fusién (23,953 Da), en el carril 6, 7 y 8 se muestra como la proteina
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empieza a eluir con las diferentes concentraciones de imidazol. El corte enzimatico para
separar la toxina de interés de la tiorredoxina se puede observar del carril 9 al 13 de la
misma figura. Se observa que la reaccion no se lleva a cabo en un 100% y con el paso del
tiempo se empieza a formar un poco de precipitado en la muestra. Se decidié entonces

trabajar con tiempos de 3 horas donde no existe precipitado y hay proteina cortada.

Después de corte con trombina la mezcla de corte se paso por la columna de
niquel y TsTx-KB no tuvo ninguna afinidad por ésta. Se concentré con ayuda de
una columna de fase solida C-18 y la proteina eluyé con 30 % de ACN. La fraccién
se liofilizé y de disolvio con agua para su inyeccidn a la columna. De esta
inyeccion se obtuvo un pico mayoritario con un tiempo de retencién de 18.3 min
(Figura 2.5) el cual tenia la masa esperada para la TsTx-KB. La masa tedrica de
esta proteina es de 6,904.9 Da en estado oxidado y nosotros obtuvimos 6,905.6
Da corroborando asi que teniamos la proteina de interés y ademas contaba con la

formacion de los seis enlaces disulfuro.

[mua] rGMTsTx-Kp % ACN +0.05 TFA
1,600 T 100.0%
3 90.0%
1,400 F -7 - mmm e o b s s b ool 1
Columna: Jupiter, C4, 250 x 4.6 mm P - \ 1 s0.0%
1200 | Tamafio de particula um Tamafio de L < ‘\
’ poro 300 A Pl Y 1 70.0%
Presién maxima: 3500 psi Sat g M 3
1,000 T -~ Dpeteccién: UV-VIS a 230 nm = N 1 60.0%
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Volumen inyectado: 1000 pL >4 \ E
800 + Fase movil: H,0 + 0.05% TFA y ACN > \\ 3 50.0%
+0.05% TFA PRe - \ ]
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Figura 2.5. Cromatograma de rGMTsTx-KB. En la linea punteada se muestra el porcentaje de

acetonitrilo durante la corrida. La deteccion se realiz6 a una longitud de onda de 230 nm.
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2.5.2. Purificacion de rHTsTx-KB y rTsHTx-K

En el caso de rHTsTx-KB y rTsHTx-KpB todas las pruebas mostraron que la proteina no se
obtenia soluble. A manera de ejemplo, en la figura 2.6 se muestran algunas expresiones
de rHTsTx-KB en diferentes cepas de E. coli monitoreadas en un gel de poliacrilamida al
15%. Se muestra el tiempo en que inicia la expresion (t0, antes de induccién) y la lisis
celular separada en la fraccion soluble (Tf) e insoluble (TfP). En todos lo casos se observa
que la proteina se encuentra en la fraccion insoluble, y hay una mayor cantidad de esta en

la cepa C41.

Dados estos resultados, se optimizé un método para extraer las proteinas de la fraccion
insoluble. Entre las diferentes metodologias probadas, se encontré que hacer una lisis
inicial con 1 molar de urea previa a la solubilizacién de la proteina de interés, provocaba la
extraccion de esta proteina sin tantos contaminantes. Después de los lavados de la
fraccion insoluble, se llevé a cabo una segunda sesién de choques sénicos en presencia
de 1% de SDS lo que mejoraba mucho la solubilidad de la proteina. En la figura 2.6 de
observa las diferentes etapas de la purificacion de rHTsTx-KB, en esta fase se obtiene

alrededor de 120 mg de proteina por litro de cultivo.

A) Rosetta BI21 Trx BI21 DE3 C41
PM TO Tf TP, To Tf TP 0 Tt TP o T TP | PM-Pesos moleculares (266,17, )
— -_— —_— —_— TO. Muestras antes de la induccion
& s : Tf . Fraccion soluble después de 8 horas
> - de induccién
R TfP. Fraccion insoluble después de 8 horas
- de induccién
- /] -
1
= B)

LU L1 L2 LSS SA BL IMI PM

rHTsTx-kB
(7802 Da)

-

LU. Lisis, 1M urea e
L1, L2. Lavado de fraccién insoluble, tris 50 mM pH 8 ’

LSDS. Lisis con 1% SDS

SA. Fraccion sin afinidad a la comuna de niquel

IMI. Elucion de rHtsTx-kB cor)1 300 mM de imidazol -
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* 65
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Figura 2.6. Expresion y purificacion de rHTsTx-KB. Geles de poliacrilamida al 14 % donde se
muestra la expresion de rHTsTx-KB en diferentes cepas de E. coli. A) y la purificacion de la toxina

de la fraccion insoluble B).
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A pesar de obtener una gran cantidad de proteina con la metodologia utilizada, la
cromatografia de fase reversa reveld que las proteinas no contenian un Unico
plegamiento. Tanto rHTsTx-KB como rTsHTx-KB mostraban diferentes conformaciones
obteniendo diferentes picos con diferentes tiempos de retencion y los cuales contaban con
la misma masa molecular (Figura 2.6). Por este motivo se llevé a cabo el replegamiento
de las dos proteinas. La metodologia descrita en la seccion 2.4.3 fue la que mostro los
mejores resultados. En la figura 2.7 se pueden comparar los cromatogramas de las
toxinas antes y después del proceso de replegamiento. De tener varias conformaciones
se obtiene una unica especie con la masa esperada para la proteina con los tres enlaces
disulfuro formados, 7,803.1 para rHTsTx-KB y 7,803.3 para rTsHTx-K@.

Para las dos proteinas, se realiz6 con éxito la eliminacién de His-tag por medio de la
reaccion con bromuro de cianégeno. rhTsTx-KB y rTshTx-KB representan las toxinas sin la

secuencia de histidinas.
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Figura 2.7. Cromatograma de rHTsTx-KB (A) y rTsHTx-KB (C). En ambos caso la linea negra
representa el cromatograma de la proteina antes del replegamiento y la linea roja después de
replegamiento. La linea punteada muestra la porcentaje de acetonitrilo durante la corrida. B) Gel de
poliacrilamida al 14 % donde se analizan los tres picos obtenidos de rHTsTx-KB antes del

replegamiento
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2.5.3. Expresion y purificacion de rTs37Tx-KB

Dadas las caracteristica de TsTx-Kp se disefié una construccién para obtener también el
dominio carboxilo terminal, al cual se le atribuye la actividad bloqueadora de canales. La
expresion se realizé en la cepa C41 y la proteina se purificé de forma soluble. En la figura
2.8 se observa la fraccion eluida de la columna de niquel con 300 mM de imidazol (carril
2); posteriormente, se observa el corte enzimatico con la proteasa TEV (carril 3-5).
Finalmente, en el gel se observa la fraccion sin afinidad a la columna de niquel (carril 6)
después del corte enzimatico en donde se encuentra la rTs37Tx-KB. Esta fraccion se
concentré6 y se purifico por una columna de fase reversa C5 mostrando un pico
mayoritario con un tiempo de retencion de 14 min (Figura 24), esta muestra tiene la masa
correspondiente de la toxina esperada con los tres enlaces disulfuro formados (4,265.5
Da).
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2,000 T T 100.0%
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‘ «—

35 200 f-4 i
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1.Pesos moleculares (kDa) [min]

2.Elucién de la PF de rTs37Tx-kB con 300 mM de imidazol

3.Corte con TEV a la 5 horas

4.Corte con TEV a las 12 horas

5.Corte con TEV a la 18 horas

6.Fraccion sin afinidad a la columna de niquel después del
corte con TEV (TsTx-kpB )

Figura 2.8. Produccién y purificaciéon de rTs37Tx-K@. A) Gel de poliacrilamida al 15% donde se
sigue la purificacion y la protedlisis enzimatica de rTs37Tx-KB con TEV. B) Cromatograma de la
purificacion de rTs37Tx-KB. La linea punteada muestra la porcentaje de acetonitrilo durante la

corrida.
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2.5.4. Caracterizacion de las construcciones de TsTx-Kp.

Los picos colectados en la purificacién por cromatografia fueron colectados vy liofilizados.
Estas muestras se resuspendieron en una mezcla H,O:D,0O 95:5 para su analisis por
RMN. Todas las muestras resultaron muy solubles y se analizaron en concentraciones de
0.5-1mM.

La primera muestra que se obtuvo y caracterizd fue rTsTx-KB. Su espectro
monodimensional de protébn se muestra en la figura 2.9 A). El espectro no es el
convencional de una proteina plegada. Se observa una baja dispersion en las senales de
los protones de amida en la regién de 6 a 9 ppm asi como la de los metilos (0.5 a 2 ppm).
La baja dispersion resulta mas evidente si la comparamos con el espectro de la proteina
EhMybS3v3, la cual contiene el mismo nimero de aminoacidos y un motivo estructural
bien definido (Figura 2.9, B). Al observar el espectro TOCSY de rTsTx-KB no se

encuentran los 60 sistemas de espin esperados y se corrobora la baja dispersién.

C) rTsTx-kB + TFE

A) rTsTx-kB
| 60% de TFE
I L MUM 50% de TFE
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1\ dll Mj\\/m
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Figura 2.9. Espectros de RMN de rTsTx-K y EhMybS3v3. A) y B) RMN monodimensional de
proton, Muestras disuelta en 95% de H,O y 5% D,0 y adquiridos en un equipo Bruker 700 MHz a
25 °C. C) Titulacion de rTsTx-KB con TFE.

En el experimento NOESY se observan muy pocas sefales lo que imposibilita la

asignacion de los sistemas de espin encontrados. En el caso de rhTsTx-KB y rTshTx-Kf
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los espectros obtenidos muestran exactamente los mismos resultados que los mostrados

para rTsTx-K@.

Se probaron diferentes condiciones en la realizacion de los experimentos de RMN con el
fin de dispersar las sefiales y generar espectros de mejor calidad. Lo primero que se
probé fue adicionarle a la muestra diferentes concentraciones de trifluoroetanol (figura 2.9
C). Este compuesto se utiliza normalmente para simular un ambiente hidrofébico y que las
zonas desestructuradas que tedricamente interaccionan con la membrana adopten un
plegamiento definido ( ). Sin embargo, aunque la dispersion mejoré siguen
sin aparecer todas las sefiales y el espectro NOESY no cambié. También se probaron
varias temperaturas (35, 25, 15, 5y en el caso de la muestra con TFE -5°C), se modifico
la fuerza idnica (0, 50 y 100 mM de NaCl), se ajustaron diferentes condiciones de pH (2, 5
y 7) y a pesar que en la mayoria de los casos se observd movimiento de las sefales, las
condiciones no fueron los suficientemente favorable para realizar la asignacion. Cabe
sefalar que aunque en el experimento TOCSY se observan y son identificables algunos
sistemas de espin, sin el NOESY que lo complemente, solo son aminoacidos aislados que

no podemos relacionar y por lo tanto asignar.

Recordemos que la proteina cuenta con dos dominios estructurales, un amino terminal sin
aparente estructura y un carboxilo terminal donde se encuentran las cisteinas y
presuntamente forman el motivo estructural a/f. Una posible explicacion que surgio
después de ver los experimentos de RMN fue que precisamente esta zona del amino
terminal al ser desestructurada tiene una gran movilidad. Estos atomos al no tener
ambientes quimicos definidos generan senales anchas que dificultan la visualizacién de la
parte carboxilo terminal que teéricamente es la zona estructurada de la proteina. Por este
motivo se diseid una cuarta construccién (rTs37Tx-KB) eliminando la parte
desestructurada de la secuencia, conservando el dominio carboxilo terminal con el cual
podriamos corroborar la existencia del motivo estructural a/f y no fue posible asignar en

las construcciones anteriores.

La espectroscopia de esta nueva construccién (rTs37Tx-KB) mostré los mismos

resultados observados por cuarta vez, una baja dispersion de las sefiales y una falta de
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NOE's tanto secuenciales como a la larga distancia para llevar a cabo la asignacion de la

proteina.

En la figura 2.10 se pueden comparar los espectros de las cuatro especies de TsTx-Kf
obtenidas en este trabajo. Se observa que las tres construcciones del péptido completo es
decir rTsTx-KB, rhTsTx-KB y rTshTx-KB muestra un mismo patréon de sefiales. Esto nos
confirma que con las tres metodologias estamos llegando a la misma especie. La proteina
obtenida de manera soluble es la misma que la que se obtiene después de un proceso de
replegamiento y la secuencia de histidinas no influye en la conformacién final que ésta

adopta.

En cuanto al péptido rTs37Tx-KB su espectro es muy similar al de las otras tres
construcciones. Sorprendentemente, los sistemas TOCSY's observados en él son los
mismos que en el caso de los péptidos completos; por lo tanto, el extremo amino terminal
nunca se ha visto y los pocos sistemas observados son los del fragmento rico en

cisteinas, el cual tiene una conformacion particular que adoptan las cuatro construcciones.
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A) rTs37Tx-KB

B) rTsTx-KB
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Figura 2.10. Comparacié n de los espectros monodimensionales de protén de rTs37Tx-Kg,
rTsTx-KB, rhTsTx-KB y rTshTx-K@B . De 0.5 a 1 mg de toxina fue disuelta en 95% de H,O y 5%
D,0. Bruker 700 MHz, 25° C.

Un hecho importante es la formacién de los tres enlaces disulfuro, a pesar que la especie
en la que convergen las cuatro construcciones tiene los enlaces formados, aparentemente
no genera una conformacién rigida y globular, de lo contrario, se deberian observar
NOE’s a corta y larga distancia. Por otro lado, la falta de senales en la parte del amino
terminal sugiere una zona completamente desestructurada con mucha flexibilidad por la
falta de NOE’'s y que, ademas, es muy susceptible al intercambio de los protones de
amida por la falta de TOCSY’'s. Ambos procesos ensanchan las senales y no son

observables.
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A manera de ejemplo en la Figura 2.11 se muestra el espectro de dicroismo circular de la
proteina rTs37Tx-KB, en esta figura se observa que la proteina no tienen la apariencia
tipica de una proteina con un plegamiento alfa/beta. Debido a que en este tipo de
espectros observamos la suma de las contribuciones de estructura secundaria que tiene
la proteina, es dificil determinar con exactitud su contenido. Utilizamos el servidor
DichroWeb para analizar los datos experimentales, el programa sugiere que rTs37Tx-Kf
tiene el porcentaje de estructura secundaria observado en la Figura 2.11 C), mostrando que la

proteina presenta un alto porcentaje de zonas desestructuradas (43%), corroborando los datos de
RMN.
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Figura 2.11. Dicroismo circular de rTs37Tx-KB. A) Espectro de dicroismo circular de rTs37Tx-Kf
a 20 °C (gris) y 90 °C (negro). B) Curva de desplegamiento de rTs37Tx-KB mediante
calentamiento (de 20 a 90 °C) registrando su sefal a 220 nm. C) Porcentajes de estructura

secundaria empleando el método SELCONS3 en el servidor DichroWeb.
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También se realizé una curva de calentamiento para evaluar como se comportaba
rTs37Tx-KpB a altas temperaturas, la rampa de calentamiento alcanzé una temperatura de
90 °C registrando a una longitud de onda de 220 nm. En la Figura 2.11 B) se observa
esta rampa de calentamiento sin un cambio de absorcion importante. Al realizar un
barrido completo a la temperatura maxima, se observa un espectro casi idéntico al
tomado a la temperatura inicial (20 °C, Figura 2.11 A), indicando que este calentamiento
no generd ningun cambio conformacional, debido posiblemente a la formacién de los

enlaces disulfuro.

Al probar la actividad de los péptidos obtenidos no mostraron una actividad relevante
(inhibicién de 6% del canal a 3 uM), confirmando asi que no estamos obteniendo la

conformacion nativa de la toxina TsTx-K[3.

Los resultados sugieren que a pesar de tener una sola conformacién y estar totalmente
oxidada, la proteina tiene un plegamiento con cierta movilidad que no permite llevar a a

cabo una asignacién y mucho menos la obtencién de su estructura tridimensional.




CONCLUSIONES: TsTx-Kf3

Se logré la obtencién del péptido con la secuencia de TsTx-KB de forma soluble. Este
proceso se realizd por tres metodologias diferentes, las cuales llegaron a la misma
especie conformacional visto por resonancia magnética nuclear. La especie obtenida es
soluble y estable; sin embargo, el péptido no posee aparentemente la conformacién nativa
por su falta de actividad frente al canal de potasio Kv 1.3, en el cual ya se ha probado su
actividad en estudios anteriores con la toxina nativa. Los resultados obtenidos sugieren
que las condiciones necesarias para alcanzar el plegamiento nativo de TsTx-KB no
dependen solamente de la secuencia de aminoéacidos. Claramente en el proceso de
replegamiento asi como en la bacteria, se obtuvo una especie de baja energia, la cual es
incapaz de pasar a la conformacién nativa. Probablemente, para que esta toxina alcance
su plegamiento nativo al sintetizarse en su entorno natural debe existir una proteina
chaperona o la existencia de condiciones especificas en su entorno que favorezcan dicho

plegamiento.
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Perspectivas: TsTx-K[3

* Para continuar con el estudio de TsTx-Kp probablemente debemos concentrarnos
mas en imitar las condiciones de sistemas eucariontes en las que esta se produce.
Hasta ahora hemos probado el plegamiento in situ y una produccion en un sistema
bacteriano; claramente eso se aleja mucho del sistema eucarionte en el que se
produce naturalmente. Otra opcién es probar la biosintesis de esta proteina en
alguna levadura o células de insecto que imiten mejor las condiciones de sintesis

nativas.

* Continuar con las pruebas de actividad en diferentes canales de potasio y otros

sistemas biolégicos como parasitos y/o lineas cancerosas.

* Desde el punto de vista estructural, se pueden continuar con los estudios de RMN
ya que es posible el analisis de proteinas desestructuradas al enriquecer con
isotopos como ®N y *C. La asignacion al dispersarse en una tercera dimension
resulta mas facil e inclusive se pueden realizar estudios de movilidad de los

distintos fragmentos de la proteina.
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PROYECTO 2

3. MAGI 3: UNA PROTEINA RICA EN
PUENTES DISULFURO




Magi3

3.1 Macrothele Gigas y Magi3

Macrothele gigas es una especie de arafa de la familia macrothelidae originaria del
sureste de Asia. En el 2003 su veneno fue estudiado por el Dr. Corzo y colaboradores del

cual purificaron 6 toxinas con actividad sobre canales de sodio.

’ Toxina secuencia #cisteinas
Magil CMGYDIHCTDRLPCCFGLECVKTSGYWWYKKTYCRRKS (6)
Magi2 CMGYDIECNENLPCCKHRKLECVETSGYWWYKRKYCRPIK (6)
Magi3 GGCIKWNHSCQTTTLKCCGKCVVCYCHTPWGTNCRCDRTRLFCTED (10)
Magi4 CGSKRAWCKEKKDCCCGYNCVYAWYNQOSSCERKWKYLFTGEC (8)
Magi5 CKLTFWKCKNKKECCGWNACALGICMPR (6)
Magi6 KCVDGSCDPYSSDAPRCCGSQICQCIFFVPCYCKYR (8)

Macrothele gigas

Figura 3.1. Secuencias primarias de Magi1-6

En la figura 3.1 se muestran las secuencias primarias de las 6 toxinas las cuales se
denominaron Magi1-6 por le nombre de la araina Macrothele gigas y el numero
correspondiente al orden en el que fueron purificadas, en la figura 3.1 podemos observar
que Magi3 ademas de ser la toxina mas grande (46 aminoacidos), también es la que
presenta el mayor numero de cisteinas en sus secuencia de aminoacidos, generando la
formacion de 5 enlaces disulfuro. Aunque en la naturaleza ya se han observado algunas
toxinas con un gran numero de enlaces disulfuro ( ) hay pocos estudios y
no se conocen sus estructuras asi como las conectividades de sus cisteinas al formar los
enlaces disulfuro. Es por esto que nos enfocamos en el estudio de Magi3. Una toxina que
hasta la fecha resulta intrigante, su secuencia primaria no tiene grandes similitudes con
sus hermanas Magis u otros péptidos con actividad sobre canales de sodio. Su estructura
no se conoce y no se tienen indicios de que plegamiento puede adoptar, la poca
homologia que presenta esta proteina (menor al 45%) se relaciona con toxinas afines a

canales de calcio por lo que se le atribuye una actividad promiscua ( ).

Antes de iniciar esta parte del proyecto ya se contaba con estudios de expresion de esta
proteina ( ). En estos estudios se habian determinado la complejidad del

sistema para obtener la toxina de manera recombinante, finalmente se obtuvo una




Magi3

metodologia con la cual fue posible obtener la muestra. Sin embargo, la cantidad de
toxina obtenida no era suficiente para estudios estructurales y no se contaba con
resultados que demostraran que el plegamiento obtenido era el nativo. En este proyecto

se retomo dicha investigacion.




Objetivos: Magi3

3.2.1.0bjetivo general

Retomar la investigacion referente a la toxina Magi3, obtenerla de forma recombinante,
obtener su estructura tridimensional en disolucién por resonancia magnética nuclear y

determinar su actividad en un sistema bioldgico.

3.2.2. Objetivos particulares.

* Expresar de forma heterdloga en E. coli la proteina de fusién que contenga a la
toxina Magi3.

* Purificar la proteina de fusion por métodos cromatograficos y obtener la toxina
Magi3 aplicando metodologias de replegamiento.

* Caracterizacion de la proteina de interés.

* Obtener e interpretar los experimentos de RMN (COSY, TOCSY y NOESY)

* Calcular la estructura tridimensional considerando las restricciones obtenidas por
los experimentos de RMN.

* Realizar pruebas de actividad.
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DISENO EXPERIMENTAL: MAGI3

3.3.1. Expresion de la proteina de fusién.

El disefio del gen codificante de la Magi3 se realiz6 con base en la secuencia de
aminoacidos reportados previamente ( ). Se sintetizaron dos
oligonucleoétidos con secuencias complementarias y se insertaron al plasmidos pET32(a)
entre los sitios de restriccion Bam H1 y Kpnl. Se escogi6é este plasmido debido a que
genera una proteina de fusion como se muestra en la figura 3.2, la cual esta constituida
por un dominio de tiorredoxina que nos ayudara a fomentar la formaciéon de enlaces
disulfuro y solubilizar la proteina de fusién, un sitio de reconocimiento a la proteasa
trombina para liberar la proteina de fusidon de la toxina de interés y finalmente la Magi3;
ademas de un fragmento SAAAA entre el sitio de corte y la toxina. Estudios anteriores

mostraron que este fragmento mejora el rendimiento de la protedlisis.

Vector pET-32a

Proteina de fusion

HHHHHH- LVPRGM

Proteina chaperona Etiqueta de histidinas Sitio de corte de Toxina
trombina

Figura 3.2. Composicion de la proteina de fusion que contiene a la Magi3.

La proteina de fusion producida por el plasmido de trabajo fue sobreexpresada en células
de E. coli cepa Rosseta-Gami donde previamente ya se conocia que se expresaba de
manera soluble. La transformacion de éstas células con el plasmido se realizé con la

metodologia mencionada anteriormente en la seccién 2.3.1.

El crecimiento de las células se realizé6 a partir de una colonia aislada obtenida de la
transformacion. Se selecciond una colonia con una punta estéril y se resuspendié en 100
mL de medio LB con el antibiético correspondiente dejandolo incubar 16 horas a 37 °C. 50
mL de este inéculo se transfirio a 1,500 mL de medio LB con antibiético y se incubo6 a 37

°C monitoreando su crecimiento. Cuando el cultivo alcanzé una densidad 6ptica (DOgoo)
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entre 0.6 y 0.8 unidades de absorbancia, la expresion de la proteina de fusiéon fue
inducida con IPTG a una concentracion de 0.5 mM. La temperatura se llevd a 30 °C y se
dejo por 8 horas. Transcurrido el tiempo, se coloco el medio en frascos los cuales fueron
centrifugados a 6,500 rpm por 15 min y se resuspendieron en 50 mL de solucion
amortiguadora de lisis (50 mM de tris pH 8.0, 300 mM NacCl).

3.3.2. Purificacion de la proteina de fisiéon.

Después de la resuspension, las células se sometieron a un programa de choques
sonicos por periodos de 20 s a 45 W con descansos de 40 s por un tiempo efectivo de 10
min dejandolo en un bano de hielo durante todo el proceso. El lisado celular se centrifugo
por 45 min a 16,500 rpm conservando el sobrenadante. El siguiente paso fue separar la
proteina de fusién del resto de material soluble que se encuentra en el lisado celular, la
purificacién fue realizada por CAMQ en una columna HipTrap®. La muestra se filtré con
una membrana de 0.45 ym y se pasoé por la columna a un flujo de 5 mL/min cargada
previamente con Ni?*. La PF se quedo retenida en la columna debido a una secuencia de
6 histidinas las cuales se coordinan con el niquel. Ya con la PF retenida, se realizé un
lavado con cinco volumenes de columna (25 mL) con solucién amortiguadora (50 mM de
tris pH 8.0 , 300 mM NaCl) y consecutivamente con disoluciones que contenian una
mezcla de solucion amortiguadora de lisis mas imidazol 5, 25, 50,100, 200 y 300 mM para

eliminar otras proteinas y, finalmente, eluir la PF.

3.3.3. Replegamiento de la proteina de fusion.

El replegamiento de la proteina de fusion se llevo a cabo desplegando y reduciendo la PF
previamente purificada. Se cambié la solucion amortiguadora (tris 50 mM pH 9.0.)
mediante didlisis en una membrana de 10 kDa, con dos recambios de 500 mL de una
hora aproximadamente cada uno. A esta solucién se le agregé como agente reductor DTT
a una concentracion 10 mM vy cloruro de guanidinio 5 M como desnaturalizante. La
reaccion se realizé durante cuatro horas a temperatura ambiente. Con una membrana de
dialisis, (10 kDa) se elimind el DTT y se redujo la concentracion de cloruro de guanidinio a
1 M. La muestra reducida se adicion6 de manera muy lenta y con agitacién baja a la

solucién amortiguadora de replegamiento. El par redox fue glutation oxidado y reducido en
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relacion 1:5. La concentracion final de la PF fue de 60-80 pg/mL y se dejo por 4 dias a
temperatura ambiente. La PF fue concentrada por ultrafiltracion en un sistema Amicon con
una membrana de 10 kDa a 4 °C y posteriormente se volvié a pasar por la columna de

niquel de la misma forma que se mencion6 anteriormente

3.3.4. Corte enzimatico con trombina.

Una vez replegada la PF se llevé a cabo el corte con trombina de la siguiente manera. La
reaccion se realizé por 3 horas en solucion amortiguadora (50 mM de Tris/HCI pH 9.0y 2
mM de CaCl,) temperatura ambiente y una concentracion de proteinas de 3 mg/mL. Para
1 mL de muestra se utilizé 50 yL de suspension de agarosa en la cual se encuentra fija la
trombina (SIGMA®). Transcurrido el tiempo se separé la trombina por centrifugacion y se
llevé a una concentracion de 300 mM de NaCl. Inmediatamente después, se paso6 por la
columna HipTrap® con un flujo de 1 mL/min y se lavé con 50 mL de solucién
amortiguadora de lisis (tris 50 mM pH 9.0 y 300 mM de NaCl). Todo se concentré por

ultrafiltracion con una membrana de 3 kDa a 4 °C.

Todas las muestras se analizaron mediante electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 14%, los cuales se corrieron en una camara de
electroforesis con solucidon amortiguadora de tanque a un voltaje inicial de 80 V por 18 min
y después se aumento el voltaje a 120 V por 60-100 min. Los geles fueron teiidos con

“silver blue”.

Finalmente, la toxina eluida se sometié a un ultimo paso de purificacion por cromatografia
de liquidos de alta eficiencia, utilizando como fase estacionaria una columna de fase
reversa C5 (Phenomenex ® C5) y como fase moévil un gradiente lineal del 15 al 50% de
agua-acetonitrilo al 0.05% de TFA; todo esto acoplado a un sistema de detecciéon UV

registrando a 230 y 280nm.

3.3.5. Obtencion y caracterizacion de la Magi3.

Se determiné la masa molecular de la muestra obtenida por espectroscopia de masas

MALDI-TOF como se describe en la secciéon 2.3.5.
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La Magi 3 se obtuvo con siete aminoacidos extra en el N-terminal (SAAAAGM) como
consecuencia de haber elegido la trombina para la realizacién del corte enzimatico y la
modificacion para mejorarlo; este fragmento se removié con la reaccién de bromuro de

ciandgeno como se describid en la seccidn 2.3.4.
3.3.6. Protedlisis enzimatica para la determinacion de enlaces disulfuro

Con el objetivo de tener mas informacién a cerca de la conectividad de enlaces disulfuro
qgue contenia la proteina, se realizé una digestién enzimatica con la proteasa tripsina. Se
coloco 5 ug de Magi3 pura y 250 ng de la enzima en 15 L de solucién amortiguadora (tris
50 mM pH 8.0.0) la mezcla de reaccion se coloco a 37 °C por 16 horas y fue analizada

directamente por MALDI-TOF en las condiciones previamente descritas (seccion 2.3.5).
3.3.7. Obtencién y analisis de los experimentos de RMN-"H.

Los espectros de RMN de Magi3 fueron obtenidos y procesados como se describe en la

seccion 2.3.5.

Para la asignacion de los espectros bidimensionales, se utilizé el programa CARA 1.5y la
herramienta XEASY (Keller, 2004). Con las restricciones obtenidas del espectro NOESY,
se realizaron calculos de estructura en CYANA 2.1 (Lopez-Méndez y Guntert, 2006). Con
las 20 estructuras de menor energia, se llevé a cabo un afinamiento de la estructura por
dinamica molecular con el programa AMBER (Salomon-Ferrer et al. 20013). La dinamica
se realiz6 para la 20 estructuras de forma individual en vacio y con disolvente explicito,

utilizando el campo de fuerza ff99SB.
3.3.8. Pruebas de actividad de Magi3 en grillos y ratones.
Grillos (Gryllus bimaculatus) fueron inyectados intratoracicamente entre el segundo y

tercer par de patas con diferentes dosis de la toxina disuelta en agua destilada. Un control

fue inyectado solo con agua destilada. Los grillos fueron observados por 2 horas. Se
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determiné “paralisis” cuando los grillos perdian toda la movilidad durante las 2 horas y
regresaba su movilidad. El efecto letal se observé cuando los grillos morian después de la

inyeccion.

Ratones (CD-1 20 g) machos fueron utilizados para las pruebas siguiendo el protocolo de
ensayos de la actividad de péptidos in vivo de las normas del Instituto de Biotecnologia de
la UNAM. La prueba se realiz6 via intracraneal inyectando 10 yL con 1y 5 ug de Magi3
disuelta en una disolucién 0.25 mg/mL de BSA. Un blanco negativo se utilizé con solo
BSA y uno positivo con el péptido de escorpion Cssll purificado y prestado por el grupo
del Dr. G. Corzo ( ). Los ratones fueron observados por 24

horas para determinar la toxicidad del péptido.
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3.4.1. Expresion de la proteina de fusién con Magi3.

Se observé una buena expresion de la proteina de fusion en la cepa de E. coli Rosseta-
gami. El paquete celular obtenido después del tiempo de induccidn es de
aproximadamente 2.8 g por litro de cultivo. La figura 3.3 A) muestra la elucién (300 mM
imidazol) en la columna de afinidad, la proteina purificada presenta una masa molecular

mayor a los 17 kDa pero por debajo de los 26 kDa (masa esperada 22,463 Da).
3.4.2. Replegamiento de la proteina de fusiéon y corte enzimatico con trombina.

En términos de recuperacién de muestra, el rendimiento del replegamiento fue de un 50%.
La protedlisis enzimatica se llevd a cabo dejando la reaccién por tres horas observando
una eficiencia del 50% aproximadamente (Figura 3.3, B). En este tiempo, aunque no se
cortaba la proteina en su totalidad, tampoco se observaba precipitado y la trombina se

podia lavar facilmente para su reutilizacién.

A 1 2 3 4 By 1 2

3 — 97.2kDa

——

M 66.4
55.6

427
26.5 kDa

< .
. ' — Proteina de
fusion

22,463 Da

170 —_— o

346

27.0

14.4 Residuo de 20.0

Corte  mm—)p .
16,698 Da -

143
6.5

Magi3
5782 Da 6.5
—

Figura 3.3. Purificacion y corte enzimatico de la proteina de fusién de Magi3. Gel de
poliacrilamida al 15% donde se sigue la purificacion y la protedlisis enzimatica de PF-Magi3 con
trombina. A) 1. Lisis bacteriana, 2. Eluciéon de Pf-Magi3 con 300 mM de imidazol. 3. Lavado de pf-
Magi3 con 20 mM de imidazol, 4. Marcadores de masas moleculares. B) 1. Corte enzimatico de Pf-

Magi3 con trombina después de 3 horas. 2. Marcadores de masas moleculares.
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3.4.3. Purificacion y caracterizacion de la Magi3.

A continuacion se muestra el cromatograma de la purificacion de la fraccién sin afinidad a
la columna Hip-Trap® (Figura 9). En él, se puede observar un pico con un tiempo de
retencién en 16.8 min. Al analizar el espectro de masas de la muestra, se determina una
masa molecular de 5,782.21 Da. Esta masa es la correspondiente a la Magi3 mas los 7
aminoacidos GSAAAAM, producto de la reaccidén de corte. Esta masa molecular también
nos indica que la proteina se encuentra en un estado oxidado formando 5 puentes
disulfuro. En esta figura también podemos observar claramente que no existe una gran
cantidad de especies en el cromatograma, lo esperado al replegar una proteina con tantas
cisteinas. Sorprendentemente en este replegamiento, con las condiciones propuestas solo
estamos obteniendo una especie y esta completamente oxidada. El rendimiento final fue

de 0.43 mg de toxina por L de medio.

Figura 3.4. Purificacion por cromatografia fase reversa de GSAAAAM-Magi3 (A), columna

jupiter C4. Masa molecular de GSAAAAM-Magi3 obtenido por espectrometria de masas MALDI-

TOF (B).
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El corte con bromuro de cianégeno se efectud casi al 100 % y al purificarlo por el método
cromatografico establecido generé un cromatograma similar al mostrado en la figura 3.4.
La masa determinada para esta muestra fue de 5,223.77 Da (Figura 3.5 inciso A), la cual,

coincide con la reportada en la literatura de la Magi3 en estado oxidado.

Au
5223.77 Da Au
A -
) 5000 400007 B) 3781.75 Da 0
4500 1 35000 _|
4000 A r T M T — 1
GGCIKWNHSCQTTTLKCCGKCVVCYCHTPWGTNCRCDR TR LFCTED
30000 4 1 34 5 67 8 9
3500 |
3000 | 25000 -
2500 | 20000 4 3781.57 Da  wnmscorrTLK CVVCYCHTPWGTNCR LFCTED
2 5 67 8 10
2000 A 15000 2626.799 Da
—f 1
1500 - 1276.50 Da ol o fon
1 -
1000 | 3057.37 Da
5000
500 A
0 ,—.-/_“Lﬁ °- -
5100 5150 5200 5250 5300 2000 3000 4000 5000 60000
m/z m/z

Figura 3.5. Espectro de masas MALDI-TOF de Magi3 despues del corte con bromuro de
cianogeno A). Proteolisis enzimatica para determinar enlaces disulfuro; B) y C) Fragmentos de

Magi3 que se deducen por los datos encontrados en espectrometria de masas.

Después de la protedlisis enzimatica de Magi3 con tripsina, se logré la identificacion de un
fragmento con masa molecular de 3,781.75 Da. En la tabla 3.1 se pueden ver todos los
fragmentos tedricos que se pueden obtener de la reaccion, se consideran todas las
combinaciones de fragmentos cortados en los sitios carboxilo terminal de lisinas y
argininas. Es posible que la enzima no necesariamente cortara en todos los sitios. El
fragmento encontrado corresponde a la suma del los fragmentos 21, 18 y 23 de la tabla
mencionada, y esto nos indica que existen enlaces disulfuro entre las cisteinas 2, 5, 6, 7,
8 y 10. Analizando estos fragmentos nos damos cuenta que el fragmento 18 contiene las
cisteinas 5, 6, 7, y 8, por lo que dos de estas cuatro cisteinas forman enlaces con la 2 y
10, y existe otro enlace entre ellas para completar los 3 puentes. Por otro lado, de las
cisteinas faltantes, el fragmento 26 contiene dos cisteinas consecutivas por lo tanto estas

formarian enlaces con los fragmentos 25 y 27.
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Tabla 3.1. Fragmentos posibles de la protedlisis de Magi3 con Tripsina.

Masa M. Secuencia Fragmento
5222.54 GGCIKWNHSCQTTTLKCCGKCVVCYCHTPWGTNCRCDRTRLFCTED 1
4772.01 WNHSCQTTTLKCCGKCVVCYCHTPWGTNCRCDRTRLFCTED 2
4521.96 GGCIKWNHSCQTTTLKCCGKCVVCYCHTPWGTNCRCDRTR 3
4264.81 GGCIKWNHSCQTTTLKCCGKCVVCYCHTPWGTNCRCDR 4
4063.73 WNHSCQTTTLKCCGKCVVCYCHTPWGTNCRCDRTR 5
3890.68 GGCIKWNHSCQTTTLKCCGKCVVCYCHTPWGTNCR 6
3806.58 WNHSCQTTTLKCCGKCVVCYCHTPWGTNCRCDR 7
3472.41 CCGKCVVCYCHTPWGTNCRCDRTRLFCTED 8
3432.44 WNHSCQTTTLKCCGKCVVCYCHTPWGTNCR 9
3081.27 CVVCYCHTPWGTNCRCDRTRLFCTED 10
2764.13 CCGKCVVCYCHTPWGTNCRCDRTR 11
2506.98 CCGKCVVCYCHTPWGTNCRCDR 12
2372.10 CVVCYCHTPWGTNCRCDRTR 13
2167.99 GGCIKWNHSCQTTTLKCCGK 14
2132.84 CCGKCVVCYCHTPWGTNCR 15
2115.84 CVVCYCHTPWGTNCRCDR 16
1776.85 GGCIKWNHSCQTTTLK 17
1741.71 CVVCYCHTPWGTNCR 18
1709.76 WNHSCQTTTLKCCGK 19
1358.58 CDRTRLFCTED 20
1318.62 WNHSCQTTTLK 21
984.44 TRLFCTED 22
727.30 LFCTED 23
650.30 CDRTR 24
477.25 GGCIK 25
410.15 CCGK 26
393.15 CDR 27
276.1666 TR 28

3.4.4. Caracterizacion estructural de Magi3

En la figura 3.6 se muestran los espectros de protdn unidimensional de la Magi3, en éste
se observa que la muestra analizada presenta un plegamiento definido debido a la
dispersion de sefales entre 6 y 9 ppm correspondiente de los protones de amida. Esto, es
debido a que cuando una proteina se pliega muchos de los protones de amida
normalmente se encuentran formando puentes de hidrégeno, lo que ocasiona que éstos
tengan un ambiente quimico definido y no aparezcan en un desplazamiento tipico de
proton de amida. Dos sefales caracteristicas son las observadas en 10.13 y 10.07 ppm;
éstas pertenecen a la sefial del HN del grupo indol perteneciente al triptéfano. Esto ultimo
nos confirma la presencia de dos triptéfanos, lo cual es congruente con la secuencia de la
Magi3. Con los espectros bidimensionales TOCSY y NOESY se logré la asignacién de un
total de 1,161 sefales pertenecientes a 41 de los 46 sistemas de espin, NOEs

secuenciales y NOEs a larga distancia.
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Figura 3.6. Espectro monodimensional de hidrégeno de Magi3. 1.3 mg de la toxina fue disuelta
en 95% de H,0 y 5% D,0. Bruker 700 MHz, 25° C.
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Figura 3.7. Espectro bidimensional TOCSY de Magi3. 1.3 mg de la toxina fue disuelta en 95%
de H,0 y 5% D,0. Bruker 700 MHz, tiempo de mezcla 80 ms, 25 °C.
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Figura 3.8. Espectro bidimensional NOESY de Magi3. 1.3 mg de la toxina fue disuelta en 95%
de H,O y 5% D,0. Bruker 700 MHz, tiempo de mezclado 300 ms, 25°C.

Con el programa Cyana se llevaron a cabo tres calculos estructurales. En el primero
(calculo 1) solo se utilizaron los NOE’s como restricciones de distancia para obtener la
estructura tridimensional. En el segundo (célculo 2), se utilizaron ademas de los NOE’s
los 5 enlaces disulfuro que reportaba uniprot (C3—C18, C10-C24, C17-C36, C21-C34 y
C26-C43), los cuales eran propuestos por homologia con otras proteinas. Haciendo un
analisis visual con la estructura obtenida del primer calculo, resultaba clara la cercania de
las cisteinas las cuales formaban los enlaces disulfuro. Con estas observaciones se
genero el tercer calculo (calculo 3) asignando los 5 enlaces (C3-C18, C10-C24, C17—-
C36, C21-C43 y C26—C34) que se observaban, tanto por la cercania de las cisteinas en
la estructura sin puentes, como por algunos NOE’'s particulares. Entre estos NOE's
destacan: el proton alfa de la cisteinas 26 con el proton alfa de la cisteina 34, el protén
beta de la cisteinas 3 con el proton alfa de las cisteina 18, el protén beta de la cisteina 24
con el de la 10 y el protdn beta de la cisteina 21 con el proton alfa de la arginina 40 entre
otros. Estos datos son congruentes con la informacion obtenida por el andlisis de la

protedlisis enzimatica y espectrometria de masas (Figura 3.5).
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Tabla 3.2. Estadisticas de RMN de Magi3.

Calc1 Calc2 Calc 3
Estadisticas de NMR
Total de NOE’s 421 401 419
Corta distancia li-j| <=1 306 306 306
Mediana distancia  1<|i-j|<5 33 33 29
Larga distancia li-j|>=5 82 62 84
RMSD 1.47 2.6 1.2
Ramachandran
Regiones mas favorecidas 58.5% 49.2% 55.6%
Regiones permitidas 41.0% 49.5% 44.4%
Regiones poco permitidas 0.0% 1.0% 0.0%
Reguines prohibidas 0.2% 0.2% 0.0%

Otro dato importante es observar como al utilizar los enlaces propuestos por uniprot para
el calculo 1, el RMSD es mayor (2.6 A) que el obtenido en la estructura sin puentes
disulfuro (1.47 A) y cuando utilizamos los puentes que observamos por la cercania de las
cisteinas (calculo 3) el RMSD baja aun mas (1.2 A). Este dato nos indica que los enlaces
que se proponen en uniprot no corresponden con las interacciones NOEs que se
observan en la proteina y esto hace que las estructuras generadas estan mas forzadas a
cumplir, tanto con las restricciones NOE’s que se observan en RMN, como con los

enlaces que nosotros le imponemos, por lo tanto las estructuras no convergen.

En la figura 3.9 inciso A) se puede observar la sobreposicion de las 20 estructuras del
calculo 3, después de la dinamica molecular con Amber. En los incisos B) y C) se
representa la estructura de menor energia en listones donde se aprecia una hoja beta
antiparalela entre los aminoacidos Val,;—Cysys ¥ Cysss—Argass; incluso se llega a formar el
inicio de una tercera hebra con los residuos Hisg-Serg. Esta estructura fue validada vy

depositada en el PDB (Protein data bank) con el identificador 6 AX2.
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Figura 3.9. Estructura tridimensional de Magi3. A) Sobreposicion de las 20 estructuras de menor
energia. B) Representacion de la estructura de Magi3 en listones. C) Motivo estructural “nudo de

cisteinas” presente en la Magi3.

Analizando a fondo las estructura obtenida podemos observar la presencia del motivo
estructural ICK, estas siglas vienen del ingles “inhibitory cystine-knot’ el cual es un nudo
de cisteinas generado por tres enlaces disulfuro, dos enlaces forman un anillo y el tercero
los cruza ( )- EI ICK es un motivo que genera una gran estabilidad
y es uno de los motivos mas comunes en las toxinas de arafia con actividad sobre

canales io6nicos aunque también se ha observado en otras toxina como las de conos

( )-

Aunque todavia no existe una asociacion directa entre los péptidos neurotéxicos que
tienen el motivo ICK y una especificidad dada hacia los receptores celulares, Magi3 es un
ejemplo de una toxina de arafia con actividad insecticida que presenta cinco enlaces

disulfuro de los cuales tres de ellos forman dicho motivo.
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3.4.5. Actividad biolégica de Magi3

Se prob¢ la actividad de Magi3 inyectando la toxina a grillos y en el cerebro de ratones.
Los resultados obtenidos se muestran el la tabla 3.3. Magi3 presentd un efecto letal en
grillos a concentraciones altas, y se pudo observar un efecto paralizante hasta una
concentracién de 0.93 ug de toxina por gramo de insecto. Cuando se inyecté en el
cerebro de ratébn no se observé ningun efecto, con 1 y 5 ug, esto nos indica la alta

selectividad que tiene la toxina por los canales de insecto.

Tabla 3.3. Pruebas de actividad de Magi3 en grillos y ratones.

Toxicidad en insectos Toxicidad en ratones
ug toxina /g de insecto Resultados Conc. Resultados
119.00 Pardlisis 1 pg por ratén Sin efecto
79.80 Paralisis
28.66 Paralisis 5 pg por ratoén Sin efecto
19.23 Paralisis
3.63 Pardlisis
0.93 Pardlisis
0.71 Sin efecto

Dada su actividad Magi3 es clasificada como una toxina con afinidad a canales de sodio
( ). Sin embargo, no se encuentra en ninguna familia de las toxinas con
dicha actividad. En el 2012 el Dr. Klint y colaboradores realizaron una clasificacién general
de toxinas de arafia con actividad sobre canales de sodio; dicha clasificacion generd 12
familias basadas en el sitio de accién, el tamafo de la toxina, asi como el numero y la

distribucion de cisteinas que contenian estas toxinas ( ).

En la figura 3.10 se pueden observar las diferentes familias de toxinas de arafia con
actividad sobre canales de sodio. Estas van desde los 29 hasta los 79 aminoacidos y

contienen de 6 a 14 cisteinas.
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Figura 3.10. Familias de toxinas de arafa con actividad sobre canales de sodio. Figura
modificada del articulo del Dr. Klint y colaboradores doi:10.1016/j.toxicon.2012.04.337
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RESULTADOS Y DISCUSION: MAGI3

Clasificar a Magi3 dentro de una de estas familias no es tarea facil. Por el nimero de
cisteinas el Unico grupo en el que encaja es en la familia seis; sin embargo, cuando
analizamos sus secuencias y la posicion, de las cisteinas observamos que la cisteina
numero 3 no se encuentran en la misma posicion por lo que no corresponderia a esta
familia (Figura 3.11). De todas estas familias, hay muy poca informacion estructural,
comparando las estructuras que se encuentran depositadas en el PDB encontramos
grandes similitudes con las toxinas de la familia cuatro. En la figura 3.11 podemos
observar dos estructuras de toxinas pertenecientes a esta familia; es claro ver su gran
similitud con Magi3. Las tres comparten el motivo estructural ICK y forman la hoja beta en
la misma posicion; sin embargo, esta familia esta compuesta por toxinas con 4 enlaces
disulfuro y aunque las conectividades son similares, sin tomar en cuenta el quinto enlace

de la Magi3, no se podria clasificar aqui.
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Figura 3.11. Comparacién secuencial y estructural de Magi3. A) Comparacion de la secuencia

de Magi3 con la familia 4 y 6 de toxinas con actividad sobre canales de sodio. B) Estructuras

tridimensionales de Magi3, Rubustoxina y Versutoxin.

Dado que la Magi3 es considerada una toxina con actividad sobre canales de sodio y visto
que no es posible incluirla en ninguna de las doce familias existente, Magi3 seria la

primera toxina de una nueva familia de toxinas con estas caracteristicas.




CONCLUSIONES: MAGI3

Se logré la caracterizacion estructural de Magi3, la cual, fue obtenida de manera
recombinante después de un proceso de re-plegamiento en donde con las condiciones
propuestas generan una unica conformacién. La Magi3 presenta un motivo estructural ICK
caracteristico en las toxinas de arafia. También se observd que en su estructura
tridimensional se forma una hoja beta antiparalela y se logré determinar la conectividad de
los 5 enlaces disulfuro (C3—-C18, C10-C24, C17-C36, C21-C43 y C26—-C34). La toxina
obtenida muestra una actividad selectiva sobre insectos. Este resultado junto con la
obtencion de una uUnica conformacion demostrando que obtuvimos la toxina con su
plegamiento nativo. Dada las caracteristicas de esta toxina proponemos que Magi3

pertenece a una nueva familia de toxinas con actividad sobre canales de sodio.




PERSPECTIVAS: MAGI3

Para mejorar la caracterizacion de Magi3 se podrian realizar ensayos de

actividad y determinar su ICs, en canales Nav de insecto.

Evaluar si Magi3 tiene actividad sobre canales idnicos de calcio y comprobar la

presunta actividad promiscua que sugiere las homologias con otras proteinas.

Para determinar los aminoacidos clave de Magi3 que interaccionan con el canal
se podrian realizar mutaciones puntuales y monitorear como se ve afectada su

actividad.
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Abstract: The need for molecules with high specificity against noxious insects leads the search
towards spider venoms that have evolved highly selective toxins for insect preys. In this respect,
spiders as a highly diversified group of almost exclusive insect predators appear to possess infinite
potential for the discovery of novel insect-selective toxins. In 2003, a group of toxins was isolated
from the spider Macrothele gigas and the amino acid sequence was reported. We obtained, by
molecular biology techniques in a heterologous system, one of these toxins. Purification process
was optimized by chromatographic methods to determine the three-dimensional structure by
nuclear magnetic resonance in solution, and, finally, their biological activity was tested. rMagi3
resulted to be a specific insect toxin with no effect on mice.
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Introduction

Animal venoms are one of the most intriguing natu-
ral products already studied. Among them, spider
venoms are chemical cocktails consisting mainly of
low-molecular weight polypeptide toxins and large
enzymatic proteins with an enormous value of insec-
ticidal leads,® which have great potential for being
used as biopesticides and in biotechnological applica-
tions due to their high specificity on insect ion chan-
nels.? Therefore, studies on the relationship between
toxin structures and the pharmacology of insecti-
cidal ion channels are fundamental to understand
and to develop more efficient and selective

Published by Wiley © 2017 The Protein Society
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insecticidal toxins.®> However, the amount of venom
material usually obtained in spider venoms is low,
which often had limited structural studies and appli-
cations of many insecticidal spider toxins to pursuit
further research. Other difficulties observed in
studying some spider neurotoxins is their modified
N-termini, such as formation of pyroglutamate, or
most commonly C-terminal amidation.® Also, approx-
imately 90% of spider venom peptides are compact
globular proteins possessing several disulfide brid-
ges, which usually range from two to seven. Fur-
thermore, spider toxins often contain a “disulfide
pseudoknot” which places them in a class of toxins
and inhibitory polypeptides with an “inhibitory
cystine-knot” (ICK) motif.* This structural motif is
currently exemplified as an antiparallel B-hairpin
stabilized by a cystine-knot>® and this has been
reported in the majority of spider toxin structures.

In this work, we solved the structure of the
insecticidal spider toxin rMagi3, which was origi-
nally obtained from the venom of the hexathelidae
spider Macrothele gigas. Magi 3 is a 46-residue poly-
peptide containing five disulfide bridges, and it
affects the insect sodium channels.” Magi 3 was
expressed heterologously in E. coli and refolded in
vitro. It had a low affinity to the Navl.4 channel
confirming its absence of toxicity to mice, but its
effective insecticidal preference in paralyzing house
crickets.

Results

Expression and purification

The trx-6His tagged rMagi3 was recombinantly
expressed in E. coli Rosetta gami/pET32a. The pro-
tein was obtained soluble from the cellular lysate,
and it was efficiently retained by a HiTrap Ni** col-
umn [Fig. 1(A)].

Since uncontrolled disulfide-bond oxidative
scramble of cysteine-rich arachnid toxins could occur
during bacterial expression, ' the trx-6His-rMagi3
fusion protein was submitted to a refolding process
to improve the yield of a well-structured rMagi3.
After that, the trx-6His-rMagi3 was enzymatically
cleaved with thrombin, and the trx-His6-LVPR resi-
due was satisfactorily removed from the reaction
mixture by a second IMAC separation [Fig. 1(B)].
Purification of the non-retained fraction was per-
formed by RP-HPLC. It was observed that there was
only one major component at 16.8 min, the protein
fraction of interest contained the molecular mass of
5782.2 Da corresponding to the theoretical molecular
mass of the peptidic fragment SAAAAGM-Magi3
(Fig. 2). A broad protein fraction was observed at
16.0 min, which did not show any of the expected
molecular masses that indicated the presence of a
different recombinant isoform or conformer. The effi-
ciency of the enzymatic proteolysis was 25% after
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Figure 1. Expression, purification and proteolysis of fusion
protein from rMagi3. (A) SDS-PAGE analysis of the expres-
sion and purification of the trx-6His-rMagi3. Lane 1, fusion
protein after affinity chromatography; lane 2, flow through;
lane 3, molecular mass markers. (B) Lane 1; trx-6His-rMagi3
was cleaved by thrombin and the released peptide
GSAAAAM-rMagi3 is labeled by an arrow; lane 2, molecular
mass markers.

the refolding process. Therefore, to remove the N-
terminal peptide SAAAAGM to obtain the reported
mature toxin of Magi3, SAAAAGM-Magi3 was chem-
ically hydrolyzed using CNBr to achieve the mature
toxin named rMagi3. After chemical hydrolysis,
rMagi3 was purified by HPLC and its molecular
mass value agreed with the expected theoretical one
of 5223.77 Da containing five disulfide bonds (Fig.
3). The final yield in LB media was 0.3 mg/L.

rMagi3 disulfide bond connectivities and three
dimensional structure

NMR 1D-1H and the 2D-TOCSY finger region spec-
tra are shown in Figures S1 and S2. It was not iden-
tified other conformation structures rather than that
observed in Figures S1 and S2. After that, rMagi3
was subjected to enzymatic digestion with trypsin,
and the disulfide-bond connectivities were estab-
lished based on the NMR constraints and the results
of the enzymatic digestion. The major fragment from
the enzymatic cleavage had a molecular mass of
3781.7 Da, which corresponds to the amino acid
sequences that comprises the connectivities between
the cysteines Cy, Cs, Cg, C7, Cg y Cyo (Fig. 3). Also,
the position of the disulfide bridges was established
by analyzing the NMR experimental results inde-
pendently. A NOE signal between HB — HB from Cys
10 and Cys 24, which corresponds to Cy-Cg cystine
pair, was found. Also, there were observed NOE cor-
relations between Ha of Cys 34 with Ha of Cys 26
and HN of His 27 and HN Try 25 with HN Arg 35;
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Figure 2. (A) RP-HPLC purification of GSAAAAM-rMagi3. (B) The inset shows the mass spectrum of GSAAAAM-rMagi3.

Ha of Cys 21 with HN of Arg 40 and Hp of Cys 21
with HN of Arg 40; HB of Cys 3 with Ha of Cys 18
and Ha of Cys 3 with HN of Cys 18; all of these sig-
nals are in agreement with the C;—Cg C5—Cqo and
C,-C, disulfide pairs, respectively. The NOE connec-
tivities are shown in Figure S3.

Most of the spin systems and proton resonance
signals were unambiguously assigned (43 out of 46
amino acids). The 'H proton spectrum showed dis-
persed signals, which are typical characteristics of a
folded protein. A well disperse signal at 9.8 ppm
from NH of Cys 18 which is forming a hydrogen
bond with the carbonyl of Ile 4 (data not shown).

Three CYANA calculations were performed with
different input parameters to analyze the disulfide
bond connectivities. The first calculation included
data without disulfide bond restrictions. This result
provided the NOE constraint contributions for the
structure, which was used as a reference. The sec-
ond calculation was done using disulfide bond
restrictions as mentioned in Uniprot: P83559 (C;—
C4, Co—Cq, C5—Cg, C3~Cy and C;—Cyp). Finally, the
last set of structures were calculated considering the
most proximate cysteins in the structure generated
by the calculation without disulfide bond restrictions
to form the restrictions of disulfide bridges (C1-Cy,

3781.75Da Q)
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Figure 3. Mass spectra of rMagi3 after CNBr reaction and after proteolysis with trypsin. (A) Mass spectrum of rMagi3. (B) Frag-
ments generated by the enzymatic digestion of rMagi3 with trypsin. (C) Proposed connectivities based on (B).
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Cg—Cg, C3—ng C5—Clo and C7—Cg) and given that
these bonds were consistent with the molecular
mass of the fragments obtained after trypsin
hydrolysis.

Table I shows the statistics and RMSD values of
these three calculations. After the comparison of the
backbone from residues 3 to 43 of the lowest energy
structure for each set of calculations, the RMSD of
the reference structure resulted of 2.6 A for the
disulfide bridges proposed by Uniprot, and of 1.2 A
for the disulfide bridges anticipated in this work. A
total of 200 structures were generated with CYANA
2.1, and only 20 structures with the lowest target
function are shown. We also performed molecular
dynamic simulations in AMBER 9 to refine unre-
stricted regions of the structural models obtained in
CYANA (Fig. 4). As a result of the molecular
dynamic calculations using only NOE data, all pro-
line residues were found to be in trans conformation.
rMagi3 adopts an ICK motif commonly observed in
neurotoxic arachnic polypeptides;''? that is, rMagi3
possesses a cysteine knot formed by three disulfide
bonds paired as C;—Cy, C3~Cg, and C3-Cy, The disul-
fide bond C3-Cy passes through a 16-residue ring
formed by the other two disulfide bonds (C-C4 y
Cy-Cg) and the corresponding polypeptide backbone.
The main structural characteristic of rMagi3 is a
double-stranded antiparallel-sheet [Fig. 4(B)], which
is formed by the residues Val22-Cys26 and Cys34—
Arg38, and by a third strand that crosses over the
residues His8-Ser9. At the N- and C-terminal
regions, the rMagi3 structure is quite disordered,
which is a consequence of the lack of long range
NOEs constrains. The Magi3 structure is in good
agreement with the chemical shift index'® (see
Fig. S4).

Voltage-gated ion channels assay in oocytes
Previously, it was reported that Magi3 inhibits the
voltage-gated insect sodium channel, to evaluate
whether the effect of rMagi3 was specific for
voltage-gated insect sodium channels, we explored
the activity of rMagi3 in rat Nav1.4 channel. Where
rMagi3 inhibited 23 + 3% and 35 * 2% of the Nav1.4
ion currents at concentrations of 50 and 100 pM,
respectively (Fig. 5); without affecting the Vip
(=25 +2.1, control, vs. 22.5*+ 1.8, rMagi3 100 pM).
This data fit was obtained using a Boltzmann equa-
tion. Moreover, the time constant of inactivation at
—10 mV were fit by a single exponential, with t con-
trol of 10 = 0.1 ms and t rMagi3 of 5 + 0.2ms. These
values indicates that rMagi3 has not mammalian
toxicity.

Insect and mice activity

The insecticidal activity of rMagi3 was tested using
doses from 0.93 to 119 pg/g crickets. The minimal
amount used caused neurotoxic effects immediately

Titaux-Delgado et al.

Table 1. Final Set of NOEs Included in the Structures
Calculated by CYANA®

Calc1 Calc2 Calc3

NMR statistics

Total 421 401 419
Short-range, | i | <=1 306 306 306
Medium-range, 1< | i5j | <5 33 33 29
Long-range, lij1>=5 82 62 84
Average traget function valua 0.08 032  0.02

Average backbone RMSD to mean 147 2.6 1.2
Ramachandran statistics

Most favored regions 585% 49.2% 55.6%
Additional allowed regions 41.0% 49.5% 44.4%
Generously allowed regions 0.0% 1.0%  0.0%
Disallowed regions 02% 02% 0.0%

? The initial data set of NOE restraints for all calculations
was the same. The first set was calculated using only NOE
restrains and no disulfide bridge constrains (Calc 1). A sec-
ond structure calculation set was done considering using as
disulfide bond restrictions mentioned in Uniprot (Cale 2):
Cy-Cy, Cy-Cq, C5-Cg, C3-Cy and Cq-Cyg. Last calculations
were done including disulfide bond restrictions observed
(Calc 3): C1-Cy, Co-Cg, C5-Cy, C5-Cyp and C7-Cs.

after intra-thoracic injection. The knock/down effect
was immediate; insects were unable to stand up, or
to show leg movements. The largest dose caused the
insect’s death. On the other hand, mice were intra-
cranially injected using doses of 1 and 5 pg per
mouse (Table II), rMagi3 did not show toxic effects
up to 5 pg/mouse (4.8 pmol/g). Mice were observed
for a period of 24 h.

Discussion

rMagi3 was obtained as a single molecule as
observed by reversed-phase chromatography, mass
spectrometry and NMR spectra; so, considering that
this is the first structure of a recombinant spider
toxin with five disulfide bonds, it is a remarkable
result. The NOE’s restriction data suggest that the
disulfide bonds are formed by C;-C4, C3-Cg, C3-Co,
C5-Cyg, and C;-Cg, which are different from those
suggested in the Uniprot data base that points out
the disulfide bonds C5-Cg and C;-Cy, instead of the
C5-Cy1 and C;-Cg bonds. The ICK motif, which is a
highly conserved characteristic in spider toxins, was
present in rMagi3, and it could thermodynamically
explain the only structure found after the refolding
process. The conservation of the ICK in several neu-
rotoxic peptides appears to be an evolutionary strat-
egy to be used by venomous organisms to display
chemical and biological diversity on an optimized
and stable protein scaffold.'* Several neurotoxins
that conserve the ICK are active on sodium and cal-
cium insect ion channels.’>'® rMagi3 is also the first
five disulfide bond protein reported to present the
ICF motif. Although, there is still no direct associa-
tion between neurotoxic ICK peptides and a given
specificity towards cell receptors; rMagi3 is an
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Figure 4. NMR structures of rMagi3. (A) Superimposition of the 20 lowest energy structures, only the backbone atoms are dis-
played. (B) and (C) Ribbon representations of two minimized structures, only the backbone trace and the disulfide bridges are
shown. (D) lllustration of rMagi3 cystine knot. The disulfides bridges are shown as orange tubes.

example of a five disulfide bond insecticidal spider
toxin with ICK motif. Since only one conformational
structure in the recombinant protein with just one
disulfide bond connectivity out of 945 possibilities
(full oxidized peptide) was obtained, and the charac-
teristic cystein knot motif for this type of toxins was
observed, it is very likely that we obtained the
Magi3 native structure.

Furthermore, rMagi 3 has a significant homol-
ogy with a group of spider insecticidal toxins already
described; for example, Pltx-II, Pltx-XII, Pltx-V/VI,
Pltx-XI, and Ptlx-VIII isolated from venom of the
North American spider Plectreurys tristis, and
OxyTx1 from the venom of the Asian spider Oxyopes
sp. 517 All of them present 10 cysteines in the same

analog positions; however, the connectivity of their
disulfide bonds and their three-dimensional struc-
ture have not been yet determined experimentally.
Although, Magi 3 has been shown to bind to the
insect’s sodium channel, but Pltx-II and OxyTx1
blocked the insect calcium channel,'”*® rMagi3
structure could be used to establish the disulfide
bridges of such spider neurotoxins.

Although Magi3 inhibits the binding of the '*I-
labelled scorpion alpha-insect toxin Lqh-alpha-IT to
the site-3 of the voltage-gated sodium channel in
cockroach synaptosomes,” Magi3 has not been
assigned to any sodium channel spider toxin
(NaSpTx) family according to Klint,'® who had clas-
sified spider neurotoxins into 12 different protein

N Vm(mV)
-20 20 60
x
5 -
E
—@~— Control
—C~ rMagi3 [100 M]

Figure 5. Inhibition of the skeletal muscle sodium channel by rMagi3. (A) Recordings of sodium Nav1.4 currents in control solution
(solid line) and in the presence of 100 uM rMagi3 (dash line). The membrane potential was set at —10 mV. (B) The |-V current-voltage
relationships before (black circle) and after (white circle) the presence of rMagi3 (100 uM). The oocytes were depolarized between
—60 mVand +60 mV, in —10 mV increments from a holding potential of —100 mV.
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Table II. Biological Effects of rMagi3 on Insects and
Mice

Insect toxicity Mouse toxicity

ug toxin/g insect

Results Conc. Results
119.00 Paralysis 1 pg per mouse No effects
79.80 Paralysis
28.66 Paralysis 5 pg per mouse No effects
19.23 Paralysis
3.63 Paralysis
0.93 Paralysis
0.71 No effects

families based on their primary structure and cyste-
ine scaffold. If we want to include Magi 3 in Klint
classification, we have to analyze the NaSpTx fami-
lies 4 and 6. Family 6 is the only one that is pre-
sented by the 10 cysteine neurotoxins as Magi3.
However, this peptide family contains primary struc-
tures between 47 and 54 residues, and the position
of the cysteine C3 is different in rMagi3 [Fig. 6(A)].
It seems that the position of the cystein of C5 of
Magi3 is interchanged with C3 in such family 6;
both of them form the bond with C10 [Fig. 6(A)].
The structural comparison of the rMagi3 and those
found in the other families proves important similar-
ities between the Magi3 with other well-studied spi-
der neurotoxins such robustoxin® and versutoxin,?
which belong to family 4 [Fig. 6(B)]. The tertiary
structure of Magi3 and family 4 toxins are also simi-
lar due to the fact that family 4 disulfide bonds cor-
respond to those of Magi3 without the extra link C7-
C8. The disulfide bond connectivity probably allows

these structural similarities; but they are not alike
in their primary structure.

Because the activity of rMagi3 towards hNav1.4
was very poor, it was decided to test its toxicity directly
on mice. rMagi3 did not show toxicity against mice; so
we could assert that it is not toxic to mammals. The
non-mamalian toxicity contrast with its notable insecti-
cidal activity in house crickets. rMagi3 produced imme-
diate effects causing paralysis and death of such
insects. This results confirm our previous statement
that rMagi3 disulfide bond connectivities are well
established, since the correct formation of disulfide
bond is indispensable for biological activity in this type
of neurotoxins,?? Comparing its activity against crick-
ets with other insecticidal neurotoxins from those
belonging to NaSpTx family 4 and 6, and those which
obtained from the same venom of Macrothele gigas,
Magi3 has a very low LDso (191 nmol/g), see Table II.
For example, versutoxin (from family 4) is active at
770 pmol/g of Gryllus sp. This straight comparison con-
firms that rMag3 is four times more active than versu-
toxin. Also, curtatoxin IT** (against Acheta domesticus
with an LDso of 975 pmol/g) is five times less toxic
than rMagi3. However, if we compare mammalian tox-
icity against mice of rMagi3 (LDso>50 pmol/g) versus
Magi4 and 5 (LDs, 0.15 and 0.79 pmol/g, respectively),”
rMagi3 has none toxicity against mice. rMagi3 is one
of several insect toxins purified from Macrothele gigas,
but with high insecticidal potency.

Also, it is clear that the Magi3 is similar in the
ICK motif among the NaSpTx families; however, the
disulfide bridge formed by a large number of
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A PRTx32C1  GTCAGQDKPCKETCD-CCGERGQCVCEGP----CICRQGYFWIAAYKLGNCK-
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Figure 6. (A) Comparison of the amino-acid sequences of insect-selective spider toxins and (B) structural comparison of
rMagi3 (PDB ID: 6AX2), robustoxin (PDB ID: 1QDP) and versutoxin (PDB ID: 1VTX). Continuous lines show disulfide link and
dotted lines represent predicted disulfide bond connectivities which have not been experimentally determined.
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cysteins, and its sequence let Magi3 to be an specific
toxin for insects. The lack of identity with this kind
of toxins strongly suggest that the ICK motif is not
so relevant for its activity, but the distribution of
aminoacids in the toxin surface it is.

Conclusions

We report for the first time the structure of the five
disulfide-bonded rMagi3, an insecticidal toxin which
shows notable activity on insects. The rMagi3 struc-
ture is an anti-parallel B-sheet with an additional
cross B-strand. The disulfide bond connectivity of
rMagi3 is a new motif found for these type of toxins
(C1-Cq, Co-Cg, C3-Cg, C5-Cyg, and C7-Cg). The 3D
structure shows similarities with that reported for
the NaSpTx family 4, despite this family has only
four disulfide bonded protein members, and they are
not similar in their amino acid sequences. rMagi3
has not toxicity on mice considering several other
spider toxins in such family 4; but, it shows a very
good activity against house crickets. Our results
strongly suggest that Magi3 belongs to a new insect
toxin family of NaSpTx.

Materials and Methods

rMagi3 cloning

Magi3s gene was designed based upon the amino
acid sequence reported in the UniProt entry
P83559" and codon-optimized for E. coli expression.
The synthetic designed Magi3 gene was manufac-
tured by Epoch Life Science (Missouri City, TX,
USA) and cloned into the pET32a expression vector
which includes a thrombin recognition site at the N-
termini. The recombinant protein was expressed as
a fusion thioredoxinA chaperon protein, a 6His-Tag
for purification and a thrombin cleavage site for fur-
ther elimination of the 6His-Tag. The genetic con-
struction included also an N-termini GSAAAAM
amino acid sequence just after the thrombin cleav-
age site; accordingly with our experience, it is neces-
sary to have a considerable molecular distance
between such cleavage site and the first cysteine
residue, which form a disulfide bond to make the
enzymatic cleavage more effective. The designed
Magi3’s gene was cloned into the pET32a vector,
and the pET32a-rMagi3 constructed plasmid was
confirmed by DNA sequencing from Laragen Inc.
(Culver City, CA, USA).

Production, purification, and refolding of
recombinant rMagi3

The recombinant peptide was expressed in E. coli
Rosetta-gami strain as follows; bacterial cells
already transformed with pET32a-rMagi3 were incu-
bated in 1.5 L culture flasks containing LB media
(Miller’s modification) at 37°C and a rotation speed
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of 220 rpm. When the optical density of the cell cul-
ture (600 nm) reached a value of 0.7 units, the
expression of pET32a-rMagi3 was induced with
0.5 mM IPTG. Simultaneously, the incubation tem-
perature was lowered to 30°C and maintained for
8 h more. The bacterial cells were collected by cen-
trifugation at 6000g for 20 min, and subsequently, a
gram of wet-weight cells were re-suspended in 7 mL
of a buffer containing 50 mM Tris, 300 mM NaCl at
pH 8.0. Cells were broken down by sonication (10
min pulses of 20 s with 55 W; 40 s delay between
each pulse), and the soluble fraction was clarified by
centrifugation at 37,500g for 45 min. The soluble
proteins were fractionated by ion-metal affinity
chromatography (IMAC; Hi-Trap chelating columns
from GE-Healthcare, Waukesha, WI, USA), and the
eluted protein fraction of interest was dialyzed over-
night against Tris 50 mM at pH 8. The cysteines of
the rMagi3 fusion protein were oxidized with buffer
1 (GndCl 5M, DTT 10 mM, Tris 50 mM pH = 8) for
3 h at 25°C. Later, the DTT was removed again by
dialysis using Tris 50 mM and GndCl 1 M at pH 8,
and a refolding buffer (50 mM Tris, 1 mM oxidized
glutathione and 5 mM reduced glutathione at pH 8)
at a flow rate of 1 mL per min until a final protein
concentration of 80-120 pg/mL was added. The
refolding reaction was carried out for 4 days at
25°C, and after that, it was concentrated by ultrafil-
tration using an Amicon system (Millipore, Billerica,
MA, USA) with a 10 kDa cut membrane at 4°C. The
refolded protein was washed with 50 mM Tris pH 9
buffer, and the protein concentration, determined by
Bradford, was adjusted to 1.5 mg/mL for further
enzymatic digestion with thrombin. The enzymatic
reaction was carried out at room temperature for
3 h in 50 mM Tris-HCI, pH 9. The cleaved protein
products were purified again by IMAC to remove the
6His-tail of the rMagi3 fusion protein.

Reversed-phase chromatography

The final rMagi3 purification were performed with a
Proteo C4 analytical reversed-phase column (300 A
pore size, 4.0 um particle size, and 4.6 X 250 mm,
Culver, CA, USA). The linear gradient was from 15
to 50% of solution B over 24 min at a flow of 1 mL/
min, where solution A was 0.05% (v/v) aqueous TFA
and solution B was 0.05% (v/v) TFA in ACN.

CNBr reaction

AAAAM-rMagi3 was directly dissolved in 50% (v/v)
TFA to a final protein concentration of 1.7 mM. The
protein solution was purged with nitrogen prior to
the addition of an excess of 100-fold molar equiva-
lents of cyanogen bromide (CNBr 5M; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) for each methionine in
the protein sequence. The reaction was protected
from light for 24 h under stirring in Ny atmosphere.

Successful Refolding and NMR Structure of rMagi3
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The reaction was quenched adding water with a pro-
portion of four-fold reaction volume. The protein
solution was diluted with Tris 50 mM at pH 8 buffer
until the pH was higher than 1.5. Finally, the sam-
ple was recovered from the solution by reversed-
phase HPLC purification as mentioned.

Mass spectrometry and disulfide bond
connectivity determination

For disulfide bond connectivity determination, 5 pg
of pure rMagi3 and 250 ng of trypsin were dissolved
in 15 pL of reaction buffer (Tris 50 mM at pH 8.0)
and then incubated at 37°C for 16 h. For MS analy-
sis, I uL (ca 10 ng) of a given eluted fraction from
HPLC was mixed with 1 pL of a supersaturated of
solution of alpha-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid
(acetonitrile-water 2:1 and 0.05% TFA). The samples
were processed and analyzed by a Bruker Daltonics
Microflex LT MALDI-TOF spectrometer.

NMR spectroscopy

rMagi3 was dissolved in deionized water and 5% (v/
v) Dy0 (Cambridge Isotopes Laboratories, Tewks-
bury, MA, USA). The pH was 3.5 and the protein
concentration was 1 mM. The COSY-PS, 2D-TOCSY
(80 ms of mixing time) and 2D-NOESY (150 and 300
ms of mixing time) experiments were acquired in a
Unity Inova 500 (Varian, Palo Alto, CA, USA) and in
a Bruker ASCEND 700 (Bruker BioSpin, Billerica,
MA, USA) spectrometer. Water signal was success-
fully suppressed with Double Pulsed Field Gradient
Spin Echo (DPFGSE).2* The signals were weighted
with sinusoidal function, zero filled to the double of
number of points used in both dimensions.

Structure calculation

Experimental data sets were processed with
NMRPIPE software.”> Peak picking, spin systems
identification, and NOE signals assignment were
done in CARA 1.5.% Automatic NOE assignments
and structure calculations were performed in
CYANA 2.1% using the 300 ms mixing time NOESY
signals. To confirm the results, the chemical shift
indexes were calculated for Ha protons (see Fig. S4).
The protein model was constructed with a set of 20
structural representations selected from calculations
using the lowest energy value and no violations con-
straints. Individually, the assemblies were submitted
to a molecular dynamics refinement in AMBER 9.
Refined structural model of rMagi3 was validated
and uploaded to the Protein Data Bank (PDB ID:
6AX2) and Biological Magnetic Resonance Bank
(BMRB ID 30339).

Bioassays

Insects. House crickets (Gryllus bimaculatus) were
injected intrathoracically between the second and

Titaux-Delgado et al.

third pair of legs, with different doses of rMagi3
previously dissolved in dHy0. Controls were done
with distillated water only and the crickets were
closely observed up to 2 h. The classification
“paralysis” was considered when the cricket lost all
mobility for 2 h, but finally recovered. The lethal
effect was said, when the crickets died after injec-
tion (see Table II).

Mice. The protocol used for assaying the activity of
peptides in vivo was followed according to the guide-
lines of our Institute Committee of Animal Welfare,
keeping the number of animals to a minimum. Male
mice (CD-1, 20 g body weight) were tested by intra-
cranial rMagi3 injection, where the symptoms were
dose-dependent. rMagi3 was diluted to achieve a 1
pg/uL concentration, with 0.15 M saline containing
0.25 mg/mL of BSA. The injections (1 and 5 pL),
with a 10 pL micro-syringe fitted with a glass capil-
lary, was performed mid-way between the left eye
and the left ear (intracranial). Negative controls
were done with 0.15 M saline containing 0.25 mg/
mL of BSA only and positive controls with the neu-
rotoxic scorpion peptide CssII isolated in our labora-
tory.?® Mice were observed for toxicity symptoms up
to 24 h. Toxicity assessments in mice were classified
as follows; mild toxicity was considered when the
mice showed alterations such as restless and piloer-
ection in its behavior after venom fraction injection;
moderate toxicity was when the mice showed addi-
tional symptoms of intoxication such as sialorrhea
and/or hyperactivity, but recovered before 24 h;
severe toxicity was considered when the post-24 h
injection the mice still showed signs of intoxication
(hypoactivity, forced abdominal breathing, partial
paralysis of limbs, and exophthalmus), but it finally
was recovered; and, lethal when the mice died.

Voltage-gated ion channels assay in oocytes
cRNA of the clone for rat Nav1.4 in vector pBS-SK
(+/-) resistant to ampicillin was linearized with
NotI and transcribed in vitro with T7 RNA polymer-
ase (mMessage mMachine kit; Ambion, TX, USA).
Electrophysiology was performed as described in
detail previously.*® Each defolliculated Xenopus lae-
vis oocyte was injected with 10 ng of cRNA.
Voltage-clamp recordings were done (1-3 days
after injection) with the membrane potential kept at
—100 mV using a two-electrodes voltage-clamp
amplifier (model OC-725 C, Warner Instruments
Corp., Hamden, CT, USA) at room temperature.
Sodium currents were generated by de-polarizations
between —60 and 60 mV, in 10 mV increments by 20
ms. The composition of the ND96 electrophysiologi-
cal solution was: NaCl 96 mM, KCl, mM, CaCl,
1.8 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 5 mM, and pH 7.5.
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The glass microelectrodes were filled with 3 KCI.
The effect of rMagi3 was tested at least in three dif-
ferent oocytes.
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