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RESUMEN

En este trabajo se probd la actividad del veneno, y fracciones de éste, de cinco especies de
alacranes mexicanos sobre la funcion del MaxiK expresado en ovocitos de X. laevis. Los
venenos de C. noxius y C. exilicauda bloquearon al MaxiK de manera importante no asi los de
C. sculpturatus y A. phaiodactilus que son pricticamente inocuos. Por otra parte, cl de A.
gertschi provoca h’sié de la membrana. Al final de varios pasos de separacion se aisld un
péptido de 37 residuos del veneno de C. noxius que bloquea al MaxiK con alta afinidad y

- Por.su actividad sobre los canales s/o y semejanza con la secuencia consenso de la

subfamili‘a? :aKTiI; se le llamo Slotoxina (SloTx : aKTx1.11). Esta toxina presenta identidad del
75% y 5‘4;%5'(:6,1'1‘ le:( y ChTx respectivamente. Mediante la técnica de fijacién de voltaje en
’microére'asqd‘é membrana (configuracion lo de afuera haca afuera) se obtuvieron las constantes
de asociacion, disociacion, y de atinidad sobre el MaxiK (Kg¢~1.5 nM). Se investigo si SloTx
bloquea a la subunidad a coexpresada con subunidades B (8 6 ). La asociacién de SloTx con
complcjos o+ es 10 veces mds lenta comparada con aquella para IbTx y ChTx. Esto permitiria
considerarla como una mejor herramienta para discriminar entre complejos a+p. La actividad
de SloTx se ensayd en varios canales: ds/o (Drosophila MaxiK), #erg, IRK, Kvl.1, Sh-IR, SK 1,
SK2 y SK3. Se encontr6 que no bloquca a ninguno de ellos a concentraciones de hasta 300-500
nM. Por ello se considera que al igual que IbTx, la SloTx es altamente selectiva sobre el
MaxiK. Por ultimo se traté de explicar esta selectividad en base a propiedades estructurales y
clectrostdticas de varias toxinas y canales. Para ello se obtuvieron las estructuras mediante
modelaje por homologia. Se presume que la interaccion electrostatica y orientacién son claves

para estabilizar o desestabilizar la interaccién canal-toxina.




SUMMARY

In this thesxs, the activity of five mexican scorpion venoms was: tested on Maan channels

expressed in X laevis oocytes. Venoms from C. noxius and C, exxllcauda ‘vere actxve, however,
cnom showed litic

_those from C sculpturatus and A. phaiodactilus were inocuous. H. -ge

propemes on oocyte membrane. We isolated a blocking pepude C esidues long) from C.

noxius scorpion venom. Its sequence is similar to the consensus Séq ce"fdr the Charybdotoxin
(ChTx) sub-family. Thus, was named Slotoxin (SloTx: aKTxl.l 1) It has 75% sequence
identity with Iberiotoxin (IbTx) and 54% with ChTx. Patch clamp expenmt.nts were assassed to
calculate association, dissociation and affinity constants, Sl_oTx blocks the MaxiK o subunit
reversibly (Kd~1.5 nM). Slotoxin association with o+p (B, or B4) channels was approximately
10 times slower than those for IbTx and ChTx, leading to a lack of effect on o+p4 when tested

at 100 nM for § min. Thus, Slotoxin is a better tool to distinguish MaxiK o+ complexes.

SloTx was tested in different types of potassium chanels: dslo (Drosophila MaxiK), serg, IRK,
Kvl.l, Sh-IR, SKI, SK2 y. SK3, Similar to IbTx, SloTx is quite selectivé. We got some
approximate structures 'by ",hléihoblogy modelling. We discussed about the structural and

electrostatic determinants that could play an important rol in the channel-toxin interaction.




1. INTRODUCCION.

1.1 Canales ionicos

Los canales idnicos son proteinas de membrana que permiten el flujo de iones a través de ésta y
estan involucrados en muchas funciones biol6gicas importantes como la sefializacién cn el
sistema nervioso, procesos osmoticos, regulacién metab6lica, secrecidn hormonal y tono
vascular entre otros (Hille, 2001). Los canales son poros acuosos estrechos bien definidos que
para funcionar adecuadamente deben conververtirse en excelentes agentes quimicos: 1) para
sentir diferentes seflales biolégicas cn cl ambicnte y responder rdpidamente cambiando del
estado cerrado al abierto, y viceversa; 2) en la adaptacién del estado abierto conductor para
discriminar entre diferentes iones inorganicos con el fin conducir al i6n correcto (Miller,
2000b). En el proceso de permeacién sec llevan a cabo interacciones especificas entre el
acarrcador de carga (i6n duro: alcalino, alcalino-térreo o halogenuro) y la proteina. Este proceso
debe ser lo suficientemente agil y rdpido para enfrentar el reto quimico presentado por los iones
mediante la adecuada orientacion de grupos carbonilo, éter, amido, amonio (Miller, 1993)
hidroxilo o bien de tipo clectrostaticas (Dutzler ct al., 2002). Los iones permeantes fluyen a
través de los canales a favor del gradiente electroquimico de manera muy rapida (>10° iones/s)
y eficiente (error = 0.1%). Existen cuatro familias de canales agrupadas de acuerdo a la

selectividad i6nica que presentan: Na*, K*, Ca®* y CT",

1.1.1 Canales selectivos a potasio

Los canales selectivos a potasio son el grupo de canales iénicos que presentan la mayor
diversidad en cuanto a mecanismo de compuerta, farmacologia y propiedades conductoras. Son
practicamente ubicuos y su aparicion en el universo biologico sugiere que son proteinas que
aparecieron mas temprano en la evolucion (Miller, 2000a) y que tal vez de cllas se derivaron los

canales de calcio y sodio (Anderson y Greenberg, 2001).

Los canales de potasio se pueden clasificar de acuerdo a la topologia de segmentos
transmembranales (TM) que presenta la subunidad o formadora del poro. En organismos

superiores se propone que existen dos grandes sub-familias de dos y seis segmentos, véase

9




figura 1. Exlslen tamblen arreglos sucesivos de éstos: dos y dos segmenlos (4TM) (Hille,
2001) seis y dos segmentos (8TM) ([shlbashl et al,, 2000),

Subfamilia  Prefijo del
gene humano

NCNI HCN =
CNG! CNG >
6TM eag KCNH -
aktl -
pakl -
mslo KCNM —
2TM
4T™

TWIK KCNK -

- modificadores/sitenciadores

Fenotipo

canales cationicos

activado por hiperpolarizacién F
no selectivos

activado por nucledtidos
ciclicos

rectificadores entrantes de plantas
Paramecium

activados por calcio y voltaje

de conductancia alta

activados por calcio de
conductancia baja e intermedia

Shaker

Shaw

Shalls

Shabs P rectificadores tardios

exlernos aclivados por voliaje

KCNQ activados por voltaje rectificadores tardfos lentos

rectificadores
entrantes
- clasicos
rectificadores entrantes
P sensibles a ATP

P acoplados a proteinas G

de fuga de 2 poros

Figura 1: Cunales de potasio en organismos superiores. Los canales de potasio se han

agrupado de manera gruesa de acuerdo a la similitud de secuencia primaria y a la topologia

que presentan en la membrana (2TM, 4TM y 6TM). Este diagrama fué realizado con 89

secuencias de canales. Tomado de Hille (2001).
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La sub-familia mas estudiada presenta un niicleo de seis segmentos transmembranales (S1-
§6). Los segmentos S1-83 forman la interfase entre la membrana lipidica y el poro acuoso. El
segmento cargado S4 es, al parecer, la parte mds importante del sensor de voltaje, Los
segmentos S5 y S6 junto con cl asa que los une, forman el poroy constltuycn los elementos que
confieren la selectividad al canal y el smo receptor de toxmas En la ﬁgura 2a'se muestran los

segmentos transmembranales cor posnble estructura ‘helicoidal dc

estas Gltimas. Tanlo e extremo. ‘N-terminal como el.C-terminal son. uloplasmétlcos -La figura
ue forma-el poro segun lo propone
Monks et al. (1999) asi como
rla dlsposwlén de los

2b muestra-el arreglo espacnal alrededor.'de ‘€je de simetri

Li-Smerin et al. (2000). Existen olros arfrevg_l‘os_v
Kerry iSan‘sorm (1995), los cuales difieren con rie's‘p =Cto
sregmentosy S5 y S6 alrededor del eje de simetria. _ o

,Ofros canales como los activados por nucleétidds? .cfee ‘adquirieron esta
cualldad medlante la adicién de dominios propios "para c n;‘(Avri‘dcrson y Greenberg,
2001) o por-el acoplamiento de otras proteinas como es el caso de la calmodulina en los canales
de potasio activados por calcio de baja conductancia SK (Schumacher et al., 2001; Wissmann et
al., 2001).

‘Los canalcs de potasio poseen una alta simetria dada por un ensamblaje tetramérico que podria
sér critica para el proceso de selecccidn idnica (Doyle et al., 1998; Anderson y Greenberg,
2001), En los canales de calcio y sodio, formados por cuatro dominios de seis segmentos, esta
simetria es imperfecta (Catterall, 2001). Al parecer, los canales de potasio sc adaptan para
cstabilizar los iones K" y asi compensarlos de la pérdida de la capa de solvatacién. Lo opuesto
tambien podria ocurrir, la presencia de potasio en el filtro de selectividad estabilizaria la
conformacidn del estado conductor. Ahi los grupos carbonilo del esqueleto apuntan uno hacia
otro y asi de esta manera interaccionan con el ién, en lugar de participar en puentes de

hidrdégeno con el disolvente o con otros grupos proteicos (Yellen, 2001).

Con la determinacién de las estructuras cristalinas, alta resolucién, de canales de potasio
(Doyle et al., 1998; Morais-Cabral et al., 2001; Zhou et al., 2001) y cloro (Dutzler ct al., 2002);
ademds de las estructuras tridimensionales, baja resolucidn, de los canales Shaker (Sokolova et

al., 2001) y de sodio (Sato et al., 2001), se han corroborado muchas de las aseveraciones que

1




afios atras se habian propuesto por estudios electrofisiolégicos, bioquimicos y farmacolégicos.

A pesar de ello aun'siguen varias preguntas pendientes por aclarar.

‘ Dominio sensor Domini
A de voltaje d;‘g:::: B 0

AN D
-— . //g\ k} \ 5) 089
B 5 % BoA
v

N

Figura 2. A) Modelo de plegamiento membranal para canales de potasio dependientes de
voltaje. Se muestran los seis segmentos transmebranales (azul y negro), la hélice corta del poro
(azul) y dos posibles hélices pequeiias (azul) que forman las asas extracelulares. Las hélices en
color negro y gris forman el dominio sensor de voltaje; mientras que la region azul, el dominio
del poro. B) Possible arreglo transmembranal tetramérico de las hélices en canales voltaje-

dependientes. Tomado de Li-Smering et al (2000).

1.1.2 Canales de potasio activados por calcio

En la sub-familia de los canales de potasio 6TM estan incluidos los dependientes de calcio.
Existen tres tipos de estos canales de acuerdo a su conductancia unitaria: baja, SK (g ~10-20
pS); intermedia, 1K (g ~25-135 pS); y alta, BK (g ~150-300 pS). Los tltimos son conocidos
tambien como MaxiK o slo (Atkinson et al., 1991; Latorre, 1994). En este trabajo se usaran de
manera preferente los términos MaxiK o As/o (canal s/o de origen humano).

El MaxiK juega un importante papel fisiologico ya que es capaz de acoplar la excitabilidad en
la membrana con el estado metabdlico de la célula. Esta dualidad funcional se realiza por su
capacidad de sentir cambios en el voltaje transmembranal y la concentracién de calcio

intracelular. Por esto son considerados como los canales que traducen directamente las sefiales

e ’\" Iﬂr\‘\f
sida
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eleclrlcas en seﬂales qufmlcas y v1ceversa “Se encuenlran en una ampha variedad de tejidos,

donde regu]an su exc1tab111dad celular a través de un mecamsmo de retroalimentacién negativa.

El MaxiK pyucde es't:an" formado ,cxrclu‘siyam‘ent:e por subunidades o formadoras del poro
(Atkinson et al., 1991; Butler et al., 1993) o0 en combinacion con diferentes subunidades
reguladoras Bi1.4 (Knaus et al,, 1994; Wallner et al., 1999; Uebele et al,, 2000; Meera et al.,
2000).

Subnidad a. formadora del poro.

Hasta ahora se conoce un solo gen (slowpoke, slo o KCNMAL), que codiflica para la
subunidad o formadora de! poro. Sin embargo, se ha observado una gran diversidad en cuanto
a localizacion, propiedades funcionales (Schreiber et al., 1998; Yuan et al., 1999; Yuan et al.,
2000), farmacoldgicas y grado de fosforilacién (Pérez et al., 1994; Alioua et al., 1998; Tian et
al., 2001) del MaxiK como consecuencia de procesamiento alternativo (Adelman et al., 1992;
Shipston, 2001). Ademdés sc conoce que puede formar un canal funcional mediante ensamblajc
heteromérico con subunidades o de IK: slo/slack (Joiner et al., 1998).

El mondmero (subunidad o) estd formado por tres regiones distintas: el nicleo “core™, la cola
“tail” y una region intermedia “linker”. Enla figura 3 se muestra la organizacién del MaxiK,
tinica cntre los canales dependicentes de voltaje por el nimero de segmentos y su organizacion
transmembranal (Schreiber y Salkoff, 1997; Schreiber et al., 1999). Este arreglo del MaxiKes
semejante, en parte, al de otros canales de potasio. dependientes de voltaje (Kv) sin embargo
cuenta con algunos elementos adicionales. El ntcleo esta formado por un N-terminal corto y
extracelular seguido de nueve segmentos: siete transmembranales (S0-S6) (Meera et al., 1997)
y dos citopldsmicos (S7-S8) (Jiang et al., 2001b). EIl segmento SO es un scgmento adicional,
linico en el MaxiK, que interacciona con la subunidad reguladora 3; (Wallner et al., 1996; Toro
et al.,, 1997). Los segmentos S[-S6 contienen las regiones caracteristicas de los otros canales
dependientes de voltaje: segmentos periféricos (S1-S3), sensor de voltaje (S4) y poro (S5-S6).
Por otra parte, los segmentos S7-S8 forman ¢l dominio RCK (Jiang ct al., 2001a), mientras que
el asa 7 (L7) es parte fundamental del dominio de tetramerizacion en el MaxiK (BKT1) (Quirk
y Reinhart, 2001). Un sector del asa 8 (L8) se cree forma parte de lo que podria ser el

transductor de la sensibilidad a calcio.
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Figura 3. Modelo de la disposicion transmembranal del MaxiK. El nicleo comprende los
segmentos S0-S8 y las asas que los unen LO-L7, La region intermedia forma la mayor parte de!
asa nueve (L9). La cola estd formada a partir del segmento final del asa nueve (L9), los

segmentos S9y S10 y el carboxilo terminal (L10). Tomado de Sokolova et al., (2001).

La cola, formada por los scgmentos S9-S10, contiene a los clementos més importantes que le
confieren sensibilidad y dependencia a calcio: una regidn altamente dcida denominada por Wei
et al en 1994 como “tazén de calcio” (calcium bowl), y un motivo estructural “mano EF” (EF
Hand) imperfecto (Braun y Sy, 2001). Se sabe que un fragmento de 280 aa del C-terminal dcl
canal de Drosofila expresado en E coli une calcio de manera especifica (Bian et al., 2001). Por
altimo, la region interimedia parece ser el dominio que ayuda también al ensamblaje funcional
del canal (Schreiber et al., 1999). Todos estos elementos le confieren al MaxiK funcionalidad
tnica. Aun faltan por establecer las bases cstructurales y moleculares que le confieren al MaxiK
la habilidad para conducir 10 veces mas rapido que otros canales de potasio sin menoscabo de

su selectividad.
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1.1.3 Subunidades reguladoras beta.

Knaus et al., (1994) clonaron la primera subunidad rcg'uludomr del Ma.\'iK (B1), a partir de
experimentos de entrecruzamiento del canal y ' lCVh'rlf::g:c;qgirt;‘!‘_n[eagt:iyq :bifuncional disuccimidil
suberato (DSS). A la fecha se conocen cuatro subunidades B, todas ellas conticnen dos
segmentos transmembranales unidos por una gran asa extracelular con dos sitios de
fosforilacién, uno de ellos consenso en las cuatro familias. En la figura 4 se muestra el
alincamiento de las subunidades B, y de manera particular, los cuatro productos de
procesamiento alternativo de B3. Se muestran las cisteinas (letra ¢): conservadas, mayuscula y
color rojo; transmembranales, mindscula y color rojo; las restantes, mintiscula y color negro.
Las subunidades B; y B3 confieren inactivacién a la subunidad alfa. En la figura 4, se observa
que en el alincamicnto de B ¢l N-terminal para B; y B3 presenta mayor longitud y una pequeiia
zona altamente cargada. Al estudiarse cste fragmento de 2 por RMN se¢ determiné que posee
una estructura compuesta por una o hélice, que trabaja como la “cadena”, y una regidén
altamente flexible que forma la “bola” (Bentrop et al. 2001). No se conoce la estructura de
ninguna otra region de las subunidades B, aunque se picnsa que la cstructura secundaria del asa

extracclular en By forma una espiral enrollada “coiled coil” (Jiang et al., 1999).

La coexpresion de o y B modifica las cinéticas de activacidn, deactivacidn e inactivacién, la
dependencia a Ca y voltaje, asi como su farmacologia (Dworetzky et al., 1996; Brenner et al.,
2000; Wallner ct al., 1999). La presencia de B permite que el MaxiK aumente su probabilidad
de apertura a potenciales menos depolarizantes y modifica la afinidad y cinética con que las
toxinas de alacrdn se unen al poro (Ding et al,, 1998; Wallner et al., 1995; Meera et al., 2000)
como se muestra en la figura 5. Las subunidades reguladoras se expresan de mancra

preferencial en diferentes tejidos: Bi, en musculo liso; B2, en rifién de feto (humano y ratdn); B,

en organos reproductores; y finalmente B4, en cerebro.
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Figura 4. Alineamiento de las cuatro subunidades del MaxiK (f). El alineamiento se realizo
con el programa Pileup de GCG y posteriormente se realizé un reordenamiento a mano lo cual
mejoré significativamente el alineamiento en las regiones de fosforilacion, glicosilacion y

residuos importantes para la interaccion con Caribdotoxina (ChTXx).

La subunidad B, esta formada por 191 aminoacidos y actualmente se ha clonado de diferentes
organismos: humano (Wallner et al., 1995), conejo (Giangiacomo et al., 2000), rata, raton
(Jiang et al., 1999), perro y codorniz (Oberst et al., 1997; Ramanathan et al.,, 1999;

Ramanathan et al. 2000). Se conoce por estudios de unidn especifica con ChTx que los
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residuos L90;‘~Y9']‘; T93 y E94 podrian ser importantes en la interaccion de las subunidades o y
B Y(Har;‘n;-‘:;{etgl,;;_179798;' Munujos et al., 1995; Giangiacomo et al., 2000). El residuo K69 forma
ch_trccniz‘af@iéhytd con la' Caribdotoxina (ChTx) mediante disuccimidil-suberato. En la figura 6
se muestra‘la representacion de esta subunidad asi como los residuos que se han mutado para

examinar su interaccién con ChTx.

a b c, d1
roa 10 £ ] 100nmcTx 100 M [bTx
o g o8] O8] Aneoymvn
35 + a+ pd
o6 O 06 @ l34 06 ﬁ
ot oa B
-200 : GN) 0.4 (o ] v
Vi (mV) 02 = 0.2 02 a+pl
3 0 E
-?0’; S o } a + Bl n'
Yo o) = a “TBw a

Figura 5. Coexpresion de subnidades a + S del MaxiK. a) Curvas 1I-V y b) Probabilidad de
apertura para a 'y a+f. Se observa en ambos casos el desplazamiento de a+pf) hacia
potenciales mds negativos, tomado de Tanaka et al., (1997). Circulos vacios, expresion de a:
circulos llenos, expresion de a+f). Modificacion de la interaccion canal-toxinas de alacrdn.
La union y disociacion de c) ChTx y d) 1bTx, se enlentecen cuando se coexpresa i ¢ .

Tomado de Meera et al., (2000) .

La subunidad B2 presenta una region N-terminal mas larga y varios residuos cargados, que
mimetizan al péptido bola del canal Shaker, ¢ induce inactivacion en la corriente (Wallner et
al.,, 1999). Por otro lado B; presenta procesamiento alternativo en la region N-terminal y
produce al menos cuatro clonas diferentes (3a-d) (Ucbele et al., 2000). Esta region cs inclusive
mas larga que la region equivalente cn la subunidad (2, y también modifica los procesos

cinéticos del canal y le confiere diferentes grados de inactivacion en algunos de sus transcritos.
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Figura 6. Representucion esquemdtica de la subunidad By de misculo liso de aorta de
hovino. La subunidad ) esta formada por dos segmentos transmembranales y un asa
extracelular larga. Se indican todos los residuos mutados en los estudios de interaccion
Juncional con la subunidad a. Encerrados en un circulo aquellos que no son criticos, y en
cuadro los que si lo son, Se marca también la lisina 69 (K69) que forma entrecruzamiento entre

el canal y la ChTx con disuccimilsuberato (DSS). Tomado de Hanner et al., (1998).

La coexpresién de P4 practicamente produce los mismos efectos que By, pero enlentece ain mas
los procesos de activacion, deactivacién e inactivacion (Brenner et al., 2000) ademas de

modificar las propiedades farmacoldgicas de a (Meera et al., 2000).
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Se conoce que los complejos o+ pueden interaccionar con una tercer molécula de tipo planar
rigida, esterbidal 0 no, para activar al canal. Los primeros estudios se realizaron en una planta
medicinal africana donde se aislé una familia de saponinas, el miembro con mayor afinidad es
la dehidrosoyasaponina (DHS) (McManus et al,, 1993). Ahora también se sabe que el 17 §-
estradiol (Valverde et al., 1999), los acidos biliares (Dopico et al., 2002), el tamoxifén (Dick et
al,, 2001) y otros [xenojestrogenos (Dick y Sanders 2001) lo hacen de manera similar. Al
parecer el 17B-estradiol también activa a la subunidad a en presencia de 4, (Behrens et al.,

2000).

1.2 Toxinas de alacrdn

Los animales venenosos estan distribuidos en todo el mundo y pertenecen a diferente phyla,
incluyendo celenterados, equinodermos, moluscos, artropodos y cordados. Su veneno contiene
un gran nimero de componentes tdxicos que inmovilizan a diferentes tipos de animales que
incluyen artrépodos, peces, anfibios y mamiferos (Menez et al., 1992). El veneno es empleado
por los animales que lo poseen como un mecanismo de defensa y/o de sometimicnto de sus
presas. Los alacranes son animales esencialmente nocturnos que viven en regiones tropicales y
subtropicales y su distribucion geografica mundial es bastante extensa. Puesto que el hombre a
menudo comparte el mismo habitat con los alacranes, también se ve expuesto a la picadura de
éstos. En Meéxico existen cerca de 220 especies diferentes, incluyendo subespecies de
diferentes géneros, siendo el mas peligroso el género Centruroides (Dehesa-Davila y Possani,
1994) y del cual se conocen seis especies consideradas peligrosas para el hombre. En nuestro
pais el envenenamiento por picadura de alacrdn o escorpionismo representa un problema de
salud publica ya que en 1996 se estimaba que alrededor de 200,000 personas cran afectadas
anualmente (Possani et al, 1996); aunque con los casos no reportados esta cifra debe

incrementarse. Por lo tanto, los alacranes representan un riesgo potencial hacia el ser humano.

1.2.1 aK-Toxinas
El veneno de alacrdn es un liquido blanquecino lechoso formado por diferentes tipo de
moléculas: proteinas (enzimas), péptidos, aminoacidos, nucledtidos, dcidos grasos, lipidos y

sales, Los venenos de alacrdn contiecnen una gran variedad de sustancias téxicas
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 aa, béSica, y muy cstable. De

acuérdo a la longitud de cadena se puede inferir el upb de canél que bloquean: cortas 23-42 aa,

modlf‘can Ia, unc ion: predommanlemcnte dc canales de potasio (Possani et al., 1999; Garcia et
al,, 1999) aunque ex13ten aquellas que hacen lo propio con canales de calcio (Zamudio et al.,

. 1997 a, b) y cloro (DeBin et al., 1993); largas 60-70aa bloquean canales de sodio (Possani ct al.,

1999).- Es importante mencionar que cada especie de alacran podria contener una bateria propia

de toxinas para bloquear los diferentes tipos de canales.

De acuerdo a numerosas estructuras tridimensionales reportadas (véase tabla 1), los péptidos
inhibidores de canales de potasio presentan practicamente el mismo plegamiento tridimensional
llamado motivo alfa-beta estabilizado por cisteinas (Cornet et al. 1995) Este plegamiento sc
obscr?a tambien en la toxina mas pequeila conocida de 23 aa (Batista et al., 2000) y de la que
ya se conoce su estrucluré; tridimensional (Wang et al., 2002). Este motivo estructural consta de
una pequeiia hélice o o combinacién con hélices o de aproximadamente dos vueltas y una hoja
B plegada de dos o tres segmentos (de diferente longitud) estabilizados mediante tres o cuatro
puentes disulfuro en posicion altamente conservada (Giangiacomo et al., 1999; Darbon et al.,
1999). Se pueden observar estos motivos estructurales en los diferentes modelos
tridimensionales presentados en los Anexos 2-6. Los dos puentes disulfuro mas importantes
son los que conectan el segmento conservado -C-X-X-X-C- de la hélice o con el segundo
segmento B, que contienc la secuencia —C-x-C- (Song ct al., 1997), y que forman un motivo
estructural conservado ain en las toxinas con cuatro puentes disulfuro, también encontrado en

defensinas (Possani et al., 1999; Bontems et al., 1991).

La primera toxina especifica bloqueadora de canales de potasio, descrita en 1982, es la
Noxiustoxina (NTx) (Carbone et al,, 1982), aunque la mds ampliamente estudiada es la
Caribdotoxina (ChTx) descrita en 1985 (Miller et al.,, 1985). EIl niimero de toxinas ha
aumentado de tal mancra que se hizo nccesaria su clasificacion (Miller, 1995). Sc les han
ltamado aKTx toxinas y se¢ han agrupado en 12 familias (Tytgat ct al., 1999) de acucrdo a su

alineamiento de secuencia primaria. Al parecer ha aumentado el nimero a 14 (Batista et al.,
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2000; Zeng et al., 2001) y ademds se han incluido otros miembros en diferentes subfamilias:
como’la aKTx1.11 (Garcia-Valdes et al., 2001), aKtx4.4 (Pisciotta et ﬁl., 2000) y aKTx4.5
(Vacher et al., 2001) entre otras. Estos péptidos se han constituido como valiosas herramientas
para evaluar tanto diferencias estructurales (Krezel et al., 1995; Stampe et al., 1994; Thompson
y. Begenisich, 2000; Myers y Stampe, 2000) como mecanismos de accion entre los distintos
tipos de canales (Rauer et al., 2000; Giangiacomo et al., 2000). Mediante el uso de toxinas de
alacran se ha logrado establecer de manera aproximada la topologia y las dimensiones del poro
de los canales de potasio. Ahora con la estructura cristalina del canal bacteriano KesA se han
podido rcalizar mutaciones ¢n las toxinas de manera guiada para construir ligandos sintéticos

mas especificos (Rauer ct al., 2000; Shakkottai ct al., 2001).

1.2,.2 Relacidn estructura-funcion

Estudios llevados a cabo durante mas de una década identifican a las toxinas de potasio como
bloqueadoras del poro. Se unen con gran afinidad al vestibulo externo del poro del canal y
bloquean la conduccién iénica mediante una oclusion fisica sin afectar la cinética (Anderson et
al., 1988; Miller, 1988; MacKinnon y Miller 1988; MacKinnon y Miller 1989; Giangiacomo et
al,, 1992). La unidn ocurre a través de una reaccién bimolecular reversible favorecida tanto
por interacciones electrostaticas de largo y corto alcance (Stocker y Miller, 1994) como por
interacciones hidrofébicas. Para establecer los residuos que son importantes en la unién toxina-
canal se realizaron estudios de mutaciones entre varias toxinas y canales. Una serie de
mutaciones en toxinas (Park y Miller 1992; Park y Miller, 1992; Goldstein y Miller 1993;
Goldstein et al., 1994; Stampe et al., 1994); en canales de potasio clonados (Escobar et al.,
1993; Goldstein y Miller, 1993; Gross et al.,, 1994; Gross y MacKinnon, 1996; Lu y Miller,
1995) o en ambos (Aiyar et al., 1995; Aiyar, Rizzi, et al. 1996; Hidalgo y MacKinnon, 1995;
Naranjo y Miller 1996; Ranganathan et al., 1996) (Stocker y Miller, 1994; Pardo-Lopez et al.,
2002a,b). Estudios realizados recientemente en nuestro laboratorio sugicren a la ErgTx como
una toxina que ocluye parcialmente el poro del canal herg (Pardo-Lopez et al., 2002a; Pardo-

Lopez et al., 2002b).
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Tabla 1. Estructuras tridimensionales reportadas de las toxinas aKTx.

Toxina Sub- PDB Referencia

Familia
ChTx 1.1 2CRD | (Bontems et al., 1991)
ChablI *x (Song et al., 1997)
Lg2 1.2 ILIR (Renisio ct al., 1999)
IbTx 1.3 - (Johnson y Sugg, 1992)
IbTx-Ntx | ** (Ferrat et al., 2001)
BmTx1 1.5 1BIG (Blanc et al., 1998)
BmTx2 1.6 2BMT | (Blanc ctal., 1998)
NTx 2.1 1SXM | (Dauplais ¢t al., 1995)
MgTx 2.2 - (Johnson et al., 1994)
KTx 3.1 1KTX | (Fernandez et al., 1994)
AgTx2 3.2 1AGT | (Krezel et al., 1995)
AgTx 34 - (Aiyar et al., 1995)
BmKTx 3.6 1BKT | Renisio no publicada
OsK | 3.7 1SCO | (Jaravine et al., 1997)
TsTxo 4.1 1HP2 | (Ellis et al., 2001)
Tsk 4.2 1TSK | (Blanc ctal., 1997)
LTx1 5.1 ISCY | (Martins et al., 1995)
POS 5.2 1PNH | (Mecunier et al., 1993)
Pil 6.1 2PTA [ (Tenenholz et al., 1997)
MTx 6.2 IMTX | (Blanc et al., 1997)
HsTx| 6.3 I1DUZ | (Savarin et al., 1999)
Pi7 6.5 1QKY | (Delepierre et al., 1999)
Pi2 7.1 1C49 | (Klenk et al., 2000)
Pi3 7.2 1C49 | (Klenk et al., 2000)
PO1 8.1 1ACW | (Blanc et al., 1996)
Tcl 13.1 1JLZ (Wanget al., 2002)

Tabla 1: Las toxinas se enlistan de acuerdo u la familia a la que pertencen ademds de su
clasificacion, el niimero de acceso en la base de datos de proteinas PDB y la referencia en la
que se publico dicha estructura. ** significa: estructuras con mutaciones puntuales, deleciones

0 bien construcciones quiméricas.

Recientemente se han realizado estudios por dinamica molecular para tratar de conocer alin mas

acerca de las toxinas (Canto ct al., 1999) y de la interaccién toxina-canal (Cui et al., 2001). En
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la figura 7 se muestra el'modelo por dindmica molecular de la interaccién de la toxina Lq2 con
el:-canal KcsA EI canal se’ ha sensnbxhzado mediante tres mutaciones en el poro que
mcremcntan su af‘ mdad haCla las toxmas de alacrdn, La figura 7 muestra la oricntacion de la

molecula pepUdlca y de su receptor Los residuos criticos en esta relacion se sefialan de manera

. explicita,

1.2.3 Toxinas bloqueadoras del MaxiK

Las toxinas que bloquean con gran afinidad a algunos tipos de MaxiK (dslo, mslo y rslo) son:

Caribdotoxina (ChTX, aKTx!1.1) (Miller et al., 1985) lbcnotoxma (lex, aKT‘d 3) (Galvez et
. : : ’ ‘1990) Estas

al., 1990; Candia et al., 1992) y Lxmbatusloxma
tres toxinas forman parte de la cubfamllla aKTxl 'Existen otras toxmaq dcr dlfcrcntc subfamllla
que bloquean al MaxiK aunque con menor af' nidad: Kal:otoxma (KTx, aKTx3 1) (Crest y
Gola, 1993) y Noxiustoxina (NTx, aKTxZ.l ) (Valdivia et al., 1988). Del veneno del alacran
chino Buthus martensi se aislaron  dos nuevas toxinas: BmTx1 y BmTx2. Mediante
experimentos de competencia con ChTx, en membranas de sarcolema de aorta bovina, sc
determiné el valor de ICsp= 0.3-0.6 nM (Romi-Lebrun et al., 1997).

Hasta antes de este trabajo la IbTx se consideraba la toxina mas potente (Kd = InM) y
especifica hacia el MaxiK, sin embargo la Slotoxina se asemeja a ella en ambas cualidades

(Garcia-Valdes et al., 2001).
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Figura 7. Interacciones canal-toxina. Las dos moléculas estan representadas por estructuras
de liston. Los contactos mas cercanos y probables son los que se establecen entre Toxina-K27 :
Canal-Y78 (A-C), Toxina-R25 : Canal-P55 (C ) y Toxina-R34 : Canal-G79. La orientacion

coincide con los reportados previamente para AgTx2 y el Shaker.
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1.3 Antecedentes

El MaxiK es un canal pricticamente ubicuo, pero la combinacién con subunidades B es
esencialmente tejido-especifica. La ChTx ¢ IbTx son las dos toxinas mdas potentes que sc
conocen sobre el MaxiK formado por a, sin embargo la segunda es la Unica toxina especifica
sobre este canal. La coexpresion de la subunidad B vuelve al canal resistente hacia el bloqueo
de estas dos toxinas como se reporta en Meera et al., (1999). Dec esta manera, el encontrar
ligandos especificos para disecar al MaxiK en cualquiera de sus posibles arreglos funcionales es
de particular importancia.
El estudiar los venenos de alacrdn, de manera sistemadtica y bien dirigida, por el sélo interés
médico que representa la picadura de alacran es ya de por si un motivo bien fundamentado para
llevar a cabo este trabajo. Un aliciente mas, es la esperanza de encontrar ligandos especificos
que actuen sobre un canal particular para emplearlos con fines terapeticos en el futuro. Asi
pues, con este marco de referencia, nos dirigimos hacia la biisqueda de nuevos ligandos
especificos para el MaxiK.
El Gnico antecedente directo de neurotoxinas aisladas de alacranes mexicanos que bloquearan al
MaxiK, que se tenia al empezar este trabajo, era el articulo publicado por Valdivia y
colaboradores (1988). En ese trabajo, realizado con membranas de musculo esquelético
incorporadas a bicapas lipidicas, se calculd una constante de afinidad para la Noxiustoxina
(NTx) de 450nM. Se observd que la disociacion de la NTx era mas rapida comparada con la de
ChTx y se penso que el sitio receptor del canal podria ser diferente, sin embargo ahora se sabe
que no es asi. Por otra parte, trabajos realizados en nuestro laboratorio han mostrado la
existencia de “mutantes naturales” en ¢l veneno del alacrdn Pandinus imperator que con un
sélo aminodcido diferentc presentan cambios importantes en afinidad sobre el mismo canal
receptor Shaker B (Olamendi-Portugal et al,, 1998; Gomez-Lagunas et al., 1996). Se sabe,
ademds, que en el veneno de Centruroides noxius (C.n.) existen por lo menos dos toxinas que
inhiben el canal herg (Gurrola et al., 1999; Scaloni et al.,, 2000) y, recientemente, se han
encontrado en el veneno de otra especie (C. /impidus) toxinas similares con alta afinidad hacia
este mismo canal (resultados no publicados). Lo anterior es muy factible ya que se encontré

una misma toxina (PO1) en tres diferentes especies de alacranes (Zerrouk et al., 1996).
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1.3.1 Justificacion:
Dada la importancia . quc ucnc estc canal para la_fisiologia celular, el c‘studi'o' dé'ﬂdifércntcs

venenos para encontrar nuevos / mas potentes inhibidores es una ta eu’ de gran relevanc1a En

veneno ‘de varios alacranes que habuan ¢ '
: ‘\llzcauda, Hadrurus gertschi, y Anuroctonus phalodactylus)‘con el

este trabajo se csludlo

noxius, C, sculptzb"a
. ochto de encontrar péptldos que modifiquen la actividad del Male
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General: ‘
Ensayar el veneno de diferentes especies de alacranes mexicanos para encontrar. péptidos con

actividad hacia el MaxiK.

1.4.2 Objetivos particulares

-Implementar el sistema de expresién heteréloga, en ovocitos dé Xenopus, del canal hslo de

miometrio humano.

e veneno total y fracciones pa

Mexicana, -

Verificar. si la afinidad de esta toxina’se modifica al coexpresar o con la subunidades

reguladoras B; 6 Ba.
-Estudiar la especificidad de Ia toxina c:c}h ﬁ;aydr afinidad en otros canales de potasio.

-Por ultimo, tratar de explicar.la f_élt'a,ide actividad de esta toxina cn otros canales usando

modelos tridimensionales aproximados.
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2 MATERIALES Y METODOS
2.1 Soluciones para registro electrofisioldgico

En todas las mediciones electrofisioldgicas se utilizaron reactivos grado analitico disueltos en
agua desionizada (MilliQ) y posteriormente percolados a través de filtros: Millex-GP, 0.22um o
Nalgene Filterware 0.2 pm (250 ml), Para los canales Kvl.1, Shaker—]R,'hslo, IRK y herg, en
la técnica fijacion de voltaje con dos electrodos TEV, se utilizaron como soluciones de bafio:
ND96, ([mMJ]: 100, NaCl; 2, KCI; 1.8, CaCl;; 1, MgCly; 5, HEPES pH=7.0 woi) ©
ND96 moditicado- En 10s cxp@rimcntos con canales SK1, SK2, SK3, dslo y hslo, en-la ;écnica de
patch clamp (célula unida, cell attached; lo de dentro hacia afuera, inside-out; y lo de fuera
hacia afuera outside-out), los medios usados fueron KMES ([mM]: 110, KMES; 5, KCl; 5,
HEDTA; 10, HEPES, pH=7.0) 0 KMESagificado. Las soluciones de ND96-Cayj, se prepararon
por adicion de cantidades variables de CaCl segiin el programa Chelator (Schoenmakers et al.,
1992). Se trazd una curva de calibracién usando un electrodo selectivo a calcio y soluciones
standard a pCa= 8, 7, 6, 5, 4 y 3 (CALBUF-1, World Precision Instruments). En ND96-Kriubic SC

sustituyeron cantidades equimolares de sodio por potasio.

2.2 Obtencion de los ovocites de Xenopus lacevis.

Fundamentalmente se utilizd la técnica descrita por Diaz et al., (1996) y Shih et al., (1998).
Las ranas sc anestesiaron por inmersion durante 20-40 minutos en una solucion de tricaina
0.15-0.17% pH=7.0quom 2 4°C. Se recoslaron en una “cama de hielo” y se cubrieron con el
mismo a excepcion del abdomen. Se les hizo una pequefia incision (~lem) y se extrajeron uno
o dos lébulos ovdricos. A partir de este paso todo el procedimiento restante se realiz6 a una
tempertaura de 18°C. Los lébulos se disgregaron mecdnicamente con pinzas de diseccion
(Dumont #55, Fine Science Tools) hasta pequefios cimulos de 4-6 ovocitos. Los ovocitos se
cnjuagaron 4-6 veces en solucidn estéril OR-2 “libre de calcio” ((mM]: 82.5, NaCl; 2, KCI; 1,
MgCl,; 5, HEPES, pH=7.0n,011). Se incubaron en una solucion de colagenasa (tipo 1A) 2mg/ml
(Sigma) durante 15-20 minutos y despuds sc cnjuagaron varias veces con medio OR-2. Sc
colocaron en una solucion compuesta por ND96/OR-2 (1:4) durante una hora y posteriormente
se incubaron con la misma mezcla, pero en una rclacién 1:3, durante 30 minutos y agitacién

constante. Finalmente, se enjuagaron y se mantuvieron en solucién ND96 con gentamicina (50
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pg/ml), Los ovocitos defoliculados mas saludables en ctapa IV o V (de desarrollo) sc
seleccionaron e inyectaron en el polo animal. Los ovocitos se inyectaron el mismo dia por lo
menos 2 horas después de haberse preparado o al dia siguiente,  E! medio. se. cambié

diariamente.

2,3 Expresion de canales de potasio en ovacitos.
Los reactivos, material y agua usada en la obtencién y manejo del RNA se trataron de acuerdo

a los protocolos basicos para trabajar en condiciones libres de RNAsa reportados en Sambrook

ctal., (1989).

Los plasmidos que contenian cada uno de los diferentes cDNA's fueron amablemente donados
por investigadores de diferentes universidades de Estados Unidos: Ligia Toro de la Universidad
de California en Los Angeles, Aslo, dslo y Shaker-IR; Gail Robertson de la Uni\),ersidéd de
Madison, herg; Mauricio Montal de la Universidad de California en San Diego, Kvl,1; Rolf
Joho de la Universidad de Texas, IRK; y por John Adelman del Instituto Vollum, Oregdn SKI,
SK2 y SK3.

Bacterias de la cepa BL2! se transformaron mediante electroporacion. Las bacterias
tréhst‘brm’aptes se recuperaron y crecieron durante 40-60 minutos en medio SOC. Se-cultivaron
en medio luria sélido con ampicilina (200 pg/ml) durante toda la noche. Dos colonias se
seleccionaron y se cultivaron en medio luria liquido con ampicilina (50 pg/ml) durante toda la
noche. Finalmente, ¢l DNA se recuperé mediante “Plasmid MiniKit” o “Endo free plasmid

MaxiKit” de Qiagen,

Tres miligramos de cDNA para cada uno de los canales se linearizaron utilizando diferentes
enzimas de restriccion (véase tabla 2) de acuerdo a lo especificado por el fabricante o segiin los
protocolos basicos de biologia molecular (Sambrook et al., 1989). Las reacciones se evaluaron
mediante el corrimiento de una alicuota en geles de agarosa al 1%. El DNA linearizado se
extrajo con la mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) en medio acetato dc
amonio 0.3M, pH 7.0. Los restos fenodlicos sc re-extrajeron de la fase acuosa con cloforomo y

los remanentes del mismo se eliminaron con éter etilico. Al final, el DNA se precipité con
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etanol al 100%. El precipitado se lavé con etanol al 70%. En el caso de los canales SK este
procedimiento de purificacion inhibia la reaccion de transcripcion y por ello fué necesana ‘la
purificacién del DNA mediante corrimiento en gel de la mezcla de reaccidn y. se. recupcré la
banda de interés usando “QIAEXII gel extraction kit” de Qiagen. La cuantlﬁcaclon de los

DNA’s linearizados puros se efectud por medicién de la absorbancia a 260 nm.

La transcripcion de las diferentes subunidades se llevo a cabo siguicndo los lineamientos
sugeridos en ¢l cstuche “Ambion Message Machine”. 50 nl de RNA mensajero de subunidad a
(1-2 ng) se inyectaron a los ovocitos seleccionados. Para el MaxiK, el RNA de la subunidades
B: 6 B4 se mezclaron con el de la subunidad o en una relaciéon molar de 20:1. Los ovocitos sc

incubaron hasta su uso en ND96 con gentamicina (50 ug/ml).

Tabla 2. Enzimas usadas para linearizar el cDNA y para la obtencion del cRNA.

CDNA Enzima de restriccién RNA Polimerasa
Hslo HindlIlI T7

Dslo Notl T7

Kvl.l Nhel T7

ShIR Notl T7

herg Hindlll -T7

SK1 Miul SP6

SK2 Pvul SPé6

SK3 Miul SP6

2.4 Caracterizacion del MaxiK

En los ovocitos control, atn la mas cuidadosa insercién de los electrodos provocaban un
incremento transitorio de Ca intracelular que se disipaba en 3-5 minutos. La viabilidad de las
células después de la insercidén se dedujo por el valor del potencial de membrana Ep, y la
corriente de fuga I, que presentaron. Valores de =30 mV2 Ey 2 -50 mVyde —50nA =1, = —
150 nA (a potencial de mantenimiento, Hp = —60 mV) se consideraron adecuados. En ovocitos
control se registraron corrientes endégenas a potenciales muy hiperpolarizados E <-120 mV'y
> 80mV se cree cran corrientes

depolarizados E > 80mV. Las corrientes registradas a E
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salienles a ifavés de'céﬁale’s:de' cloro activados por calcio (Icica) y concuerdan con lo reportado

prev1amente (Stuhmcr, 1992)

Las corrientes macroscopicas del MaxiK se caracterizaron usando diferentes medios, en
presencia de activadores y bloqueadores mediante la técnica de TEV Los - ovocitos que

expresan el MaxiK presentaron corrientes salientes sin mac.lwac:én a pamr de E= 0_ mV y se .

asemejan a lo reportado en Ottolia y Toro, ( 1994) En ovocitos cuya expre i "f evada, el

realizaron por esta técnica.

Las corrientes m'a(:roscépicas del MaxiK son dependientes de la concentracién de calcio en el

de calclo a través de canales endégenos provoca incremento transitorio de su conccntracxén,

elevando asf Ia probabllldad de apertura (Po) del MaxiK y por consiguiente la corriente saliente
de potas;o. Al reducir o eliminar el calcio extracelular se observa disminucién de las corrientes.
Se regisﬁ‘aron corrientes a través del MaxiK en medio ND 96 libre de calcio, ImM y 10 mM y
se comprobd esta dependencia al calcio extracelular. Si se inyecta calcio a los ovocitos
mediante una tercera pipeta, las corrientes dependientes de calcio se incrementan de manera
dramética. En medio KMES la concentracién de cloruro se redujo hasta 10 mM ya que se
sustituyé por el ion metanosulfonato. En estas condiciones los canales endégenos de cloro no
se activaban; sin embargo, la fijacién del potencial en el sistema parecia no ser lo

suficientemente rapida y se descart6 estec medio.

Los fenamatos activan al MaxiK. A diferencia de la activacion por calcio, el 4cido flufenamico
y niflimico presentan una doble funcién: activan al MaxiK y bloquean las corrientes de cloro
endégenas mejorando el cociente de corrientes. En la figura 8 se muestran los trazos para cl
MaxiK en medio ND96 (a), ND96+ 300uM de acido niflimico (b) y ND96 + 300uM de acido

flufenamico (c). Sc observa el incremento en la corricnte del MaxiK por adicién de acido
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potasio dependientes de voltaje, La adicion dc TE @ m

reversible de la corriente,

Figura 8: Corrientes salientes del hslo en ovocitos de Xenopus. Corrientes macrosciopicas
normalizadas con respecto al trazo inicial obtenido a E = +80 mV (tiempo cero). a) Trazo
control realizado en medio ND96. b) ND96 + 300 uM de dcido niflimico y ¢) ND96 + 300uM
de dcido flufendmico después de 5 minutos de incubacion (diferentes ovacitos). Protocolo de
pulsos: Hp = —60 mV, pulsos depolarizantes suscesivos desde —60 mV hasta + 80 mV cada 10
mV durante 20 ms. Escala de 0.3 y 2.0 ms.

2.5 Aislamiento de toxinas de alacrdin

El veneno de las diferentes especies de alacrén se extrajo por estimulacion eléctrica, se
resuspendié en agua bidestilada y se centrifugd durante 1S minutos a 10,000 x g. El
sobrenadante se recupero, liofilizé y almacend a -20°C hasta su uso posterior. El primer paso
de purificacion se realizd por cromatogratfia mediante exclusion molecular (excepto para C.
exilicauda, y C. sculpruratus, ver mas adelante) en columnas de 0.9 x 190 cm empacadas con
Sephadex G50 medio. En el segundo paso se utilizd cromatografia liquida de alta resolucién
(CLAR) mediante el mecanismo de fase reversa a través de columna C,g semipreparativa. La

repurificacion final de SloTx y CeTx se realizé en columna Cig analitica. En el caso dc C.
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exilicanda y C. sculpturatus, 1.5 mg de veneno total liofi limdo se. cargaron directamente al
cromatégrafo. Detalles ‘delas’ “diferentes separaciones se enuncian en ‘los ples de ﬁgura

correspondientes .

Para los estudios de actividad hacia el MaxiK, las toxinas se.disolvieron en solucién-externa
de registro (ND96 o KMES) que contenia 0.001% de 4lbliimina de suero bovinica BSA. Para

despegar las toxinas del sitio de unién se perfundi6 la solucién externa con BSA al 0.001%. .

2.6 Secuencia aminoacidica de péptidos puros.

Una vez que se aislaron y detectaron los péptidos puros que poseen actxvxdad mhlbltona sobrc
¢l MaxiK se procedié a descifrar su sccuencia. Para la Slotoxina SloTx, se obtuvo la sccuencxa
parcial mediante la reaccion de degradacion de Edman en un secuenciador automatico (LF3000
Protein Sequencer, Beckman), Muecstras de aproximadamente 1nmol tanto de toxina nativa
como de toxina reducida y alquilada se aplicaron al secuenciador, Por otra parte se realiz6 una
digestion del péptido con bromuro de ciandgeno (CNBr), previo bloqueo del amino terminal, y
se secuencid parte del C-terminal. El ultimo residuo se dedujo mediante analisis de
Espectrometrfa de Masas (EM) en un instrumento equipado con radiacion lasser a 337 nm
(Voyager DE-PRO, PerSeptive Biosystems). La secuenciacion directa del péptido CeTx
produjo una secuencia parcial de 25 residuos (24 de ellos inequivocos). La cantidad de péptido

es, hasta el momento, insuficiente para completarla.

2.7 Bloqueo del MaxiK por fracciones y veneno total de alacrdn.

Los ensayos de actividad bloqueadora se realizaron sobre canales dependientes de voltgje,
incluyendo al MaxiK, usando la técnica de TEV. En cada uno de los pasos de purificacion se
determind la actividad de las fracciones. Las tres {racciones principales (I, I1 y III) de la
separacion del veneno de C. noxius por Sephadex G50 sec aplicaron a concentracion de 30
pug/ml. Cada uno de los 22 componentes de la fraccion 1.2 se evaluaron a 20 pg/ml.
Finalmente la fraccion 11.2.22 se purifico en columna analitica Cy (microbore) y €l componente

principal se probo a 10 pg/ml.
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2.8 Determinucion de las constantes de asociacion k,,, disociacion kyy, y de afinidad Ky de
péptidos puros.

Las constantes cinéticas se calcularon a partir de los experimentos realizados mediante la
técnica de outside-out patch, Las pipetas de tamafio y geometrin adecuada presentaron
resistencia de 2-4-MQ al-llenarse con la solucion de trabajo. Para que el MaxiK estuvicra
practicamente abierto todo el tiempo (probabilidad de apertura, Po ~ 1) se utilizé6 como solucién
interna- KMES a Ca-= 84pM; -Sélo se-seleccionaron los parches que presentaron corrientes
estables mayores de 2nAr:'v,yk‘é-o:t"fiénte minima de fuga. La estabilidad de las corrientes se
verificé por la aplicac‘ién'dc ;Sulsos repetitivos de prucba durante 30 minutos (Hp = 0 mV, pulso
depolarizante de 40 mV,:cada 2 segundos). La magnitud de las corrientes de fuga se determiné
mediante la adicién de TEA 10 mM. En caso de la coexpresion de las subunidades reguladoras
B1 6 B4 una teréex}é' condicién fue necesaria: la evidencia del desplazamiento de la curva l vs E
hacia potencidigsinjeﬁores. El volimen agregado de la fraccién toxica fue por lo menos diez
veces el‘u vo]ﬁméh total de la celda de registro. El tiempo para llegar al estado de equilibrio
varié de 2 a 25 minutos segln se tratara de canales formados por o o por o + B. El tiempo para
la disociacién fue mayor a 30 minutos. En todos los casos, las corrientes se promediaron en los
altimos diez milisegundos de cada pulso de prucba y se trazaron graficas en funcién del tiempo
transcurrido desde el inicio de la aplicacién o lavado de la toxina. El valor de la corriente
durante todo el experimento se normalizo en funcién del promedio de la corriente inicial ({p).
En la figura 9 se muestra un experimento para el bloqueo y lavado de toxina. Se observan
cuatro zonas diferentes: 11 y IlI, dependientes del tiempo; [ y IV, practicamente independientes
de tiempo. Para caracterizar complctamente el experimento se aplicaron diferentes ecuaciones
para las zonas II, III y IV. Para la zona 1 ninguna ecuacién se dedujo ya que en ella se
encuentran los trazos “control”.

En la zona Ill se ha alcanzado el equilibrio y por consccuencia esta representado por la
ecuacion termodinamica de disociacion Kg.

En el equilibrio tenemos la expresion:

_ [Canall[Toxina]

, & ,
Canal + Toxina ——> Canal - Toxina K, = -
katt [Canal — Toxina]

rearreglando la expresién queda:

34




K, - (Canal] _ canales" nobloqueados"
[Toxma] [Canal =Toxinal . .canales"blogueados"

Consnderando que Po~l las dos unicas configuraciones para los canales en presencia de toxma

son: abiertos (canales conductores) o abiertos bloqueados (no conductores). En las' eouauones

Canal, represent"'al canalyablerto (conductor), Canal-Toxina, al canal abierto y bloqueado (no

conductor),f s la suma de los dos términos anteriores. Si se representan estas dos’

conhguracnones como concentracnones

K,* " "canales conductores" R
4= i [Canall+[Canal - Toxina} = [Canal},,,
[Toxtna] "canales no conductores" ' B :

si ademds:
x = fraccién de canales conductores 'y = fraccién de canales no conductores

Tenemos:

K, - [Canal] - _ _\3_
[Toxma] [Canal Toxma]

De la figura 9, tomando los valores dé‘cbfri:chté,inic'i‘éljo y"al equilibrio Ze,

R
[Toxina] -y I,- 1,
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En la Zona II, la toxina se une al canal y el proceso es dependxente del hempo La ecuacion

que representa el curso temporal de la amplitud de la comente es en termmos de parzimetros

experimentales y en funcién de las constantes cinéticas:

- L L ole( +(Toxinal* % \ar
o = | o~ gy (oo - o)
K, K,

En la zona 1V, la’,tc‘)’xin'a se despega del canal y es un proceso que depende del tiempo. La
expresion es la siguiente:
k By Ly =x* Iy +(1—x)¥ I, exp {_(knxr +[Toxina]* ,,,,)Ar}

]
1 : H :l ll: v

I Norm

Tiempo

Figura 9: Curso temporal de corrientes normalizadas para la union y lavado de toxina sobre
canales de potasio. Las fechas verticales marcan el tiempo de adicion para la toxina, tey); y la

solucion de lavado tygy. 1y y leq son la amplitud de corriente inicial y en el equilibio.

Las tres ecuaciones finales se ajustaron mediante algoritmos creados en cxcel y se encontraron

los valores de cada una de las constantes cinéticas.

T N 36

FALLA DE ORIGEN




2.9 Obtencion de estructuras tridimensionales y potenciales electrostdtico de toxinas y
canales.

Se obtuvieron varias estructuras tridimensionales aproximadas para toxinas y canales, Las
estructuras de toxinas de la familia aKTx! sirvieron como apoyo para tratar de explicar el
mecanismo por el cual la SIoTx s6lo se une al MaxiK. Las estructuras de toxinas bloqueadoras

de canales SK, herg e IRK y las estructuras de los mismos canales, nos permltleron conocer las

regiones o residuos importantes para su interaccién. La mform ci obtemda nos ayudaré enla

discusi6n para explicar la alta afinidad y especn"lmdad : e

Todas la estructuras se generaron a partir del mode]‘aﬂc‘)” ﬁof».‘hgr‘n}o_l‘ gia usa o el programa
Swiss-PDB-Viewer (SPDBV) y la informacién estructural de toXinas y ‘dél',cahélkf‘,kdc potasio
KesA. En varias de ellas se realizaron mutaciones puntuales. La minimizacién'ehéfgética se
calculd mediante el médulo GROMOS 36 que posee el programa SPDBV mediante 500-1000
pasos (hasta alcanzar una variacion menor del 1%) considerando enlaces, dngulos, torsiones,
interaciones electrostaticas y enlaces no formados. Los potenciales electrostéticos se calcularon
mediante la ecuacidon de Poisson-Boltzman tomando en cuenta tnicamente los residuos
cargados; los valores de constante dieléctrica para agua y proteinas de 80 y 4 respectivamente; y

en la mayoria de los casos, fuerza iénica nula.
Las estructuras obtenidas cn este trabajo son: toxinas, (IbTx, LbTx, SloTx, Tsk, Pil, MTx, y

BeKm-1); canales, (KcsA-3M, IRK2.1, ROMKI, Shaker, hslo, dslo, dslo-1M, SK1, SK2 y

SK3). Todas ellas estan marcadas con asterisco en los anexos 2-7.
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3 RESULTADOS
Los resultados de este trabajo se presentan cn dos partes: resultados publicados y resultados no
publicados. En el articulo publicado como primer autor, que se presenta en el anexo 1, se describe

parte del trabajo realizado durante el entrenamiento doctoral.

Garcia-Valdés, J., Zamudio, F.Z., Toro, L. and Possani, L.D. (2001). “Slotoxin, aKTxI.11, a
new scorpion pepgi'_‘dé:bloc‘kér‘ of MaxxK qhannéls that differentiates between o and o+ (B, or

Bs) complexes™ FEBS Letters

,360:373.

En el anexo I se incluye otro artfculo que a pesar de no formar parte del tema central de esta tesis;
fue realizado en sus inicios y gracias a la infraestructura creada durante este periodo de aprendizaje
doctoral. En este segundo articulo soy co-autor:

Pardo-Lopez, L., Garcfa-Valdés, J., Gurrola, G.B., Robertson, G.A. and Possani L.D. (2002).
“Mapping the receptor site for ergtoxin, a specific blocker of ERG channels” FEBS Letters 510,
45-49,

3.1 Resultados Publicados

3.1.1 Aislamiento y caracterizacion del veneno de C. noxius.

La fraccion soluble en agua del veneno de C. noxius se eluyd a través de una columna
Sephadex G50 y se resolvieron tres fracciones distintas (figura 10a, I, I1 y 1II). De ellas sédlo la
fraccion I1 fue capaz de inhibir las corrientes a través del MaxiK a concentracion de 30ug/ml.
Al separar esta fraccién por cromatografia liquida de alta resolucion CLAR se obtuvo un
cromatograma con un patron de scparacion complejo (figura 10b). Para facilitar la
identificacion de péptidos activos los componentes se agruparon en seis fracciones “sintéticas”
(11.1-11.6) marcadas con barras al pie del cromatograma. Unicamente 11.2 mostr6 actividad a
concentracion de 22 pg/ml (n=3). Esla fraccidn estd compuesta de 22 componentes (inserto
izquierdo figura 10b) pero sélo ¢l componente 22, marcado con asterisco bloqueo al MaxiK (n
= 3). EIl inserto derecho de la figura 10b muestra el componente 11.2.22 purificado a

homogeneidad y al parecer es el unico responsable de las propiedades inhibitorias de las

38




I’raccnones 1y 112 El pépudo puro corresponde aproximadamente al 0.5% del veneno soluble
en agua, calculado a partlr de los porccntajes reportados en los distintos cromatogramas a través

de'la separamén.

3.1.2 Secuencia primaria de la fraccion 11.2.22.

El péptido puro [1.2.22 se secuenci6 y los primeros 36 residuos fueron identificados de mancra
inéquivoca (figura 11a marcados con una flecha y la letra d). vLa presencia de una métiohina en
la posicién 29 nos permitié el rompimiento del péptido-con bromuro de cnanégeno CNBr La
determinacién de la secuencia del péptido truncado y alqullado confirmé siete de los ocho
aminodcidos restantes (figura 11a, marcados por una flecha y CNBr). EIl ultimo residuo se
obtuvo por andlisis de espectrometria de masas EM (figura 11a punta de flecha marcada con
EM). El péptido nativo presenta un i6n molecular de 4082.82 que se muestra en la figura 10c.
Los primeros 36 rcsiduos contabilizan para una masa de 3983.83 tomando cn cuenta los tres
enlaces disulfuro caracteristicos de la toxinas bloqueadoras del MaxiK. El aminoécido faltante
debe posecr una masa de 99.01, la cual corresponde cxactamentc a la masa del residuo valina.
Por lo tanto es muy probable que la secuencia completa contenga 37 aminoédcidos., La
comparacién de secuencias muestra que ¢l péptido posee mucha similitud con la subfamilia de
la Caribdotoxina aKTx1. La nueva toxina presenta una identidad de 84%, 76% y 54% con
respecto a Limbatustoxina (LbTx: aKTx1.4), Iberiotoxina (IbTx: aKTx1.3) y Caribdotoxina
(ChTx: aKTxl1.1), respectivamente (figura 11b). Se decidié clasificar la nueva toxina,
aKTx1.11, de acuerdo a la nomenclatura internacional propuesta recientemente por Tytgat et al

(1999).

Conforme a su similitud de secuencia con toxinas como LbTx, IbTx y ChTx; aKTxI.11 es
también un potente bloqueador del MaxiK de mamifero (s/o). A la toxina aKTx1.11 se le dio

el nombre comin de Slotoxina (SloTx).
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Figura 10. Separacion del veneno de C. noxius y espectro de masas del péptido inhibidor . a)
Tres fracciones (I-11l) se obtuvieron en la separacion de 80 mg de veneno total de C. noxius a
través de Sephadex G50. La fase movil estuvo compuesta por amortiguador de acetato de
amonio pH 4.7. b) La fraccion activa se separé por CLAR utilizando columna de fase reversa

semipreparativa C, con. - gradiente lineal de la solucion A (0.12% de dcido

trifluoroacético/agua) ~ hasta 50%: de la  solucion B ‘(:0.],0%; -'c_[ery _:dcido

trifluaroacético/acetonitrilo). - Inserto izqz)iefdo‘:;Ia";frdcéién Il se sép‘a}%} , qv:és"fde"?una
columna analitica C\g de fase reversa con un gradiente lineal de la solucio’h B % a '40%) en
90 minutos. Inserto derecho: repurificacion del componente 22 marcado con asferisco en el
inserto izquierdo de b). ¢) Espectrometria de masas para el péptido homogéneo 11.2.22, En el

espectro se muestra el ion molecular con valor de m/z igual a 4082.83.
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a)

Secuencia primaria de aKTX1.11

10 20 30
TFIDVDCTVSKECWAPCKAAFGVDRGKCMGKKCKCYV
----------------- e R ) 2

-CNBxr->
>
EM
b)
10 20 30
(aKTx1l.11) TFIDVDCTVSKECWAPCKAAFGVDRGKCMGKKCKCYV 100%
LbTx (aKTx1,4) V--=rS§-S=—-memecee—-- VoTommm e e ? 84%
IbTx (aKTx1.3) Z-T--==S-==-== SV=-DL-=m=mmmm————u R--Q 76%
ChTx (aKTx1.1) Z-TN-S8—=T--«--=SV-QRLHNTS-~~~-~ N——-R—-S 54%

Figura 11: Secuencia primaria de aKTxl.11. a) Secuencia ‘de“ahtindac'lﬁ(ﬁ Obtenida por

del péptido puro (aKTx1.11), LbTx (aKTxl.4), 1bTx: (aATxl )y C ChT\: (aKTx! J) La.s roxma.s

Jueron alineadas con el programa Pileup de (Genet:cs Computel Group). , G_u/'ones. residuos

idénticos; signo de interrogacion, residuos desconocidos.

3.1.3 Afinidad de la toxina aKTx1.1Isobre el MaxiK.
La técnica de fijacion de voltaje con dos electrodos TEV se utilizd en todo el proceso de
aislamiento para medir la actividad de las diferentes fracciones sobre las corrientes del MaxiK.

Las fraccciones Il, 11.2 y 11.2.22 produjeron inhibicion en las corrientes del MaxiK.

La cinética de bloqueo del péptido puro se determiné usando outside-out patches en
condiciones de alta probabilidad de apertura (84uM; +40mV). En el inserto de la figura 12a sc
observa que FPo es cercana a un 90% lo cual confirma que el canal se encuentra en estado
abierto el 90% del tiempo. La adicién de 100 nM de SloTx bloqued mas del 90% de la

corriente normalizada inicial (figura 12a), la cual fué pricticamente bloqueada en su totalidad
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por adicién de TEA 10 mM. El estado é§tacionario se alcanz6 en 15-30 segundos y fue
completamente reversible (‘ﬁgura':d Zé;':'lé‘véd;)). La figura 12b muestra registros tipicos de la
corriente nonnalizadgc,n,difgréritas ‘con,di,(':ioncs: antes (1), después de la adicién de la toxina (2)
y después del lavado (3). Los datos en cada una de las zonas se ajustaron perfectamente a una
reaccion. de bloqueo bimolecular (caracteristica de las toxinas aKTx). Para incrementar la
certidumbre en las mediciones de 4,, se realizaron experimentos adicionales a una
concentracion menor de SloTx (10 nM). Las ecuaciones que se usaron para ajustar los datos se
presentaron en la seccién 2.8 del Capitulo 1l: Materiales y Métodos. Los valores de las
constantes obtenidas fueron: ko, (3.9 £2.2) x 10°M' s, kyy (48 £ 1.7) x 102 s, y Ky, 1.5 £
0.8 nM. Los valores de k., y ko para SloTx son muy parecidos a los de la IbTx, pero son un

orden de magnitud menor con respecto a los reportados para la ChTx.

100 nM
a b g
1 control N
£
FPo 2
1 Q
] 1=
o] E
[ mV O
200 p"l 2 SloTx_| ‘100 0 100 ©
——y 0 10 20 30 40
5ms tiempo (min)
+40mV 2=
0 mV I 40 ms i lI I
_ ..

Figura 12. Inhibicion de corrientes del MaxiK por SloTx (aKTx1.11). a) Se registraron las
corrientes generadas a + 40 mV desde Hp = 0 mV cada 2 segundos (inserto inferior). Se
muestran los trazos a tiempos especificos indicados para las condiciones 1: control, 2: en
presencia de toxina, y 3: después del lavado. Se probo el TEA = 10 mM antes de la aplicacion
de la toxina. b) Corrientes estacionarias en funcion del tiempo (promedio de los 10 ms finales
de cada pulso como se muestra en protocolo de pulsos del inserto en a). Las flechas marcan la
adicion de toxina y el lavado. Las lineas en gris representan el mejor ajuste del proceso,

considerando una reaccion bimolecular de bloqueo.
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3.1.4 Modulacion de la interaccion SloTx-MaxiK por subunidades ,

Se conoce que la coexpresion de subunidad B cambia la sensibilidad al voltaje y calcio, la
cinética y la farmacologia de la subunidad o formadora del poro. Sec investigd si las
subunidades B 6 B4 modifican el patrén de bloqueo de la SloTx sobre el MaxiK. Para ellb en

primer lugar se obtuvieron las curvas de activacién en funcién del voltaje.

En los insertos de la figura 13a y 13b se observa que la expresion de las subunidades B causan
un desplazamiento de las curvas de activacion de ~85 mV para B; y de ~40 mV para B4. Los

potenciales de activacién medi_é fuéron de - 62 + 8 para a + B;yde-17+23 paraa + PB4. La

coexpresion de la subunidad"’“}1'_én1entece la constante de asociacién por dos 6rdenes de

magnitud (5.0 £ 2.8) x 104 M" s"l '(n=5) cuando se compara con la subunidad o (figura 13c). La
constante de disociacién disminuyd draméticamente haciéndose practicamente irreversible
durante el espacio temporal del experimento (figura 13¢). El bloqueo por TEA no se vié
afectado por la presencia de B;.

En el caso de la subunidad B4 la velocidad de asociacion fue mucho menor comparado con el
valor obtenido para la coexpresion de Bi. La constante k., disminuyd en cuatro ordenes de
magnitud (5.9 £ 1.0) x 10> M"' 5! (n=4) cuando se compara con la subunidad o (figura 13d). La
disociacién fue irreversible durante 30 minutos. Dcbido a la dréstica disminucion de la &, fue
necesario incrementar la concentracion de toxina hasta 1uM para poder evaluar ia constante de
asociacion. Los trazos en la figura 13b ilustran el bloqueo de la corriente a ~25 minutos, (2);
~30 minutos de lavado, (3); y bloqueo completo por TEA 10 (mM), La figura 13e muestra la
magnitud del bloqueo por SloTx en canales que expresados por o, oo + By y o + B4 a una
concentracion similar de 100 nM. Para canales ¢ y o + B, el porcentaje de inhibicion de
corriente fue 90% mientras que para . + PB4 fue casi imperceptible. Parece que los canales o +
3 son resistentes al bloqueo, pero una vez quc cstan, este estadio es aparentemente irreversible.
Al parecer la unién de SloTx hacia el canal es 10 veces mas lenta que para la interaccién del
mismo con IbTx o ChTx. De hecho 100 nM de SloTx es incapaz de bloquear al canal en 5
minutos mientras que la IbTx y ChTx lo hacen a un 20% (datos rcportados en Mecra etal,

(2000)).
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Figura 13. Blogqueo de corrientes del MaxiK formado por complejos ¢ + 1 6 a+ [y Se
registraron las corrientes obtenidas por pulsos de + 40 mV desde H, = 0 mV repetidos cada 2
segundos segiin el protocolo mostrado en el inserto (derecha). a) y b) Los trazos corresponden
a diferentes condiciones: 1, control; 2, en presencia de toxina; y 3, después del lavado. Se
adicioné 10 mM de TEA para comprobar la ausencia de corriente de fuga. Las flechas marcan
la adicion de toxina y el lavado. ¢) y d) Corrientes estacionarias en funcion del tiempo. Las
lineas en gris representan los datos ajustados considerando una reaccién bimolecular. e)
Corriente normalizada después de 5 minutos para a, ¢+ By a+ . La subunidad f; hace al

MaxiK muy resistente al blogueo por SloTx.

3.1.5 Especificidad de la SloTx sobre el MaxiK.
La especificidad de la toxina SloTx se ensayo en diferentes tipos de canales de potasio como:

dependientes de voltaje, Shaker-IR ( canal Shaker sin la bola de inactivacion), Kvl.1 y herg;
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dependlentes de voltaje y calcno, a’slo dependlenles de calc10, SKI1, SK2 y SK3; e
de TEV se utilizé para todos los canales

mdependlentes de voltaje, IRK21 L»

dcpcndlentes de volta_]c Y. para cl IRKZ cn ; as quc la técnica de patch clamp se utiliz6 para
todos “los dependlentes ‘de (.alcxo. Nm;,uno de estos canales mostré inhibicién cuando se
adicioné- SIoTx a concentraciones en el rango de hasta 300-500 nM durante 10 minutos de
equilibramiento. La falta de actividad de SloTx se asemeja al comportamiento de la IbTx hacia
,otros canales. En la tabla 3 sc muestran los resultados resumidos para los ensayos de todos los

canales estudiados. Se observa que la SloTx es especifica para el MaxiK.

Tabla 3 Especificidad de la toxina aKTx1.11

Canal < [SloTx] M) | Inhibicién
hSlo® 200 R
dSlo", Kv1.1% Herg® o IRK2.1° 300 ol
ShiR® , 3500 |
SK1° SK2" or SK3* 500 .

*Outside-out patches en medio 110 KMES.
bTEV en medio ND96 0 ND96modiicado-

3.2 Resultados no publicados

Veneno de otras especies de alacranes

Conforme a lo descrito en los objetivos de esta tesis se ensayo el veneno de varios alacranes
mexicanos sobre la funcién del MaxiK. Como ya se describio, el veneno del alacrdan de Nayarit
Centruroides noxius se probé en primer lugar y se encontré la toxina denominada Slotoxina, la
cual fue caracterizada complctamente. Adicionalmente sc ensayaron los venenos de los
alacranes: Anuroctonus phaiodactilus, Centruroides exilicauda, Centruroides sculpturatus y
Hadrurus gertschi (anteriormente H. azfecus), cuyos resultados no han sido publicados. A

continuacién se presentan en forma resumida los resultados obtenidos con dichos venenos.

=N
FALLA DE ORIGEN s




3.2.1 Anuroctonus phaiodactilus

Las diferentes fracciones de Anuroctonus phaiodactilus son inocuas sobre el MaxiK.

En la figura 14a se muestra ¢l patrén cromatografico de la separacion de veneno total por
Sephadex G50 obtenida en colaboracion (tesis de la estudiante del mismo laboratorio Adriana
Valdez). El veneno total y las cuatro fracciones diferentes (I-1V) del primer paso de separacion
por peso molecular se probaron sobre las corrientes del MaxiK La concentracic’m de veneno

total ensayado fue de 20 pg/ml, mlentras que para cada fraccxon ([ IV) fue de IOpg/m] Todas

las pruebas se realizaron en condlclones sxml]ares’ las descrltas para la SloTx (Garcia-Valdés
etal,, 200!). Laactividad en todos cllos fue practicamente’ ula scgun se muestra en los trazos
para la adicion de veneno total en la figura 14b 'e,ris'z'i’yafon asi también las fracciones I-IV y

ninguna mostré actividad sobre el MaxiK.

+ 80 mV
a : b 80m
40 ms
20
=
[
8 1}
<
10+
] [} 11} v
[ ﬂq——l
oSk
“
0 ) . .
0 20 40 60 80
Volumen (ml)

Figura 14. Separacion del veneno de Anuroctonus phaiodactilus. a) Cuatro fracciones (1-1V)
se obtuvieron al separar la fraccion del veneno soluble de a través de una columna Sephadex
G50 usando acetato de amonio 20 mM pH 4.7 como eluyente amaortiguador . b) Actividad del
veneno total. Se muestran los trazos para control (C), adicion de veneno total (V) y lavado (L).
El porcenta_/e de disminucion en la amplitud de corriente es alrededor del 5-10% con respecto
del trazo control en los ensayos con veneno ftotal. El protocolo de pulsos se muestra en la parte
superior de b. Se aplicaron pulsos despolarizantes de H, = -60 mV hasta + 80 mV cada 10 mV

durantes 40 ms.
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3.2,2 Centruroides exilicauda
El veneno de Centruroides exilicauda bloguea al MaxiK. ,

En ovocitos en los que se expresé el MaxiK, se ensayd el veneno tolal de Cenlruraides
exilicauda (C.e.) a dos concentraciones diferentes 11 y 22 pg/ml A las comentes

macroscopicas (4 8 pA) sc les compensé el transxente capacmvo al mimmo posnble EI

60 mV, y: a” Ia co"' c"'raclon de calcio celular cn~

prefercntemunte en el estado cerrado y coincide con 1o rcporlado en Wallner et: al (1995). El
valor maximo con que se depolarizé la membrana fue +80 Vm y con ello se evitd la
contaminacién de corrientes enddégenas de cloro, segin lo observado en experimentos control y
a lo reportado por Stuhmer (1992).

En la figura 15a se muestra cl cromatograma de la separacién de 7.5 mg de veneno total de
C.e. en columna Cg semipreparativa bajo gradiente lineal de elucion del disolvente A hasta
60% del disolvente B (en 60 minutos). En ella sc marcan las fracciones probadas que se
enumeran desde 1 hasta 7. La seleccion de los componentes ensayados se realiz6 de acuerdo a
los tiempos de retencién quc comunmente presentan las toxinas que bloquean a los canales
iénicos de potasio obtenidas bajo las mismas condiciones de separacién. La fraccién 6 marcada
con asterisco (C6) fue la unica que mostré actividad inhibitoria importante. La figura 15b
muestra las corrientes control normalizadas con respecto al trazo inicial, en presencia de

fraccién téxicé (Veneno total, Vt; o componente 6, C6), y después del lavado. Se observa que la

recuperaclén d  Iae corrientes es casi nula para veneno total pero del 70-80% en la fraccion seis.
La ﬁgura 15¢ mueslra el porcentaje de inhibicién de la corriente en funcién del potencial. Se
observa’ qqqe] ;bloqueo es mayor al 90% y es pricticamente independiente del voltaje. Al

componente 6 puro se le denominard en lo sucesivo CeTx.
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La fraccién 6 (CeTx) muestra afinidad importante sobre el MaxiK
Se realizo la evaluacion de los pardmetros cinéticos de la unién de esta toxina hacia el MaxiK,
mediante la técnica de microdreas de parche de membrana “patch clamp” en la configuracion de

afuera hacia afuera “outside-out™ (Hamill et al,, 1981) y tal como se reporta en Meera et al,,

(2000).

vt

D
DNINE

100
g0 | °
60 -
40 -

+80 mV

| -60 mV
20 45 ms

0

% Bloqueo

30 50 70 90
Voltage (mV)

Figura 15. Separacion del veneno total de C.e. y ensayo de algunos de sus componentes
sobre corrientes macroscépicas del MaxiK. a) Perfil cromatogrdfico de la separacion directa
del veneno total (Vi) por CLAR a través de columna de fase reversa semipreparativa Cs con
gradiente lineal de la solucion A (0.12% de dcido trifluoroacético/agua) hasta 60% de la
solucion B (0.10% de dcido trifluoroacético/acetonitrilo} en 60 minutos. b) Inhibicion del
MaxiK por veneno total (Vt) y por el componente 6 (C6, marcado con asterisco en a). Las
corrientes fueron normalizadas y la duracion del pulso fue de 45 ms (inserto parte inferior
derecho). Los trazos corresponden a condiciones control (C), parte superior); en presencia de
Sraccion toxica (T, ya sea Vt o C6), parte media; y después de lavado (L) parte inferior. c)
Porcentaje de bloqueo para C6 a tres diferentes valores de potencial 40, 60y 80 mV.
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I (nA)
1 200 nM CeTx

+40 mV
3 0mv|40ms|: :I l

2s

v 0 20 40 éO
Tiempo (min)
Figura 16. Curso temporal de corriente normalizada para la inhibicién del MaxiK por CeTX,
Se muestran los valores de corrientenormalizada en respuesta a una serie de pulsos repetitivos,
de 40ms de duracién, en diferentes condiciones: control (1); durante el bloqueo (2); y después
del lavado (3) de la toxina. Cada punto en la curva representa la corriente promedio en los

ultimos 10 ms de cada pulso depolarizante a E = + 40 mV repetido cada 2 segundos (inserto).

En la ﬁghra 16 se muestra el curso temporal de corriente de uno de los experimentos de
bloqueo a concentracion de 200nM. Las constantes cinéticas y de equilibrio de este péptido se
calcularon de manera similar a lo descrito para SloTx. Los valores promedio fueron de 3.42 x
10° M's!, 6.79 x 10* s' y 16 nM para la constante de asociacidn, disociacion y afinidad
respectivamente (n=5). Hasta el momento, por falta de material, sélo se tiene la secuencia
parcial de 25 de los primeros 26 aa.

De acuerdo con la figura 17, CeTx podria pertenccer a la familia «KTx1 ya que: 1) presenta
practicamente la secuencia consenso de esta subfamilia (Tytgat et al., 1999); 2) su secuencia
parcial presenta un alto porcentaje de identidad con SloTx 69%; y 3) por su actividad inhibidora
hacia el MaxiK.
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SloTx TFIDVDCTVSKECNAPCKAAFGVDRGKCMGKKCKCYP 100%

LbTx Veu-u8eSemun-= | VeTeeamemmmmrcana ? 84
IbTx Z-T--=vFeoueun WSV--DLevmmcmmancnn- R--Q 76
CeTx Iecmemnm- QG=-L-~--D-XA---F-7 69*
sec. con., --=-=-=-- Cee8-nCruwlrcmmmmm= GKC----C-C-~

Figura 17: Secuencia de primaria de la toxina CeTx. Comparacion de secuencia primaria de
SloTx, LbTx, IbTX y CeTx. La secuencia consenso de la subfaml;lia I Cs'ec‘. con.) se muestra en
la parte inferio}'." Las ftoxinas se alinearon mediante el programa Piléup (Geherics Computer
Group). - (-),7 residuos idénticos; (?), residuos desconbcidbs. '(;“) :por{':emaje de identidad de

CeTx con respecto a SloTx considerando uinicamente la secuencia parcial.

3.2.3 Centruroides sculpturatus

El veneno de C. sculpturatus no presenta actividad sobre el MaxiK

Tanto el nimero de alacranes de C. exilicauda como el de C. sculpturatus es reducido en el
laboratorio y por consiguiente la cantidad de veneno disponible es muy limitada. Para evitar
perdida de material en los primeros pasos de purificacion se inyect6 el veneno directamente en
el cromatografo de liquidos. En la figpura 18 se muestra el perfil de separacién obtenida
mediante ¢l mecanismo de fase reversa en una columna C\g scmipreparativa y con un gradiente
similar al reportado por Selisko y colaboradores (1998). La adicion de veneno total a
concentracién de 22pg/ml no mostrd actividad hacia el maxiK expresado en ovocitos segiin se
muestra en la figura 18b. Se probaron fracciones individuales en la regidn cercana a los 30
minutos de retencion ya que se sabe es el tiecmpo en que eluyen las toxinas que bloquean
canales de potasio. Los componentes con tiempos de retencidon de 28.95, 30.41 y 32.05
minutos, se ensayaron a concentracién de 1 pug/ml. Ninguna de estas fracciones mostrd

actividad inhibitoria sobre las corrientes a través del MaxiK.
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Figura 18. Separacion del veneno total de C. sculpturatus. a) Perfil de separacion del
veneno fotal de C. sculpturatus a través de una columna semipreparativa Cg con gradiente
lineal de la solucion A (0.12% de dcido trifluoroacético/agua) hasta 60% de Ia solucio'n B
(0.10% de dcido trifluoroacético/acetonitrilo). b) El veneno total (20ug/ml) es pracncamenre
inocuo en las corrientes macroscopicas del MaxiK expresado en ovocztos Se res‘enttm
corrientes normalizadas con respecto al trazo inicial a + 80 mV pam control, (C) en presencm
de veneno, (T); y después del lavado, (L). El protocolo de pulsos de prueba es similar al

presentado en la figura 15 (inserto izquierdo).

De acuerdo con el perfil cromatografico y a la actividad del veneno total sobre el MaxiK se
podria pensar que su composicién en C. exilicauda y en C. sculpturatus no es exactamente

igual (véanse figuras.16 y 18).
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3.2.4 Hadrurus gertschi.

El veneno de H. gertschi presenta importante actividad sobre la membrana de ovocitos de
Xenopus.

La adicion de 20pg/ml de veneno total en la cdmara de registro provocé un incremento en la
corriente de fuga casi instantaneo, haciendo imposible ¢l registro de la corriente. Por medio de
inspeccion visual a través del microscopio observé que la membrana de los ovocitos se dafiaba
considerablemente al cabo de 30 segundos. Se separé el veneno total por filtracén molecular a
través de Sephadex G50 y se obtuvieron ocho fracciones principales. Para conocer que fraccién
(es) eran la(s) responsables de esta actividad sc ensayaron las ocho diferentes sobre ¢l MaxiK a
concentracion de Spug/ml. En la figura 19 se muestra la separacion del veneno total y el efecto
dec estas fracciones sobre la membrana de ovocitos. Las fracciones que no presentan actividad

alguna, después de 6 minutos, son: I, 111, VI y VIIL

a b

20 ) Leak 4

- +
10 r——
: ¢ E— _E
12
g 1 n ﬁ:\ WV oVovae v
< 08 \] ]
o T E
') 1 L
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Volumen {mi) Fraccion 1L viyvit Hylv v.vi

Figura 19: Separacion del veneno de Hadrurus gertschi por tamario molecular y ensayos
Juncionales sobre el MaxiK. a) Se muestran las fracciones de la separacion cromatogrdfica
por Sephadex G50y se numeran de I a VIII. b) Registros electrofisiologicos en condiciones
control (C) y en presencia de fraccion téxica (T). Los trazos se agrupan en fres columnas, que
corresponden a diferente intensidad en los cambios detectados: sin efecto aparente, (=); con
corriente de fuga después de 2-3 minutos, (+); y, con corriente de fuga casi instantaneo (+++).
Todas las corrientes estan normalizadas excepto por la condicion T+++, que esta escalada

0.22 veces.
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Las demds actlian sobre la merﬁbrana e impiden la adecuada fijacion del voltaje y se dividen en:
importantes (V. y'VII)'confct)rricn_teS'de fuga que-sc manificstan después de 2-3 ‘minutos'y

criticas (I y IV) con corrientes de fuga casi instantdneas.
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4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En México existen 221 especies diferentes de alacranes, mcluyendo subespecxes de dlstlnlos
géneros. Del género Centruroides, por lo menos seis cspecncs son pehgrosas para el hombre: C.
elegans, C. infamatus, C. limpidus, C. noxius, C. sculpturatus y C sujﬁlsus En esla tesis se
trabajé con dos de éstas: C. noxius y C. sculpturatus. .Se hizo lo propxo con ol cxtllcauda,
Hadrurus gertschi 'y Anuroctonus phaiodactilus. Este trabajo es un pnmer paso. para
caracterizar el veneno de manera sistematica que permitird sentar las bases para entender el

mecanismo de accién de neuropéptidos sobre ¢l MaxiK ya sea formado por la subumdad o,

como por la expresion conjunta de las subunidades a y B.

SloToxina y el canal MaxiK (/islo).

La parte central de este trabajo gira en torno al aislamiento y caracterizacién de una nueva
toxina del veneno de C. noxius. De acuerdo a lo reportado en Carbone et al., (1982) el patrén
cromatografico de la separacion por filtracion molecular del veneno total presenta tres
componentes principales (I, [I y 111, figura 10a en la seccién de resultados). La fraccién II, rica
en toxinas hacia canales de potasio, fue la Unica efectiva para bloquear el MaxiK. La
separacion de ésta en columna C g semipreparativa presenta varios componentes no
completamente resueltos. Para facilitar el trabajo electrofisiologico de bisqueda, se mezclaron
varios componentes en scis grupos que s¢ muestran cn la figura 10b. Las fracciones 1.2 y
11.2.22 contenian el péptido inhibidor de corriente a través del MaxiK. La secuencia primaria
del componente 11.2.22 es muy similar a la de LbTx ¢ IbTx, sin embargo las tres difieren en el
namero de residuos acidos que contienen: IbTx, 5; SloTx, 4; y LbTx, 3. Esta diferencia en
carga, ademas de otros residuos, se encuentran principalmente en la cara opuesta a la region que
reconoce al receptor. Se puede observar esto claramente en las estructuras mostradas en. las
figuras de los renglones 3, 4 y 5 del anexo 2. Consccuentemente la actividad de estas toxinas
sobre la subunidad a para cl Maxicanal c¢s muy parecida., Los valores de ko, ko y Ky son de
3.9x10°M's!, 48 x10° y 1.5 nM; 1.4 x 10°M's™, 2.7 x 10 s y 1.4 nM; en condiciones
similares, respectivamente para SloTx e IbTx (Wailner et al., 1995).

Abhora, si se compara la actividad de SloTx en canales que expresan sélo la subunidad a con

aquellos que coexpresan con la subunidad B; encontramos que las constantes cinéticas de los
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canales de o + se ehientcciéroh con respecto a los valores obtenidos para o.. Para o + B, se
observo que ld:'éiﬁ'ética de asociacién disminuye en 2 érdenes de magnitud y la disociacién es
préct:camentenulaEs importante mencionar que cuando no se alcanza el estado de equilibrio
la recuperacion de la corriente es significativamente mayor, observacién que previamente se
reporta en Meera et al., (2000). En el caso de los complejos o + B, la constante de asociacién
disminuye cuatro érdenes de magnitud y la disociacién es casi imperceptible. Si se compara la
actividad de SloTx (100 nM y 5 min.) en o, o + B; y a + Bs se observa que para las dos
primeras el bloqueo es casi de! 90% en tanto que para la tercera es menor del 5% (véase la

figura 13e).

En el alineamiento de las subunidades B (figura 4, capitulo 1) se observan algunas diferencias
entre By y B4. El asa extracclular en By es mds larga por 11 aa, incluye 5 cisteinas y 4 residuos
bdsicos de mds; sin embargo, solo presenta tres de los cinco residuos conocidos como
importantes en la interaccion MaxiK-f;. A la fecha no se conoce la estructura secundaria de
ninguna de las subunidades reguladoras. Al buscar en la base de datos del Protein Data Bank
(PDB), disponible por internet, no se encontré ninguna proteina suficientemente parecida con la
que se pudiesen alinear y por tanto inferir su probable estructura secundaria y/o terciaria. En el
trabajo de Jiang et al., (1999) se dice que posiblemente una region del asa extracelular en 3,
podria estar formando una estructura de espiral enrrollada “coiled coil”. Dado el niimero de
cisteinas en la subunidad PBs posiblemente la estructura del asa seria diferente a la
correspondiente en ;.

La figura 20 muestra una caricatura que podria representar a grosso modo la disposicidn dc las
subunidades a y B. La disposicién y la distancia s¢ representaron de acuerdo los datos
reportados en diferentes fuentes: arreglo de los segmentos S1-S3, (Li-Smerin et al., 2000);
posicién de SO con respecto a B (Wallner ct al., 1996; Rojas ct al.,2002). Por otra parte, al
parccer la distancia de S1 6 S3 con respecto sitio receptor externo del TEA del poro del Shaker
esde~30A (Blaustcin ct al.,, 2000). Considerando que las asas para $, y Bssonde 125y 136
aa es posible que, en los dos casos, este segmento se extendicse y llegara hasta la entrada del
poro y formase un dominio semejante al de tetramerizacion en el Shaker (T1). Al igual que T1,
podrian existir una serie de “ventanas™ por las cuales entraria la toxina y bloquearia el poro. Al

ocurrir esto, se establecerian una serie de interacciones electrostdticas y/o impedimentos
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estéricos entre las asas y la toxina que posteriormente dificultarian la salida de esta Gltima. Es

importante mencionar que la principal diferencia entre ChTx, IbTx y Sloszeencuentra en la

positivas de las asas extracelulares tanto de ;1 como de B4 Esta'mt
en el asa de la subunidad B4 ya que-es més larga y bésw
disociacién particularmente mads lentas cuando se coexpresan los canales con subunidades o y

B, que confirmarian los resultados obtenidos en este trabajo.

Figura 20. Caricatura de la disposicion tridimensional del MaxiK y la subunidad B Se
muestra el arreglo propuesto por Li-Smerin para los segmentos 1-6 de canales dependientes de
voltaje (Kv), circulos marcados con 1-6. Se adicioné un segmento transmembranal SO para
que la figura representara a los canales formados por subunidad a del MaxiK (circulo
punteado marcado como (). Los dos segmentos transmembranales para la subunidad
regulatoria f (circulos punteados, mimero 1 y 2 en itdlica) se colocaron de manera adyacente
al segmento S0. El asa extracelular se colocé de tal manera que formaran una “tapa’ con
respecto al poro del canal. La flecha marca la distancia de aproximadamente 30 nd que

separa al segmento 83 con el sitio externo de union al TEA.
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Slotoxina y el canal MaxiK (dsl/o)

El canal ds/o carece por el momento de un ligando natural con alta afinidad ya que no presenta
un residuo cargado importante en la region de la torreta. La SloTx, hasta concentraciones de
300 nM, no produce efecto alguno sobre estos canales expresados en ovocitos. Resultados
similares se han reportado para la ChTx cuyo valor de Ky hacia este canal es de 5.8uM. Al
alinear las secuencias de los canales MaxiK en raton, humano y Drosophila (mslo, hslo y dslo)
con el Shaker, se encontrd que en la posicién equivalente a 341, el dslo carece de un residuo de
4cido al parecer muy importante. En estudios de bloqueo de Shaker-AgTx2 se encontré que
existe interaccion entre Shaker(D341)-AgTx2(R24) y que la mutacion de D341, por un residuo
no polar, decrece la afinidad dos 6rdenes de magnitud (Ranganathan et al., 1996; Hidalgo y
MacKinnon, 1995). En otro reporte, la mutacion T290E en disfo, localizado en la regién de la
torreta y en posicion anédloga al residuo D431 en Shaker, incrementé su afinidad hacia la ChTx
hasta 23 nM (Myers y Stampe, 2000). Es importante mencionar que el canal KesA, insensible a
las toxinas hasta ahora conocidas, tambien carece del residuo acido en esta posicién analoga.
Se realizé el modelaje por homologia, minimizacién energética y se¢ calculé el potencial
electrostético de la regién del poro para ¢l dslo. Se obscrva que presenta cierta similitud con
poro del canal Kcs4 (Anexo 7). Al realizarse la mutacion del residuo T290E en el dslo se
modifica el potencial electrostdtico de tal manera que ahora se asemeja al potencial
clectrostético del /slo, canal que si es sensible a la unidn de toxinas dc la familia 1.
Comparando la secuencia primaria y estructura tridimensional de las toxinas (anexos 2 y 6) sc
observa que los residuos R24 en Agtx, y R25 en ChTX y SloTx son analogos. Una posible
razon por la que la SloTx no presenta afinidad por el canal dslo, es que éste prescinde de un
residuo acido en la posicién equivalente a 341 en el Shaker y que al parecer es muy importante

en la interaccidn de las toxinas con el MaxiK.

Slotoxina y canales de potasio activados por calcio de baja conductancia (SK).

Existe un grupo importante de toxinas que bloquean los canales de potasio de baja
conductancia activados por calcio (SK). Poseen una marcada diferencia en longitud (28-35 aa),
tres o cuatro puentes disulfuro, y ligeras modificaciones en el plegamiento. La Leiurotoxina,

(LeiTx), POl y POS, Maurotoxina (MTx), Tsk, Pil, BmPOl, BmPO2, BmPO3 y BmPOS5
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bloquean preferentemente a los canales SK2 y SK3. Para el canal SK1 no se han'e‘néonujadvo
aun inhibidores peptidicos provenientes de veneno de alacran. En el anexo 3 se muestran sus
estructuras y en ellas se visualizan marcadas diferencias, entre cllas y ¢l MaxiK, en cuanto al
arreglo tridimensional y al potencial electrostitico, Para las toxinas ScyTx, POS, Pil, la
secuencia basica RR/XCQ localizada en la hélice o (véase anexo 3, renglones 1, 2 y 4) ¢s de
gran relevancia en la interaccién con los canales SK2 (Shakkottai et al., 2001). A diferencia de
éstas, en la SloTx la hélice o contiene varios residuos dcidos dando como consecuencia una
distribucién de cargas opuesta a la requerida para la unién con cste tipo de canales (véase anexo
2, rengléﬁ 5). - Esto podria explicar, cn gran parte, la inactividad de la SloTx tanto en canales
SK2 como SK3 ya que difieren en dos residuos no cargados en la regién del poro. En el anexo
7, renglones 11 y 12, se muestran los modelos para ambos canales donde la diferencia, apenas
perceptible, es el aa H517 en SK3. Ambos canales poseen dos residuos bdsicos en la regién de
la torreta, pero se encuentran “apantallados” por residuos polares sin carga. Situacién contraria
presentan los residuos acidos ya que todos ellos se encuentran sin obstdculo para interaccionar
con la regién bésica de las toxinas. Por la falta de consenso en tamario, arreglo espacial y
distribucién de cargas en toxinas que bloquean este tipo de canales se puede inferir que el
vestibulo en ellos pudiera ser muy flexible o que estas toxinas ocluyeran el poro en diferente
posicién u orientacidn con respecto al cje de simetria del canal. En el caso de SK1, difiere con
SK2 y SK3 por cuatro aa, tres de ellos en la torreta, que modifican la distribucion de cargas y el
potencial electrostatico. En el anexo 7, renglén 10, se observa que para el SKI existe una
region que forma un “anillo bédsico” externo a lo que podria ser otro “anillo 4cido™ y la
disposicion dc este arreglo podria complicar el acercamicento de péptidos altamente cargados al
vestibulo del canal. Seria importante entonces, buscar en toxinas basicas mas pequefias o bien

de longitud similar pero con carga bien localizada y de preferencia pequeiia.

Sletoxina y el canal de potasio tipo fierg.

Hasta la fecha se conocen sélo dos toxinas de alacrdn que bloquean selectivamente a los
canales herg. La ergtoxina ErgTx primera toxina reportada, por nuestro grupo de trabajo,
aislada del alacrdn mexicano C. noxius, con cuatro puentes disulfuro y 42 aa (Gurrola et al.,
1999; Scaloni et al., 2000). La BeKm-1 del alacran asiatico Buthus eupeus con tres puentes

disulfuro y 36 aa (Korolkova ct al,, 2001). Ambas toxinas al alinearlas muestran identidad nula
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entre si, sin errv_xfbé;gqy la BeKm-1 comparte practicamente la secuencia consenso de la subfamilia
aKTx1;"La mayor _ideﬁtidéd de secuencia (58%) se observa con BmTx1. En el anexo 4 se
muestra la'vcétrﬁic’;tufa de BeKm-1 obtenida mediante modelado por homologfa usando los
esqueletos de BmTx!I (1BIG) y BmTx2 (2BMT). A pesar de que el esqueleto practicamente no
cambia, la orientacién de las cadenas laterales modifican el potencial electrostitico. La
estructura obtenida en este trabajo concuerda mayormente con la presentada por Angelo et al.,
(2002) en el Congreso Annual de la Sociedad de Biofisica realizado en San Francisco
California, no obstante, no ha sido reportada ni depositada en el banco de datos PDB. En el
caso de la ErgTx la secuencia primaria es muy diferente y no presenta similitud apreciable con
algtin miembro de las familias hasta ahora conocidas como se muestra en la figura 15. El
patrén de ocho cisteinas de ErgTx no sc asemeja a ninguna de las otras toxinas con cuatro
puentes disulfuro como la Pil o MTx y por esta razoén no fue posible obtener su modelo
espacial. En la figural5 se muestran las secuencias primarias para las toxinas SloTx, BmTx,

BeKm-1 y ErgTx.

SloTx TFIDVDCTVSKECWAPCKAAFGVDRGKCMGKKCKCYP  100%
BmTx1 %-T--K--G--Q--PV--QM--KPN----NG--R--S 56
BeKm-1 RPT-IK-SE-YQ-TPV--SRT-KTN-R-VNGT-D-F 30
ErgTx DRDSCVDKSRCAKYGYYQECQDCCKNAGHNGGTCMFFKCKCA

Figura 21. Alineamiento de SloTx, BmmTx, BeKm-1 y ErgTx. Se muestra el porcentaje de

identidad con respecto a la SloTx. Los guiones significan residuos idénticos.

Dada la similitud que hay entre la BeKim-1 y las toxinas BmTx1 y BmTx2 (de la familia 1) se
penso que podria haber un dominio estructural comtin en BeKm-1 y SloTx que permitiera a esta
Gltima inhibir la funcién del canal herg. Los resultados muestran que a pesar de tener la
estructura global semejante, la orientacion espacial de los residuos cargados entre ambas
toxinas es muy difcrente seglin se puede apreciar en €l anexo 2 y 4. Ambas presentan un

potencial electrostatico muy distinto. En la BeKm-1, la cara de las hojas beta parece ser menos
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ba’.sica y de los ocho residuos criticos en la interaccion ChTx-MaxiK sélo posee dos idénlicos,
S10y N30; los otros seis son diferentes W14-T, R25-N, K27-R, M29-V, K34-D y Y36-F.

Se conoce que el canal herg contiene una diferencia marcada en ¢l ntimero de aa en la region
de la torreta con respecto a los poros de los demds canales, que podria maodificar cl sitio
receptor a las toxinas de alacran. No se obtuvo un modelo molecular para el canal herg ya que
la gran diferencia en tamario, debe modificar apreciablemente cl arreglo espacial de esta zona y
por lo tanto el modelaje por homologia no seria confiable. Recientemente se propuso que la
region del asa cercana al S5 forma una hélice, que posiblemente forma el sitio receptor para la

ErgTx y que existiria una oclusion parcial del poro (Pardo-Lopez et al., 2002b)

Slotoxina y el canal de potasio rectificador entrante IRK 2.1

Los rectificadores entrantes son canales que poseen sélo dos segmentos transmembranales y
que permiten pequeiias corrientes salientes. El proceso de rectificacion se lleva a cabo
mediante el bloqueo intracclular del canal por poliaminas o iones Mg?*. El IRK2.! es uno de
los canales que se conoce como rectificadores fuertes, sin embargo existen otras familias que
son tambien muy importantes, una de ellas es la del ROMKI1. En el anexo 7, renglones 3 y 4,
se muestran las estructuras tridimensionales para ambos canales. Hasta el momento sélo se
conoce un péptido del alacran Leirus quinquestriatus (Lq2) que bloquea a los canales ROMK1
y un péptido de abeja (tertiapina, Tpn) que bloquea tanto a los ROMK1 como a los GIRK1/4
(Jin y Lu, 1999; Ramu et al. 2001). La toxina Lq2 bloquea a los canales ROMKI1 con un
mecanismo y posicion similar a la adoptada por otras toxinas hacia los canales voltaje y calcio
dependientes (Lu y MacKinnon, 1997). Los residuos E123, N124, F146 y F148 son muy
importantes para la interaccion de ROMKI1-Lq2. En el canal IRK2.1 estos aminodcidos
corresponden a S123, E124, F147 y C148. Espacialmente cstos residuos, en los dos canales, se
encuentran en la zona importante para la interaccion con toxinas (torreta) como lo muestran las
estructuras tridimensionales del anexo 7. Existe otro péptido activo en ROMKI, la tertiapina
que posee una estructura formada por un segmento muy pequefio de hélice alfa, una regién
aparentemente no bien definida y dos puentes disulfuro. Se cree que los residuos mas
importantes para la unidon de la toxina con estos canales se encuentran en la hélice a y el

mecanismo de interaccion es primordialmente electrostitico (Jin et al., 1999). En el anexo 5 se
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muestra la estructura tridimensional de la Tertiapina. Comparando las estructuras de Lq2 con
SloTx y observando las estructuras para los canales rectificadores entrantes, se puede concluir
que. tal vez factores como la distribucién de carga y el potencial electréstatico pueden ser

decisivos en la falta de actividad de SloTx sobre el canal IRK2.1,

Veneno de otras especies de alacranes.

De los venenos estudiados, ademés del C. noxius, sélo el de C. exilicauda produce inhibicién
del MaxiK. Este veneno contiene al menos un componente puro co}’} afimdad de 16 nM,
determinado a partir de cxperimentos en fijacién de voltaje en miq’roéfcéé iev,‘mc‘mbrana de
'de 1bTx, LbTx y

ovocito de Xenopus. La secuencia primaria parcial del péptido es similar a
SloTx y probablemente sea un miembro mds de la familia a-KTx1. El perfil crdfnatogréﬁco de
la separacidn directa del veneno total de C. exilicanda mostrada en la figura 11 es relativamente
diferente al perfil de separacidn, en las mismas condiciones, para el C. sculpturatus (figura 12).
Este hallazgo, junto con la diferente actividad electrofisiolégica, pruebas anatomicas, y de
genotipo realizadas en el laboratorio por la estudiante de doctorado Adriana Valdez permitiran

aclarar que C.exilicauda. y C. sculpturatus son dos especies diferentes.

En el veneno del alacran 4. phaiodactilus, que también habita en el norte del pais, no existen
en las condiciones de medida, componentes que tengan actividad sobre la funcién del MaxiK.
Esto no significa que el veneno no presente una bateria de toxinas que pudieran tener accion en

otros canales de potasio.

En el veneno de H. gertschi se detectd actividad muy importante sobre la membrana de
ovocitos asi como cn varias de sus subfraciones. Se conoce que en la fraccion 11 existen
péptidos antimicrobianos con actividad sobrec membrana de bacterias; sin embargo, no mucstra
actividad aparente sobre la membrana de ovocitos. Las (racciones que exhiben aclividad
importante son V y VII; mientras que la actividad critica se detecta en [I y 1V (véase figura 14).
En nuestro grupo de trabajo se han encontrado péptidos con actividad fosfolipasica en el veneno
de Pandinus imperator (fostolipina) (Conde ct al., 1999). Uno de los posibles productos de

degradacion de fosfolipidos de membrana podria ser el dcido araquidénico y se conoce activa
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de manera impdﬁénté al Max1K(Duerson et al., i§96). ‘Asi pues, de ser este el caso, se tendria
un doble efecto en la corriente medida: el 'aumvgntd»d‘e‘]a corriente de fuga por la destruccién de
la xnéfﬂbfaha; per sé,}})oi'."]o's productos dc esta rcaccu’m ﬁéméntablemcntc esta investigacién
sale del marco_tempprii[ry_ _conﬁ:epiual de est@:__irabajo de tesis y se propone para un trabajo

posterior.
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Conclusiones

Al término de este trabajo de manera general se puede concluir:

El veneno de C. noxius contiene al menos una toxina con alta afinidad por el canal de potasio
MaxiK en la fraccién 11.2.22. El porcentaje de esta toxina en el veneno soluble es de
aproximadamente 0.5%. La secuencia primaria dec la toxina consta de 37 residuos y presenta un
gran porcentaje de identidad con otras toxinas de la subfamilia aKTx! como;-vlqjsén
Limbatustoxina, Iberiotoxina y Caribdotoxina. Debido a su alla actividad sobre canales s/o se
le di6 el nombre comiin de Slotoxina (SloTx) y de acuerdo a la clasificacion internacional se Je
denominé aKTx1.11. El bloqueo de la SloTx es reversible y de acuerdo a los valores cinéticos
se trata de una toxina de despegado lento. Las constantes se obtuvieron considerando una
reaccién de bloqueo bimolecular, comiin en muchas toxinas que bloquean canales de potasio.
Los valores calculados para las constantes cinéticas de asociacion, disociacion y afinidad fueron
de3.9x 10°M™ 5!, 4.8 x10 y 1.5 nM, respectivamente.

La Slotoxina presenta la propicdad de poder distinguir al maxicanal formado solamente por
unidades o, at+f; 6 a+fa. Los valores cinéticos de unidén y disociacién son tan distintos que
permiten diferenciar si el MaxiK esta formado solamente por subunidades o o por o + .

Esta toxina es altamente selectiva por este canal ya que no bloquea a los canales dslo, SK1,
SK2, SK3, herg, IRK 2.1, Kvl.l y Shaker IR. En todos cllos sc probé la SloTx a
concentraciones de hasta 300 nM o maycres (500 nM).

El veneno de C. exilicauda también presenta por 1o menos otra toxina con alta afinidad, con un
1Cso de aproximadamente de 16 nM. Esta Toxina también formaria parte de la subfamilia de la
ChTx.

El veneno de Anuroctonus phaiodactilus y Centruroides sculpturatus no contienen toxinas que
a la concentracion de 20pg/ml sean capaces de inhibir al MaxiK.

El veneno de Hadrurus getschi presenta una actividad litica muy importante sobre la
membrana de ovocitos. La existencia de toxinas sobre el canal no se pudo evaluar ya que no
fue posible fijar el potencial en ninguna de las fracciones de la separacién del veneno soluble
por Sephadex G50.

El andlisis de estructuras obtenidas mediante modelado por homologia nos permitid realizar

algunas observaciones que pudieran ser importantes en mcjor entendimiento de la interaccion

canal-toxina.

63




Bibliografia

11.

AdelmanJ.P,, ShenK.Z., Kavanaugh,M.P.,, Warren,R.A,, Wu,Y.N,, Lagrutta,A,, Bond,C.T,, and
North,R.A. (1992). Calcium-activated potassium channels expressed from cloned complementary DNAs.
Neuron 9, 209-216.

AlyarJ., Rizzi,J.P., Gutman,G.A., and Chandy,K.G, (1996). The signature sequence of voltage-gated
potassium channels projects into the external vestibule, J.Biol.Chem, 27/, 31013-31016.

AiyarJ., Withka,J.M., Rizzi,J.P., Singleton,D.l.,, Andrews,G.C., Lin,W,, Boyd,J., Hn}nsbn.D.’C,,
Simon,M., Dethlefs,B,, Lee,C.L, HallL.E, Gutman,G.A., and Chandy,K.G. (1995), Topology of the
pore-region of a K' channel revealed by the NMR-derived structures of scorpion toxins. Néﬁr:b'n:'f].f; 1169-
1181.
Alioua,A., Tanaka,Y., Wallner,M., HofmannF., Ruth,P., Meera,P., and Toro,L. (1998). The large
conductance, voltage-dependent, and calcium-sensitive K+ channel, Hslo, is a target of cGMP-dependent
protein kinase phosphorylation in vivo. J. Biol.Chem.273, 32950-32956.

Anderson,C.S., MacKinnon,R., Smith,C., and Miller,C. (1988). Charybdotoxin block of singlé Ca2+-
activated K+ channels, Effects of channel gating, voltage, and ionic strength. J.Gen,Physiol 97, 317-333.
Anderson,P.A. and Greenberg,R.M. (2001). Phylogeny of ion channels: clues to structure and function.
Comp Biochem.Physiol B Biochem.Mol.Biol. 129, 17-28.

Atkinson,N.S., Robertson,G.A., and Ganetzky,B. (1991). A component of calciwn-activated potassium
channels encoded by the Drosophila slo locus. Science 253, 551-555.

Batista,C.V.,, Gomez-Lagunas,F., Lucas,S., and Possani,L.D. (2000). Tcl, from Tityus cambridgei, is the
first member of a new subfamily of scorpion toxin that blocks K(+)-channels. FEBS Lett. 486, 117-120.
Behrens,R., Nolting,A., Reimann,F., Schwarg, M., WaldschutzR., and Pongs,0. (2000). hKCNMB3 and
hKCNMB4, cloning and characterization of two members of the large-conductance calcium-activated

potassium channel! beta subunit family. FEBS Lett. 474, 99-106.

. Bentrop,D., Beyermann,M., Wissmann,R., and Fakler,B. (2001). NMR structure of the "ball-and-chain"

domain of KCNMB2, the beta 2- subunit of large conductance Ca2+- and voltage-activated potassium
channels. J.Biol.Chem. 276, 42116-42121,

Bian,S., Favre,l., and Moczydlowski,E. (2001), Ca2+-binding activity of a COOll-terminal fragment of
the Drosophila BK channel involved in Ca2+-dependent activation. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 98, 4776-
4781.

Blanc,E.,, Fremont,V., Sizun,P., Mecunier,S,, Van Rictschoten,].,, Thevand,A., Bemassau,J.M., and
Darbon,H. (1996). Solution structure of P01, a natural scorpion peptide structurally analogous to scorpion

toxins specific for apamin-sensitive potassium channel. Proteins 24, 359-369.

. Blanc,E., Lecomte,C., Rietschoten,).V., Sabatier,J.M., and Darbon,H. (1997a). Solution structure of

TsKapa, a charybdotoxin-like scorpion toxin from Tityus serrulatus with high affinity for apamin-

sensitive Ca(2+)- activated K+ channels. Proteins 29, 359-369.

64




14,

15

16.

20

21,

23,
24,

25.

26.

27.

29.

30.

Blanc,E., Romi-Lebrun,R., Bornet,O.; Naka_]lma T., and Datbon H l (1998) Solutlon structure of two new
toxins from the venom of the Chinese scorpxon Buthus martensi Karsch blockers of potassium channels.
Biochemistry 37, 12412-12418, B S ’ e
Blanc,E., Sabatier,J.M., Kharrat,R., Meunier.S., El AyebM,, v}m kiekschoten J., and Darbon,H. (1997b),
Scorplo maurus. with high- affinity for voltage-

Solution structure of maurotoxin, a scorplon,‘ Xil
gated potassium channels. Proteins 29, 321-333, : )
Bontems,F., Roumestand,C., Boyot,P., Gilquin,B., Doljnnsky,Y Menez,A., and Toma,F. (1991). Three-
dimensional structure of natural charybdotoxin in aqueous solution by 1H-NMR. Charybdotoxm

possesses a structural motif found in other scorpion toxins, Eur.J.Biochem. 796, 19-28.

. Braun,A.F. and Sy,L. (2001). Contribution of potential EF hand motifs to the calcium-dependent gating of

a mouse brain large conductance, calcium-sensitive K(+) channel, J.Physiol 533, 681-695.

. Brenner,R., Jegla,T.J., Wickenden,A.,, LiwY., and Aldrich,R.W. (2000). Cloning. and  functional

characterization of novel large conductance calcium-activated potassium channel beta_ subunits,
hKCNMB3 and hKCNMBA. J. Biol.Chem.275, 6453-6461. g

. Butler,A., Tsunoda,S., McCobb,D.P., Wei,A,, and Salkoff,L. (1993). mSln, a t.omplex mouse gene

encoding "maxi” calcium-activated potassium channels. Science 2617, 221-224,

Candia,S., Garcia,M.L., and Latoire,R. (1992). Mode of action of iberiotoxin, a potent blocker of the large
conductance Ca®'-activated K' channel, Biophys. J.63, 583-590.

Canto,J., Femandez,Y ., Pons,M., Giralt,E., and Perez,J.J. (1999). Molecular dynamics study of kaliotoxin

in water. Int.J.Biol.Macromol. 24, 1-9,

. Carbone,E., Wanke,E., Prestipino,G., Possani,L.D., and Maclicke,A, (1982). Selective blockage of

voltage-dependent K+ channels by a novel scorpion toxin. Nature 296, 90-91.

Catterall, W.A. (2001). A 3D view of sodium channels. Nature 409, 988-9, 991.

Cornet,B., Bonmatin,J.M., Hetru,C., Hotfimann,J.A., Ptak,M., and Vovelle,F. (1995). Refined three-
dimensional solution structure of insect defensin A. Structure. 3, 435-448.

Crest,M. and Gola,M. (1993). Large conductance Ca**-activated K' channels are involved in both spike
shaping and firing regulation in Helix neurones. J. Physiol.463, 265-287.

Cui, M., Shen,J., Briggs,J.M., Luo,X.,, Tan,X., Jiang,H.. Chen,K., and Ji,R. (2001). Brownian dynamics
simulations of interaction between scorpion toxin Lq2 and potassium ion channel. Biophys. 1.80, 1659-
1669.

Darbon,H., Blanc,E., and Sabatier,J.M. (1999). Three-dimensional structure of scorpion toxins: towards a

new model of interaction with potassium channels. Perspectives Drug Disc.Design /5716, 41-60.

. Dauplais,M., Gilquin,B., Possani,L.D., Gurrola-Briones,G., Roumestand,C., and Menez,A. (1995).

Determination of the three-dimensional solution structure of noxiustoxin: analysis of structural
differences with related short- chain scorpion toxins. Biochemistry 34, 16563-16573.

DeBin,J.A., Maggio,J.E., and Strichartz,GG.R. (1993). Purification and characterization of chlorotoxin, a
chioride channel ligand from the venom of the scorpion. Am.J.Physiol 264, C361-C369.
Dehesa-Davila,M. and Possani,L.D. (1994). Scorpionism and serotherapy in Mexico. Toxicon 32, 1015-
1018,

65




3.

33.

34,

3s.

36

37

38

39

40.

41.

42

43,

44,

Dgrleprier,rc.M:.‘, Prééhpicka-Chalufo'ur,A., Boisbouvier,J., and Possani,L.D. (1999). Pi7, an orphan peptide -
from the s¢orpiion Pandinus imperator: a 11-NMR analysis using a nano-NMR Probe, Biochemistry 38,

~16756-16765. .
32

Djhz,F S Wal]ner,M., Stefani,E., Toro,L., and Latorre,R. (1996). Interaction of intemal Ba2+ with a cloned
Ch(2+)-dependent K+ (hslo) channel from smooth muscle, J. Gen. Physiol./07, 399-407.

Dick,G.M., Rossow,C.F., Smirnov,S., Horowitz,B., and Sanders,K.M. (2001). Tamoxifen activates
smooth muscle BK channels through the regulatory beta | subunit. J. Biol.Chem.276, 34594-34599.
Dick,G.M. and Sanders,K.M. (2001). (Xeno)estrogen sensitivity of smooth muscle BK chanr;‘ei‘lsA conferred
by the regulatory betal subunit: a study of betal knockout mice. J.Biol.Chem, 276, 44835-44840.
Ding,J.P., Li,Z.W., and Lingle,C.J. (1998). lnactivating BK channels in rat chromaffin cells may arise
from heteromultimeric assembly of distinct inactivation-competent and noninactivating subunits,
Biophys. 1.74, 268-289.

Doyle,D.A., Cabral,lJM., Pfuetzner,R.A,, Kuo,A., Gulbis,JM., CohenS.L., Chait,B.T., and
MacKinnon,R. (1998). The structure of the potassium channel: molecular basis of K+ conduction and
selectivity . Science 280, 69-77.

Dutzler,R., Campbell E.B., Cadene, M., Chait,B.T., and MacKinnon,R. (2002b). X-ray structure of a CIC
chloride channel at 3.0 A reveals the molecular basis of anion selectivity. Nature 475, 287-294,
Dworetzky,S.I.,, Boissard,C.G., Lum-RaganJ.T., McKay,M.C,, Post-Munson,D.J,, Trojnacki,J.T,,
Chang,C.P., and Gribkoff,V.K. (1996). Phenotypic alteration of a human BK (hSlo) channel by hSlobeta
subunit coexpression: changes in blocker sensitivity, activation/relaxation and inactivation kinetics, and
protein Kinase A modulation. J.Neurosci. /6, 4543-4550.

Ellis,K.C., Tenenholz, T.C., JemgH., Hayhurst,M., Dudlak.C.S., Gilly,W.F., BlausteinM.P., and
Weber,D.J. (2001). Interaction of a toxin from the scorpion Tityus serrulatus with a cloned K+ channel
from squid (sqKv1A). Biochemistry 40, 5942-5953,

Escobar,L., Root,M.J., and MacKinnon,R. (1993). Influence of protein surface charge on the bimolecular
kinetics of a potassium channel peptide inhibitor. Biochemistry 32, 6982-6987.

Fernandez,l., Romi,R., Szendefty,S., Martin-Eauclaire,M.F., Rochat,H., Van Rietschoten,J., Pons,M., and
Giralt,E. (1994). Kaliotoxin (1-37) shows structural differences with related potassium channel blockers,
Biochemistry 33, 14256-14263.

Ferrat,G., Bernard,C., Fremont,V., Mullmann,T.J., Giangiacomo,K.M., and Darbon,H. (2001). Structural
basis for alpha-K toxin specificity for K+ channels revealed through the solution I|H NMR structures of
two noxiustoxin-iberiotoxin chimeras. Biochemistry 40, 10998-11006.

Galvez,A., Gimenez-Gallego,G., Reuben,J.P., Roy-Contancin,L., Feigenbaum,P., Kaczorowski,G.J., and
Garcia,M.L. (1990). Purification and characterization of a unique, potent, peptidyl probe for the high
conductance calcium-activated potassium channel from venom of the scorpion Burhus tamulus. J.
Biol.Chem.265, 11083-11090.

Garcia-Valdes,J., Zamudio,F.Z., Toro,L., Possani,L.D., and Possan,L.D. (2001a). Slotoxin,
alphaKTx!1.11, a new scorpion peptide blocker of MaxiK channels that differentiates between alpha and

alphatbeta (betal or betad) complexes, FEBS Lett, 505, 369-373.

66




45,

46.

47.

48.

49,
50.

51,

53.

54.

55.

56.

57.

58,
59.

60.

Garcia,M.L., Hanner,M., Knaus,H.G., Slaughter,R., and Kaczorowski,G.J. (1999). Scorpion toxins as
tools for studying potassium channels. Methods Enzymol 294, 624-639.

Giangiacomo,K.M,, Fremont,V,, Mullmann,T.J,, Hanner,M., Cox,R.I1., and Garcia,M.L. (2000).
Interaction of charybdotoxin S10A with single maxi-K channels: kinetics of blockade depend on the
presence of the beta 1 subunit. Biochemistry 39, 6115-6122,

Giangiacomo,K.M., Gabriel,J., Fremont, V., and Mullmann,T.J. (1999), Probing the structure and function
of potassium channels with alpha-K toxin blockers. Perspectives Drug Disc.Design /5716, 167-186.
Giangiacomo,K.M., Garcia,M.L., and McManus,0.B. (1992). Mechanism of iberiotoxin block of the
large-conductance calcium- activated potassium channel from bovine aortic smooth muscle. Biochemistry
31,6719-6727.

Goldstein,S.A. and Miller,C. (1993). Mechanism of charybdotoxin block of a voltage-gated K+ channel.
Biophys.J. 65, 1613-1619.

Goldstein,S.A.N., Pheasant,D.J., and Miller,C. (1994). The charybdotoxin receptor of a Shaker K”
channel: Peptide and channel residues mediating molecular recognition, Neuron /2, 1377-1388,
Gomez-Lagunas,F., Olamendi-Portugal,T., Zumudio,F.Z,, and Possani,L.DD. (1996). Two novel toxins
from the venom of the scorpion Pandinus imperator show that the N-terminal amino acid sequence is

important for their affinities towards Shaker B K+ channels. J.Membr.Biol. /52, 49-56.

. Gross,A., Abramson,T,, and MacKinnon,R. (1994). Transfer of the scorpion toxin receptor to an

insensitive potassium channel. Neuron /3, 961-966.

Gross,A. and MacKinnon,R. (1996). Agitoxin footprinting the shaker potassium channel pore. Neuron /6,
399-406.

Gurrola,G.B., Rosati,B., Rocchetti,M., Pimienta,G., Zaza,A., Arcangeli,A., Olivotto,M,, Possani,L.D., and
Wanke,E. (1999). A toxin to nervous, cardiac, and endocrine ERG K+ channels isolated from
Centruroides noxius scorpion venom. FASEB J. 13, 953-962.

Hamill,O.P., Marty,A., Neher,E., Sakjnnnn.B., and Sigworth,F.J. (1981). Improved patch-clamp
techniques for high-resolution current recording from cells and cell-free membrane patches, Pflliger Arch.
391 ,85-100.

Hanner,M., Vianna-Jorge,R., Kamassah,A., Schmalhofer, W.A., Knaus,{1.G., Kaczorowski,G.J., and
Garcia,M.L. (1998). The beta subunit of the high conductance calcium-activated potassium channel.
Identification of residues involved in charybdotoxin binding. J Biol Chem 273, 16289-16296.

Hidalgo,P. and MacKinnon,R. (1995). Revealing the architecture of a K+ channel pore through mutant
cycles with a peptide inhibitor. Science 268, 307-310.

Hille,B. (2001). Ion channels of excitable membranes. (MA: Sinnauer Associates, inc.).

Ishibashi,K., Suzuki,M., and Tmai,M. (2000). Molecular cloning of a novel form (two-rcpeat) protein
related to voltage-gated sodium and calcium channels. Biochem.Biophys.Res.Commun. 270, 370-376.
Jaravine,V.A,, Nolde,D.E., Reibarkh,M.J., Korolkova,Y.V., Kozlov,S.A., Pluzhnikov,K.A., Grishin,E.V,,
and Arseniev,A.S. (1997). Three-dimensional structure of toxin OSK1 from Orthochirus scrobiculosus

scorpion venom. Biochemistry 36, 1223-1232.

67




61;
62.
| 63.
64.

65.

66.

67.

68,

69.

70.

71.

72.

73.

74.
75.

76.

iiang.Y,,Pi_co,A., Cadene,M., Chait,B.T., and MacKinnon,R. (2001). Structure of the RCK domain from
the E. coli K+ channel and demonstration of its presence in the human BK channel. Neuron 29, 5§93-601.
'Jfang.Z.; Wallner,M., Meera,P., and Toro,L. (1999). Cloning and characterization of human and rodent
MaxiK channel f subunit genes: Cloning and characterization. Genomics 55, §7-67.

Jin,W., Klem,A.M,, Lewis,J.H., and Lu,Z. (1999). Mechanisms of inward-rectifier K+ channel inhibition
by tertiapin-Q. Biochemistry 38, 14294-14301.

Jin,W. and Lu,Z. (1999). Synthesis of a stable form of tertiapin: a high-affinity inhibitor for inward-
rectifier K+ channels, Biochemistry 38, 14286-14293, -
Johnson,B.A., Stevens,S.P,, and Williamson,J.M. (1994). Determination of the three-dimensional
structure of margatoxin by 1H, 13C, 15N triple-resonance nuclear magnctic resonance spectroscopy.
Biochemistry 33, 15061-15070. -
Johnson,B.A. and Sugg,E.E. (1992). Determination of the three-dimensional structure of ibcriotoxin in
solution by 1H nuclear magnetic resonance spectroscopy. Biochemistry 3/, 8151-8159.

Joiner,W.J., TangM.D., Wang,L.-Y., DworctzkyS.I., Boissard,C.G., Gan,L., Gribkoff,V.K., and
Kaczmarek,L.K. (1998). Formation of intermediate-conductance calcium-activated potassium channels by
interaction of Slack and Slo subunits. Nature Neurosc. /, 462-469.

Kerr,I.D. and Sansom,M.S.P. (1995). Sequence analysis and molecular dynamics studies of potassium
channel transmembrane helices. Biochem, Soc. Trans, 23, 4158S.

Klenk,K.C., Tenenholz,T.C., Matteson,D.R,, Rogowski,R.S., Blaustein,M.P., and Weber,D.J. (2000).
Structural and functional differences of two toxins from the scorpion Pandinus imperator. Proteins 38,
441-449.

Knaus,11.G., Folander,K., Garcia-Calvo,M., Garcia,M.L., Kaczorowski,G.J., Smith,M., and Swanson,R,
(1994). Primary sequence and immunological characterization of B-subunit of high conductance Ca®'-
activated K* channel from smooth muscle. J. Biol.Chem.269, 17274-17278.

Korolkova,Y.V., Kozlov,S.A., Lipkin,A.V., Pluzhnikov.K.A., Hadley,l.K., Filippov,A K., Brown.D"A.,
Angelo,K., Strobaek,D., Jespersen,T., Olesen,S.P., Jensen,B.S., and Grishin,E.V. (2001) An ERG,
channel inhibitor from the scorpion Buthus cupcus. J. Biol.Chem.276, 9868-9876.

Krezel,A.M., Kasibhatla,C., Hidalgo,P,, MacKinnon,R., and Wagner,G. (1995). Solution structure of’ the
potassium channel inhibitor agitoxin 2: caliper for probing channel geometry. Protein Sci. 4, 1478-1489.
Latorre,R. (1994). Molecular workings of large conductance (Maxi) Ca¥-activated K' channels. In
Handbook of Membrane Channels: Molecular and Cellular Physiology, C. Peracchia, ed. (San Diego, CA:
Academic Press, Inc.), pp. 79-102.

Li-Smerin,Y., Hackos,D.H., and Swartz,K.J. (2000). A localized interaction surface for voltage-sensing
domains on the pore domain of a K+ channel. Neuron 25, 411-423.

Lu,Q. and Miller,C. (1995). Silver as a probe of pore-forming residues in a potassium channel. Science
268, 304-307.

MacKinnon,R. and Miller,C. (1988). Mechanism of charybdotoxin block of the high-conductance, Ca2+-
activated K+ channel, J.Gen.Physiol 9/, 335-349.

€8




7.

78.

79.

80.

81.

82,

83.

84,

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

93.

94.

MacKinnon,R. and Miller,C, ‘(1989). Functional modification of a Ca2+-activated K+ channel - by
trimethyloxonium. Biochemistry 28, 8087-8092.

Martins,J.C..” Van de Ven,F.J,, and Borremans,F.A. (1995). Determination of the three-dimensional
solution structure of scyllatoxin by 1H nuclear magnetic resonance. J.Mol.Biol. 253, §90-603.
McManus,0.B., Harris,G.I., Giangiacomo,K.M., Feigenbaum,P., ReubenJ.P,, Addy,M.E., Burka,l.F.,
Kaczorowski,G.l., and Garcia,M.L. (1993). An activator of calcium-dependent potassium channels
isolated from a medicinal herb. Biochemistry 32, 6128-6133.

Meera,P., Wallner,M., Song,M.,, and Toro,L. (1997). Large conductance voltage- and calcium-dependent
K+ channel, a distinct member of voltage-dependent ion channels with seven N-terminal transmembrane
segments (S0-S6), an extracellular N terminus, and an intracellular (89-S10) C terminus,
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 94, 14066-14071.

Meera,P., Wallner,M., and Toro,L. (2000). A ncuronal beta subunit (KCNMB4) makes the large
conductance, voltage- and Ca2+-activated K+ channel resistant to charybdotoxin and iberiotoxin.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 97, 5562-5567.

Menez,A., Bontems,F., Roumestad,C., Gilquin,B., and Toma,F. (1992). Structural basis for functional
divrsity of animal toxins. Proc.Royal Soc.Edinburgh 998, 83-103.

Meunier,S., Bernassau,J.-M., Sabatier,J.-M., Martin-Eauclaire,M.F., Van Rietschoten,J., Cambillau,C.,
and Darbon,H. (1993). Solution structure of PO5-NH,, a scorpion toxin analog with high affinity for the
apamin-sensitive potassium channel. Biochemistry 32, 11969-11976.

Miller,C. (1988). Competition for block of a Ca2+ -activated K+ channel by charybdotoxin and
tetraethylamimonium. Neuron /, 1003-1006.

Miller,C. (1993). Potassium sclectivity in proteins: Oxygen cage or  in the face. Science 26/, 1692-
1693.

Miller,C. (1995). The charybdotoxin family of K+ channel-blocking peptides. Neuron /35, 5-10.

Miller,C. (2000a). An overview of the potassiun channel family. Genome Biol. /, REVIEW.

Miller,C. (2000b). lon channels: doing hard chemistry with hard ions. Curr.Opin.Chem.Biol. 4, 148-151.
Miller,C., Moczydlowski,E., Latorre,R., and Phillips,M. (1985b). Charybdotoxin, a protein inhibitor of
single Ca*'-activated K" channels from mammalian skeletal muscle. Nature 373, 316-318.

Miller,C., Moczydlowski,E., Latorre,R., and Phillips,M. (1985a). Charybdotoxin, a protein inhibitor of
single Ca2+-activated K+ channels from mammalian skeletal muscle. Nature 3/3, 316-318.

Monks,S.A., Needleman,D.J., and Miller,C. (1999). Helical structure and packing orientation of the §2
segment in the Shaker K+ channel. J.Gen.Physiol /73, 415-423.

. Morais-Cabral,J.I1,, Zhou,Y ., and MacKinnon,R. (2001). Energetic optimization of ion conduction rate by

the K+ selectivity filter. Nature 4/4, 37-42.

Munujos,P., Knaus,H.G., Kaczorowski,G.J., and Garcia,M.L. (1995). Cross-linking of charybdotoxin to
high-conductance calcium-activated potassium channels: identification of the covalently modified toxin
residue. Biochemistry 34, 10771-10776.

Myers,M.P. and Stampe,P. (2000). A point mutation in the maxi-K clone dSlo forms a high affinity site

for charybdotoxin. Neuropharmacology 39, 11-20.

69




95, .Nurdnjo.D and Miller,C. (1996). A strongly. mu.ractmg palr of - resndues on the contact surface of
- charybdotoxin and a Shaker K+ channel, Ncuron l6 123 130 e
96. Obersl,C., Weiskirchen,R., Hartl,M., and Bxsler,K (19‘)7) Su

of a gene (CO6) encoding a membrane protel}n.‘relnt»ed

f',ih"lruﬁslbnned avian [ibroblasts
nanlxnalfﬁn ’potas;sium channel regulmdry
subunits. Oncogene /4, 1109-1116, v - ; : .
97. Olamendi-Portugal,T., Gomez-Lagunas,F., Gy{.lrr(‘), a, ’ani.'L.D. (1998). Two similar peptides
from the venom of the scorpion Pandinus imperator, oij 1 vg}ily"éﬂﬁ'dtiVe blocker and the other inactive on
K+ channels. Toxicon 36, 759-770. REER ' ] Tt
98. Ottolia,M. and Toro,L. (1994). Potentiation of large-conductance K¢, channels by mﬂumlc, ﬂufenamm '
and mefenanic acids. Biophys J. 67, 2272-2279, RS S

99. Pardo-Lopez,L., Garcia-Valdes,J,, Gurrola,(i.B., Robertson,G.A. and Possani,L.D. (2002). “Mappmg, the

receptor site for ergtoxin, a specific blocker of ERG channels™ FEBS Lett 5/0), 45-49,

100.Pardo-Lopez,L., Zhang,M.,, Liu,J., Jiang,M,, Possani,L.D., and Tseng,G. (2002). J. Bml Chem 277
16403-16411. -
101.Park,C.S. and Miller,C. (1992). Interaction of charybdotoxin with penmeant ions m51dc the porc of a K+

channel. Neuron 9, 307-313.
102.Pérez,G., Ottolia,M., Lagrutta,A., Adeiman,J.P., and Toro,L. (1994). Modulutxon Of S/o K( ,.chdnnels by

phosphorylation in lipid bilayers. Biophys. 1.66, A342.

103.Pisciotta,M., Coronas,F.l., Bloch,C., Prestipino,G., and Possani,L.D. (7000) Fast K(+) currenm from
cerebellum granular cells are completely blocked by a peptide purified: from Androctonus australis
Garzoni scorpion venom, Bivchim.Biophys.Acta /468, 203-212., "

104.Possani,L.D., Becerril,B., Delepierre, M., and Tytgat,J. (1999a). Scorplon toxms specmc for Nat-
channels, Eur.J.Biochem. 264, 287-300. i

105.Possani,L.D., Calderon,E.S., Olamendi,T.P., Dehesa-Davila,M., and Gurrola.G ( 1996) Protecclon conta
el alacranismo. In Vacunas, ciencia y salud, A. G. Escobar, J. L. G. Valdespmo, and.l A, Sepulveda, eds,
(Mexico DF: Secretaria de Salud. Subsecreteria de Coordinacion y Desarrollo), pp 553 567

106.Possani,L.D., Selisko,B., and Gurrola,G. (1999b). Structure and function of scorpion toxins afectmg, K
Channels. Perspectives Drug Disc.Design /5716, 15-40. ‘

107.Quirk,J.C. and Reinhart,P.H. (2001). Identification of a novel tetramerization domain in large
conductance K(ca) channels. Neuron 32, 1323,

108.Ramanathan,K., Michael,T.H., and Fuchs,P.A. (2000). beta subunits modulate alternatively spliced, large
conductance, calcium-activated potassium channels of avian hair cells. J.Neurosci, 20, 1675-1684.

109.Ramanathan,K., Michael,T.H., Jiang,G.J,, Hiel,H., and Fuchs,P.A. (1999). A Molecular Mechanism for
Electrical Tuning of Cochlear Hair Cells. Science 283, 215-217.

110.Ramu,Y ., Klem,A.M., and Lu,Z, (2001). Titration of tertiapin-Q inhibition of ROMKI! channels by
extracellular protons. Biochemistry 40, 3601-3605,

111.Ranganathan,R., Lewis,J.H., and MacKinnon,R. (1996). Spatial localization of the K+ channel selectivity
filter by mutant cycle-based structure analysis. Neuron /6, 131-139,

70




I12‘ Rauér.ll Lam&an M D Penmngton M.W., AiyarJ., Ghanshani,S,; Cahalnn M D Norton R S.,-and
Chandy.K G (2000) Structure-gluded transformation of’ charybdotoxm ylelds an analog that selectlvely
tart,ets Ca(2+) aotwated over voltage-gated K(+) channels, J.Biol.Chem. 275; 1201- 120 f e

113 Renisio,J.G., Lu,Z,, Blanc E., Jin,W., Lewis,].H., Bomet,O., and Darbon H. (1999) Solutlon structure of
potassium channel-inhibiting scorpion toxin Lq2, Proteins 34, 417-426, R B

| 14.Rojas,P., Orio,P., Toro,L., Garcfa,M.L., and Latorre,R. (2002). Biophys.J. 82 A998

115.Romi-Lebrun,R., Lebrun,B., Martin-Eauclaire,M.F., Ishiguro,M., Escoubas,P., Wu,F. Q Hisada,M.,
Pongs,0., and Nakajima, T. (1997). Purification, characterization, and synthesis of three novel toxins from
the Chinese scorpion Buthus martensi, which act on K+ channels. Biochemistry 36, 13473-13482.

| 16.8ambrook,J., Fritsh,E.F., and Maniatis,T. (1989). Molecular Cloning. A Laboratory Manuals. Vols. 1, II,
1. (Plaihviéw, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press).

117.8ato,C., Ueno,Y., Asai,K., Takahashi,K., Sato,M., Engel,A., and Fujiyoshi,Y. (2001). The voltage-

-sensitive sodium channel is a bell-shaped molecule with several cavities. Nature 409, 1047-1051, '

118.Savarin,P., Romi-Lebrun,R., Zinn-Justin,S,, Lebrun,B., Nakujima,T., Gilquin,B., and Menez,A. (1999).

Structural and functional consequences of the presence of a fourth disulfide bridge in the scorpion short

toxins: solution structure of the potassium channel inhibitor HsTX1. Protein Sci. 8, 2672-2685.
119.8caloni,A., Bottiglieri,C., Ferrara,L., Corona,M., Gurrola,G.B., Batista,C., Wanke,E., and Possahi.L.D.
(2000). Disulfide bridges of ergloxin, a member of a new sub-family of peptide blockers of the ether-a-
go-go-related K+ channel. FEBS Lett, 479, 156-157. -
120.Schoenmakers,T.J., Visser,G.J., Flik,G., and Theuvenet, AP, (1992). CIIELATOR: an nnproved method
for computing metal ion concentrations in physiological solutions. Biotechniques /2, 870-4, 876~ 9.
121,Schreiber,M. and Salkoff,L. (1997). A novel calcium-sensing domain in the BK channel, Bluphys .l 73
1355-1363. :
122,8chreiber,M., Wei,A., Yuan,A., GautJ., Saito,M., and Salkoff,L.. (1998). Slo3, a novel pll-"}_ /
channel from mammalian spermatocytes. J. Biol.Chem.273, 3509-3516. ‘ 7
123.Schreiber,M., Yuan,A., and Salkoff,L. (1999). Transplantable sites confer onlc:um sénsitivity to BK
channels. Nat.Neurosci. 2, 416-421. ’
124.Schumacher,M.A., Rivard,A.F., Bachinger,H.P., and Adelman,J.P. (2001). Strucbture of the gating domain
of'a Ca2+-activated K+ channel complexed with Ca2+/calmodulin, Nature 470, 1120-1124,
125.8elisko,B., Garcia,C., Becerril,B., Gomez-Lagunas,F., Garay,C., and Possani,L.D. (1998). Cobatoxins |
and 2 from Centruroides noxius Hoffinann constitute a subfamily of potassium-channel-blocking scorpion
toxins. Eur.J.Biochem, 254, 468-479.
126.Shakkottai,V.G., Regaya,l.,, Wulff,I1., Fajloun,Z., Tomita,Il., Fathallah,M., Cahalan,M.D., Gargus,J.J.,
Sabatier,J.M., and Chandy,K.G. (2001). Design and characterization of a highly selcctive peptide inhibitor
of the small conductance calcium-activated K+ channel, SkCa2. J. Biol.Chem.276, 43145-43151.
127.8hih, T.M., Smith,R.D., Toro,L., and Goldin,A.L. (1998). High-level expression and detection of ion
channels in Xenopus oocytes. Methods Enzymol. 293, §29-556.
128.Shipston,M.J. (2001). Alternative splicing of potassium channels: a dynamic switch of cellular
excitability. Trends Cell Biol. //,353-358.

71




129, Sokolovu,O Kolmakova-Parlensky, s and Gn;,oneffN (2001) 'I'hrce-dunenslonnl structure of a
,215-220

voltage-gated potasslum channel at 2 5 nm rcﬂoluuon Struéture, (Camb ) 9

conservation of scorpxon to
3760-3766. o

Acad. of Sci. U A,s'u‘; 9 )9
133.Stuhmer, W. (1992). Electror
39.,319-339, - : .
134, Tanaka,Y., Meera, P Song.M Knaus,H.-G., and-Toro,L. (1997). Molecular constlments ot maxi Ku

’yr voiogvicb_:‘ii]' Vrecording'ﬁ'om Xenopus cocytes, Métl\bds.Enzynﬁol. ‘20%?319-

channels in human cononary qmoolh muscle. Predominant a + 8 subunit complexes J. Physlol T5()2 545-
557.
135.Ténenholz,T.C.. Rogowski,R.S., Collins,J.H., Blaustein,M.P., and Weber,D.J. (»19_9]’7'
for Pandinus toxin K-alpha (PiTX-K alpha), a selective blocker of A,-,tyryyehi

Biochemistry 36, 2763-2771. e

136, Thompson,J. and Begenisich,T, (2000), Electrostatic interaction between charybd tox
mutant of Shaker K(+) channels. Biophys. §.78, 2382-2391, o

137.Tian,L., Duncan,R.R., Hammond,M.S., Coghill,L.S., Wen,H., Rusmovu; ‘l‘.B..'nnd
Shipston,M.J, (2001). Alternative splicing switches potassnum ¢ P
phosphorylation. J, Biol.Chem.276, 7717-7720.

138.Toro,L., Wallner,M.; and Meery,P, (1997), New insights into the topogaph gatingand nodulunon of
MaxiK channels. In From lon Channels to Cell to Cell Convcrsatlons LR VSuez. eds.
(New York: Plenum Press), pp. 47-65. S e

139.Torres-Larios,A., Gurrola,G.B., Zamudio,F.Z., and Possani,L.D. (2000). Hadrurm. a new antmncrobml
peptide from the venom of the scorpion Hadrurus aztecus. Eur.J.Biochem, 267, 5023-5031.

140, Tytgat,J., Chandy,K.G., Garcig,M.L., Gutman,G.A., Martin-Eauclaire, M.F., van der WaltlJ.J., and
Possani,L.D. (1999). A unified nomenclature for short-chain peptides isolated from scorpion venoms:
alpha-KTx molecular subfamilies, Trends Pharmacol Sci, 20, 444-447,

l4l.Ué5ele,V.N., Lagrutta,A., Wade,T., Figueroa,D.J,, Liu,Y., McKenna,E., Austin,C.P., Bennett,P.B., and
Swanson,R. (2000). Cloning and functional expression of 2 families of {beta}-subunits of the large
conductance calcium-activated K+ channel. J. Biol.Chem.275, 23211-23218.

142.Vacher,H., Romi-Lebrun,R., Mourre,C., Lebrun,B., Kourrich,S., Masmejean,F., Nakajima,T., Legros,C.,
Crest,M., Bougis,P.E., and Martin-Eauclaire,M.F. (2001). A new class of scorpion toxin binding sites

ructure

channels.

-and_a’tetrameric

related to an A-type K+ channel: pharmacological characterization and localization in rat brain, FEBS
Lett. 5017, 31-36.

72




143.Valdivia,}LH., Smith,J.S., Martin,B.M., Coronado,R., and Possani,L.D. (1988), Charybdotoxin and
noxiustoxin two homologous peptide inhibitors of the K+ (Ca2+) channel, FEBS lett 226, 280-284,

_- 144, Valverde,M.A., Rojas,P,, Amigo,J., Cosmelli,D., Orio,P., Bashamonde,M.l;, Mann,G.E., Vergara,C.; and
Latorre,R. (1999). Acute activation of maxi-K channels (hSlo) by estradiol binding to the beta subunit [In
Process Citation]. Science 285, 1929-1931.

145, Wallner,M Meera,P., Ottolia,M., Kaczorowski,G.J., Latorre.R C arcia,M.L., Stefani,E., and Toro,L.
(1995). Characterization of and modulation by a beta-subumt of a human maxi KCa channel cloned from
myometrium, Receptors Channels. 3, [85-199. o R

146, Wallner,M., Meera,P,, and Toro,L. (1996). Delennin‘ant'fdr B-subunit regulation in high-conductance
voltage-activated and Ca?'-sensitive K* channcls An addxtxonal transmembrane region at the N terminus,
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 93, 1492214927, . . -

147.Wallner,M., Meera,P., and Toro,L.” (1999). Moleculdr basls of fast’ inactivation in voltage and Ca®'-
activated K* channels: A transmembrane B—subum(homolog,. Proceedings of the National Academy of
Seiences of the United States of America 96, 4137-4142."

148. Wang,l., Wu,S.H., Chang,H.K,, Shieh,R.C., Yu,H.M., and Chen C. (2002) Solunon structure of a K(+)-
channel blocker from the scorpion Tityus cambridgei. Protein SCI v / 390-400

149, Wei,A., Solaro,C., Lingle,C., and SalkoffL. (1994), Calcnum sensmvny of BK-type KL.. channels
determined by a separable domain. Neuron /3, 671-681. ;

150. Wissmann,R., Bildl,W., Neumann,H., Rivard,A.F., Klot.l\er,N WeltzD oS

152, Yunn A., Dourado,M., Butler,A., and SalkofT,L. (1999) chlonde sensing - ydomam in"a lurz,e
conductance K channel. Biophys. J.76, A329, ‘ i A

153.Yuan,A., Dourado,M., Butler,A., Walton,N., Wei,A., and Salkoff,L.
unusual Cl- dependence. Nat.Neurosci. 3, 771-779,

154, Zamudio,F.Z., Condc,R., Arevalo,C., Becerril,B., Martin,B.M,, Valdivia,HH.H., and Possani,L.D. (1997a).

The mechanism of inhibition of ryanodine receptor channels by imperatoxin I, a heterodimeric protein

(2000)5 SVLO-Z. a K+ channel with an

from the scorpion Pandinus imperator. J. Biol.Chem.272, 11886-11894.

155.Zamudio,F.Z., Gurrola,G.B., Arevalo,C., Sreekumar,R., Walker,l.W., Valdivia,H.H., and Possani,L.D.
(1997b). Primary structure and synthesis of Imperatoxin A (IpTx(a)), a peptide activator of Ca2+ release
channels/ryanodine receptors. FEBS Lett, 405, 385-389.

156.Zeng,X.C., Peng,F., Luo/F., ZhuS.Y., LigM, and Li,W.X. (2001). Molecular cloning and
characterization of’ four scorpion K(+)-toxin-like peptides: a new subfamily of venom peptides (alpha-
KTx14) and genomic analysis of a member. Biochimie 83, 883-889,

157.Zerrouk,H., Laraba-Djebari,F., Fremont,V., Meki,A., Darbon,H., Mansuelle,P., Oughideni,R., Van
Rietschoten,J., Rochat,H., and Martin-Eauclaire,M.F. (1996). Characterization of POIl, a new peptide
ligand of the apamin-sensitive Ca2+ activated K+ channel. International Journal of Peptide and Protein

Research 48, 514-521.

73




158 Zhou.Y Moruls-Cdbml J. ll Kautmdn A and Ma(.Kmnon R (2001) Chemlsuy of jon: coordlnunon and
hydmtxon revculgd by a K+ chzmnel- Fab complcx at 20A resolunon. Naty_re 414, 43~48

74




Anexo 1 Articulos publicados

FEBS 25197

Slotoxin, ooKTx1.11, a new scorpion peptide blocker of MaxxK éhannels*

FEUS Letiers 5035 (2001) 369-373

that differentiates between o and o+f (81 or B4) complexes

Jesus Garcia-Valdes™!,

Fernando Z. Zamudio, Ligia Toroh, Lourival D. 'Pbs:sah“f*

of Blatechnal AY Unlverstty af Mexico,

ADepartment of Moleenlar Recogntiton and Structaral Blology,

Aventda Universidud 2601, P.0. Box $10-3, Cuermivaca b."ZIII Mexicn

W Departments of Anesthesiology wnd Molecular and Medical Phurmacology, Brain Reseorch Tustiture,

niversity of Callfornia, Lox Angeles,

CA WKIWS-201S, USA
Reccived 13 July 2001 : ueepied 26 July 2001

Firt published online 5

September 2001

Edited by Maurice Montal

Abstruct A novel peptide from Centravoides nosiuy Holfinann
scorpion venom was isnlated and sequenced. The 37 amino acid
peptide belongs to the charybdotorin sub-fumily (aRKTx1) and
was numbered member 11, aKTx 111 bas 75% sequence identity
with iberiotoxin und 54% with charybdotoxin, aKTx1.1]
revealed specificity for lian MaxlK <l ts (hSlo),
thus, was mmed slotoxin, Slotesin blocks the MaxiK pore-
forming o subunit reversibly (Kg = 1.5 nM). Siotoxin ussocistion
with a+f (Bl or P4) chunnels way ~ 10 fimes slower than
fheriotoxin asd churybdotoxing, Teading (o o luck of effect on
a+4 when tedded at 100 nM for S min. Thus, slotoxin is  better
tool to distinguish MaxIK a+p comple T 2001 Federation
of European Blochemi P hed by Elsevier Sci-

] Socicties. T
ence BV, AN rights reserved.

Key words: BK channel: Scorpion toxin: Phurmicology:
Potassiwm channel: Centruriides noxis

L. Intreduction

The large-conductance voltage und caleium-activated potas-
sium (MaxiK, BK) channels are intrinsic membrane proteins
that reguliate eacitability in a large variety of tissues including
bruin and smooth muscle [1]. MiniK can be formed only by
@ subunits or by complexes with at least four familics of
f§ subunits [2-8]. The « subunit (Slo) is formed by the *core’
that includes msmembrine segments $0-86 and hydropho-
hic regions §7 SX, the C-terminal “til’ containing 89 S10,
und the linker thit binds both domuins [6). The ‘core’ contains
the veltige sensor, the pore region and the site for f§1 subunit
interaction (7 9). The pore is formed by the loops of amino
acid sequences between the fifth and sisth membrane spanning
domains, il is the place where permeation of ions occur, and
where many pharmacologically active peptides bind [10]. Co-
expression with 3 subunits (with two transimembrane domains
and a large extrcellulur loop) modifies the MaxiK o-subunit
kinetic behavior, Ca?t sensitivity, moedulation, and pharmace-
logical propertics like scorpion toxin sensitivity [5.11-15).

Scorpion venoms are fich sources of peptides, which have o
variety of phamiacological ellects on ion channels, OF special

*Curresponding author, Fax: (52)-73-17238K.
Fonail acklress: possantigriblunatnmx (L. Possan).

! Present sddress: Depiiaient of Aunesthesiology, Univensity of
California, Las Angeles, CA HI095.7115, USA.

interest are those that aflect fonic membrane permeability
{10.16] ais they have been eacellent 1ools to study ion channel
function and structure {17} About 50 different peptides from
scorpion venoms were recently revised and clissificd within 12
sub-families, based mainly on structural similarities {18]. All
of these peptides have between 23 and 42 amino acid residues.
They have in common an a-helix. 1wo or three anti-parallet
B-sheets, und three or four disulfide bridges that shape the
three-dimensionul structure und are essentind for chunnel rec-
ognition [19). Most scorpion toxins specific for K4 channels
ure known to behave us pore blochers. The aliinity of o given
toxin for dillerent types or sub-types of K+ channels cin vary
severyl onlers of magnitade [16.17).

Here we deseribe a new sweorpion toxin aKTx1.11 (slotoxin
(Sla'l'x)) that specifically inhibits alian ManiK ch g3
and is capable of differentiating among three types of come
pleaes, o. i1 and atfid,

2. Materinls and methods

2.1 Chemicals, venam and purifcation procedure

All chemiculs were analytical grade reugents obliined from sources
already described [20.21), Scarpians of the specles Cemrrnroides unxius
were mitked for vepom in the faborery. The crude venom was dis-
sulved in distilled wuter und spun at 10000X g for 1S min. The super-
natant was separated by colunn (0.9 % 190 ¢m Sephades G50 aet
filration, (ollowed by  high-perfonmance liquid  chromatography
(HPLC) using o seini-preparative Cy reverse-pliase column (Vydae,
Hisperia). Severtl independemt runs of HPLC were obtained. The
active fraction was further weparated in oo snalyticul Cis reverse-
phose colusin using u different gradient (s degend 0 Fig, 1.

2.2 Admine actd sequenee
The umino acid sequesce was oblained by automatic Edntan deg-

radation in a LF3000 Protein Sequencer (Beekman) (20}, Samples off

approaimately 1 nmol cauch of native toain or reduced and atkyluted
wiin were applicd o the soquencer. A sumple of peptide was alse
cleaved by cyanogen bromide (CNBr) after N-terminal blockade and
sequenved. The last wmino acid was elucidiied by mins spectrometry
unalysis, The mokculur musses were obtained an v Voyuger DE-PRO
1PerSeptive Biosystems) equipped with o nitrogen laser (337 nm) |22,

23 Eleenostatle potentil analysis

hkw.(m;l-luc potentiads wese obtained alter lmuloln;.y modehng and
chergy tion using [ s of chas yhdotoxin (ChTa) solu-
tion structure (Swiss-Prot Accession No, 3ICRDI, Swiss-Model and
Deep View (Swisa-I'db Viewer) [23] thitpi/iv ww.expuasy.chispedvl),

4. Electrophysiological measirementy
CRNA {01 hSto (humun MuniK w aubonit). dSlo (Drosephila Mas-
iK et subunit). Herg, IRK, Kel.l. ShiR, SK 1. SK2 and $K3 a sub.
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A70

units and MaxiK 1 and [M4 subunits were synthesized using mMES-
SAGE mMACHINE In Vitro Transcription Kit {Ambiou), ¢cRNA
were injeeted into Xenopis oocytes using 1-2 ng of o subunits, and
when appropriate, with ~ 20-fold molar exceas of 8 subunits, These
conditions have shown a satwrating clicar of 1the §§ subunit on the
Cu*-sensitivity of MaxiK a subunit [4.13]. Potissium currents were
recorded 27 days alter RNA ingeetion.

2.4.1. Twowelettrinde valiuge-clamp.  The bath solution was ND-YG
fmM): 96 NaCl 2 KCL 1.8 CaCla 1 MgCleo 5 HEPES, pH 7.0, with
NuOH, or moditicd N1D-96 (containing 30 mM KOl and 68 NaCl),
Reristance for the voltige and carrenl electrades were 1.3 0.5 and
1.0 1.5 M€, respeetisely, when filled with 3 M KCL Holding poten-
tinls were: ~90 mV lor Herg, =80 mV for SHIR and Ky 1. L and 0 mV
for IRK2.1, Pulses were from —80 1o +80 in H) mV steps. For Herg,
post-test potentiitd was (0 =120 mV. Muacroscopic currents were re-
corded using the CATDB amplifier (Dagian Corporation). Currents were
fihered ut 175 of the sumpling frequency.

2420 Onrvideeont parches. Pipet and  bath solutions contained
mM): 110 Kemethanesulfonate, 3 KCI. 10 HEPES, § N.(2-hydroxy-
cthylkthylcnedinminetriveetic ueid, pH 7.0, Dillerent fice intracellu-
lur Ca?* solutions were prepared by addition of CaCls according (o
the Chelator program [24] and adjusted using a calcium-seketive elec-
trode (World Precision Instruments). Patete pipets Jind resistinces of
2 4 MS2. Holding potential swus 0mV for dSlo, hSlo, SKI. SK2 and
SKI. An EPC-7 umplifier (List Med and pCLAMP software
(Aavnn Instruments) were wsed tor acquisition and anadysis. Bovine
serum albumin (0.00)5) way present in all toain and washing solu-
[IBTIEN

2.4.3. Cunve futing.  Pharmavological experiments were fitted as-
suming u himokeulr reaction. Associntion (kyg) und dissucintion
(kon) rates, and equilibrium dissocianon constans (Ky) were abtained
s deseribed before (5], Values are mean £5.0.

3. Results and discussion

A4 Isolation and characterization of the new toxin, aRTx111

Three distinet fructions (Fig. [, 11 and U were obiined
after separation of € aexins soluble venom on a Sephadex
(G-50 column. Only fraction Il was capable of inhibiting
MuxiK currents assayed at 30 pg/ml protein, Fraction
was further purified by HPLC in o Cg semi-preparative col-
umn yiclding a complicated pattern ol separation (Fig, 1b),
To Iucilitate identification of active peptides, the HPLC out-
put was pooled into six fractions 111 1o TL6 (harizontal bars,
labeled | to 6). Only fraction 11.2 hlocked MaxiK currents
{n=3). This fraction contined about 22 ditlerent components
(Fig. 1b. left-side inset), but only component 22 had Maxik
channel activity (n=23). Therefore, component number 22
(usterish) was further  purificd to homogeneity  (Fig. 1h,
right-side inset),

The purilicd peptide was directly sequenced and the first
36 umino ucid residues were unequivocally ideatified (1ig.
le, arrow murked with d), The presence of o Met in position
29 fucilitated CNBr cleavage of the peptide. The N-terminal
amino acid was alkylated hefone CNBr cleavage. Sequence
detenmination of the C-terminal peptide confinned the se-
quence of the last seven residues (Fig, le, arrow marked
with CNBr), The Jast residue wits obtained by mass spectrom-
ey analysis (Fig. le, arrowhcad marked with MS). The
nutive peptide hud a moleculur mass of 4082.82, The first
36 residues accounted for a mass of VK383, taking into con-
siderntion the three disulfide bridges typical of MaxiK block-
ing toxins [1Y]). The missing amino acid residue of the se-
quence should have a molecular mass of 99.01, which
corresponds exuctly to that of valine, Thus, it is very likely
that the full amino acid sequence of this peptide contains
37 umine acid residues.

S CGurcia-Vables et al IFERS Letiors SO5 (2001} 369 374
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TFIDVDCTVSKECWAPCKAAFGVDRGKCMGKKCKCYV
= d >

|-cNBr-p
»
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Fig. 1. Punfication and sequenge of aKTxL 11 (SloTya s Three
tractions (1 1) were obuained alter the soluble €. poxius venom
(80 mp) was scparated in a Sephadea G-50 column using 20 mM
ammonium aectate buwler, pH 4.7, b The uctive (raction (1) was
turther separated by HPLC, using a semi-prepasutive Cix reverse-
phase column, with o hacar gradicot of solution A (.12 tatluoso-
acctie acid/water) o OU%. of solution B (0.10%% tifluorpacetic acid!
acetonitrile). Lelt-side inset: Fraction 112 run in an analyticid
Cys reverse-phase column with a linear gradient from 534 to 407 wo-
Tution B in Y0 min, Right-side insct: Re-chromatography ol compo-
nett 22 {labeked with dasterisk in the lell-side inset). Pure peptide
comaponds W less thun 0.5% of the soluble venom. ¢ Amine acid
sequence oblained by direer sequencing of the mative peptide (d,
CNBr cleaved peptide. und mass spectiometsy analysis (MS) Ar-
rows mark thie sequence ohfained by cach method,

Sequence compurison using BLASTP showed that the pu-
rified peptide has a greater similarity with the ChTs sub-fum-
ily, aKTxl. thun 1o other sub-fumilies of the short-chain
«K'Tx tamily lrom scorpion venoms [18]. The new toxin is
closcly related to limbatustoain (LbTx; aKTxl.4) [25] with
84% identity, und to iberiotoxin (1bTy; «KTxl.3) with 76%
identity. The identity with ChTx («KTxl.1) was only 54%
(Fig. 2u). We decided to classify this new toxin, aKTxl. 1],
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a

LbTx (0KTx1.4)
IbTx (OKTx1.3)
ChTx (O0KTx1.1)

an

1 10 20 30
S5loTx (O0KTxl1l.l1ll) TFIDVDCTVSKECWAPCKAAFGVDRGKCMGKKCKCYV

N . T e
Z-T-===8======8V==-DL==-==========R-=Q
Z~TN=8~=T=====8V=-QRLHNTS~~~==-N-—-R~=8

a B B

Fig. 2. Molecular charpcteristivs of aKTxLI$ (SlFx). a:
aligned wsing the Piktup program (Geneties Computer Group), Di
ing w-helix und P-strands in [LTx (Jashed line) and ChTx are

Amino acid sequence
hes: Identical sosiduea: question mark s unknowa sesidue. Amino s
ked [25,31). b Predicted electrostatic isopotential of SloTx, [Ty and ChTx.

companson of SToTa, LbTx. IbTA uand ChTX, Toxins were
cids Juran-

Red surfiuces represent negative cleetrostitic isopatentials at a free cacigy off =2 &2e: the blue surfuces ure for pasitise isopotentials of
+2 ATle. Molecules uee ariented such thut the bettom past would interact with the pore of K* chunnels [27-29).

wccording to the intermional nonenclature proposed recently
by Tytgat et al. [18). Consistent with its sequence similarity to
LOTx, IbTx and ChTx, «KTx1.11 is also a potent inhihitor of
the manmalian MaxiK channel a subunit (Slo) (see Fig. ).
and thus, was given the common rame, SloTx.

Multiple sequence alignment of SloTx with LhTx, IbTx and
ChTx shows thut the C-terminal region fiom position 25, in-
cluding two [slieets [25), is the most conserved region across
the molecutes (Fig. 2a). In addition, eclectrostatic potential
analysis, L 120 mM idonic strength, demonstrates thut similar
to IbTx and ChTx, the conserved C-terminal region of SloTx
confers to the molecule a positive clectrostatic isopotential
that js very close to the molecular surface. For llustmtive
purposes, Fig. 2b shows the clectrostutic isopotentials wt
zera fonic strength, which mitkes clear that SloTx has a sur-
face that is positively charged (blue grid). These results are
consistent with the fuct that SloTx blocks MaxiK channels
{sce Fig. 3) and the view that the positively charged C-termi-
mal domain is a4 major component for specilic shorl-range
inleractions  between scorpion  toxins and  the  negatively
churged pore region of K+ channels leading to channel block-
ade [26-29], Specific hydrophaobic residue-residue interactions
between SloTx and MasiK channels may also contribuie to
toxin-channel interaction us is the case for ChTx {26]. Inter-
estingly, the N-terminal lanking region of the w-helin und
prior to the B-sheet is similar in SIoTx and IbTx, but distinet
in ChTx (I'ig. 2u). This region is sitvated in the fuce opposite
to the site of toxin pore interaction [29], und might have
implications for the modulation of channe) hlockade by the
MuxiK B subunits (see below).

.20 Affinity of K11 1 for the MaxiK chunnel o subunit
The two-clectrode voltage-clinp technigue was used during

the toxin isolation procedure 1o measure the activity of differ-

ent fractions on the MaxiK o subunit (hSlo) currents. As

mentioned  before. fraction 11 and sub-fractions 1.2 and
11.2.22 all had it blocking cllect on the MuxiK currents,

The blocking Kinetics of the pure peptide (@KTxL.11,
SloTx) wits determined in outside-out patches expressing 1he
MusiK o subunit (hS10) and under conditions to attain a high
channel open probability (84 pM [Ca®*i: +40 mV) [13}. Ad-
dition of 100 nM SloTx blocked more than 90%% of the current
(Fig. 3a), which was completely blocked by 10 mM tetracth-
ylammonium (TEA). Toxin blockade reached  steady-stite
within 15-30 s and was fully reversible (FFig. 3Ja. wush). Fig.
3d shows the normalized current before (1), after addition of
toxin (2)., and after washout (3) (arrows mark the addition of
toxin and the beginning of washout). The duta could be well
fitted assuming a bimaolecular blocking reaction {continuous
tine). To increase the accuracy of ko, measurements, addition-
al eaperiments with a lower SloTx concentrition (10 nM) were
performed, kow wits (92X 108 M~V 57 Aay was
(AL L)X 107 7)), and Ay was LSEOE aM (n=5) ko
und hon vilues of SloTx are ¢lose to those reported for
IhTx, but one order of magnitude smller than the ones for
ChTN [S]. The results suggest that SloTx, similitr to IbTx and
Chra. interacts with the MaxiK chunnel pore-forming o sub-
unit by blocking the pore via a himeolecular reaction,

3.3 B subunit modulation of the SIoTx-MuxiK « subunit
interaction

1t is' known thutt co-expression of MuxiIK uceessory § sub-
units change the voltuge and Ca?! sensivivities. the kineties,
and the pharmacology of the MaxiK channel pore-forming
e subunit [L1,14). Thus, we decided to explore whether the
smooth muscle Bl subunit {30) or ncuronal B4 subunit {3)
madify the patiern o SloTx hlockude of MaxiK channels,
To confim 3 subunit expression. voltage-uetivation curves
were obtained in all experiments (insers in piwels abe). A1
the caletum concentration tested ( ~ 90 p M), B1 caused a left-
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Fig. ). Blocking propestics of aKTxl.11 on MaxiK chanuels formed by @ or a+f8 ¢ 1 Quisid ( patches from Yenomes oocyies ex-

;
pressing o (). o+BL (bee) and a+B4 (et subunits. Currenty were elicited w +30 mV trom a holding potential of 0 mV cvery 2 s, abe: Cur-
rent trwes ut specific times during the eaperiment. Numbers in traces tib.e) ind in time course plats td.e.0) are equivalent, 13 Contral; 2: in
presence of toxin: 3: after toain washout. TEA blockade was performed before toxin spplication. Arrows murk the time of addition of toxin
and washout, dye,f: Steudy-state current smplitades as o function of time. The geay line is the best fit W o bimolecuture blocking resction, which

is only an approximation for a+fl and c+fi4 ¢l Is, g1 N 1

Itai

§ curreny d afier § min application of 100 nM SloTx to cluinnels

!
formed by o, o+ and a+[}4, Note that the (14 subunit makes Max

ward shit of ~85 mV of the voltage activation curves,
whereas B4 caused a shift of ~ 39 mV. Half activation poten-
tials were: 22813 mV (1 =3) for the « subunit, =624 8 mV
(n=3) for ot subunits and —17£23 mV (#=4) for ot B4
subunits.

Co-expression of the Bl subunit (Fig, 3b.c) slowed down
the on-rate of chamel blockade by two orders of magnitude
to (S8 10 M- 57! (1=5) when compared with the
o subunit alone (3922 x 1P M~ 571 In addition, the
ofl-rate was dramatically slowed down muking SloTx block-
ude  practically irreversible during the experimental time
(Fig. 3¢ #=35). Fig. 3b illustrates control records (1), alfler
~ 10 min of toxin application (2). and ~ 135 min following
wiashout (3). [t also shows that 31 co-eapression does not
wlleet Full blockade by 10 mM TEA. lnterestingly, i chunnel
blockide waus not allowed 1o reich steady-state, wushout in-
dueed ~ 54 of recovery (not shown: n=2), which may be
indivative ol a second binding step between the channel, the
taxin and the extracetlulie doop of the §1 subunit. Thus, the
bimolecular model used to lit the data is only an approxima-
tion and Ay values cannut be estimated,

In the citse of ooeytes co-expressing o+f4 subunits (Fig.

iK channels extrerely resistant to SloTa hlockade,

3e,l). the association rate of the 1oxin was much slower than
when i1 was co-eapressed. The on-rate was decreased by four
orders of magnitude to (594 1) 102 M~ <! (n=d4) when
compared to the ¢ subunit alone. On the other hand, the on-
rate wits even slower, making the toxin dissociation irrev
ible within the experimental time (~ 30 min following wash-
out; Fig. 30). Because of the drastic diminution in the associ-
ation rate, the toxin concentration was increased to 1 uM 1o
be able 10 evaluate the on-rate within a reasonable time frame
(~25 min; Fig, 3N, Traces in Fig. 3¢ illustriate the current
blockade after ~23 min of toxin upplication {2), ~ 30 min
tollowing toain washout (3), and complete blockade with 10
mM TEA. Fip. 3g illustrates the magnitude of o a+f] and
a+H blockade using the same concentration of SlaTx (100
nM). § min after wxin application. Due to the extienie slow
on-rute of SloTa on @+B4 channels, their blockade is imper-
ceptable in this time range. whercas blockade of channels
assembled by o+ or ¢ subunits was ~ 90 Tn other words,
a i34 channels are extremely resistant to S8loTx blockade. hut
once hlocked. the woxin interaction is apparently irreversible.

Eaperiments using Bl and B4 demonstrate that SloTx bind-
ing 1o the chunnel is 10 tmes slower than the interaction off
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Table |

Speciticity of aKTx1,11 toxin for MK t.hnnm:ln B -
Channel S(SWIN] {nM)  Inhibition
hSto* 200 +

dSlo?, KvlLI", Hergh or IRK2.1® 300 -
ShIR® 50 -

SKI*, SK2* or SK)* S -
SQuisid ties and 110 K-metd If

bTwo-cloctrode voltpe-clump and NDYG or maditied NG,

[bTx and ChTx with the channel when these subunits are
present (5], In fuct, 100 oM SloTx is unable to significtmly
black the channel within 3 min of application in a+ 34 chan-
nels (Fig, 3gd whercas IhTa ar ChTx block ~ 2% of the
current in this same time frame [5]. Thus, SloTx is a2 more
reliuble pharmacological tool thun ChTx or IbTx to distine
guish channels formed by MaxiK a+{}d complexes.

3.4 Specificity of oK TN AL qonin for MaxiK channels

The toain specificity was assuyed in diflerent types of
K* channels such as the vohage-dependent ShIR (Shaker
K+ channel with inactivation removedr. Ky, and FHerg:
the voltage- and calcivm-activisted hSlko and dSlo: the volt
uge-tndependent/calcium-activated SK1. $K2 and $K3: and
the voltage-independent IRK2.1. The two-clectrode voltage-
clamp system  was used 10 siudy all voltage-dependent
K* channcls and IRK 2.1, Ouside-out patches were used o
study all calcium-dependent Kb channcels. None of these
channels showed any type of inhibition when nanomolar con-
centrations of S1oTx were tested (Tuble 1) and ufter 10 min of
toxin application. The lick of activity of SloTx towards the
K+ chunnel types examined here mimies the IbTX inuctivity
on channels other than the MiniK channels. Thus, IbTx and
the new toxin weported here (SloTx, akTal.1]) are quite spe-
cific for MuxiK channels.

In summary, our results open the possibility to use
KTl for discriminating chunnels in different  tissues
that express a. o+ or a+lJd chunnels,
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Abstruct  We show here that erptoxin (ErgTx) ix a bonu fide,
specific Mocker of the buman cther-a-go-go-relnted gene
(HERG) channcls, 1t does not affect the function of cither M-
cag o Meelk chunnel, A chimeric construction contuining u
segment of the P-region of M-eag channcl In\crt(-d into the
HERG channel drascically diminished or pletely abolished
the mhibjtory effect of Erg TN, whereas chilmeras of the P-region
of HERG channet into M-cng channels recovered the inhibitory
effect. From the P-repion point mutants of HERG channel
assuys, only the mutant NSYBQ shows about 25%, decrement of
the ErgTx inhibitory cffect. ErgIn recopnizes the Pegion of
HERG channeb. blocking the channel function with a K4 In the
order af 12 nM, 85 2002 Published by Flevier Science R.V. on
belalf of the Federation of Furopeun Biochemical Societies,

Human ether-u-go-go-related gene channel: K¥

Key words:
annelt M-cag channel: Scorpion

channel; Frgtoxing M-clk ¢
toxin

1. litroduction

The human ether-a-go-go-related gene (HERG) is 4 mem-
ber of the Eng super family of genes encoding potassium
channels with six transmensbrane donsains, an $$ region and
a highly consceved P-region |1, Mutations in [HERG give rise
ta inherited, type 2 long QT syndrame [2]. caused by a Joss of
the cmdinc repolarizing current ¢ [34]. Currents arising
fram expression of HERG or ERG. as the homologs in other
species are known, also play aolle in spike-reguency adap-
tation in neurons [5) and in human pancreatic B-cells [6).

ERG channcls are the target of a group of potent drugs
including anti-urchythmics, anti-histimines and  antihiotics
{7.8] that block K* currents cnusing acquived long QT syn-
drome as a side eflect. The discovery of naturally occurring
substances that can specifically wnd reversibly block or 1ecoy-
nize these types of channels is fundumental for the search and
development ol new putidive drugs Lo treat some ol the dis-
cuses and malfunctions associated with TIERG chunnels. For
the voltage-dependent K+ chimnels the use of scorpion 10xins
[9- 11] bas been extremely uselul 1 determine the geometry of
the outer vestibule of the pare of the channel. 10 conduet
studies of doubk mutams (chunnel and toxin coding gences)

*Corresponding author. Fax; (§2)-73-172388.
Eanail address! possaniggibtunam.mx (L.D. Possanl).

for corrclation ol the structure with the function of the li-
gund receptor complexes [12 18] Two main kinds of natu-
rlly occurring peptides from scorpions and spidees hitve
been isolited und charicterized: (i) Ure blocker tonin type,
that interacts with the outer vestibule of the pore inhibiting
the chaanels by physically occluding the X' conduction {19),
in a 1:1 stoichiometric relationship, and (i) the gating modi-
fier, thitt interucts with the 83 S4 segments of the channel ina
:d stoichiometry relationship and mudinca the closing and
opening Kinetics of the channel {20,2

We huve recently tound ergrtonin (l xblx) 22,23, the lirst
searpion peptide capable ol blocking specificully ERG chan-
neh. In this communication we describe the interaction of
Ergls with three chimeras of HERG and M-cug chunnels
wnd six different paint mutams involving the P-region of the
HERG channcl.

2, Materials and methods

2.1 Pnpnmlmn uf chimeras umd point mniants

e for chil § d in this ication wis
selected by using the finst letier ol’ca(.h channel (dther 24, stunding for
HERG: or A, stunding for M-cug; note the itulics, which distinguish
the fetters from amino acid residuces), Thus, FMI means
where the of the pene ing HERG ¢
was used, followed by a segmient of the M-cag gene (here only se-
quences that encode the pore region of the channel) und the extending
sequence to the end of the C-terminal region of the channcl was again
from HERG channels. Conversely. MM means i construction of a
chimerie gene where the N-terminal s from M-cag, the pore segment
containe HERG gene sequence and the C-tenuiinal ix again from M-

cag.

The ¢DINA tor chimera FAI was coonstrueted (rom two PCR
ruictions. The Gest amplitied the pore of Mecag: o §° end 1ag ol
HERG clone was introduced and u Bzl site of M-cug 3 end was
climingted. The second PCR ampliticd the first product. using HERG
chuntiel as templite; a BsrElL site of HERG clone was introduced
The PCR product (M-cag pore with 5' end of HERG) uand (e HERG
clone into pCDNAJ were digested with 8vEl and Buill (o Belll site
of pPCONAJ was clininated). The finad PCR product was then sub-
cloned into the carresponding site of the HERG gene,

‘The encodwd chanuel was composed of HERG sequences fiom the
amino-lerminus Lo residue CS66. at which point it crossed over 1o M-
vay residue 1396 At M—eap residue K577, the seguence apain crossed
back 10 HERG at residue K638,

(.‘hlmcr.u MUA and M382J1 were constructed usmg an in vitro

ination techniyue wo previowsly described by Herzberg el al.
[24). The first crossover point in the ML conmstruct occurs between
Mecug residue V449 and HERG residue VoI, The sccond crossaver
poinl occurs alter HERG residue LSO to Mecag residue L49R, For
ASE2H, the crossover occurs between M-cup residue 382 and HERG
residue M61Y,

2014-5793/02/522.00 4 2002 Published by Elsevier Science B.V. on behull’ of the Federaton ol Eusopean Biochanica! Societies.

PII: S0014-5793(D1)0I21R-5




46

The point mutations of HERG gene were prepured by direct muta-
genesis by two step PCR 1eactions in which appropriate priniers were
used, The correet presence of mutants was verified by sequencing the
products in an automatic Applicd Biosystcms muchine.

2.2, Tuxin purification
ErgTx wus purilled by chr gruphic procedi #s carlicr de-
scribed {23].

23, Chamnel expression In oocytes

Complementary RNAs for injection into vocytes were synthesized
from the T7 promoter of linearized DNA templutes at the Prul site
using the Mimessage Mmachine kit (Ambion, Austin, TX, USA). The
vocytes were prepurcd fullowing the technigue described cusdier {24
b brief, female Xenopus laevis frogs ( Nasco) were anesthetized by 1S
min cxposure to 0.15% of 3-aminebenzoic acid cthyl ester (Sigma).
The oocytes were surgically removed from the oviry, after which the
frog was dosed by suturing sl pluced in water 10 allow recovery
from the anesthesia, Defolliculution was perfomicd by incubuation for
1 hin 1.5 mg/ml collugenuse (Sigma Ty pe 1) in Ca®* -fiee OR2 oocyle
medium with gentle agitation. Gocytes were stored in ND96 solution
{in nM): 96 NaCl, 2 KCl, 1 MgCly, 1.8 CaCly, § HEPES buffer
audjusted to pH 7.4 with NaOH and supplemiented with 10 pginl
gentumicind st 18°C. Qocytles were injected with 50 nl of cRNA
(0.3 ng/ml) by using u microdispenser und & micropipette. Injeeted
oocytes were incubated ut 18°C for 24 48 b in ND96 medium, before
analysis.

2.4, Eleewrophysialogreal vecordings

Channels were u\pusscd 1o u level where 0.5 5.0 pA of unrcnl wits
recorded during a depolarizing step from a holding 1 of —80
mV o potentials betwern =80 Yund +60 mV. and upolnnnnb at =100
mY, Currents were recorded using the two-clectrode voltage clamp
method (CA-10 high performance oocyte cliump DAGAN), Eleciro-
des were filled with 3 M KCL, had a resistance of 0.3-1.0 M. The
buth solution contained (mM) 95 NaCl, 5§ KCL, ) MgCh, 0.3 CaCly,
5 HEPES buffer audjusted 10 plt 7.4 with NaOH. Control reconds were
tuken prior to the addition of toxin, On the uddition of 1oxin the
perfusion medium was stopped to ullow homogencous dispersion of
the toxin. In most experiments toxin was removed Crom the bath to
demonstrite recovery.

— soonal—
500ms
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3. Results and discussion

3.1, Specificity of ErgTyx effect in oueyte expressed channels

ErgTx effects were originally reported on ERG-like currents
in native neural and cardine tissues and tissue-derived cell
lines shown to express the gene encoding ERG [22]. In the
present study we assessed the specificity of the Urglhx intee-
action by comparing its relative ellects on heterologously ox-
pressed z-subunits off HERG, M-cag and M-clk channels in
Nenopus oocytes, The aim of this study was to determine
whether ErgTa was specific for ERG and 1o identity the re-
gion of toxin binding on the channd. Iig. 1 shows the record-
ings of toxin effect (left panel control, right panet after toain
application) on M-cag channels (Fig. 1AY. M-¢lk channcls
(Fig. 1B) and HERG channels (Fig, 1C). The current was
duecreitsed only for the HERG channels. Fig, 1D shows the
current versus volage profile of the inhibitory cllect of Cegl'x
in HERG channels, Inhibition was almost fully reversible as
shown in the figure by the cireles, A dose-response curve for
the effect of Lrglx (Fig. 1E) shows a Ay value of 114 oM.
This Erg'lx sensitivity is similar to that observed tor ERCG-ike
currents in oative cells and cell lines (16 nM; see [22)), The M-
cag and M-clk chunnels (Fig. 1AB, respectvely) were not
inhibited, cven alter application of a toxin concentration in
the range of 200 nM., These eaperiments were tepaitted several
times (#=6) with identical results. Qur findings provide addi-
tional confinmation that the previously recorded native cur-
rents [22) arise from channels composed primavrily of the ERG
ce-subunit, The high sensitivity of HERG lor the ErgTx also
suggested that the heterologous eapression system. together
with mampulation of the HERG chunnel struciure using re-
combinant DNA techniques, would provide u uselul mecans by
which 10 identify the binding domain of CrgT» on the IIERG
channel.

Voltage (mV)

20 40 60 80
‘A AAA A

400 -%0 80

-
7

Fig 1.

500ms E

% wnblocked
cwrrent

Effect of ErgTx on three different K* channels. K= currents were measured in oocytes expressing: (A) M-cag, (B) M-k and (C)

HERG chunnels, Left pancls sre cantral recordings, right pancls ure in the presence of 100 oM ErgTx, from a bolding potentiad of 80 mV (o

+60 mV by increments of 10 mV cach, whercas the tail currents were elicited by repolarization to - 100 mV. Pand D represcils 4 gurrent ver-

sus voliage truce of the inhibitory effect of ErgTx on HERG channels, in which the squares are control truces, triangles are in the presence off
toxin and cireles ure the secovery of currents afier wishing the tosn. P.le E is i dose response curve tur ErgTx on HERG chiunels, The cil-

culated 1Cyx wus 50 ag/ml (n=3), using (1+(ErgIxiiCs®) ') £< 0.
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Fig. 2, Sct ing the chimeric consiructions and point mutants of HERG channels. Upper line shows the amino acid sequence of
HPRC. Lh-l"nl.l fmm nudm. G572 1o K638, The stars on top of amino teitds indicate point mutations: DSKOA, DSPIA, 15931, N593Q, S6 20T
and S631V, The subsequent lines show, (i} a schenatic represeutation ot HERG channel sequeace fiom the S5 o 56 traanmembrine regions
tshudowed boxes), where the arrows show the position of the aming wcids rom GS72 ta K638: (i) the cquivitent scheme for the Mecug chane
nel (empty boxes); (iii) the chiseric M-cag HERG M-eap ¢l l. where the sey from V612 to LGSO is from HERG: (iv) the AM3824/
climerie construction in which the Neterminal is from Metug up to T356 und the remitining sequence is from HERG und (v) the last chimeric

is HERG sequence up to C566 und ufter K638, whiereas the internal scgnent is from M-cag 1396-K577.

3.2, Mupping the receptor site for Erglx hinding

We took advantage of the hemology between HERG and

M-cag 10 ke chimerns and determine what regions of

HERG uniquely specify ErgTs sensitivity (Fig. 2). Because
previous studies have showan that other scorpion toxins bind
to the pore region of voltuge-gated K= channels of the Kv
family, we tested (he hypothesis that the poreforming region
serves as the Ergx binding site in HERG. According to this
hypothesis, chimeric M-cag chunnels with an HERG pore
should be inhibited by ErgTa. I the binding were in u difler-
ent region of HERG. such as the $3 S4 loop serving as the
spider hanatoxin weceptor in KY channels [20,21]. sensitivity
would be determined by the parent channel in regions outside
the pore. Fig, 2 shows the chitnerus schematically, with M-cag
sequences in unfilled boxes and HERG sequences in filled
boaes, We nlso tested six constructs with point mutations in
the corresponding region, s tndicated with asterisks,

As a model, we will refer 1o sub-domains of the bacterial
channel KesA pare, which have been stiructurally determined

A Ié
300nA
500ms

B

M)

[25], Within the sclectivity filter and preceding pore helix,
there is tv high degree of sequence similarity between Kes,
HERCY and M-eag. In the upstream turret nrea, the sequence
diverges among ull three channels.

As a lirst test ol the sensitivity of the pore region to toxin
binding, we replaved the pore in IIERG with the correspond-
ing sequences of M-cag (M MH; Fig. 3. The HAMH chimera is
not sensitive to ErgTx. The currents were naot modified in the
presence of toxin, However, as it can be observed in Fig. 3C,
the substitution ol the pore region (M=ag into 1erg) abol-
tshes the rectitfication property of the channel, Fig, 3C does
not show the cffect of the toxin, but riather compares the
behavior ol the native M-cag (circles) with that ot the chimera
(trinngles). This observation suggests that the wmine avid se-
quence of the 85 P loop sepment of HER G channel, although
similar to that o M-cag wn size, contains information or spa-
tint folding that mukes it different. Ergl'x senses the diflerence
between them.

To confirm that pore sequences of HERG were important

Fig. 3. Effect of ErgTx on HALH chimeri. A: Left shows outward currents, under volage clamp conditions for control recordings (similar 10

M-cag channet nlone) and right is in the pn.sull.\.‘ of 20 nM Erglx. B:

‘The scheme of the chimera (N-terminal and C-terminal of HERG in

bold, middle section i from M-cag chanuels). C: Current versus voltage relitionship of the autward currents of A compared with M-eag chan-

nels (eircles), for n=3.
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Fig. 4. Effect of ErgTx on MM and L3824 chimens. A-C are from A121M. whose caricature is depicted in B (N-terminal of HERG and C-
terminal from M-ciag in bold), wheseas D-1F are from the AIJN’II chimera, scheme shown in E, Panel A shows the outward currents elivited

according to the protocol of Fig, L. tor control (upper

Jo after @

lic of 100 nM ErgTx (middle) and afler washing (lower pun-

el), Panel € shows the cursent versus voltage curve of the sesults in A, whese the squares represent the control, triangles the toxin etlect and

the open circles the washing vondition (n=

, 1'<.0.005). D: The same situation as A, for the A7Z38214, and F is the corresponding current ver-

sus voltuge curve, where the squures represent the recording of the control, trisogles the toxin effect and the open vircles the recovery (1=4

P<002).

in toxin binding, we studied the chimers MHM. un M-cag
clunnel in which the P-region heginning berween the turret
and the pore helix, and cxtending half~way through S6, has
been replaced with corresy g HERG sequences (see See-
tion 2 und [24]). Despite possessing much ol the HERG pore,
MM exhibited a deastically reduced sensitivity 10 Ergl'x
(Fig. 4A O), Currents were seduced by only 15%%, even at
high toain concentrations (100 nM). This chimera exhibits
thie rupid activition charueteristic of M-cag und the rupid
inuctivation characteristic of HERG, resulting in a pactially
inaetiviting, large outward current intemedinte between the
two pirentul phenotypes (swe ulso [24]). The intact inuctiva-
tion indicates that the external mouth of the pore retains its
normal (unction and suggests that the retative luck of toxin
binding is not due to a gencral disruption of structure in that
region,

Because MM AL does not contain the entire HIERG pore
sequence, including the “turret’, we tested the sensitivity of
the chimern 73824, which contains 4 pore composed entirely
of HERG sequence, As shown in Fig, 4, M382H is clearly
inhibited by ErgTx (Fig. 4D 1), This chimera exhibits the
pronounced inward rectification characteristic of the wild-
type HERG chunnel. The block is about 80%. using 100

D380A H
H

DA

NSUEQ H

$620T H

sV j
WwT H

Fig. 5. Pervent of blockape for she site-direted mutants. This
graphic shows the percent of blockage due 1o the application of 10
oM EngTx (or the point mutants, shown on the kfi: DSROA,
DSIIA, NSIROQ, S620T, S631V und wild-1ype (W) Error burs indi-
cate mean (£S.EM., n=23),
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nM ErgTx, and it is reversible by wushing, These observations
strongly support a role for the HERG pore region in ErgTx
block, especially in the oghly divergent tureet vegion that
distinguishes HERG from M-cag, M-clk and other K* chan-
nels. Morcover, they exclude a primary role for residues in the
HERG 8384 region in toxin hinding.

Finally, we tested sia point mutations in Uhis region in un
attempt 10 identify particulir amino acids thar specify the
binding preference of Erg'l'x for HERG channel (see Fig, 5).
Among the mutants tested. only NS9RQ showed a small re-
duction in inhibition by the toxin, exhibiting 6% compired
with 80% inhibition of wild-type channels, However, this 25
reduction of inhibition should be taken only as an indicaion
for the nced of additional point muotation studies in this seg-
ment of the channel. 15893R did not express. Surpwisingly.,
mutations that disrupt Caiype inaetiviion Gud presumably
the conformittion of the outer pore region). S620T wnd S631V,
had tittle effect on toxin inhibition of the current. Considering
that agitonin and charybdotaxin binding are disrupted by
Shaker mulutions equiviteat 1o S631V, our findings suggest
that their mechanisms of binding arc likely to difler from that
of ErgTx in HERG. Perhaps this should not be surprising. as
the amino acid sequence of ErgTx is quite ditlerent [rom the
aother known Kv specific tonins (42 amino acids with four
disulfide bridges: see [23]). More surprising muy be the insen-
sitivity of ERG channels to other K+ channe! tosins from
scorpions, despite homology in the binding regioas, One can
spectlate that structural differences. most notably the Jong
sequence predicted to give rise 1o an unusually Jarge turret
(sce review by Tseng [26)). preseal sterie hindrance to an oth-
erwise conserved binding site.

In conclusion, our results support the idea thae ErgTs s
specific lor HERG channel and does not recognize other,
closely nelated chunnels, It is o legitimate blocker of HERG,
able 10 recognize the umino ncid sequence between the $3-P
loop region, The specific binding sites are either different feom
the locution where other scorpion toxins bind (0 the Kv chan-
nels, or the structure of the 85 P loop region of HERG chan-
nel is dilferent from that of the voltagedependent K+ chan-
nels. More mutagenesis studies will e required o pinpoint
the residucs specifying Lrgl's block.
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Anexo 2. Toxinas bloqueadoras del MaxiK

Toxina aa cargados aa criticos P. electrostatico
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Estructuras tridimensionales de toxinas de alacrdn que presentan actividad sobre el MaxikK.
Para cada una de las toxinas se presenta en la primera columna la abreviatura; en la segunda, la
estructura mostrando los residuos cargados; en la tercera, la estructura mostrando los residuos
en las 8 posiciones criticas para el bloqueo (ChTx-MaxiK); y en la ultima el potencial
electrostatico. Las estructuras se obtuvieron del Banco de datos de Proteinas (PDB) o mediante
modelaje por homologia, las ultimas marcadas con asterisco (*). En todas las estructuras el
potencial electrostatico se calculd usando la ecuacidon de Poison-Boltzman en condiciones de
fuerza i6nica nula. Las nubes energéticas presentan energia isopotencial de 2kT. Las toxinas
se orientaron hacia la posicién mas probable en que las toxinas aKTx! se unen a los canales

dependientes del voltaje.
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Anexo 3 Toxinas bloqueadoras de los canales SK

Toxina aa cargados aa criticos P. electrostatico
LeiTx
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Estructuras tridimensionales de toxinas de alacrdn que presentan actividad hacia canales SK.
Para cada una de las toxinas se presenta en la primera columna la abreviatura; en la segunda, la
estructura mostrando los residuos cargados; en la tercera, la estructura mostrando los residuos
en posiciones criticas para el bloqueo de: (1) ChTx-MaxiK o (2) P01-SK; y en la ultima, el
potencial electrostdtico. Las estructuras se obtuvieron del Banco de datos de Proteinas (PDB) o
mediante  modelaje por homologia (marcadas con asterisco rojo, *). Las estructuras
tridimensionales que no contienen la informacién requerida para el calculo del potencial
electrostatico se sefialan con doble asterisco azul (**). En las estructuras donde fue posible, el
potencial electrostatico se calculé usando la ecuaciéon de Poison-Boltzman en condiciones de
fuerza i6nica nula. Las nubes energéticas presentan energia isopotencial de 2kT. Las toxinas
se orientaron hacia la posicién mas probable en que las toxinas aKTx1 se unen a los canales

dependientes del voltaje.
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Anexo 4 Toxina bloqueadora de canal Erg

Toxina

aa cargados

aa criticos

P. electrostatico

BeKm-1
%

Estructura tridimensional de la BeKm-1 que bloquea al canal herg. Se presenta en la primera

columna, la abreviatura; en la segunda, la estructura mostrando los residuos cargados; en la

tercera, la estructura mostrando los residuos en las 8 posiciones criticas para el bloqueo (ChTx-

MaxiK); yken la altima el potencial electrostatico. Las estructura se obtuvo mediante modelaje

por homologia (por lo tanto se marca con asterisco rojo, *). El potencial electrostatico se

calculd usando la ecuacién de Poison-Boltzman en condiciones de fuerza i6nica nula. Las

nubes energéticas presentan energia isopotencial de 2kT. La

toxina se orienté hacia la

posicion mds probable en que las toxinas ®KTx1 se unen a los canales voltaje dependientes.
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Anexo 5. Toxinas bloqueadoras de canales rectificadores entrantes

Toxina aa cargados aa criticos P. electrostatico
LeiTx
a) .
vy L e
. ,,,\N: " . . »\ a:;r!
Tpn
@)*

Estructuras tridimensionales de toxinas peptidicas que bloquean canales rectificadores
entrantes. Para cada una de las toxinas se presenta en la primera columna, la abreviatura; en Ja
segunda, la estructura mostrando los residuos cargados; en la tercera, la estructura mostrando
los residuos en posiciones criticas para el bloqueo de: (1) ChTx-MaxiK o (2) Tpn-ROMK1; y
en la ultima, el potencial electrostético. Las estructuras se obtuvieron del Banco de datos de
Proteinas (PDB). La tertiapina, marcada con asterisco (*), es un péptido aislado del veneno de
abeja. El potencial electrostitico se calculé usando la ecuacién de Poison-Boltzman en
condiciones de fuerza ionica nula. Las nubes energéticas presentan energia isopotencial de
2kT. Las toxinas se orientaron hacia la posicién mas probable en que se unen a los canales

voltaje dependientes 0o ROMKI.
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Anexo 6. Toxinas bloqueadoras de canales Kvl.x

Toxina

aa cargados

aa criticos

P. electrostatico

ChTx

AgTx2
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BmKTx

KTx

NTx
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BmTxl1

BmTx2

Tecl
*)

Estructuras tridimensionales de toxinas de alacran que presentan actividad inhibitoria de
canales dependientes de voltaje. Para cada una de las toxinas se presenta en la primera
columna, la abreviatura; en la segunda, la estructura mostrando los residuos cargados; en la
tercera, la estructura mostrando los residuos en las 8 posiciones criticas para el bloqueo (ChTx-
MaxiK); y en la dltima el potencial electrostatico. Las estructuras se obtuvieron del Banco de
datos de Proteinas (PDB) o directamente del articulo fuente (*). El potencial electrostatico se
calcul6 usando la ecuacion de Poison-Boltzman en condiciones de fuerza i6nica nula y energia
isopotencial de 2kT. Las toxinas se orientaron hacia la posicion mas probable en que las

toxinas olKTx1 se unen a estos canales.

— ey

TESISCON |
| FALLA DE ORIGEN |

92




10

les de canales de potas

mmensiona

Anexo 7 Estructuras trid

P. electrostatico

2

2

3

=

8

.m -r.\ﬂ fo.” o, ...M

80 ¢e (va *y o * - *v e
m a&\tur\vvoo\ *v\ro* oUﬂ-..ﬂ.o *v,oo.*
: ' o' - o K

3]

(2]
[+2]




hsio P
* « P
PP
‘-"’ l"
e &
L |
dsl
*so o
“.
e vy
> [y
".‘
L
dslo-1M
o [
LN ®
[
o o9
‘ o Q"
e O
L
SK1 ' 1
*
» ‘q’
.o
SK2
* "_
VvV e
R”
SK3
+ A
v @
@'o‘((}

Todas las estructuras se obtuvieron mediante modelaje por homologia con la estructura del
canal Kes4 (1BL8). En cada uno de los canales se mutaron, en el asa del poro, los aminoacidos
diferentes, pero se conservoé la secuencia integra de los segmentos transmembranales S1 y S2

de la estructura cristalina original. Se consideré que, en esencia, esta region no se modifica por
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posibles deleciones o adiciones de hasta tres residuos. Se presenta la estructura tridimensional
mostrando unicamente residuos cargados (columna 2), la totalidad de residuos (columna 2) y el
potencial electrostatico (columna 3)7. El potencial electrostatico se calculé usando la ecuacién
de Poison-Boltzman en condiciones de fuerza iénica nula y energia isopotencial de 2kT. Para
los canales Aslo dslo y dsiolM ,ﬂo fue posible calcular el potencial electrostatico por limitacién
del programa SPDVv1ewer "VT;)das las estructuras obtenidas en este trabajo se marcan con

asterisco rojo, ¥ .-
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