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RESUMEN

El siguiente escrito incluye los resultados mas relevantes obtenidos durante el
desarrollo de mis estudios de doctorado, los cuales involucran el estudio diversas proteinas
con relevancia bioldgica, empleando principalmente resonancia magnética nuclear.

Inicialmente se presenta la caracterizacién estructural de la toxina Cl13 proveniente
del alacran Centruroides limpidus; la cual fue aislada directamente del veneno del alacran, se
observ6 que presenta un motivo estructural a/f estabilizado por cisteinas cominmente
encontrado en las toxinas-beta bloqueadoras de canales de sodio. También se encontraron
ciertos aminoacidos, los cuales podrian ser responsables de la falta de eficiencia de los
anticuerpos protectores de cadena sencilla para la neutralizacién total de toxinas del veneno
Centruroides limpidus. Este proyecto se encuentra publicado en Lopez-Giraldo, A. E. et al
(2020) ‘The three-dimensional structure of the toxic peptide ClI13 from the scorpion
Centruroides limpidus’, Toxicon : official journal of the International Society on Toxinology,
184(June), pp. 158-166. doi: 10.1016/j.toxicon.2020.06.011.

También se presenta la caracterizacion estructural mediante resonancia magnética
nuclear de los dominios N-terminal y C-terminal de la escorpina proveniente del alacran
Pandinus imperator. Los dominios fueron obtenidos de manera recombinante. Se observé
que el dominio C-terminal presenta un motivo estructural o/ estabilizado por cisteinas (CS-
a/f), mientras que, el dominio N-terminal presenta hélice-a en presencia de 50% de TFE.
Ademas, se determinaron posibles bases estructurales de la interaccién con las membranas
de las células cargadas negativamente. De este proyecto se encuentra un manuscrito
sometido en la revista Frontiers in Pharmacology, ver anexo 4.

Adicional a esto fue posible realizar la caracterizacién estructural de la toxina TcoKIK
proveniente del alacran Tityus costatus. Esta toxina fue obtenida de manera recombinante y
caracteriazda mediante resonancia magnética nuclear. La estructura tridimensional de
TcoKIK mostré en la regiéon C-terminal el motivo estructural CS o/ convencional para las
toxinas [, mientras que la region del N-terminal se encuentra desestructurada. Cabe
mencionar que, no existe informacion estructural o de funcién biologica reportada para esta
toxina actualmente. Este articulo se encuentra enviado al Biophysical Journal como Beta-
KTx14.3, a scorpion toxin, blocks the human potassium channel KCNQ1.

Otra proteina de interés biologico estudiada en este trabajo fue la neurotoxina SCNTX,
para la cual fue necesario obtener la toxina marcada isotépicamente con >N y 13C. Se realiz6
la caracterizacion estructural de la neurotoxina SCNTX empleando experimentos de
resonancia magnética nuclear 2D y 3D, se observé que la arginina 47 se encuentra expuesta
al disolvente y podria ser un residuo clave en la interaccion con el receptor nAChR. Este
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proyecto fue desarrollado en colaboracién con el Dr. Gerardo Corzo Burguete del Instituto
de Biotecnologia de la UNAM y el Dr. Guillermo de la Rosa de la Universidad de Toronto.

Por ultimo, se estudiaron los diferentes dominios presentes en el factor de
transcripcion A-MYB de humano. Se optimizaron las condiciones de expresiéon y purificacién
para cada uno de los dominios en estudio. Y se determiné que todos los dominios se
encuentran plegados y a su vez presentan un plegamiento activo debido a que interaccionan
con su blanco correspondiente.

De esta manera fue posible involucrar en este proyecto diversas proteinas con
actividades bioldgicas como citolitica, neurotoéxica, bloqueadora de canales y transcripcional.
Para el estudio de ellas se empleé una amplia variedad de herramientas cromatograficas,
fisicoquimicas, espectroscépicas y computacionales; las cuales nos permitieron obtener
informacion estructural y funcional para cada una de ellas, tal como se desarrolla en el
presente documento.
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CAPITULO 1
1.1 INTRODUCCION

Se encuentra bien establecido que la resonancia magnética nuclear (RMN) es
una técnica muy util para realizar estudios estructurales y dindmicos de sistemas
biomoleculares en un ambiente cercano al fisiolégico. Los avances en la
instrumentacién y el disefio de nuevas aplicaciones empleando RMN han permitido a
su vez realizar estudios a nivel molecular con una mejor resolucion(Norton 2018). Con
el fin de poder comprender cada vez mejor, el mecanismo mediante el cual, las
proteinas y péptidos cumplen su funcion biologica en cada sistema, decidimos
seleccionar la RMN como herramienta primordial en este proyecto. Esto con el fin de
estudiar varios péptidos provenientes del veneno de diferentes especies, asi como
también los dominios presentes en el factor de transcripcién de humano A-MYB.

Los primeros 4 capitulos se centran en el estudio de los péptidos Cl13, escorpina,
TcoKIK y SCNTX, los cuales provienen de diferentes especies venenosas. Generalmente,
estas especies utilizan su veneno como mecanismo de defensa, y para cazar sus presas.
La composicién del veneno varia de animal a animal; sin embargo, la mayoria de los
venenos estan compuestos por una mezcla heterogénea de sales inorganicas, moléculas
organicas de bajo peso molecular, péptidos (2 -10 kDa) y enzimas (>10 kDa)(King
2011). Esta mezcla le permite al animal inmovilizar y/o matar la presa o
predador(Pennington, Czerwinski, and Norton 2018). Desde la antigliedad, los seres
humanos han sabido que las criaturas venenosas pueden ser extremadamente
peligrosas y potencialmente fatales. Gracias a la creatividad humana, los pueblos
antiguos no tardaron mucho en utilizar proyectiles con veneno de diferentes animales
como tacticas de guerra o caza(Keaveney and Mayor 2004).

Durante muchos afios el veneno de culebras, sapos, arafias y escorpiones ha sido
usado como tratamiento terapéutico para tratar algunas dolencias como la artritis, el
cancer y enfermedades gastrointestinales, entre otras, empleando pequefias dosis del
veneno completo(Pennington, Czerwinski, and Norton 2018). Fue solo hasta finales del
siglo XX que la medicina moderna comenzo6 a utilizar el veneno de manera mas
sistematica y rigurosa(Gopalakrishnakone, Cruz, and Luo, n.d.). Se determiné que los
péptidos aislados y utilizados en apropiadas concentraciones pueden convertirse en
medicamentos utiles; a pesar de esto, existen muy pocos estudios clinicos de péptidos
derivados de venenos(Pennington, Czerwinski, and Norton 2018; Gan ZR, Gould R],
Jacobs JW, Friedman PA 1988; Rocha ESM, Beraldo WT 1949; Scarborough RM, Rose
JW, Hsu MA 1991; Markwardt F. 1970; Maraganore |]M, Bourdon P, Jablonski ],
Ramachandran KL 1990; Miljanich GP. 2004).

Los ensayos de actividad también han progresado, debido a que; los primeros
ensayos involucraban la inyeccion intra-cerebro-ventricular de ratones para luego
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observar su actividad(Olivera et al. 1990), lo cual adn sigue siendo ampliamente
utilizado(Drane et al. 2017). Recientemente, los sistemas de expresidon heterdlogos
como ovocitos o células de mamifero; inyectados con ADNc codificante para diferentes
canales idnicos; se ha convertido en una herramienta estandar para determinar el
bloqueo de canales idénicos por diferentes moléculas(Tammaro, Shimomura, and Proks
2008). Adicional a esto, la identificacién y el desarrollo de nuevas moléculas ha
progresado rapidamente, también, gracias al desarrollo de otros ensayos como; los
fluorimétricos o colorimétricos basados en sustrato(Markossian S, Sittampalam GS
2017), el lector de placas de imagenes de fluorescencia (FLIPR)(Vetter 2012) y la
resonancia de plasmon de superficie(Leonard, Hearty, and O’Kennedy 2011).

Por otro lado, el sexto capitulo se centra en el estudio de A-MYB perteneciente a la
familia de factores de transcripcién MYB. Los cuales son proteinas de enlace a ADN que
actian como transactivadores de diversos genes, y fueron llamados asi debido a que v-
Myb, un componente oncogénico del virus de mieloblastosis aviar, presenta un sitio de
enlace ADN similar al de los factores de transcripcion MYB. En general, estas se enlazan
y estimulan la transactivacién de genes objetivo que regulan la progresiéon del ciclo
celular, diferenciacién y apoptosis(Sala 2005).

En mamifero existen tres paralogos de R1R2R3-MYB: A-Myb, B-Myb y C-Myb. A-
Myb, a diferencia de los otros factores de transcripcion de esta clase B-Myb y C-Myb,
muestra una distribuciéon celular restringida y su ciclo celular estda regulado(V.
Facchinetti et al. 2000). Posee diferentes dominios funcionales principales los cuales
son: un dominio de enlace a ADN (DBD) conformado por 3 repeticiones en tandem, un
domino de activaciéon transcripcional (TAD) y un dominio de regulacion negativa
(NRD)(Takahashi et al. 1995).

Se encuentra bien estudiado que C-Myb se enlaza de manera especifica a
((T/C)AAC(G/T)G(A/C/T)(A/C/T)), el cual fue nombrado como sitio I de enlace a MYB
(MBSI), siendo mas especificos ((T/C)AAC)) tiene contactos especificos con R3 y
((G/T)G(A/C/T)(A/C/T)) tiene contactos especificos con R2. Adicionalmente, B-Myb la
cual es expresada en células hematopoyéticas, células epiteliales y fibroblastos, al igual
que C-Myb y A-Myb reconocen el sitio I de enlace a MYB (MBSI)(Prouse and Campbell
2012).

En particular, A-Myb presenta gran relevancia biologica puesto que, se encuentra
involucrada en la regulacion de la proliferacion y/o diferenciacién de células normales
B, células de linfoma de Burkit(Valeria Facchinetti et al. 1997), infertilidad masculina,
desarrollo anormal de la glandula mamaria y decrecimiento del estado fisico. Ademas,
se han realizado estudios sobre anomalias médicas especificas en las cuales se
encuentra involucrada.

1.2 Disefio experimental capitulos 2, 3,4, 5

En esta seccién se realiza una descripciéon general de la metodologia empleada
para los capitulos 2, 3,4y 5.
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1.2.1 Clonacion de los péptidos

1.

2.

El péptido Cl13 fue aislado directamente del veneno del alacran Centruroides
limpidus por el Dr. Olamendi Timoteo(Olamendi-Portugal et al. 2017).

Para los extremos C y N-terminal de la escorpina (nombrados como C-escorpina
y N-escorpina), los genes sintéticos optimizados para la expresidn en Escherichia
coli fueron producidos por GenScript utilizando la secuencia de aminoacidos
reportada con el cddigo de UniProt P56972(Conde, R., Zamudio, F. Z., Rodriguez,
M. H., and Possani 2000) N-escorpina (aminoacidos 1-28) y C-escorpina
(aminoacidos 29-85). Estas secuencias fueron clonadas en el vector de
expresion pET32a para producir la proteina de fusion con un dominio de
tiorredoxina, un 6-HisTag y un sitio de corte con TEV, este proceso fue
desarrollado por el M.C Alland Colorado, egresado del posgrado en Ciencias
Quimicas de la UNAM.

Para el péptido TcoKIK, el gen sintético optimizado para la expresion en E. coli
fue producido por Epoch Life Science (Missouri City, TX, USA) basado en la
secuencia de aminodacidos reportada con el cddigo de UniProt Q0GY42 y clonado
dentro del vector de expresion pET32a para producir la proteina de fusién con
un dominio de tiorredoxina, un 6-HisTag y un sitio de corte con enteroquinasa.

1.2.2 Obtencion y purificacion de los péptidos

1.

Para la obtencién de Cl13 pura, se recolectaron escorpiones de la especie C.
limpidus en Iguala (latitud 17.850, longitud 100.367) con permiso oficial de la
SEMARNAT (nuimero 004474 /18), se llevaron al laboratorio y se les extrajo el
veneno soluble, el cual fue fraccionado, como se describi6
previamente(Olamendi-Portugal et al. 2017).

El protocolo de expresiéon y purificacion para los péptidos recombinantes N-
escorpina y C- escorpina se encuentran descritos en la tesis de maestria del M.C
Alland Colorado. Las condiciones de expresion y purificacion se resumen en la
tabla 1.

El protocolo de expresidn y purificacion para la toxina TcoKIK se encuentran
descritos en mi tesis de maestria. Las condiciones de expresion y purificacion se
resumen en la tabla 1.

SCNTX fue expresada con marcaje isotdpico >N y 13C, y fue purificada por el Dr.
Guillermo de la Rosa de la universidad de Toronto.

Tabla 1. Condiciones de expresion y purificacién optimizadas para la obtencién de N-
escorpina, C-escorpina y TcoKIK.

Péptidos

.. . - g Programa Gradiente
. Condiciones de digestion enzimatica o
Amortiguador de cromatografico
de lisis Amortiguado Cantidad Tiempo y sonicacion Tiempo
r de enzima temperatura (min)

%
ACN
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Tris-HC1 50
e 1.0 mg de
mM TEV por 20 pulsos
N-escorpina | Tris-HC150 mM | NaCl 300 mM P p
cada 100 16 h de 15s ON 15-
y NaCl 300 mM MgCl2 5 mM 45
, mg de 42C con 60 Wy 90
C-escorpina pH 8.0 DTT 0.25 mM ,
, proteina 35s OFF
glicerol 5% s
de fusién
pH 8.0
Tris-HC1 50 01 0-3 12
, mM unidades
Tris-HCI 50 mM . 3.01-11 11
de 10 min
NaCl 300 mM .
Enteroci- 12h pulsos de
NaCl 300 mM 11.01-27 27
TcoKIK imidazol 20 mM CaCls 1 mM nasa por 20 s ON con
2 cada 1l mg 37°C 50W;40s
FF
pH 8.0 Triton 0.05% de, 0
proteina 27.01-30 30
pH 8.0 de fusion

1.2.3 Espectrometria de masas

El peso molecular de Cl13 se obtuvo mediante espectrometria de masas usando
un instrumento LCQFleet, de Thermo Fisher Inc, (San Diego, CA, EE. UU.).

El peso molecular de los péptidos C-escorpina, N-escorpina y TcoKIK se
obtuvieron mediante espectrometria de masas MALDI-TOF usando una matriz de acido
a-ciano-4-hidroxicindmico disuelta en agua desionizada con 0.05% TFA y 15% de
acetonitrilo en un instrumento Bruker Daltonics Microflex LT. Se utiliz6 el modo lineal.

1.2.4 Resonancia magnética nuclear

Los experimentos de RMN para la Cl13 se adquirieron en un espectrémetro
Avance NEO de 800 MHz (Bruker Biospin, Billerica, MA, EE. UU.) con un campo
magnético de 18.1 T y en un espectrometro Avance III HD de 600 MHz con un campo
magnético de 14.1 T. Mientras que, para N-terminal, C-terminal, TcoKIKy SCNTX fueron
adquiridos en un espectrometro Daltonics de 700 MHz (Bruker Biospin, Billerica, MA,
EE. UU.) Con un campo magnético de 16.4 Tesla a 298 K.

La muestra liofilizada de C113 se disolvié en un amortiguador de acetato 20 mM,
D20 al 10% pH 5 (Euriso-Top, Saclay, Francia) hasta una concentracion final de 2.8 mM,
mientras que, las muestras liofilizadas de N-escorpina y C-escorpina se disolvieron en
D20 al 3.0% v/v (Cambridge Isotopes Laboratories, Tewksbury, MA, EE.UU.) en agua
desionizada, mientras que TcoKIK fue disuelta en PBS pH 7.5, hasta una concentracion
de proteina final de 5.0 mM para N- y C-escorpinay 1.2 mM para TcoKIK. Se afiadié 50%
de TFE deuterado a la muestra N-terminal. Para la identificaciéon de los sistemas de
espin y la asignacion secuencial, se registraron los siguientes experimentos
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homonucleares de RMN 2D: (a) TOCSY(Griesinger et al. 1988) usando un esquema de
pulso MLEV-17 con un periodo de mezcla isotropico de 80 ms o 20 ms(Levitt, Freeman,
and Frenkiel 1982; Bax and Davis 1985), (b) COSY filtrado cuantico doble
(DQFCOSY)(Piantini, Sgrensen, and Ernst 1982; Rance et al. 1983) y (c) NOESY(States,
Haberkorn, and Ruben 1982) espectros de efecto nuclear Overhauser. Los espectros
NOESY se adquirieron con tiempos de mezclado para Cl13 de 100,150 y 250 ms; para
N-escorpina, C-escorpina, TcoKIKy SCNTX de 150 y 250 ms. Por otro lado, la supresion
de agua se logré6 mediante ecos de espin de gradiente de campo pulsado doble
(DPFGSE)(Hwang and Shaka 1995; Dalvit et al. 1991). La asignacién de las sefales
correspondientes a los protones de los péptidos se logré mediante el método estandar
desarrollado por Wiithrich(Kurt Wiithrich 1986).

Para Cl13, N-escorpina, C-escorpina y SCNTX, las constantes de acoplamiento de
HN-Ha se midieron utilizando el método de duplicacién ] modificado en el dominio de
la frecuencia(Delrioportilla, Blechta, and Freeman 1994; Garza-Garcia, Ponzanelli-
Velazquez, and del Rio-Portilla F 2001) del espectro 2D-TOCSY. Para satisfacer el
requisito del método de duplicacidn ], el experimento TOCSY se volvio a transformar
utilizando 1024 X 65.536 puntos complejos para tener una resolucién de 0.20 Hz /
punto para cada traza utilizada.

Adicionalmente, para Cl13, se llevaron a cabo experimentos heteronucleares
bidimensionales a 800 MHz y 308 K, concretamente 15N HSQC, 13C HSQC editado por
Multiplicidad, 13C HSQC-TOCSY y 13C HMBC, para respaldar las asignaciones de
protones(Medvedeva et al. 1993). Mientras que, para SCNTX se emplearon también los
experimentos heteronucleares tridimensionales HNCA, HNCACB, HNCO, CC(CO)NH y
H(CCO)NH. Se utilizaron asignaciones de desplazamiento quimico 13C y 15N para
obtener angulos Phi y Psi utilizando el servidor web TalosN(Shen and Bax 2013).

1.2.5 Calculo estructural

Las restricciones de distancia empleadas para los calculos estructurales fueron
obtenidas a partir de los espectros homonucleares 1H-1H NOESY adquiridos a 308 K
para Cl13 y a 298 K para C-escorpina, N-escorpina, TcoKIK y SCNTX con 150 ms de
tiempo de mezclado. Los resultados experimentales obtenidos mediante resonancia
magnética nuclear fueron procesados con el software NMRPipe(Delaglio et al. 1995).
La identificaciéon de los sistemas de espin, el “peak picking” y las asignaciones de
restricciones de distancia derivadas de NOE se realizaron en CARA 1.5(Keller 2004).
Los calculos estructurales fueron llevados a cabo utilizando CYANA 2.1(Downing and
Gilintert 2004) con una tolerancia en el desplazamiento quimico entre 0.02 y 0.015 ppm.
A continuacion, se seleccionaron los 20 modelos de menor energia sin violaciones de
restriccion de 500 estructuras, los cuales fueron minimizados y afinados mediante
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calculos de dinamica molecular con AMBER 9 utilizando el protocolo descrito por
Gurrola et al.,, 2012(Gurrola et al. 2012). Los modelos estructurales afinados de los
péptidos Cl13, N-escorpina, C-escorpina, TcoKIK y SCNTX fueron validados y
depositados en el Protein Data Bank y en el Biological Magnetic Resonance Bank (Tabla
2). Las estructuras fueron analizadas y graficadas con UCSF Chimera(Pettersen EF,
Goddard TD, Huang CC, Couch GS, Greenblatt DM, Meng EC 2004) y Pymol(“The PyMOL
Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrédinger, LLC.,” n.d.).

Tabla 2. Cédigos PDB y BMRB correspondientes al depdsito de las estructuras obtenidas
mediante RMN.

Péptido PDB BMRB
Cl13 6VXW 30727
N-escorpina 7M1E 30879
C-escorpina 7M1D 30878
TcoKIK 7LGL 30846
SCNTX 7LUW 30867

1.3 Disefo experimental capitulo 6

La secuencia de aminoacidos para cada uno de los 5 dominios requeridos en este
proyecto se enlista a continuacion:

e Dominio R2 de A-Myb (90-141): 52 aminoacidos
LIKGPWTKEEDQRVIELVQKYGPKRWSLIAKHLKGRIGKQCRERWHNHLNPE

e Dominio R3 de A-Myb (142-193): 51 aminoacidos
VKKSSWTEEEDRIIYEAHKRLGNRWAEIAKLLPGRTDNSIKNHWNSTMRRK

¢ Dominio de transactivacion (TAD) de A-Myb (218-319): 101 aminoacidos
MQTQNQFYIPVQIPGYQYVSPEGNCIEHVQPTSAFIQQPFIDEDPDKEKKIKELEMLL
MSAENEVRRKRIPSQPGSFSSWSGSFLMDDNMSNTLNSLDEHTS

e Dominio KIX de CBP (587-673): 87 aminoacidos
GVRKGWHEHVTQDLRSHLVHKLVQAIFPTPDPAALKDRRMENLVAYAKKVEGDM
YESANSRDEYYHLLAEKIYKIQKELEEKRRSRL

e Dominio COM (DOMINIO R2+DOMINIO R3+DOMINIO DE TRANSACTIVACI()N):
235 aminoacidos
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LIKGPWTKEEDQRVIELVQKYGPKRWSLIAKHLKGRIGKQCRERWHNHLNPEVKKS
SWTEEEDRIIYEAHKRLGNRWAEIAKLLPGRTDNSIKNHWNSTMRRKVEQEGYLQ
DGIKSERSSSKLQHKPCAAMDHMOQTQNQFYIPVQIPGYQYVSPEGNCIEHVQPTSAFI
QQPFIDEDPDKEKKIKELEMLLMSAENEVRRKRIPSQPGSFSSWSGSFLMDDNMSN
TLNSLDEHTS

1.3.1 Clonacion de los péptidos

Los genes sintéticos de cada uno de los dominios fueron optimizados para la
expresion en E. coli y producidos por GenScript© basado en la secuencia de
aminodacidos reportada para A-Myb de humano con el c6digo UniProt P10243 (con base
en la secuencia de aminoacidos para cada dominio) y clonados dentro del vector de
expresion pET28a para producir la proteina de fusiéon con un 6-HisTag en el N-terminal
y un sitio de corte con trombina, adicional a esto se adicioné un sitio de corte con TEV
previo a la secuencia de cada dominio.

6 HIS-TAG SITIO CORTE SITIO CORTE SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE CADA
(HHHHHH) TROMBINA (LVPRGS) TEV (ENLYFG) DOMINIO

[lustracién 1. Esquema de la proteina de fusion obtenida para cada uno de los
dominios en estudio.

1.3.2 Expresion y purificacion de los péptidos

Inicialmente se optimizaron las condiciones de expresion en medio LB para cada
uno de los dominios (Tabla 3). El proceso para la expresién de cada dominio fue el
siguiente. Inicialmente, se realiz6 una nueva transformaciéon en la linea celular
optimizada para cada dominio, las células transformadas se sembraron en una caja de
LB con los antibioticos apropiados y se incubaron a 37 °C por 16 h. A continuacion, a
partir de una colonia, se dejé un preindculo toda la noche a 37 °C con agitaciéon
constante de 200 rpm. Luego de 14 h se agreg6 50 mL del prein6culo en 1 L. de medio
LB (con los antibidticos correspondientes), este se dejo en agitacion constante a 37 °C
hasta llegar a una densidad optica de 0.7. Consecuentemente se agreg6 IPTG a 0,5 mM
con el fin de inducir la expresiéon de proteina, la cual se realizé durante el tiempo
optimizado para cada dominio. Adicional a esto, también se optimizaron las
condiciones de expresion en medio M9 con el fin de poder realizar marcaje isot6pico
(Tabla 3).

Tabla 3. Condiciones de expresion optimizadas para cada uno de los dominios.
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DOMINIO CEPA OPTIMA DE | CEPA OPTIMA DE | TIEMPO OPTIMO
EXPRESION EN | EXPRESION EN | DE EXPRESION A 37
MEDIO LB MEDIO M9 °C

R2 BL21 DE3 BL21 DE3 6h

R3 Rosetta Rosetta 5h

TAD Rosetta Rosetta 4 h

COM Rosetta BL21 DE3 5h

KIX Rosetta Rosetta 5h

Las células fueron recolectadas por centrifugaciéon a 6000 rpm por 5 minutos, el
paquete celular fue resuspendido en amortiguador de lisis correspondiente (Tabla 4),
continuando con la lisis celular mediante sonicacion. El extracto celular fue purificado
inicialmente mediante cromatografia de afinidad metal quelato empleando una
columna HiTrap® HP 5 mL. Los dominios que fueron extraidos con urea, fueron
replegados por dilucién, diluyendo la concentracion de urea en el medio muy
lentamente. Para el siguiente paso de purificacion, se optimizaron las condiciones para
cada uno de los dominios, las cuales se presentan resumidas en la tabla 4. Para la
purificaciéon de KIX mediante cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa
(RP-HPLC), se realizé en el equipo ProStar Varian, el cual esta equipado con un sistema
de disolventes con gradiente binario. Se emple6 una columna Jupiter® 4 Proteo 90A
C12 de 250 mm de largo y 4.6 mm de didmetro interno. Para este paso, se optimizé el
gradiente de H20/ ACN (0,05% TFA), iniciando a una concentracion de 15% de ACN,
con un incremento lineal hasta 75% de ACN en 20 minutos. Para la purificacion
mediante intercambio catiénico y anionico se emple6 una columna HiTrap® Q FF 1 mL
y una HiTrap® SP FF 1 mL. En ambos casos se empled un gradiente lineal
incrementando la concentracién de 100 mM- 1M de NaCl en 20 volimenes de columna.

Tabla 4. Condiciones de purificacion optimizadas para cada uno de los dominios.

18



INTERCAMBIO

DOMINIO LISIS PURIFICACION REPLEGAMIENTO I6NICO RP- HPLC
R2 PBS pH:6.5 PBS+1mM DTT No aplica Intercambio
catidnico
Int bi
R3 PBS pH:6.5 PBS No aplica frrercamblo
catidnico
TAD PBS+3M PBS+1 mM DTT POR DILUCION No se retiene C4
UREA pH:8
Intercambio
PBS+3M P . No se
COM UREA pH:6.5 PBS+1 mM DTT POR DILUCION catlon}co pH 7.5 se retiene
retiene poco
PBS+1,5M . Intercambio
KIX UREA pH:6.5 PBS POR DILUCION catiénico C12

1.3.3 Determinacion estructural por dicroismo circular (DC)

Los espectros de dicroismo circular en el UV lejano de los dominios R2, R3, TAD,
KIX y COM se determinaron en el Laboratorio de Espectroscopia y polarimetria (LEP)
del Instituto de Quimica de la UNAM. Se emple6 un espectropolarimetro Jasco J-1500
con una celda de paso 6ptico de 0.1 cm, las muestras se encontraban en PBS 1X a una
concentracion de 0.2 mg/mL. Adicional a esto, se realizaron barridos de temperatura
para los dominios R2, R3, TAD y KIX calentando desde 25-95 °C y detectando a la
longitud de onda en la cual se observ6 un minimo caracteristico.

1.3.4 EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)

Los experimentos EMSA se llevaron a cabo en colaboracién con la Dra. Elisa
Azuara en la UACM con el fin de observar la interaccion de los dominios R2, R3 y COM
con el gen TOM-1A (5° CAATCCTTAACGGACTGAGG 3’) obtenido por la empresa
GenScript®, el cual fue marcado con 32P para facilitar su deteccion empleando el kit
QIAquick Cat. N. 28304 y T4 Polynucleotide Kinase EK00131. Para cada uno de los
dominios se prepararon 4 reacciones diferentes. Cada reaccion contenia 20 pL del
amortiguador de enlace 2X, 0,5 ng de TOM-1A, y se vari6 la concentracion para COM
(0.60; 1.2; 3y 6 ug), R2 (0.5; 0.75;1 y 1.5 ng) y R3 (0.60; 1.2; 3 y 6 ng). Por ultimo, se
llevo cada reaccidon a un volumen final de 40p.con agua. A continuacion, se incubaron en
hielo cada una de las reacciones por 30 minutos y se corrieron en un gel de
poliacrilamida al 6%.

1.3.5 Caracterizacion preliminar mediante ITC (Isothermal titration calorimetry)
y termoforesis

Los experimentos de ITC fueron realizados en colaboracién con el Dr. Homero
Gomez Velasco en el Instituto de Quimica de la UNAM. Mediante ITC se estudié la
interaccién de TOM-1A con R2 y de KIX con TAD de la siguiente manera. inicialmente
los dominios en estudio junto con su respectivo ligando fueron dializados
exhaustivamente, utilizando PBS 1X. Todas las muestras se desgasificaron por 10 min
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previos a los experimentos. Las mediciones por ITC se hicieron a 298 K utilizando un
instrumento MicroCal™ ITC200 (GE Healthcare, Northampton, MA, USA). Los dominios
TOM-1A (10.043 puM) y KIX (11.4 uM) se colocaron en la celda de reaccién y los ligandos
R2 (200,44 uM) y TAD (86.9 uM) en la jeringa. El programa de titulacion consistio en
18 inyecciones (2 pl cada una) consecutivas del ligando con un intervalo de 250 s entre
inyecciones, usando una velocidad de agitacion de 750 rpm. El cambio de entalpia (AH),
la constante de union (KU) y la estequiometria de reaccion (n) fueron estimados de la
isoterma de titulacion usando el programa MicroCal Origin v7.

Para estudiar la interaccion del dominio R3 con el gen TOM-1A, el dominio R3
fue marcado con el Kit proporcionado por NanoTemper Technologies. El tinte rojo
fluorescente NT-647 se acoplé mediante especificidad de la etiqueta de histidinas (His-

tag).

En este experimento de MST, se mantuvo constante la concentracién de R3
marcado con NT-647 a 50 nM, mientras que la concentraciéon de Tom1A no marcado se
vario entre 7.5 uM y 0.2 nM. El ensayo se realizé en PBS 1X. Después de una breve
incubacion, las muestras se cargaron en capilares premium Monolith ™ NT.115 y se
realizé el analisis MST utilizando un Monolith NT.115.

1.3.6 Caracterizacion estructural por resonancia magnética nuclear 1D

Para la caracterizacién estructural por RMN, la muestra se preparé disolviendo
0.6 mg de los dominios recombinantes R2, R3 y KIX en 275 pL de 95/5 % de H20/D:0.
Se adquirieron los experimentos de 1H en un equipo Bruker de 700 MHz a 25°C,
empleando la supresion del agua DPFGSE.

1.3.7 Caracterizacion por espectrometria de masas

La caracterizacién inicial del dominio KIX se llev6 a cabo mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF en un equipo Bruker Daltonics en el laboratorio de servicios analiticos del Instituto
de Quimica UNAM. Las muestras se prepararon tomando 1 pL de lo colectado tras la
purificacién por RP-HPLC y haciendo diluciones 1:10 con la matriz, acido 4-hidroxi-a-ciano-
cindmico, en una mezcla H,0-ACN 2:1 con 0.05% de acido trifluoroacético.
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CAPITULO 2. Estructura tridimensional del péptido toxico Cl13 del
alacran Centruroides limpidus.

2.1 INTRODUCCION

En México actualmente, se presentan un gran numero de picaduras de alacran
en humanos(Chippaux and Goyffon 2008), con alrededor de 300000 personas picadas
por afio(Secretaria de Salud 2015). Adicionalmente, México también alberga la mayor
biodiversidad de especies de alacranes en el mundo, con 289 especies reportadas hasta
ahora(Santibafiez-Lopez et al. 2015) de las que 21 de estas son consideradas peligrosas
para los seres humanos(Gonzalez-Santillan and Possani 2018).

Centruroides limpidus, es probablemente una de las especies mas importantes
en México, se encuentra ampliamente distribuida en los estados de Morelos, Guerrero,
México y Michoacan, asi como también, se han realizado varios estudios de su
veneno(Alagon et al. 1988; Lebreton et al. 1994; Dehesa-Davila et al. 1996; Riafio-
Umbarila et al. 2013; Cid-Uribe et al. 2019). Inicialmente, se reportaron dos péptidos
toxicos capaces de afectar el funcionamiento de canales de sodio(Possani et al. 1999),
los cuales fueron Cll1 (Ramirez et al., 1994) y Cl12 (Dehesa-Davila et al. 1996). También,
en estudios recientes, se han desarrollado fragmentos de anticuerpos humanos capaces
de proteger contra toxinas de esta especie y de otros géneros de Centruroides presentes
en México(Riafio-Umbarila et al. 2016; 2019). En uno de ellos se demostré que un
anticuerpo monocatenario (LR) dirigido contra la toxina Cn2 del alacran (C. noxius), era
capaz de neutralizar el veneno completo de esta especie(Riafio-Umbarila et al. 2011).
Lo cual también fue observado para el anticuerpo monocatenario de origen humano
(10FG2), el cual mostro ser capaz de neutralizar completamente las toxinas Cll1 y
ClI2Z(Riafio-Umbarila et al. 2019). Sin embargo, se observé que una mezcla de estos
anticuerpos no fue capaz de proteger completamente contra el veneno de C. limpidus,
contrario a lo que se observod para la toxina Cn2(Lépez-Giraldo et al. 2020). Por tanto,
se continuaron haciendo estudios de caracterizacion de los componentes del veneno de
C. limpidus, para lo cual se encontré un componente menor, denominado Cl13, el cual
demostro ser muy téxico sobre raton.

Este péptido fue aislado, secuenciado, caracterizado fisiolégicamente y
publicado(Olamendi-Portugal et al. 2017). Para los dos anticuerpos monocatenarios
que reconocen Cll1 y Cll2, se identificaron los epitopos de la toxina reconocidos por los
fragmentos de anticuerpo. Dado que la similitud de la secuencia de aminoacidos de C113
en comparacion con la de CII1 y ClI2 es mas del 70%, encontramos la necesidad de un
mayor conocimiento de sus estructuras 3D. Por esta razéon se llevd a cabo la
determinacion de la estructura tridimensional de CI13.
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2.2 HIPOTESIS

La estructura tridimensional de la toxina Cl13 nos permitird obtener informacion
estructural relacionada con la interaccién con anticuerpos monocatenarios para la
neutralizacion del veneno de la especie Centruroides limpidus.

2.3 OBJETIVOS
2.3.1 OBJETIVO GENERAL

Obtener la estructura tridimensional de menor energia de la toxina nativa Cl13
empleando RMN 2D y 3D en disolucion.

2.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Procesar los espectros de RMN necesarios para la caracterizacion estructural.

e Interpretar los experimentos multidimensionales de RMN.

e Asignar todos los sistemas de espin en los espectros de RMN.

e Obtener la estructura tridimensional experimental de menor energia para la
Cl13 nativa.

e Afinar mediante dinamica molecular las 20 estructuras de menor energia
obtenidas.

e Realizar un analisis estructural y comparar con toxinas similares reportadas.

e Obtener informacién estructural del mecanismo empleado por la Cl13 para
llevar a cabo su funcion biolégica.

2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

El veneno soluble de del escorpion C. limpidus fue fraccionado por el Dr.
Olamendi para la obtencion de CL13 pura, estos resultados se encuentran previamente
reportados(Olamendi-Portugal et al. 2017). A partir de los espectros adquiridos por la
Dra. Muriel Delepierre, se realiz6 la asignacion secuencial de la toxina Cl13 de acuerdo
al procedimiento estandar propuesto por Wiithrich(K. Wiithrich 2015). Los espectros
NOESY de 150 ms de tiempo de mezclado y TOCSY de 80 ms (Fig. 1) permitieron la
identificacién de los 66 sistemas de espin de todos los residuos de aminoacidos debido
a que presentaron una buena dispersion de sefiales. La estructura tridimensional de la
toxina Cl13 (Fig. 2) se obtuvo a partir de 2,144 NOEs asignados fuera de la diagonal, de
los cuales 280 son NOEs de larga distancia |i-j |>= 5, 139 son NOEs de mediana distancia
1 <|i-j|< 5y 1,725 son NOEs de corta distancia |i-j|<= 1 (Figura 3). Adicional a esto, se
usaron 67 restricciones de dngulos obtenidas a partir de los desplazamientos quimicos
de >N y 13C principalmente usando TalosN y 48 constantes de acoplamiento HN-Ha.
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Figura 1. Espectros de RMN de Cl13. En color fucsia se muestra el espectro NOESY de 150
ms y en azul el TOCSY de 80 ms adquiridos en un espectrometro Avance NEO de 800 MHz
(Bruker Biospin, Billerica, MA, EE. UU.) con un campo magnético de 18,1 T. Las sefiales
correspondientes a correlaciones HN-HN se encuentran dentro del recuadro amarillo. Las
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sefiales correspondientes a las correlaciones HN con los protones de la cadena lateral se
encuentran dentro del recuadro verde.

En la figura 2A se observa la estructura tridimensional de Cl13, la cual presenta
una hélice-a (Asp23- Tyr33), una hoja-b antiparalela de 3 hebras (Glu2-Tyr4, Ala45-
Leu49 y His38-Tyr42), tres giros (B1-al, al- 2 and 2-B3) y cuatro enlaces disulfuro.
La figura 2B muestra la sobreposicion de las 20 estructuras de menor energia. El RMSD
de la cadena principal fue de 0.46 y considerando los atomos pesados, el RMSD fue de
0.90.

Figura 2. A) Estructura de menor energia obtenida para la Cl13 mediante RMN en
solucién, los enlaces disulfuro se muestran en color amarillo. B) Sobreposicién de las 20
estructuras de menor energia obtenidas para la Cl13.

24



10 20 30 40

KEGY LVDYHTGCKYTCAKLGDNDYCVRECRLRYYQSAHGY

dpgali.i-1) s e — e
d, (i1 =
dppgli.i-1) — e —_ —

dpgyli.i-2) N, =

o pyli-2) - ——— e P RL,
i) @i E————____ s
d i)
o, pyli.ied)

dpgyli.i-1) —_— T
daN[i,i-i- b — ==

(i1 — e—

dpgyli.i-2)
dypyli2) _ it it
o pglii+2) S

dypli.iH32)

i)

Figura 3. NOEs utilizados en el cdlculo estructural de la toxina CI13. Las lineas gruesas,
medianasy delgadas corresponden a NOEs de corta, mediana y larga distancia. Es posible
observar el elemento de estructura secundaria hélice-a entre los residuos Asp23-Tyr33y
una hoja-p antiparalela de doble hebra (His38-Tyr42 y Ala45-Leu49).

Se realizaron dos calculos estructurales diferentes para definir la conexion de
los enlaces disulfuro: El primero, sin restricciones para la conexién de las cisteinasy el
segundo, con las restricciones (C1-C8, C2-C5, C3-C6,y C4-C7) con base en la estructura
primaria. Los dos calculos convergen a estructuras terciarias similares (Figura 4). Las
restricciones usadas para la conexidn de enlaces disulfuro fueron observadas mediante
RMN. Puesto que, se observaron NOEs entre HBi-Hf3; y Hai-H;j de las cisteinas presentes
en cada enlace disulfuro. En la figura 5 se muestra la correlacion NOE entre la Cys29Hb
y Cys48Hb, para lo cual se observo que no existe traslape de sefiales en esta regién, lo
cual permitié una clara interpretacion.
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Figura 4. Sobreposicion de la estructura
tridimensional de la Cl13 con (azul) y sin (rosa)
restricciones de enlace disulfuro.

Ambos cdlculos estructurales (con y sin restricciones de enlace disulfuro) junto
con los NOEs indican que las cisteinas involucradas se encuentran cercanas y
probablemente se encuentren formando un enlace disulfuro. Adicional a esto, se
observaron NOEs en las regiones (Cys16-Cys41, Cys25-Cys46 y Cys65-Cys12) (ver
anexo 2). Teniendo en cuenta estos resultados y considerando que la conexién de
enlaces disulfuro es similar a otras -toxinas para las cuales la estructura ya se conoce,
decidimos agregar estas restricciones al calculo.
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Figura 5. Regién HB-Hp de la correlacién de enlace disulfuro entre Cys29-Cys48 en el
espectro NOESY 2D de la CI13 de 150 ms de tiempo de mezclado, 308 K. pHS5, la
concentracién de la toxina fue 2.8 mM; las asignaciones se resaltan en color negro.
NMRFAM-SPARKY software(Lee, Tonelli, and Markley 2015).

La figura 6 muestra la sobreposicion de la estructura de la cadena principal para
Cn2, Css2 y Cl13. Todas estas toxinas presentan un plegamiento con un motivo
estructural CS o/p.

Figura 6. Comparacion estructural entre Cn2 (rosa), Css2 (verde) y Cl13 (azul) en donde
se puede observar que todas las toxinas tienen estructura similar. Para una mejor
comparacion visual nosotros eliminamos el His-tag para la Css2. El puntaje TM calculado

27



(TMscore) de Cn2 y Css2 (con His-tag) con respecto a Cl13 fue de 0.67 y 0.12
respectivamente, el valor bajo para la Css2 se da debido a que este posee un Histag
adicional que no es comparable con las otras dos estructuras. Las diferencias en actividad
podrian ser debido a la posicion de diferentes aminodcidos especificos. El RMSD para CI13,

Cn2y CssZ2 esde 0.46 A, 1.38 Ay 1.52 A respectivamente.

Debido a la alta homologia en secuencia primaria de la Cl13 con Css2 (78.5 %)de
Centruroides suffusus suffusus(Saucedo et al. 2012) y Cn2 (80%) de Centruroides noxius
Hoffmann(Pintar, Possani, and Delepierre 1999)(Fig. 6) Las cuales también son toxinas
de alacran del grupo beta, se realiz6 una comparaciéon de sus estructuras
tridimensionales obtenidas mediante RMN con la estructura de menor energia obtenida
para la Cl13 (Figura 6). Cabe resaltar que, todas estas toxinas son tdxicas sobre
mamifero, sin embargo, mientras Cl13 y Css2 presentan actividad alta sobre el canal
hNav1.5(Olamendi-Portugal et al. 2017; Schiavon et al. 2006), Cn2 presenta actividad
alta sobre canales hNav1.6.

El alineamiento mostrado en la figura 7B resalta en rojo los aminoacidos
reconocidos en la Cn2 por scFv LR y resalta en azul los reconocidos por scFv 10FG2, los
cuales son fragmentos de anticuerpos de cadena sencilla capaces de neutralizar varias
toxinas de venenos mexicanos llamados LR y 10FG2. En la toxina CI13, los aminoacidos
que difieren entre Cn2 y Cl13 son resaltados en negrita con respecto a la secuencia de
la toxina CnZ2, Fig. 7B. Estas diferencias coinciden con sitios importantes de anclaje del
LR scFv en la toxina Cn2, debido a los contactos formados con Glu15(Canul-Tec et al.
2011). De la misma manera, scFv 10FG2 tiene un anclaje importante con los residuos
GIn31 y Glu32 de Cn2(Riafio-Umbarila et al. 2019), los cuales son aminoacidos
diferentes en la Cl113 (Leu31 y Arg31) por lo tanto, estas interacciones podrian no ser
establecidas.
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Toxin 10 20 30 40 50 60 $E TMscore FPDB
Cl13 KEGYLVDYHTGCKYTCAKLGDNDYCVRECRLRYYQSAHGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKRCK 100.0 1 BVAW
Cn2  KEGYLVDENTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFACWCTHLYEQAIVIWPLPNKRCS 80.0 0.67 1CN2
Css2 KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCTHLYEQAVVIWPLPNKTCK 78.5 0.12 2LI7
Clll KEGYLVNHSTGCKYECYKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPNKTCK 75.4 NA NA
Cll2 KEGYLVNHSTGCKYECFKLGDNDYCLRECK(QQYGKGAGGYCYAFGCWCNHLYEQAVVWPLPNKTCK 78.5 NA NA
CsEv2 KEGYLVNHSTGCKYGCLKLGENEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLPESTPTYPLPNKSCS 56.9 0.70 1JZA
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Cn2 KEGYLVDENTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFACWCTHLYEQATIVWPLPNERCS
AA AA Addd A A A A

Figura 7. A) Alineacién de secuencia de las toxinas beta Cl13, Cn2, Css2, Cll1, ClI2 y CsEvZ2.
La region de la hoja p estd coloreada en azul y la hélice o en rojo. Los enlaces disulfuro
estdn marcados como C1-C8, C2-C5, C3-C6 y C4-C7. Las estructuras secundarias se
determinaron mediante el software Chimera. CII1 y ClI2 atin no tienen sus estructuras 3D
informadas. El asterisco (*), los dos puntos (:) y el punto (.) Indican residuos de
aminodcidos idénticos, sustituciéon conservada y sustituciones semi conservadas en todas
las secuencias utilizadas en el alineamiento, respectivamente. A continuacion, se muestra
la conectividad de los enlaces disulfuro. Esta alineacién se realizé con el servidor T-coffee
y el TM score. B) Alineamiento secuencial de la Cn2 y Cl13 se resaltan los aminodcidos
reconocidos en la CnZ2 por scFv LR en tridngulos rojos y los reconocidos por scFv 10FG2 en
triangulos azules. Los aminodcidos diferentes encontrados en la toxina Cl13 con respecto
a CnZ2 estdn resaltados en negrita.

La identidad en secuencia primaria para las toxinas mostradas en la Figura 7 es
mayor que el 56% (78% con Cn2 y 56.9% con Css2). Las estructuras tridimensionales
difieren en regiones limitadas (Figura 6). De acuerdo con el alineamiento secuencial de
las toxinas Cl13, Cn2, Css2 y CsEv2 se observa un alto porcentaje de identidad, el cual
correlaciona con las estructuras tridimensionales conservadas reportadas en el PDB,
las cuales comparten el plegamiento tipico CS o/p. EI TM score, el cual es un parametro
métrico que nos permite comparar estructuras tridimensionales, siendo 1 el maximo
valor para cuando dos estructuras son idénticas, este parametro calculado para Cl13 y
Cn2 fue de 0.67, indicando que existe una alta similitud entre estas dos estructuras y
que comparten el mismo plegamiento (Figura 7). Las principales diferencias
encontradas entre estas toxinas se encuentran en la longitud de los segmentos de
aminoacidos, los cuales forman los elementos de estructura secundaria. Sin embargo,
el alineamiento entre Cl13 y Css2 produce resultados muy diferentes, debido a la
presencia de algunos aminoacidos adicionales en la Css2; lo cual da como resultado un
valor bajo para el TM score, a pesar de que estas estructuras se ven muy similares
(Figura 6).
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Previamente, fue descrito por Lior Cohen et al(Cohen et al. 2005) Las
caracteristicas comunes en la superficie funcional de las toxinas beta de alacran, en
donde se resalta el papel de algunos aminoacidos hidrofébicos para la toxina Css4, en
su interaccion con el receptor del sitio 4 del canal de sodio. Algunos de estos residuos
se encuentran conservados en la superficie hidrofébica de ClI13, Cn2 y Css2 como se
muestra en la figura 8. El parche hidrofébico mas grande se encuentra formado por los
aminoacidos Alal7, Leul9 y Phe44, los cuales se encuentran conservados en las 3
toxinas. Este parche hidrofébico se encuentra situado en el giro precediendo la hélice.
Los dos aminoacidos Alal7 y Leul9 se encuentran también conservados en uno de los
parches hidrofébicos presentes en la Css4, el cual es un segmento importante para la
funcion de la Css4. Esto fue demostrado previamente introduciendo algunas
mutaciones puntuales en Css4(Cohen et al. 2005).

Figura 8. Las superficies de hidrofobicidad para A) CI13, B) Css2 and C) CnZ2 fueron
calculadas usando UCSF Chimera(Pettersen EF, Goddard TD, Huang CC, Couch GS,
Greenblatt DM, Meng EC 2004). Las superficies fueron coloreadas de acuerdo con la
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escala de tres colores, donde la regién polar se encuentra en azul, la regién neutra en
blanco y la region hidrofdbica en color naranja.

Previamente, se realizaron estudios de mutagénesis y neutralizacion
monoclonal de anticuerpos, que mostraron la relevancia de His64 de la AaH2 en la
modulacion del canal Nav; la cual ayuda a guiar la toxina dentro de una posicién de
enlace estable(Clairfeuille et al. 2019). Para las toxinas Cl13 y CnZ, en esta posicidn, se
encuentra la Arg 64, la cual forma un parche positivo en el extremo C-terminal junto
con la Lys63. Para Cn2, este parche se encuentra menos conservado y se encuentra
formado por la Lys63 y la Pro61 (Fig.9). Adicional a esto, el residuo Glu1l5 en Cn2,
reemplazado en Cl13 por Thrl5, se conoce que juega un papel importante en la
actividad de toxinas B en términos de toxicidad (IZHAR et al. 2004; Schiavon et al.
2012). En la figura 9 se puede observar que tanto en CnZ como en Cl13 estos
aminoacidos se encuentran expuestos, sin embargo, la superficie cargada
negativamente en esta zona es diferente, puesto que Cl13 muestra una gran region
cargada negativamente en comparaciéon con Cn2 y Css2. Estas diferencias clave entre
Cn2 y CI13 podrian explicar la falta de interaccion entre scFv y la toxina Cl13

31



Kcal/(mol*e)

Figura 9. Comparacion entre las superficies culombicas de A) Cl13, B) Cn2 y C) Css2. Las
regions cargadas positivamente se muestran en azul, y las cargadas negativamente en
rojo.

Cabe recordar que, los anticuerpos de cadena simple de humano tienen la
capacidad de neutralizar a Cl11 y Cl12; dos toxinas beta(Riafio-Umbarila et al. 2005) y
una mezcla de estos dos fragmentos de anticuerpos no son capaces de proteger
completamente del veneno completo soluble de C. limpidus, contrario a lo que ocurre
con la toxina Cn2 de C. noxius. Por esta razéon el componente menor fue aislado,
secuenciado y caracterizado fisiolégicamente(Olamendi-Portugal et al. 2017). El cual es
muy toxico sobre ratéon. Cl13 es uno de los componentes mas toxicos que han sido
estudiados junto con Cn2Z; lo cual sugiere qué hay otros residuos en la toxina que
contribuyen en la interaccién y alteracion del funcionamiento de los canales de sodio
previamente mencionados.
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Este estudio muestra que, la estructura tridimensional de la Cl13 es muy similar
alas estructuras de la Cn2 y Css2. También sugiere que las estructuras dela Cl11 y Cl12,
para las cuales no se conoce aun su estructura tridimensional, son similares a la de C113
teniendo en cuenta la alta similitud en estructura primaria que existe entre estas
toxinas, (Figura 7). Como se report6 previamente(Olamendi-Portugal et al. 2017), las
tres posiciones llamadas 7-9, 30-38 y 62-66, para las que se ha reportado que son
diferentes en la Cl13 comparado con las dos toxinas Cl11 y Cl12, podrian ser
responsables de la falta de eficiencia de los anticuerpos de cadena sencilla para
neutralizar estas regiones: 7-9, 30-38 y 62-66.

2.5 CONCLUSION

Se realizd la asignacién de los desplazamientos quimicos de todos los protones
y se obtuvo la estructura tridimensional de la toxina Cl13 nativa, la cual mostré un
motivo estructural o./p estabilizado por cisteinas (CS a/B) cominmente encontrado en
las toxinas-beta bloqueadoras de canales de sodio. La comparacién estructural entre
Cl13, Cn2 y Css2 muestra que, las tres toxinas beta bloqueadoras de canales de sodio;
activas sobre mamiferos comparten una estructura y superficie hidrofébica similar, asi
como también, algunas regiones positivas conservadas junto con una gran region
negativa para la Cl13, lo cual sugiere que la actividad de estas proteinas estabilizadas
por enlaces disulfuro se encuentra regulada por diferentes interfaces de interaccion. De
hecho, los tres tramos ya sefialados, asi como la naturaleza del residuo en la posicion
15, que para la Cl13 es Thr, mientras que en las otras toxinas es Glu, podrian ser
responsables de la falta de eficiencia de los anticuerpos protectores de cadena sencilla
para la neutralizacion total de toxinas del veneno Centruroides limpidus.

Los resultados correspondientes a este proyecto se encuentran publicados en:
Lopez-Giraldo, A. E. et al. (2020) ‘The three-dimensional structure of the toxic peptide
Cl13 from the scorpion Centruroides limpidus’, Toxicon: official journal of the
International ~ Society on  Toxinology, @ 184(June), pp. 158-166. doi:
10.1016/j.toxicon.2020.06.011.

CAPITULO 3. Caracterizacion estructural mediante resonancia
magnética nuclear del extremo N-terminal y C-terminal de la
escorpina proveniente del alacran Pandinus imperator.

3.1 INTRODUCCION

Los péptidos activos provenientes de alacran juegan un papel importante en la
defensa innata del huésped y han mostrado actividad contra un amplio espectro de
organismos, incluyendo bacterias gram negativas, hongos filamentosos, parasitos y
virus(S Zhu and Tytgat 2004). Adicional a esto, estos péptidos han sido clasificados en
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diferentes grupos de acuerdo a su composicién y estructura, resaltando los péptidos
lineales a-helicoidales como las cecropinas y los péptidos ricos en cisteinas que forman
enlaces disulfuro como las defensinas(S Zhu and Tytgat 2004; Vizioli and Salzet 2002).

Teniendo en cuenta estos dos grupos, se determindé un péptido con
caracteristicas hibridas, llamado escorpina, el cual en su estructura primaria revel6 una
secuencia extendida similar a la de las cecropinas en el amino terminal, una zona rica
en cisteinas y un posible motivo estructural o/(Conde, R., Zamudio, F. Z., Rodriguez,
M. H., and Possani 2000).

La escorpina es un péptido de 75 aminoacidos aislado en el 2000, del veneno del
alacran africano Pandinus imperator por Conde y colaboradores (Conde, R., Zamudio, F.
Z., Rodriguez, M. H., and Possani 2000). La escorpina representé un nuevo grupo de
péptidos antimicrobiales de cadena larga llamado “péptidos tipo escorpina”, asi como
también una importante molécula de estudio en contra la malaria; debido a que es 100
veces mas activa que otras moléculas reportadas a la fecha(Possani, Corona, and
Rodriguez 2002; Conde, R., Zamudio, F. Z., Rodriguez, M. H., and Possani 2000).

Subsecuentemente, se identificaron péptidos homologos a la escorpina, entre
ellos la Opiscorpina 1-4 del escorpidn Opistophthalmus carinatus(S Zhu and Tytgat
2004), la Heteroscorpina-1 del escorpion Heterometrus laoticus(Uawonggul,
Thammasirirak, and Chaveerach 2007) y la HgeScplp del escorpiéon American Hadrurus
gertschi(Schwartz et al. 2007; Elia Diego-Garcia et al. 2007). Cabe resaltar que, esta
familia ha sido muy poco estudiada a nivel estructural y funcional. Puesto que, a nivel
estructural hasta el momento solo se conoce la estructura tridimensional del extremo
C-terminal del péptido tipo escorpina Hge36 (Flores-Solis et al. 2016) y a nivel
funcional; se ha resaltado la funcionalidad hibrida de estos péptidos tipo escorpina,
debido a que, se han desarrollado estudios donde la posible actividad neurotéxica esta
enmascarada por la funcién antimicrobiana o citolitica. Como ejemplo, se ha observado
que al eliminar una secuencia del N-terminal, la actividad de bloqueo del canal de
potasio es adquirida por el péptido tipo escorpina HgeScplp1 y la actividad de bloqueo
es disminuida por Ev37. Este tipo de comportamiento también se ha observado para la
actividad antimicrobiana(Feng et al. 2013; E. Diego-Garcia et al. 2008).

3.2 HIPOTESIS

Las estructuras tridimensionales de los extremos N y C-terminal de la escorpina
permitirdn determinar posibles bases moleculares relacionadas con la funcién biolégica
asociada a cada dominio.
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3.3 OBJETIVOS
3.3.1 OBJETIVO GENERAL

Obtener la estructura tridimensional de menor energia de los extremos N-
terminal y C-terminal de la escorpina empleando RMN 2D en disolucion.

3.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Procesar los espectros de RMN necesarios para la caracterizacion estructural
de los extremos N-terminal y C-terminal de la escorpina.

e Interpretar los experimentos multidimensionales de RMN.

e Asignar todos los sistemas de espin en los espectros de RMN para los extremos
N-terminal y C-terminal de la escorpina.

e Obtener la estructura tridimensional experimental de menor energia para cada
extremo de la escorpina.

e Afinar mediante dindmica molecular las estructuras obtenidas.

e Realizar un analisis estructural para las estructuras tridimensionales
obtenidas.

3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

Los dominios individuales C-terminal (nombrado C-escorpina) (posiciéon 29-75)
y N-terminal (nombrado N-escorpina) (posicion 1-28) fueron expresados
individualmente en E. coli, las dos secuencias continuas comprenden la secuencia
completa de la proteina. Sin embargo, se obtuvo a C-escorpina con una glicina extra al
comienzo de la secuencia, como resultado de la digestiéon con TEV. En la figura 10 se
presentan los espectros de masas obtenidos para C-escorpina y N-escorpina luego de
ser purificadas mediante RP-HPLC por el M. en C Alland Colorado, egresado del
posgrado en Ciencias Quimicas.
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Figura 10. Espectros de masas MALDI-TOF obtenidos para A. C-escorpina y B. N-
escorpina disueltas en agua desionizada con 15% acetonitrilo, empleando un instrumento
LCQFleet, de Thermo Fisher Inc, modo lineal.
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Las condiciones de la muestra de RMN de N-escorpina se seleccionaron
considerando que, este dominio presenta una conformacién desordenada en agua y su
contenido de hélice-a aumenta en gran medida en presencia de trifluoroetanol al 50%,
el cual simula el ambiente quimico de la membrana(Gao et al. 2009; Kozlov et al. 2006).

Los espectros NOESY con tiempo de mezclado de 150 ms y TOCSY de 80 ms
mostraron una buena dispersion de las sefales (Fig. 11), lo que permiti6 identificar 47
de 48 sistemas de espin de los residuos de aminodacidos para el dominio C-escorpinay
27 de 28 sistemas de espin para el dominio N-escorpina. El porcentaje de asignacion de
1H para C-escorpina y N-escorpina fue de 91% y 93% respectivamente, utilizando las
muestras con abundancia natural.
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Figura 11. Espectros de RMN de C-escorpina. En color fucsia se muestra el espectro
NOESY de 150 ms y en azul el TOCSY de 80 ms adquiridos en un espectrometro Daltonics
de 700 MHz (Bruker Biospin, Billerica, MA, EE. UU.) Con un campo magnético de 16,4 Tesla
a 298 K. Las sefiales correspondientes a correlaciones HN-HN se encuentran dentro del
recuadro amarillo. Las sefiales correspondientes a las correlaciones HN con los protones
de la cadena lateral se encuentran dentro del recuadro verde.

La estructura tridimensional de C-escorpina (Figura 12A-B) se obtuvo a partir
de 1328 NOEs asignados fuera de la diagonal; 93 de ellos son NOEs de larga distancia
li-j|>= 5, 102 son NOEs de mediana distancia 1 <|i-j|< 5 y 1133 son NOEs de corta
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distancia |i-j|<= 1 (Figura 13). Adicional a esto, 21 constantes de acoplamiento HN-Ha.
La estructura tridimensional de N-escorpina (Fig. 12C-D) se obtuvo a partir de 1.249
NOEs asignados fuera de la diagonal; 2 de ellos son NOEs de larga distancia |i-j |[>= 5,
243 son NOEs de mediana distancia 1 <|i-j|< 5 y 1004 son NOEs de corta distancia |i-
jl<=1, asi como 8 constantes de acoplamiento HN-Ha.

La Figura 12A muestra la estructura tridimensional de C-escorpina, la cual
presenta un motivo estructural o/ estabilizado por cisteinas (CS a/f3), una hélice-a
(Asn21-Thr28), una hoja-f3 antiparalela de doble hebra (Lys32-Cys35 y Cys40-Gly43),
dos giros (al- f1y B1-B2), tres enlaces disulfuro (Cys12-Cys35, Cys22-Cys40 y Cys26-
Cys42) y unaregion “random coil” (Gly1-Gly20). La figura 12B muestra la sobreposicion
de las 20 estructuras de menor energia. La Figura 12C muestra la estructura
tridimensional de N-escorpina, la cual presenta una hélice alfa tipica en su estructura
secundaria (Ile3-Thr19). La figura 12D muestra la sobreposicion de las 20 estructuras
de menor energia para N-escorpina.

El RMSD de la cadena principal fue de 0.46 y 0.52 para C-escorpina (calculada de
22 aa a 45 aa) y para N-escorpina (calculada de 3 aa a 26 aa) respectivamente. De la
misma manera, considerando los atomos pesados el RMSD fue de 0.83 y 0.95 para C-
escorpina y para N-escorpina respectivamente.
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Figura 12. Estructura de menor energia obtenida para la A) C-escorpinay C) N-escorpina,
los enlaces disulfuro se muestran en color amarillo. Sobreposicién de las 20 estructuras
de menor energia obtenidas para la B) C-escorpina y D) N-escorpina.

Para confirmar la conectividad de los enlaces disulfuro de la C-escorpina, se
corrieron dos calculos estructurales diferentes, el primero con las restricciones de la
conectividad de las cisteinas y el segundo calculo sin estas restricciones (Cys12-Cys35,
Cys22-Cys40 y Cys26-Cys42) relativo a la estructura primaria. Los dos calculos
convergieron en estructuras altamente similares, Fig. 14. Las restricciones de la
conexion de las cisteinas usadas fueron observadas por RMN. Debido a que, se
observaron claramente NOE's entre HBi-Hfj y Hai-Hfj de las cisteinas presentes en los
enlaces disulfuro entre Cys12-Cys35 y Cys26-Cys642, mientras que solo fueron
observados NOE's Hai-Hfj entre (Cys22-Cys40) debido al traslape de senales en las
regiones Hi-Hpj cerca de la diagonal. En la figura 15 se presenta la correlacién NOE
Cys26 Hp y-Cys42 H, en la cual es posible observar que no existe traslape de sefiales
que pueda dificultar la interpretacion.
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Figura 13. NOE’s utilizados para el cdlculo estructural. A) C-escorpina y B) N-escorpina.
Las lineas gruesas, medianas y delgadas corresponden a NOE’s de corta, mediana y larga
distancia.

Figura 14. Sobreposicion de las estructuras de C-escorpina obtenidas de cdlculos con
(morado) y sin restriccion de enlaces disulfuro (azul). En Amarillo se presentan las
cisteinas oxidadas y en rojo las cisteinas reducidas. Ambas estructuras convergen a una
conformacién similar.
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Estas sefiales NOE’s junto con los calculos estructurales indican que las cisteinas
se encuentran cercanas y probablemente se encuentran formando un enlace entre ellas.
Considerando estos resultados y teniendo en cuenta que esta conectividad de enlaces
disulfuro es similar a la de otras 3-toxinas con estructura conocida, nosotros agregamos
las restricciones de enlace disulfuro a el calculo final.

—mmmmm-—————a

W, - H (ppm)

Figura 15. Region HB-Hf del espectro 2D NOESY de la correlacion del enlace disulfuro
Cys42-Cys26 obtenida para el experimento de C-escorpina con 150 ms tiempo de
mezclado, 298 Ky 5mM; las asignaciones se encuentran resaltadas en negro.

Una de las caracteristicas mas importantes del -KTx, y especialmente de los
péptidos tipo escorpina, es la presencia de dos dominios estructurales, un dominio N-
terminal no estructurado, el cual es capaz de formar una hélice-a al interactuar con la
membrana y un dominio C-terminal con el plegamiento caracteristico o/} estabilizado
por cisteinas; aparentemente responsable del bloqueo de los canales de potasio(Feng
et al. 2013; E. Diego-Garcia et al. 2008). Adicional a esto, se ha reportado que la
actividad citolitica observada en los péptidos tipo escorpina, es generada por el
dominio N-terminal(E. Diego-Garcia et al. 2008). Por lo tanto, mediante los
experimentos electrofisiolégicos desarrollados en colaboracién con la doctora Elisa
Carrillo, los cuales seran publicados junto con los resultados aqui mostrados; se
determiné que la actividad citolitica de la escorpina es clara y se observa una reduccion
de la actividad al remover el extremo N-terminal, de esta manera reafirmando el efecto
que el dominio presenta en la escorpina.
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Teniendo en cuenta estos resultados, se estudié la anfipaticidad de la N-
escorpina, debido a que es una caracteristica reportada como requisito estructural, que
confiere actividad citolitica a péptidos similares(Gao et al. 2009) y se han reportado
algunos péptidos lineales catidnicos contra la malaria, entre ellos meucin-24, meucin-
25(Gao etal. 2010), meucin-3, meucin-18(Gao et al. 2009) Mesobuthus eupeus, magainin
2(Gao et al. 2010), entre otros. Por lo tanto, se determin6é que N-escorpina no muestra
un claro disefio anfipatico helicoidal (Fig. 16), el cual es un arreglo estructural en el cual
los residuos positivos e hidrofilicos se encuentran separados de los residuos
hidrofébicos en dos dominios discretos(Zasloff 2019), adicional a esto Meucin-3 y
meucin-18 también presentan actividad citolitica como la N-escorpina. Sin embargo,
estos resultados sugieren que el balance de aminoacidos hidrofébicos/hidrofilicos
encontrado en la N-escorpina podria ser suficiente para proporcionarle esta actividad
(Fig. 16A-B).

Por otro lado, se ha reportado que cierta region hidrofébica presente en algunos
péptidos, es una caracteristica correlacionada con la pérdida de la actividad
citolitica(Dathe and Wieprecht 1999). En la figura 16B se puede observar que N-
escorpina presenta la caracteristica opuesta, puesto que existe un exceso de superficie
hidrofilica, lo cual podria incrementar el potencial de interactuar con membranas
negativas.

También se observo que la N-escorpina presenta tres residuos cationicos (Lys7)
(Lys10) (Lys11), los cuales se encuentran estructuralmente adyacentes, hecho similar
observado para la meucina 18(Gao et al. 2009). Por lo que consideramos que, las bases
estructurales de la interaccion con las membranas de las células cargadas
negativamente; podrian estar relacionados con estos residuos expuestos en la
superficie molecular (Fig. 16C).
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Figura 16. A.1) Proyeccion helicoidal de N-escorpina. A.2 Proyeccion helicoidal de
magainin 2, la cual presenta arreglo helicoidal, ambas proyecciones se realizaron con
emboss-bug © emboss.open-bio.org. B) Diagrama de cinta de la estructura de menor
energia de la N-escorpina. Residuos hidrofobos rojos; residuos hidrofilicos azules. C)
Superficie hidrofébica de la N-escorpina. Las superficies se colorearon de acuerdo con una
escala de tres colores donde el azul indica una region polar, el blanco una region neutra y
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el naranja una regién hidréfoba. D) Amplificaciéon de la zona con las lisinas expuestas.
Esto sugiere que, la organizacion de los residuos hidrdéfilos cargados positivamente y los
residuos hidréfobos en la construccién helicoidal, podria ser una caracteristica
importante en la actividad citolitica de los péptidos catiénicos

3.4 CONCLUSION

C-escorpina mostré un dominio C-terminal con un motivo estructural o/f3
estabilizado por cisteinas (CS-a/f). Ademas, N-escorpina presenté una conformacion
“random coil” en agua, sin embargo, en presencia de 50% de TFE el contenido de hélice-
a incrementd en gran medida. En consecuencia, la estructura tridimensional de N-
escorpina mostré una estructura a-helicoidal, asi como tres residuos catidnicos
expuestos estructuralmente que podrian interactuar con los residuos cargados
negativamente de las membranas celulares.

El articulo correspondiente a los resultados obtenidos para este proyecto, que
involucra también ensayos de actividad no mencionadas aqui se encuentra en
preparaciéon como:

Structural and Functional Studies Reveal the Presence of Two Different Activities for
Scorpine: One Blocking Channel Activity and One Cytolytic Activity

Estefania Lopez-Giraldo, Elisa Carrillo, Gustavo Titaux Delgado, Patricia Cano-Sanchez,
Alland Colorado, Lourival Possani-Postay and Federico del Rio-Portilla-
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CAPITULO 4. Expresion, purificacion y caracterizacion estructural de
la toxina TcoKIK.

4.1 INTRODUCCION

Los alacranes han venido evolucionando por un largo tiempo, esto a su vez, les
ha permitido optimizar la produccién de péptidos toxicos; los cuales son efectivos sobre
una gran variedad de organismos. Uno de sus blancos principales son los canales
ionicos de células excitables; sobre los cuales causan despolarizaciéon anormal de las
células, interfiriendo con las vias de conductancia idnica de las membranas
excitables(Possani, Corona, and Rodriguez 2002; Possani et al. 2001).

Para las toxinas de veneno de alacran, se han discutido diferentes
clasificaciones(Zeng, Corzo, and Hahin 2005; Luo et al. 2005; Elia Diego-Garcia et al.
2007). Para interés de este proyecto, nos centraremos en la clasificacién sistematica
propuesta para las toxinas activas sobre canales de K*, donde inicialmente se
clasificaron las toxinas TsTX-Kb(Rogowski et al. 1994), AaTX-Kb(Legros et al. 1998) y
similares en la subfamilia 1 de una nueva familia llamada B-KTx y péptidos tipo
escorpina(Tytgat et al. 1999; E. Diego-Garcia et al. 2008). A continuacion, se clasificaron
en la subfmailia 2 de las B- KTx a la BmTXKb del alacran Asidtico Mesobuthus
martensi(Shunyi Zhu et al. 1999) y similares. Por ultimo, se clasificaron en la subfamilia
3 alos péptidos tipo escorpina(Ortiz and Possani 2018; Rogowski et al. 1994).

La toxina TcoKIK del escorpion Sur Americano Tityus costatus(Elia Diego-Garcia
etal. 2005; 2007), fue clasificada en la subfamilia 2 de las 3-KTx; debido a que presenta
una alta similitud en estructura primaria con la BmTXKb, sugiriendo que son genes
ortologos(Elia Diego-Garcia et al. 2007). A la fecha la Uinica informacién reportada para
la TcoKIK es que presenta una masa de 5278,5 Da y una secuencia de aminoacidos muy
similar a la de la toxina BmTXKb(Elia Diego-Garcia et al. 2007).

4.2 HIPOTESIS

La estructura tridimensional de la TcoKIK presentard el motivo estructural CS
o/p convencional para las toxinas —ktx.

4.3 OBJETIVOS
4.3.1 OBJETIVO GENERAL

Obtener la estructura tridimensional de menor energia de la toxina TcoKIK
empleando RMN 2D y 3D en disolucidn.
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4.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Procesar los espectros de RMN necesarios para la caracterizacion estructural
de la TcoKIK.

e Interpretar los experimentos multidimensionales de RMN.

e Asignar todos los sistemas de espin en los espectros de RMN.

e Obtener la estructura tridimensional experimental de menor energia para la
TcoKIK.

e Afinar mediante dindmica molecular las 20 estructuras obtenidas.

e Realizar un andlisis estructural para la toxina TcoKIK.

4.4 RESULTADOS Y DISCUSION

La toxina TcoKIK fue expresada en E. coli y purificada mediante diferentes
técnicas cromatograficas, confirmandose su masa mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF (Fig. 17).
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Figura 17. Espectro de masas MALDI-TOF de la toxina TcoKIK disuelta en agua desionizada
con 15% acetonitrilo, empleando un instrumento LCQFleet, de Thermo Fisher Inc, modo
lineal.

Los experimentos TOCSY de 80 ms y NOESY de 150 ms de tiempo de mezclado
(Fig. 18) mostraron una dispersion de las seflales aceptable, por lo cual fue posible
asignar 46 de 47 residuos de aminodacidos. La estructura tridimensional de la TcoKIK
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(Figura 19) se obtuvo a partir de 454 NOEs asignados fuera de la diagonal; 53 de ellos
son NOEs de larga distancia [i-j |[>= 5, 71 son NOEs de mediana distancia 1 <|i-j|< 5y
330 son NOEs de corta distancia |i-j|<= 1.
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Figura 18. Espectros de RMN de TcoKIK. En color fucsia se muestra el espectro NOESY de
150 msy en azul el TOCSY de 80 ms adquiridos en espectrémetro Daltonics de 700 MHz
(Bruker Biospin, Billerica, MA, EE. UU.) Con un campo magnético de 16,4 Tesla a 298 K.
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Las sefiales correspondientes a correlaciones HN-HN se encuentran dentro del recuadro
amarillo. Las sefales correspondientes a las correlaciones HN con los protones de la
cadena lateral se encuentran dentro del recuadro verde.

La estructura tridimensional de la TcoKIK (Fig. 19A) presenta una hélice-a
(Lys22-Lys31) junto con una hoja-f antiparalela formada por dos hebras (Ala33-Gly35
y Cys44-Lys46), asi como también una regidon desestructurada en el extremo N-
terminal. La figura 19B muestra la sobreposiciéon de las 20 estructuras de menor
energia obtenidas para TcoKIK. El RMSD de la cadena principal fue de 0.84 y
considerando los &tomos pesados el RMSD fue de 1.55.

B)

Figura 19. A) Estructura de menor energia obtenida para la TcoKIK, los enlaces disulfuro
se muestran en color amarillo. B) Sobreposicion de las 20 estructuras de menor energia
obtenidas para la TcoKIK.

Actualmente, se considera que las toxinas del grupo 2 de la familia de las 3-KTx'’s,
al cual pertenece la TcoKIK, presentan un extremo N-terminal, el cual a su vez forma 2
hélices alfa que interactian con membranas celulares, lo cual le confiere actividad
citolitica o antimicrobial(S Zhu and Tytgat 2004 ). Adicional a esto, se ha reportado que
poseen un extremo C-terminal, el cual presenta un motivo estructural CS o/f
responsable de la actividad bloqueadora de canales idnicos de potasio, sin embargo, no
es claro aun si estos dominios presentan un efecto sinérgico o independiente(Gao et al.
2010; Chen et al. 2013). En comparacion con esta informacién, se determind que la
TcoKIK presenta el motivo estructural CSa/f3 en el extremo C-terminal, similar a lo
reportado; mientras que el extremo N-terminal se encuentra desestructurado (Fig.19).
A pesar de que fueron probadas diferentes condiciones, variando el amortiguador, la
temperatura y agregando TFA se determiné que la mayor dispersion de sefiales se
observé con el amortiguador PBS pH: 7.5.
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Por otro lado, fue posible determinar en colaboracién con la doctora Elisa
Carrillo que a pesar de que para TcoKIK no se pudo medir actividad bloqueadora sobre
los canales KCNQ1 y Shaker, se observé un incremento en la corriente de fuga, el cual
es un fendmeno también observado en células no transfectadas. Este efecto es explicado
por la posible interaccién de la toxina con la membrana, lo que promueve la formacién
de poro y a su vez incrementa la corriente de fuga. Cabe mencionar que este tipo de
actividad no ha sido observado aun para otras toxinas p-KTx. Sin embargo, ha sido
observado en algunas escorpinas del grupo 3, y le atribuyen este efecto al extremo N-
terminal. Hasta antes de este estudio, no existia informacién reportada para TcoKIK
acerca de su actividad o de su estructura tridimensional, asi como tampoco se ha
reportado la estructura tridimensional de alguna de las toxinas pertenecientes a este

grupo.
4.5 CONCLUSION

La estructura tridimensional de TcoKIK mostré en la region C-terminal el motivo
estructural CS o/p convencional para las toxinas 3, mientras que la regiéon del N-
terminal se encuentra desestructurada. La toxina TcoKIK se espera forma parte del
primer reporte de estructuras tridimensionales obtenidas para el segundo grupo de 3-
KTx. Adicional a esto, se determiné que TcoKIK produce dano sobre las membranas de
células transfectadas, el cual es un comportamiento encontrado en péptidos tipo
escorpina, tal como se discute en el capitulo 2 de esta tesis.

Los resultados correspondientes a este proyecto estdn en proceso de
publicaciéon como:

Beta-KTx14.3, a large scorpion toxin, blocks the human potassium channel KCNQ1

Gustavo Titaux-Delgado®, Andrea Estefania Lopez-Giraldo®, Elisa Carrillo, Luis
Fernando Cofas-Vargas, Luis Enrique Carranza, Estuardo Lopez-Vera, Enrique Garcia-
Hernandez and Federico del Rio-Portilla.

*Ambos como primer autor
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CAPITULO 5. Colaboracion: Estructura tridimensional de la
neurotoxina SCNTX

5.1 INTRODUCCION

SCNTX es una neurotoxina-a de cadena corta propuesta con base en un alineamiento
de secuencia multiple, en el cual fueron consideradas las 12 neurotoxinas-a presentes
en los venenos de serpientes de los géneros elapid Acanthophis, Oxyuranus,
Walterinnesia, Naja, Dendroaspis y Micrurus. SCNTX contiene 60 aminoacidos, incluidos
8 residuos de cisteinas. Se conoce que SCNTX puede antagonizar los receptores
nicotinicos de acetilcolina (nAChR) musculares, pero no los neuronales. Adicional a
esto, para un estudio realizado para la SCNTX con dieciséis aminoacidos adicionales en
su extremo N-terminal, se determin6 que posee un LD50 de 3.8 pg / ratén, similar al de
las neurotoxinas-a mas téxicas de cadena corta reportadas para los venenos del género
elapid(de la Rosa et al. 2018; Gulsevin and Meiler 2020a). Por otro lado, en un estudio
tedrico realizado previamente se determin6 mediante docking que la arginina 31 de la
SCNTX (ubicada en la posicion 47 de la secuencia de la SCNTX con 16 aminoacidos de
mas) se extiende dentro de un agujero aromatico presente en los receptores a7 nAChR,
permitiendo la interaccién con los residuos Y188, Y195 y W149(Gulsevin and Meiler
2020a). Por tal motivo se espera que este residuo cargado positivamente se encuentre
expuesto al disolvente en la estructura tridimensional obtenida de manera
experimental.

Este proyecto fue desarrollado en colaboracién con el Dr. Gerardo Corzo Burguete del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM y el Dr. Guillermo de la Rosa de la Universidad
de Toronto. Por lo cual fue posible determinar mediante espectroscopia de resonancia
magnética nuclear la estructura en disolucion de la neurotoxina SCNTX de 76 residuos.

5.2 HIPOTESIS

La arginina 47 se encontrard expuesta al disolvente en la estructura
tridimensional de la SCNTX.

5.3 OBJETIVOS
5.3.1 OBJETIVO GENERAL

Obtener la estructura tridimensional de menor energia de la neurotoxina SCNTX
empleando RMN 2D y 3D en disolucidn.

5.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Procesar los espectros de RMN necesarios para la caracterizacién estructural
de la SCNTX.
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e Interpretar los experimentos multidimensionales de RMN.

e Asignar todos los sistemas de espin en los espectros de RMN.

e Obtener la estructura tridimensional experimental de menor energia para la
SCNTX.

e Afinar mediante dindmica molecular las 20 estructuras obtenidas.

5.4 RESULTADOS Y DISCUSION

La asignacion de los espectros de RMN 2D y 3D 5N-HSQC, HNCA, HNCACB,
HNCO, CC(CO)NH y H(CCO)NH permiti6 la identificacién de 71 de 76 sistemas de espin
en los espectros 2D NOESY con un tiempo de mezclado de 150 ms y 2D TOCSY de 80
ms, los cuales mostraron una dispersion de sefiales razonable. Sin embargo, no fue
posible encontrar los residuos Met1, His6, His7, His8 y His9 debido a que esta region
del espectro presenté gran traslape de sefiales. El porcentaje de asignacion para H, 13C
y 15N fue de 85, 63 y 61% respectivamente. La estructura en disolucién para SCNTX se
obtuvo a partir de 1973 NOEs asignados fuera de la diagonal; 275 de ellos son NOEs de
larga distancia | i-j |> =5, 71 NOEs de media distancia 1 <| i-j | <5y 1627 NOEs de corta
distancia | i-j | <= 1 (Figura 20), 90 restricciones de angulo obtenidas en el servidor
TalosN y 47 constantes de acoplamiento HN-Ho.

10 20 30 40
MRGSHHHHHHGS | EGRMICYNQQSSQPPTTKTCSETSCYK

dyn(ii+1) _ — — — - — e, —

dan(ii+1) f— . e —— L ——
dpn(ii+1) — —

danGii+2)

daN(i,i+2) — —

50 60 70
KTWRDHRGT I | ERGCGCPKVKPGIKLHCCRTDKCNN

Figura 20. NOEs utilizados en los cdlculos de la estructura tridimensional. Las lineas
gruesas, medias y delgadas corresponden a NOEs de corto, medio y largo alcance. Es
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posible observar una hoja § antiparalela doble (residuos Ile18-Tyr20 y Thr30-Thr32) y
triple (residuos Cys38-Arg44, Thr49-Glu52 y Lys65-Cys69), que son confirmadas por el
visor grdfico pymol.

La estructura tridimensional de la SCNTX (Fig. 21) presenta una hoja B
antiparalela formada por dos hebras (residuos Ile18-Tyr20 y Thr30-Thr32) y tres
hebras (residuos Cys38-Arg44, Thr49-Glu52 y Lys65-Cys69), tres giros (residuos
Asn21-Thr29, Cys33-Ser37 y Asp45-Gly48) que se extienden hacia afuera desde el
nucleo de la proteina y cuatro enlaces disulfuro. La Figura 22 muestra las 20 estructuras
de menor energia obtenidas mediante RMN para SCNTX en disolucion. El RMSD de la
cadena principal fue de 0.37 y considerando los &tomos pesados fue de 0.80. Las 20
estructuras de menor energia fueron validadas y reportadas en las bases de datos PDB:
7LUW y BMRB: 30867.

Y APer i
I

Figura 21. Estructura de menor energia obtenida para SCNTX en solucién. Los enlaces
disulfuro estdn pintados en color amarillo. La estructura de SCNTX 3D contiene hojas b
antiparalelas de doble y triple hebra y tres bucles que se extienden hacia afuera desde el
nticleo de la proteina.
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N-ter

Figura 22.Sobreposicion de las 20 estructuras de menor
energia obtenidas para SCNTX.

Para obtener la estructura 3D de la SCNTX fueron usadas las restricciones de enlaces
disulfuro (C119 - C338, C233 - C455, C557 - C668 y C769 - C874). El patron de enlaces
disulfuro fue determinado mediante RMN. Los NOEs especificos se observaron
claramente entre HBi-Hfj y Hai-Hfj de las cisteinas presentes en cada enlace disulfuro.
Presentamos la correlaciéon NOE C19HB2-C38H(33, C69H[32-C74H33, C55HB2-C33HB2,
C57HB3-C68HB3 y C57HP2-C68HB3 en la Figura 23. Para validar el patron de enlaces
realizamos dos calculos de estructura diferentes: el primero, sin restricciéon de enlace
disulfuro; y el segundo con restricciones enlaces (C19 - C38, C33 - C55, C57 - C68 y C69
- C74) en relacién con la estructura primaria. Los dos calculos convergieron en
estructuras notablemente similares. Los NOEs y los calculos confirman que las cisteinas
especificas estan cercay, por lo tanto, deberian estar formando un enlace entre ellas.
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Figura 23. Region HB-Hf de la correlacion de enlaces disulfuro para SCNTX, obtenida a
partir del experimento 2D NOESY a 150 ms de tiempo de mezclado, 308 K, pH7 y a una
concentracion de 0,8 mM. Para A) Cys19-Cys38, B) Cys69-Cys74, C) Cys55-Cys33 y D)
Cys57-Cys68. Las asignaciones de las Cisteinas estdn etiquetadas en negro y las
correlaciones NOESY de los enlaces disulfuro estdn etiquetadas en rojo, verde, amarillo y
azul, respectivamente. Esas correlaciones estdn bien definidas.

Los resultados demuestran que la estructura 3D de la SCNTX es similar a otras
neurotoxinas de cadena corta ya reportadas, las cuales contienen tres giros que se
extienden a partir de un nucleo y presentan enlaces disulfuro. Adicional a esto, también
se observo que la arginina 47 de la SCNTX, presente en el giro 2 de la estructura, se
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encuentra expuesto al disolvente (Figura 24), lo cual infiere que podria ser crucial para
la interaccion con el receptor a7-nAChR, permitiendo a su vez la interaccion con el sitio
ortostérico presente en el receptor. Este resultado concuerda con estudios teoricos
realizados previamente(Gulsevin and Meiler 2020b). La comprension de la relacion
estructura-funcion y el papel de los aminoacidos clave en proteinas como SCNTX, es un
paso esencial para crear antivenenos rentables con un importante valor terapéutico.

The orthosteric site

Figura 24. Estructura tridimensional de la SCNTX (azul), la arginina 47 se encuentra
coloreada en verde. Dentro del recuadro se observa el sitio de enlace a ligando del receptor
nAChR, llamado sitio ortostérico (amarillo) donde se resaltan en rojo los residuos que
forman la caja aromdtica. Dentro del recuadro también se presenta sobrepuesta la
arginina 47 de la SCNTX de manera ilustrativa.

5.5 CONCLUSION

La estructura tridimensional de la SCNTX mostro6 una hoja 3 antiparalela doble
y una triple, tres giros que se extienden hacia afuera desde el ntcleo de la proteina y
cuatro enlaces disulfuro, los cuales fueron identificados mediante RMN. Se observé que
la arginina 47 se encuentra expuesta al disolvente y podria ser un residuo clave en la
interaccion con el receptor nAChR.

CAPITULO 6. Caracterizacion molecular de las interacciones del
factor transcripcional A-MYB de humano con sus blancos CBP Y ADN

6.1 INTRODUCCION

La transcripcidn genética es un proceso llevado a cabo dentro de la célula, en el cual
la informacién genética contenida en el ADN es transferida a ARN mensajero; este
proceso a su vez es regulado principalmente por los factores de transcripcidn; los cuales
son proteinas que se unen a secuencias especificas de ADN. MYB hace referencia a una
de estas familias de factores de transcripcion, la cual se encuentra presente en células
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eucariotas. Estas proteinas regulan procesos fundamentales durante el metabolismo y
diferenciacion celular mediante el control de la transcripcién génica(Prouse and
Campbell 2012).

Basados en similitud del domino de enlace a ADN, la familia MYB fue clasificada en
R1R2R3-MYB, R2R3-MYB y asi sucesivamente dependiendo, el nimero de dominios
repetidos presentes. En todos los genomas secuenciados de vertebrados se han
encontrado 3 factores de transcripcion pertenecientes a la subfamilia R1R2R3-MYB los
cuales son A-Myb, B-Myb y C-Myb(Prouse and Campbell 2012).

Por una parte, C-Myb es la contraparte celular de v-Myb, un componente del virus
de mieloblastosis aviar que se encuentra involucrada con el control y diferenciacion de
células hematopoyéticas, razén por la cual ha sido ampliamente estudiada. Por otro
lado, B-Myb ha sido medianamente estudiada y esta involucrada con la regulacion
positiva y el control de crecimiento celular, la diferenciacién y el cancer(Prouse and
Campbell 2012). Por dltimo, nuestro centro de estudio A-Myb se encuentra involucrado
con diferentes anomalias clinicas como infertilidad masculina, desarrollo de glandulas
mamarias anormales(Tang and Goldberg 2012), astrocitomas difusos de grado
[I(Bolcun-Filas et al. 2011), células de linfoma uterino(Swartz et al. 2005), linfoma de
Burkitt(Golay et al. 1996), astrogliosis o pérdida neuronal(Jeon et al. 2006), entre otros.

Se cree que A-Myb juega un papel importante en la diferenciacion de células B,
también llamados linfocitos B, asi como en la transformacién de células B en algunas
neoplasias, debido a que la expresiéon de A-Myb, a diferencia de B-Myb y C-Myb esta
restringida a un subconjunto de neoplasias de células B. Entre estas, leucemia linfocitica
crénica y lineas celulares de linfoma de Burkitt(Golay et al. 1996). De igual manera se
encontro sobre regulada en células de linfoma uterino tratadas con estrogeno(Swartz
etal. 2005). Un patrén similar se observa en linfomas de la enfermedad de Marek (MD),
la cual es una enfermedad neoplasica linfoproliferativa de pollos, causada por el virus
de la enfermedad de Marek (MDV), puesto que A-Myb se ha encontrado expresada en
grandes cantidades(Lian et al. 2015). Adicional a esto, en células de cancer de colon en
humano se observo que la sobreexpresion de A-Myb inducida conduce a la reduccién
de estas células y el crecimiento del tumor(Guo et al. 2017).

También se ha resaltado el papel potencial de la familia de las MYB en la biologia
de los gliomas pediatricos de bajo grado, los cuales son los tumores s6lidos mas
comunes en nifios. Para este caso se determiné una parcial duplicacién de A-Myb con
su dominio de regulacion negativa (NRD) truncado en astrocitoma difuso de grado Ils.
Ademas, se observé que A-Myb truncada induce el crecimiento independiente en
células 3T3 y la formacion de tumor en raton desnudo(Ramkissoon et al., n.d.).
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Acerca del mecanismo de accién de esta proteina se conoce que, en el proceso de la
activacion de genes especificos en espermatocitos, el dominio de transactivaciéon (TAD)
de A-Myb interactiia con el dominio KIX de CBP. Esta proteina de uniéon a CREB (CBP)
es un coactivador que interactiia con la proteina de uniéon a CRE, CREB. La interaccion
es llevada a cabo de manera dependiente y es necesaria la presencia de una secuencia
cargada de 23 aminoacidos ubicada en el dominio de transactivaciéon de A-Myb lo cual
envuelve una interaccidon fisica entre A-Myb y el dominio KIX de CBP(Valeria
Facchinetti et al. 1997).

Por tal motivo se propone que el factor de transcripciéon A-Myb actda como un
coactivador directo de la expresién celular especifica mediante la via del elemento CRE
cis, para lo cual se cree que este es un mecanismo comun involucrado en la activacién
de multiples genes.

Pese ala gran relevancia de A-Myb, no existe informacién molecular de las rutas en
las que actia y teniendo en cuenta que actualmente el conocimiento sobre el
mecanismo de la regulacion génica de la expresion esta incompleto, se decidi6 estudiar
el dominio de enlace a ADN junto con el dominio de transactivaciéon (TAD) presente
también en la A-Myb, el cual se espera interaccione directamente con el dominio KIX de
CBP el cual funciona como coactivador de un gran nudmero de factores de
transcripcion(Fung, Ramsay, and Katzen 2003) (Fig. 25).

Dominio de enlace a Dominio de Dominio de
ADN transactivacion regulacion negativa
A-MYB | R1| R2 | R3 TAD NRD
Interacciona con ADN Interacciona con el Regula la actividad
Gen TOM 1A, MIM-1 dominio KIX de CBP de A-MYB de

manera negativa

R2
- Gen TOM-1A
2| R3

4

TAD -

5 TOM-1A
R2 | R3 TAD =3

INTERACCIONES EN ESTUDIO
(7

Figura 25. Esquema de los dominios presentes en el factor de transcripcion A-MYB y los
blancos con los que interacciona cada uno de ellos. También se muestran individualmente
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los dominios estudiados en el presente proyecto, los cuales son R2, R3, TAD y R2ZR3TAD
(nombrada como COM). KIX es el dominio de la proteina CBP.

6.2 HIPOTESIS

Los dominios de A-MYB expresados individualmente de manera recombinante
interaccionardn con sus blancos de ADN y KIX respectivos.

6.3 OBJETIVOS
6.3.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar las bases moleculares de la interaccion entre CBP, A-Myb y ADN
involucrados en la regulacién de la transcripcion génica de células eucariontes por
RMN.

6.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener las proteinas recombinantes R2-A-Myb, R3-A-Myb, TAD-A-Myb,
R2R3TAD-A-Myb y el dominio KIX de CBP.

e Optimizar condiciones de purificacion para todas las proteinas del punto
anterior.

e Resolver la estructura tridimensional del conjunto de proteinas mediante RMN.

e Caracterizar la interaccion entre A-Myb, KIX y ADN empleando RMN.

6.4 RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 5. Secuencia primaria de los dominios estudiados en el presente proyecto.

DOMINIOS CANTIDAD DE  SECUENCIA
AMINOACIDOS
R2 de A-Myb (90-141) 52 LIKGPWTKEEDQRVIELVQKYGPKRWSLIAKHLKGRIGKQCRE
7 RWHNHLNPE
R3 de A-Myb (142-193) 51 VKKSSWTEEEDRITY EAHKRLGNRWAEIAKLLPGRTDNSIKNH
7 WNSTMRRK
Dominio de transactivacién (TAD) 101 MQTQNQFYIPVQIPGYQY VSPEGNCIEHVQPTSAFIQQPFIDED
de A-Myb (218-319) PDKEKKIKELEMLLMSAENEVRRKRIPSQPGSFSSWSGSFLMD
DNMSNTLNSLDEHTS
| Dominio KIX de CBP (587-673) 87 GVRKGWHEHVTQDLRSHLVHKLVQAIFPTPDPAALKDRRME
NLVAYAKKVEGDMYESANSRDEY YHLLAEKIYKIQKELEEKR
RSRL
COM de A-Myb (DOMINIO 235 LIKGPWTKEEDQRVIELVQKYGPKRWSLIAKHLKGRIGKQCRE
R2+DOMINIO R3+DOMINIO DE RWHNHLNPEVKKSSWTEEEDRITY EAHKRLGNRWAEIAKLLP
TRANSACTIVACION) GRTDNSIKNHWNSTMRRKVEQEGYLQDGIKSERSSSKLQHKP
CAAMDHMQTQNQFYIPVQIPGYQY VSPEGNCIEHVQPTSAFIQ
QPFIDEDPDKEKKIKELEMLLMSAENEVRRKRIPSQPGSFSSW
SGSFLMDDNMSNTLNSLDEHTS
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Fue posible determinar las condiciones dptimas de expresion y purificacion para
cada uno de los dominios en estudio. Se observé que cada uno de ellos requiere
condiciones particulares en cada etapa del proceso. Como un ejemplo de esto
observamos que los dominios TAD; COM se expresan completamente insolubles,
mientras que KIX se expresa parcialmente insoluble, adicional a esto los dominios R2 y
R3 luego de ser purificados presentan una alta estabilidad en concentraciones de NaCl
altas (400-500 mM), sin embargo, en una baja concentraciéon de NaCl (100 mM) tienden
a precipitar rapidamente. Por otro lado, el dominio KIX es inestable a altas
concentraciones (>500 uM), lo cual dificulta un poco su caracterizacidn.

Se purificaron cada uno de los dominios mediante diferentes técnicas
cromatograficas, lo cual fue corroborado mediante espectrometria de masas para el
dominio KIX (Fig. 26) y mediante cromatografia de intercambio iénico (Fig. A1 material
suplementario) junto con gel de poliacrilamida para los otros dominios. A continuacidn,
fue posible realizar la caracterizacidon de cada uno de ellos mediante experimentos de
dicroismo circular. En la figura 27 se presentan los espectros de dicroismo circular (DC)
de los 5 dominios trabajados en este proyecto. Se observa que todos los dominios
presentan 2 minimos en 210 nm y 220 nm, lo cual es el comportamiento esperado
cuando se encuentra presente el elemento de estructura secundaria hélice-a. Sin
embargo, empleando los datos obtenidos se calculé el porcentaje de estructura
secundaria presente en cada dominio, los resultados se presentan en la tabla 6. Se
observa que todos los dominios, excepto R3, presentan cierto contenido de hélice,
mientras que todos los dominios presentan hoja antiparalela y otros plegamientos
principalmente.
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Figura 26.Espectro de masas MALDI-TOF del dominio KIX.

Tabla 6. Porcentaje de estructura secundaria calculado con el servidor

BESTSEL(Micsonai et al. 2015).

% Estructura R2 R3 TAD COM KIX
Secundaria

Hélice 36.1 0.0 30.7 46.7 33.0
Antiparalela 16.1 47.6 16.0 25.7 11.3
Paralela 17.6 10.5 0.0 13.5 17.0
Giro 0.0 0.0 7.6 0.0 0.0
Otros 30.2 41.8 45.7 14.1 38.6
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Figura 27. Espectros de dicroismo circular obtenidos para; el dominio R3 a una
concentracion de 0.2 mg/mL, el dominio TAD a una concentracién de 0.05 mg/mlL,
el dominio COM (R2+R3+TAD) a una concentracion de 0.1 mg/mL, el dominio KIX a
una concentracion de 0.1 mg/mLy el dominio R2 a una concentracién de 0.1 mg/mL,

Adicional a esto se realizaron curvas de desplegamiento por temperatura para los
dominios R2, R3 y KIX con el fin de estudiar su termoestabilidad. Para lo cual se
determino6 que la desnaturalizacion de KIX y R2 es reversible, mientras que para R3 es
irreversible.

En la figura 28 se muestran diferentes curvas de DC para el dominio KIX, a 25°C
(anaranjado), a 90°C (gris) y luego de enfriar a 25°C (amarillo). Con lo cual es posible
observar que la desnaturalizacion de KIX es reversible.
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Figura 28. Espectro de dicroismo circular obtenido para el dominio KIX de la proteina
CBP a 25°C (color anaranjado). Espectro de DC de KIX a 90°C (color gris). Espectro de DC
de KIX a 25°C luego de enfriar (color amarillo).

En la figura 29 se presenta la variacidn de la intensidad de DC monitoreada a
208 nm a medida que se incrementa la temperatura de la celda. El valor calculado para
la TM de KIX fue de 64.27°C.
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Figura 29. Curva de desplegamiento de KIX monitoreada a 208 nm empleando DC.
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Se determind la interaccidon de los dominios R2, R3 y COM (R2R3TAD) con ADN
mediante experimentos EMSA, con lo cual se observé que todos los dominios presentan

plegamientos activos, debido a que hubo interaccién en todos los casos con el gen TOM-
1A (Fig. 30).

En la figura 30 se presentan geles de poliacrilamida al 4% correspondientes a los
experimentos EMSA realizados, donde el grupo fosfato del ADN se encuentra marcado
con -32P, por tanto, es posible hacer seguimiento de la interacciéon ADN-Proteina
empleando radioactividad. En la figura 30 A, By C se observan los complejos ADN+COM,
ADN+R3 y ADN+R2 respectivamente.

Myb binding site (MBS)

Figura 30. Ensayos de movilidad electroforética de A. COM, B. R3y C. R2 con ADN. Para
cada uno de los dominios se incrementa la concentracion de proteina de izquierda a
derecha y se mantiene constante la concentracién del gen TOM-1A (0.5 ng). Las
concentraciones utilizadas para cada dominio fueron; para COM (0.60; 1.2; 3y 6 ug), para
R3 (0.60; 1.2; 3y 6 ug) y para R2 (0.5; 0.75; 1y 1.5 ug).

En los geles de la figura 30 se observan bandas tanto del ADN libre (bandas al
final del gel). Como de la formacion del complejo de ADN con los diferentes dominios
(bandas en la parte superior de los geles), los cuales migran de manera mas lenta que
el ADN libre, al ser de un mayor tamafo. Por tanto, es posible concluir que los dominios
recombinantes presentan la actividad que se requiere, puesto que interaccionan con su
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respectivo blanco. Sin embargo, este experimento fue utilizado para obtener un
resultado cualitativo y confirmar la interaccion.

Se realiz6 una caracterizacion preliminar mediante Isothermal titration
calorimetry (ITC) y termoforesis de la interaccidn de los dominios R2 y R3 con el ADN,
asi como también de la interaccién del dominio TAD con el domino KIX. Se observé
interaccion en todos los casos. Estos experimentos se realizaron en colaboracion con el
Dr. Enrique Garcia. En la figura 31 se muestran los resultados correspondientes al
experimento de ITC realizado para el domino R2 con TOM-1A y KIX con TAD, lo cual
evidencia la interaccion en ambos casos. En ambos casos se esperaba una
estequiometria 1:1 (N=1), sin embargo, para R2 se obtuvo un valor de N= 1.79 y para
KIX un valor N= 0.564, posiblemente debido a la alta inestabilidad de estos dominios en
disolucidn, lo cual pudo ocasionar estos resultados. Por tal motivo, considero necesario
repetir estos experimentos al siguiente dia de finalizar la purificaciéon de los dominios
(maximo en los siguientes 2 dias).
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Figura 31. A. Curva de ITC obtenida mediante la titulacién de ADN utilizando el dominio
R2. Se obtuvo una KD=92.5 nM. B. Curva de ITC obtenida mediante la titulacion de KIX
utilizando el dominio TAD. Se obtuvo una KD=1.9 uM.

En la figura 32 se presentan los resultados de la interaccion de R3 con el gen
TOM-1A, la cual fue observada empleando termoforesis, mediante la cual se determiné
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una Kd 430.4 nM. Con base en estos resultados es posible observar que probablemente
R3 presenta una menor afinidad por el ADN en comparacion con R2.
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Figura 32. Curva de termoforesis obtenida para la interaccién de R3 marcada con un
compuesto fluorescente enlazado al His-tag del dominio (NT-647), junto con el gen Tom-
1A. Se determiné una KD de 430.4 nM.

Se obtuvieron los espectros de 'H de RMN para los dominios R2, R3 y KIX. La
dispersion observada en las senales infiere que estos dominios presentan una
estructura tridimensional estable. En las figuras 33, 34 y 35 se muestran los espectros
de 1H obtenidos para los dominios R3, R2 y KIX respectivamente.
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Figura 33. Espectro de 1H de RMN del dominio R3. Adquirido
en un equipo Bruker 700MHz.
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Figura 34. Espectro de 1H del dominio R2. Equipo Bruker 700MHz.
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Figura 35. Espectro de 1H del dominio KIX. Equipo Bruker 700MHz.
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6.5 CONCLUSIONES

Se optimizaron las condiciones de expresion y purificacidon para cada uno de los
dominios en estudio. Se determiné que todos los dominios se encuentran plegados y a
su vez presentan un plegamiento activo puesto que todos los dominios obtenidos de
manera recombinante interaccionan con su blanco correspondiente. Con base en los
resultados obtenidos de la interaccion de los diferentes dominios, es posible concluir
que R2 interacciona mas fuertemente con el gen TOM-1A que R3 y que KIX con TAD.

7. CONCLUSION GENERAL

Se estudiaron diversas proteinas de interés biolégico empleando una gran variedad de
técnicas, entre ellas la resonancia magnética nuclear, la cual nos permitié la
caracterizacién estructural de 4 de las 5 proteinas mencionadas en esta tesis. Adicional
a esto fue posible obtener informacién de la correlacion estructura-funcion que abre
paso a futuros estudios. También fue posible optimizar las condiciones de expresion y
purificacién de los dominios presentes en el factor de transcripcién A-MYB de humano,
para cada dominio recombinante obtenido fue posible demostrar que presentan un
plegamiento activo, puesto que interaccionan con su blanco respectivo.
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9 ANEXOS

ANEXO 1.Medios de cultivo y disoluciones.

MEDIO LURIA BERTANI (LB)

TRIPSINA 10 g/L
EXTRACTO DE 5g/L
LEVADURA
NACL 10 g/L
PH 7

AMORTIGUADOR DE LISIS (BL)

KCL 2.0 mM
NACL 130.0 mM
NA2HPO4 10.0 mM
KH2PO4 1.7 mM
PH 6.5
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AMORTIGUADOR DE CORTE SIN AGENTE

CAOTROPICO
TRIS 50.0 Mm
CACL2 | 1 Mm
PH | 8.0
5X TBE
TRIS-BORATO | 0.45M
EDTA | 10 mM
GLICEROL | 25%
PH | 7

DISOLUCION PARA PREPARAR 1 GEL DE POLIACRILAMMIDA

PARA EMSA

30% ACRILAMIDA/BIS
(37.5:1)
5X TBE
10 % PERSULFATO DE
AMONIO
TEMED
H20

10 mL

5 mL
350 L

100 uL
37.5 mL

AMORTIGUADOR DE ENLACE PARA EMSA 2X

TRIS-BASE 40 mM
EDTA 1 mM
MGCL2 8 mM
KCL 120 mM
GLICEROL 20 %
PH 8
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ANEXO 2. Resultados adicionales del capitulo 2.
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Figure 1A. Region Hb-Hb del NOESY 150 ms a 600 MHz. A) Correlation entre C41y
C16.1.B) Correlacion entre C25 y C46, y 1.C) Correlacién entre C65 y C412.

ANEXO 3. Resultados adicionales del capitulo 6.
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Figura A4. Curva de desplegamiento de R3 monitoreada a 208 nm empleando
Dicroismo Circular.
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Figura A6. Curva de desplegamiento de TAD monitoreada a 208 nm empleando
Dicroismo Circular.

ANEXO 4. Articulo “Structural and Functional Studies Reveal the Presence of Two
Different Activities for Scorpine: One Blocking Channel Activity and One Cytolytic
Activity” en preparacion.
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Abstract

Scorpine is an antimicrobial and antimalarial peptide isolated from the Pandinus imperator scorpion venom. Since, there
are few functional and structural studies reported of scorpine like-peptides, we studied by biological assays the recombinant
N-terminal, C-terminal domains as well as the complete scorpine and we determined by nuclear magnetic resonance
spectroscopy the N-terminal and C-terminal structures. The study was conducted using the recombinant peptides N-
terminal, C-terminal, and the complete scorpine expressed in E. coli. The results showed that N-scorpine presents a random
coil structure in water and it adopts an a-helical folding in the presence of 50% trifluoroethanol. C-scorpine contains three
disulfide bonds with two structural domains: an unstructured N-terminal domain in water which can form a typical
secondary alpha-helix structure in 50% TFE and a C-terminal domain with a cysteine-stabilized o/f (CS-af) motif. Our
findings demonstrate the presence of cytolytic activity associated with C-scorpine, N-scorpine and scorpine, as well as the
presence of blocking channel activity associated with the C-scorpine domain.

Introduction

Scorpions have medical relevance due to a wide variety of biologically active peptides present in their venom(Andreotti,
N., Di Luccio, E., Sampieri, F., De Waard, M. S., and Sabatier 2005; Possani et al. 1999; Cid-Uribe et al. 2020). The active
peptides have played a key role in the innate defense of the host and typically have shown activity against a broad spectrum
of organisms, including filamentous fungi , gram-negative bacteria, parasites, and viruses(S Zhu and Tytgat 2004; Garcia-
Hernandez and Machado 2020). Based on the composition and structure, venom peptides have been classified into several
groups, highlighting linear a-helical peptides like cecropins and cysteine-rich forming disulfide bonds like defensins(Vizioli
and Salzet 2002; S Zhu and Tytgat 2004).

A 75 amino acid (aa) peptide with hybrid characteristics called scorpine was isolated from the African scorpion Pandinus
imperator venom (Conde, R., Zamudio, F. Z., Rodriguez, M. H., and Possani 2000). In the peptide primary structure was
found an amino terminal sequence similar to cecropins, a cysteine rich zone with a Cys pattern typical of invertebrate
defensins (CX4-15CX2HCX6-9GX1CX4-9CXI1C), and a possible o/f structural motif(Conde, R., Zamudio, F. Z.,
Rodriguez, M. H., and Possani 2000). Scorpine become a new interesting object of study as a molecule against malaria,
because it is 100 times more active than other antimalarials reported(Possani, Corona, and Rodriguez 2002; Conde et al.
2001), it also represented a new group (scorpine-like peptides) of long-chain antimicrobial peptides.Several peptides
homologous to the scorpine have been identified(Possani 2019; Bitar et al. 2020; Juichi et al. 2019; Vargas et al. 2021),
including Opiscorpina 1-4 from the scorpion Opistophthalmus carinatus(S Zhu and Tytgat 2004), Heteroscorpina-1 from
the scorpion Heterometrus laoticus(Uawonggul, Thammasirirak, and Chaveerach 2007; Incamnoi et al. 2018) and HgeScplp
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from the scorpion American Hadrurus gertschi(Elia Diego-Garcia et al. 2007; Schwartz et al. 2007). Later, Diego-Garcia
et al. reported the scorpine-like peptides with the B-KTx toxins, these are molecules with neurotoxic characteristics used by
scorpions mainly to Kill or paralyze their prey(Ortiz and Possani 2018; Rogowski et al. 1994). Subsequently, due to the
limited characterization, B-KTx and scorpine-like peptides were called orphan peptides and, a new classification for three
subfamilies was proposed: 1) Peptides related to the TsTX-Kf toxin, including AaTX-KB, BmTXKp2 and TcofKTx; 2)
BmTXKp-related peptides including TcoKIK, TdiKIK and TtrKIK, finally, 3) Scorpine-like peptides. The peptides
belonging to the three subfamilies showed a high identity between them inside each subfamily (50-97%) and a low average
identity between the subfamilies (< 30%)(Elia Diego-Garcia et al. 2007). While the first two groups have shown neurotoxic
features blocking potassium channels, the third group has shown mainly strong antimicrobial, antiparasitic and cytolytic
activity against eukaryotic cells(Cao et al. 2003; Legros et al. 1998; Elia Diego-Garcia et al. 2005; Juichi et al. 2018;
Matsushita et al. 2009; Juichi et al. 2019; Conde, R., Zamudio, F. Z., Rodriguez, M. H., and Possani 2000; Rogowski et al.
1994).

Although B-KTx and scorpine-like peptides information is increasing, their relationship is still not clear, neither the
interaction mechanism of B-KTx and scorpine-like peptides with their molecular targets. Hybrid functionality of scorpine-
like peptides has been of interest in several studies, investigating if the possible neurotoxic activity is masked by the
antimicrobial or cytolytic function. It was reported that removing an N-terminal sequence, while the potassium channel
blocking activity is acquired by the scorpine-like peptide HgeScplpl, the blocking activity is decreased by Ev37. This type
of behavior has also been observed for the antimicrobial activity(Feng et al. 2013; E. Diego-Garcia et al. 2008). B-KTx and
scorpine-like peptides represent some remarkable groups of peptides reported with multiple activities, including
antimicrobial, cytolytic, antifungal, antiparasitic and neurotoxic activities(Batista, C. V. F., Roman-Gonzélez, S. A., Salas-
Castillo, S. P., Zamudio, F. Z., Gomez-Lagunas, F., and Possani 2007; Conde, R., Zamudio, F. Z., Rodriguez, M. H., and
Possani 2000; Possani, Corona, and Rodriguez 2002; Uawonggul, Thammasirirak, and Chaveerach 2007; Legros et al. 1998;
E. Diego-Garcia et al. 2008). If we know better the structure-activity relationship of the B-KTx and scorpine-like peptides
we can find a key piece in the fight of some global health problems like antibiotic resistance and parasite diseases.
Additionally, B-KTx and scorpine-like peptides could act as pharmacological tool to characterize the action mechanisms of
ion channels involved into a wide channelopathies variety which affect the world population(Schaenzer and Wright 2020;
Israel et al. 2018; Conde, R., Zamudio, F. Z., Rodriguez, M. H., and Possani 2000).

The relevance of some amino acids with hydrophobic, positive, and negative characteristics in the interaction with the
molecular targets has been highlighted for peptides belonging to different families of scorpine like-peptides and f-
KTx(Lo6pez-Giraldo et al. 2020; Brogden 2005; Epand and Vogel 1999; Friedrich, Moyles, and Beveridge 2000; Cohen et
al. 2005; Canul-Tec et al. 2011; Riafio-Umbarila et al. 2019; Clairfeuille et al. 2019; Estrada et al. 2011; MacHado et al.
2018). However, the important features in the functional structures of scorpine like-peptides and B-KTx toxins remain
unclear and few functional and structural studies have been reported. These structural studies include some N-terminal
fragments structure of B-KTx toxins and the scorpine-like peptide Hge36 C-terminal domain structure(Shunyi Zhu et al.
2010; Flores et al. 2016; Gao et al. 2010). For this reason, scorpine like-peptides and B-KTx are some of the least structurally
studied families. The purpose of this research is to study the biological function of the recombinant N-terminal (renamed as
N-scorpine), C-terminal (renamed as C-scorpine) domains and the complete scorpine, as well as, to determine the N-
scorpine and C-scorpine structures applying nuclear magnetic resonance.

In this work we use the model peptide of the scorpine-like peptides group, the scorpine, as the study molecule. Scorpine
was recombinantly produced, structurally characterized and the cytolytic and neurotoxic properties evaluated. We report
the scorpine N-terminal and C-terminal domains structures and the N-terminal and C-terminal domains effect over the
Shaker and KCNQ1 potassium channels. Additionally, we compare the C-scorpine structure with Hge36 and HgeD
structures reported for scorpine-like peptides family and the N-scorpine structure with other cytolytic peptides structures
reported, in order to look for structural information of scorpine like-peptides action mechanism. Our findings mainly
demonstrate a structural organization of the positively charged, hydrophilic residues and hydrophobic residues on the helical
construction of N-scorpine similar to other cytolytic peptides.

Material and Methods
Cloning of N-scorpine, C-scorpine and scorpine

Synthetic codon optimized gen for expression in Escherichia coli was produced by GenScrip using the amino acid sequence
UniProt code P56972(Conde et al. 2001) (amino acids 1-85), N -terminal (amino acid 1-28) and C-terminal (amino acid 29-
85). These sequences were cloned in the expression vector pET32a to produce fusion protein with thioredoxin, a 6-HisTag
and a TEV site.

Expression and purification of the recombinant proteins N-scorpine, C-scorpine and scorpine
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Escherichia coli Rosetta was used to express the recombinant proteins. The transformed cells with the plasmids pET32a-
N-scorpine, pET32a-C-scorpine and pET32a-scorpine were incubated in LB medium (Miller’s modification) supplemented
with ampicillin and chloramphenicol to 220 rpm and 37°C until an optic density of 0.7. Then, IPTG was used for the
expression induction to a final concentration of 0.5 mM. The protein expression was conducted at 30 °C for 16 h. The
bacterial pellets were collected and re-suspended on the lysis buffer (50 mM Tris, 300 mM NaCl a pH 8.0) and sonicated
(20 pulses of 15 s ON with 60 W and 35 s OFF). Afterwards, the proteins were fractionated using immobilized metal affinity
chromatography (IMAC; Hi-Trap chelating columns from GE-Healthcare, Waukesha, W1, USA). The buffer was exchanged
by dialysis to 50 mM Tris, 300 mM NaCl, 5 mM MgClz, 0.25 mM DTT and 5% glycerol pH 8.0, conditions need for TEV
digestion. Enzymatic digestion was done using 1.0 mg of TEV for each 100 mg of the fusion protein, the final protein
concentration was 1.0 mg/mL. TEV digestion gives a glycine residue at the N terminal, being additional to the C-scorpine
sequence. The free proteins were purified with a second step of IMAC purification, were prepared with solid-phase
extraction, and finally purified by RP-HPLC using a Jupiter Proteo C12 column of Phenomenex (Pore size 90 °A, particle
size 4.0 uM and 4.6 x 250 mm). The purification was made with a linear gradient starting at 85% A (H20 + 0.05% TFA
v/v) 10 90% B (ACN + 0.05% TFA v/v) in 45 minutes. All peptides were obtained in a folded manner, as demonstrated by
NMR studies.

Mass Spectrometry

Mass spectrometry MALDI-TOF was used to obtain the peptide molecular weight with the a-cyano-4-hydroxycinnamic
acid matrix on a Bruker Daltonics Microflex LT instrument.

NMR procedures

The lyophilized samples of N-scorpine and C-scorpine were dissolved in 3.0% v/v D20 (Cambridge Isotopes Laboratories,
Tewksbury, MA, USA) deionized water to a final protein concentration of 5.0 mM. 50% deuterated TFE was added to the
N-terminal sample. NMR experiments were acquired on a 700 MHz Daltonics (Bruker Biospin, Billerica, MA, USA)
spectrometer with a 16.4 Tesla magnetic field at 298 K. We used a collection of 2D NMR homonuclear experiments for
spin system identification and sequential assignment. The spectra recorded were two nuclear Overhauser effect spectra
(NOESY)(States, Haberkorn, and Ruben 1982) with 150 and 250 ms mixing times, a TOCSY (Griesinger et al. 1988) with
80 ms isotropic mixing period (MLEV-17)(Levitt, Freeman, and Frenkiel 1982; Bax and Davis 1985), and a double-quantum
filtered COSY (DQFCOSY)(Piantini, Sgrensen, and Ernst 1982; Rance et al. 1983). Double pulsed-field gradient spin
echoes (DPFGSE)(Hwang and Shaka 1995; Dalvit et al. 1991) was used for the water suppression. The proton assignment
was carried out based on the standard method developed by Wiithrich(Kurt Withrich 1986). We used the 2D-TOCSY at
298 K traces to obtain the HN-Ha coupling constants following the modified J-doubling method in the frequency domain
(Delrioportilla, Blechta, and Freeman 1994; Garza-Garcia, Ponzanelli-Velazquez, and del Rio-Portilla F 2001).

Structural calculation

The distance constraints used for the structure calculation were obtained of the homonuclear 1H-1H NOESY spectrum with
150 ms mixing time. The NMR data were processed with NMRPipe software(Delaglio et al. 1995). The peak picking, spin
system identification, and NOE derived distance constraint assignments were carried out with CARA 1.5 software (Keller
2004). CYANA 2.1 was used for the structural calculation (Downing and Giintert 2004) with chemical shift tolerance
between 0.02 and 0.015 ppm. From 500 structures were selected the 20 protein models with the lowest energy values and
without restraint violations. In order to refine and minimize the 20 models with the lowest energy values, we followed the
protocol described (Gurrola et al. 2012) using molecular dynamic calculations with AMBER 9. Additionally, the refined
structural model of the N-scorpine and C-scorpine peptides were validated and deposited in the Protein Data Bank (PDB ID
7M1E. and 7M1D respectively) and Biological Magnetic Resonance Bank (BMRB ID 30879 and 30878 respectively).
Structures were analyzed and visualized with UCSF Chimera(Pettersen EF, Goddard TD, Huang CC, Couch GS, Greenblatt
DM, Meng EC 2004) and Pymol(“The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrodinger, LLC.,” n.d.).

Cell culture and channel expression

DMEM media (Gibco) was used to grow HEK 293T cells, the media was supplemented with penicillin G (100 units/ml),
10% FBS, and streptomycin (0.1 mg/ml). Lipofectamine 2000 Invitrogen was used to transiently transfect the cells with
KCNQ1 or Shaker-IR (N-terminal deletion A6-46 Shaker clone). Additionally, the cells were co-transfected at a microgram
ratio of 1:0.5 with GFP. 24 h after transfection, the cell patch clamps were recorded using an Axopatch 200B amplifier
(Molecular Devices) at —80 mV hold potential, acquired at 10 kHz using pCLAMP10 software (Molecular Devices), and
filtered online at 5 kHz. The patch clamps recordings were performed using fire-polished borosilicate glass (Sutter
instruments) pipettes with 3 — 5 mQ resistance, filled with internal solution: 140 mM KCI, 1 mM MgClz, 1 mM CaClz, 10
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mM HEPES, and 1 mM EGTA (adjusted to pH 7.4 with KOH). The external solutions contained 140 mM NaCl, 5 mM KCl,
1 mM CaClz, 1 mM MgClz, and 10 mM HEPES (adjusted to pH 7.4 with NaOH).

Results
Production of recombinant peptides

Recombinant proteins including whole scorpine, N-domain and C-domain were successfully produced in E. coli using
Rosetta strain. After metal affinity chromatography (IMAC) and reverse phase high performance liquid chromatography
(HPLC) the proteins were at high purity and in oxidized state as demonstrated by MALDI-TOF results (Figure S1 and table
S1). C-scorpine contains a glycine residue at the N-terminal as result of TEV digestion.

NMR assignments and structure calculations

The N-scorpine NMR sample conditions were selected considering that this domain presents a random coil structure in
water and its turns to o-helical in the presence of 50% trifluoroethanol, considered as a membrane-mimicking
environment(Gao et al. 2009; Kozlov et al. 2006). C-scorpine and N-scorpine domain peptide spin systems were identified
through bond connectivities observed mainly in TOCSY but also in COSY, whereas sequential assignments were obtained
using the through space connectivities observed between neighboring residues in the NOESY spectra. The good signal
dispersion of the 150 ms mixing time NOESY and 80 ms TOCSY spectra allowed identifying 47 of 48 spin systems for C-
scorpine domain and 27 of 28 spin systems of amino acid residues for N-scorpine domain. C-scorpine and N-scorpine 'H
completeness assignments were 91% and 93% respectively when natural abundance samples were used. C-scorpine solution
structure (Figure 1) was obtained from 1,328 NOEs with off diagonal assignment; 93 of them are long-range NOEs |i-j
|<=5, 102 medium-range NOEs 1 <|i-jl< 5 and 1,133 short-range NOEs |i-j|<=1 (Tab. S2) and 21 HN-Ha coupling
constants. N-scorpine solution structure (Fig. 1) was obtained from 1,249 NOEs with off diagonal assignment; 2 of them
are long-range NOEs |i-j |<=5, 243 medium-range NOEs 1 <|i-j|< 5 and 1,004 short-range NOEs |i-j|<=1 (Fig. S2), as well
as 8 HN-Ha coupling constants. Figure 1A shows the C-scorpine NMR solution structure with a cysteine-stabilized o/
(CSo/B) motif, a a-helix (Asn21-Thr28), a double stranded antiparallel B-sheet (Lys32-Cys35 and Cys40-Gly43), two loops
(al- B1 and B1-p2), three disulfide bonds (Cys12-Cys35, Cys22-Cys40 and Cys26-Cys42) and a long random coil region
(Gly1-Gly20). Figure 1B shows the superposition of the 20 lowest energy structures. Figure 1C shows the N-scorpine NMR
solution structure with a typical secondary alpha helix structure (1le3-Thr19). Figure 1D shows the superposition of the 20
lowest energy structures. The final average backbone RMSD to mean for C-scorpine (calculated from 22 aa to 45 aa) and
N-scorpine (calculated from 3 aa to 26 aa) was 0.52 and 0.58 and considering the heavy atoms RMSD to mean was 0.83
and 0.95 respectively. C-scorpine and N-scorpine HN-Ha coupling constants and proton chemical shifts are deposited in
the Biological Magnetic Resonance Bank (BMRB: 30879 and 30878 for N-scorpine and C-scorpine respectively). A
summary of the experimental constraints and structure calculation statistics is shown in Tab. S2.
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B C-scorpine I N-scorpine

Figure 1. A) Lowest energy NMR structure of C-scorpine. The disulfides are painted in yellow. B) Backbone superposition
of the 20 lowest energy structures of C-scorpine, the unfolded region (Gly1- Gly20) is shown with transparence. C) NMR
solution structure of N-scorpine with the lowest energy. D) Backbone superposition of the 20 lowest energy structures of
extreme N-scorpine.

We ran two different C-scorpine structure calculations to confirm the disulfide bonds: the first one, without S-S bond
constraint; and the second one with S-S bonds constraint (Cys12-Cys35, Cys22-Cys40 and Cys26-Cys42) relative to the
primary structure. The two calculations showed remarkably similar structures, see Fig. S2. The S-S bonds restrictions used
for the second calculation were observed by NMR. Indeed, NOE's were clearly observed between HBi-Hpj and Hai-Hpj of
the cysteines present in disulfide between Cys12-Cys35 and Cys26-Cys642, while only NOE's Hai-Hfj were observed
between (Cys22-Cys40) because of signal overlapping on HBi-Hpj regions near of the diagonal (Fig. S3). We can observe
there is not overlap on the region which could hinder the interpretation.

Comparison of N-scorpine with other a-helical peptides

We carried out structural analysis of N-scorpine with other reported structures of a-helical peptides. Figure S5 shows the
sequence alignment of N-scorpine with meucin-24(Gao et al. 2010) (Mesobuthus eupeus) and magainin 2(Gao et al. 2010),
both antimalarial peptides. Despite there is a low similarity between the primary structures of N-scorpine, meucin 24 and
magainin 2, they share the same helical structure when is added TFE (Fig. S4).

Comparison of C-scorpine with Hge36 peptide

C-scorpine shares 61.7% sequence identity with Hge36, an antiparasitic and potassium channel-blocking scorpine-like
peptide(E. Diego-Garcia et al. 2008; Flores et al. 2016). They have conserved disulfide bridges with the six cysteine residues
located at positions homologous, see Fig. 2A. The 3D structures of the scorpine-like peptides show similar folds with two
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loops and the same structural motif CSa/B (Fig. 2B). The major structural difference between C-scorpine and Hge36 was
the relative orientation of the N-terminal region.

10 20 30 40 50 60 70
----- APNAPAAAA N - -+ wnemmennnennnes ONNSASAG --HI ==~ M- == ==
A) Scorpine GWINEEKIQKKIDERMGNTVLGGMAKAIVHKMAKNEFQUMANMDMLGNCEKHCQTSGE~-KGYCHGTKCKCGTPLS Y~
Hgelé VHEKMAKNQFGCFANVDVKGDCKRHCKAEDK-EGICHGTKCKCGVPISYL
N-scorpine C-scomine

N-ter

B) Il C-scorpine

Bl Hge36

C-ter

Figure 2. Structure comparison. A) Sequence alignment of scorpine and Hge36 B) Structure comparisons between C-
scorpine (violet) and Hge36 (green), where it can be observed that these toxins have similar secondary and tertiary structure.

Electrophysiological experiments

Scorpine, N-scorpine and C-scorpine showed cytolytic activity in most of the recordings, on the HEK293T cells; it induces
disruption of the cell membrane, leak currents and cell death, at a concentration of 25 uM (Fig. 3A). However, in those
recordings that were achieved on Shaker and KCNQ1 channels, the inhibition was only visible with C-scorpine, at a
concentration of 18 pM, blocked the Shaker and KCNQL1 currents in 36 and 20%, respectively (Fig. 3D).
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Figure 3. A) Cytolytic activity on the HEK293T cells. Representative traces showing the effect of C-scorpine at 25 pM,
inducing disruption of the cell membrane, leak currents and cell death. The black trace is a control on the Shaker current, at
20 mV, while the red trace is in the presence of C-Scorpine toxin. Toxins effects on the Shaker and KCNQ1 channels.
Current inhibition by B) scorpine. C) N-scorpine and D) C-scorpine. The black traces are control, at 20 mV, while the red

traces are in the presence of toxins.

Discussion
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Full scorpine as well as the N and C terminal domains were successfully expressed in E. coli and purified a thigh purity
(Fig. 1S). The thioredoxin helped to keep the peptides soluble as well as worked like mediator in the redox process to the
formation of the correct disulfide bonds given the oxidized state of the produced proteins.

One of the most important characteristics of B-KTx, and especially of scorpion-like peptides, is the presence of two structural
domains, an unstructured N-terminal capable of forming a helix when interacting with the membrane and the characteristic
alpha-over-beta domain stabilized by cysteines apparently responsible for blocking potassium channels(Feng et al. 2013; E.
Diego-Garcia et al. 2008). Many works have mentioned that the cytolytic activity observed in most of the scorpion-like
peptides is given by the N-terminal(E. Diego-Garcia et al. 2008), with the electrophysiological tests carried out here, the
cytolytic effect of scorpine is remarkable and it is observed an activity reduction by removing the amino terminal, thus
reaffirming the effect that this domain represent on the scorpine.

N-scorpine does not show a clear typical helical amphipathic design (Fig. 4A-B), a unique structural arrangement, in which
it is possible to observe two discrete domains, one of positively charged and hydrophilic residues; and the second with
hydrophobic residues (Zasloff 2019). This fact has been reported as a structural behavior for cytolytic activity(Gao et al.
2009) and has been reported for some linear cationic antimalarial peptides, between them, meucin-24, meucin-25(Gao et al.
2010), meucin-3, meucin-18(Gao et al. 2009) Mesobuthus eupeus, magainin 2(Gao et al. 2010), among others (Fig. S4-S5).
Meucin-3 and meucin-18 also present cytolytic activity as N-scorpine. However, these results suggest that the balance
hydrophobic/hydrophilic feature found in N-scorpine could be enough to find the cytolytic activity (Fig. 4A-B).
Additionally, it has been reported that an hydrophobicity region present on some peptides is a characteristic closely
correlated with the loss of the cytolytic activity(Dathe and Wieprecht 1999); we can see that N-scorpine present the opposite
feature (Fig.4B), excessive hydrophilic surface, which can increase the potential to interact with the negative membranes.
In addition, we noticed that N-scorpine has three structurally (Lys7) (Lys10) (Lys11) adjacent cationic residues, similar fact
observed for meucin-18(Gao et al. 2009). These exposed residues to the molecular surface could be involved in the
interaction with cell membranes with negative charge(Fig. 4C).
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Figure 4. N-terminal structure of scorpine. A) Ribbon diagram of the minimized lowest energy structure of N-scorpine. Red,
hydrophobic residues; blue, hydrophilic residues. B) The hydrophobic surface of N-scorpine. The surfaces were colored
according to a scale of three colors where blue indicates a polar region, white a neutral region and orange a hydrophobic
region. C) Amplification of the zone with the exposed lysines.

Amphipathic helical nature of meucin-24 and magainin-2 is observed due to hydrophobic residues tend to face upward
(FACE A), while charged and polar residues face downward (FACE B); however, for N-scorpine the helical amphipathic
design is not clear (Fig. S5A- F). N-scorpine hydrophobicity surface shows that residues Asn4, Lys7, Lys10, Lys11 and
Argl5 form a hydrophilic path, whereas the other residues lle12, Met16, Val20, Leu21, Met24 and Ala25 constitute another
large hydrophobic path. The similar paths are observed for meucin-24 and magainin 2. This suggest the most important
feature for the cytolytic activity of cationic peptides is the organization of positively charged, hydrophilic residues and
hydrophobic residues on the helical construction, showing N-scorpine is not considered a cationic peptide. Some differences
found in activity and potency could be understood for the hydrophilic/hydrophobic balance and cationic amino acid location.
It is necessary to perform more experiments to allow us to evaluate structural factors important for their activities.

C-scorpine 3D structure reported here shares the same structural motif CSa/B with Hge36 (Fig.2). The 3D structures differ
particularly at the amino terminal domain because there is a long unfold region present on C-scorpine. This fact was
observed by NMR because there was a few NOE’s on the spectrum corresponding to the amino acids present at the C-
scorpine amino terminal domain which could imply a not well-defined region. The opposite was reported for Hge36(Flores-
Solis et al. 2016) where it was reported that the amino terminal region poses more NOE’s than the carboxyl terminal,
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producing an N-terminal that is better defined. Furthermore, C-scorpine and Hge36 are the only 3D structures reported for
the subfamily 3 of B-KTx group.

We calculated the hydrophobic (Fig. S6) and the coulombic (Fig. S7) surfaces of C-scorpine and Hge36 of
Hoffmannihadrurus gertschi(E. Diego-Garcia et al. 2008), to compare and try to find structural features that could be
relevant for the toxin function. The hydrophobic surface of C-scorpine (Fig. S6A) shows two main hydrophobic patches.
The smallest is formed by amino acids V1 and L45; however, this patch is not conserved on the two peptides. Additionally,
there is a second patch on the N-terminal region (amino acids Met15, Metl7, Leul8, Alal3, Met12 and Phe9), which is
conserved at different position in the two peptides.

A few structural studies have been made for scorpine like-peptides. We compared the coulombic surface of C-scorpine with
the Hge36 structure (Fig. S7), but we couldn’t find any remarkable facts on the charge distribution for C-scorpine and Hge36
peptides. The loss of the scorpine N-terminal domain reveals a weak block activity over ionic channels shaker and KCNQL1.
Consequently, C-scorpine joins a small group of active molecules over KCNQ1 channels, where it is worth mentioning that
KCNQ1 channels are considered as potential therapeutic targets(Seebohm et al. 2003) firstly because they play an important
role in process like mediate repolarization of cardiac action potential as well as controlling the water and salt homeostasis
in several epithelial tissues(Hu et al. 2015; Heitzmann et al. 2007; Peroz et al. 2008).

Concluding remarks

C-scorpine showed a tightly folded C-terminal domain with a cysteine-stabilized o/B (CS-aB) motif. We found that C-
scorpine and Hge36 toxins share a hydrophobic path formed by the amino acids 15, 17, 13 and 12. Additionally, N-scorpine
presents an essential random coil conformation in water, but the a-helical content largely increases in the presence of 50%
TFE. Consequently, NMR structure of N-scorpine showed an a-helical architecture with a small amphipathic region which
is a structural prerequisite(Gao et al. 2009) for cytolytic activity as well as three structurally exposed cationic residues that
could interact with the negatively charged cell membranes. Our findings reveal two different activities in the scorpine study:
the first one, present in N-scorpine, C-scorpine and scorpine, with cytolytic activity and the second one, present in C-
scorpine with channel blocking activity. Our results suggest that the scorpine activity over ionic channels is masked by the
cytolytic activity. These results provide important structural information for the design of more potent KCNQ1 channel
blockers and serve as the basis for the understanding of structure and functional relationships of these channels.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

NMR solution structure
Scorpion toxins
Sodium channels
Toxin Cl13

Cl13 is a toxin purified previously from the venom of the Mexican scorpion Centruroides limpidus. This toxin
affects the function of voltage gated Na'-channels, human subtypes Nav1.4, Nav1.5 and Nav1.6 in a similar
manner as other known p-toxins from scorpion venoms. Here, we report a correction of the primary structure of
Cl13, previously published. The peptide does contain 66 amino acids, but residue 58 is a tryptophan and the last
C-terminal amino acid is an amidated lysine, instead of arginine. The main contribution of this communication is
the determination of the 3D-structure of Cl13, by solution NMR, showing that Cl13 has the classical cysteine-
stabilized a/p (CSa/p) folding. It has a triple stranded anti llel beta sheet c ly present in scorpion
sodium channel p-toxins. In addition, we report and discuss a comparison of Cl13 structure with two other toxins
(Cn2 and Css2) from scorpions of the same genus Centruroides, which shows important surface similarities with
the structure reported here. Finally, the lack of neutralization of Cl13 toxin by two single-chain antibody frag-
ments (scFvs), named LR and 10FG2, which are capable of neutralizing various toxins from Mexican scorpions, is
revised. In particular, 10FG2 is capable of neutralizing toxins Cll1 and ClI2 of the same scorpion C. limpidus. The
reasons why LR and 10FG2 are unable of neutralizing Cl13 toxin are discussed.

1. Introduction

Mexico is the country where a very high number of human stings by
scorpions occurs (Chippaux and Goyffon, 2008). It is estimated to be
close to 300,000 people stung per year (Secretaria de Salud, 2015). It
also harbors the highest biodiversity of scorpion species in the world,
with 289 species described until now (Santibanez-Lopez et al., 2015).
From this number of species, only 21 are assumed to be dangerous to
humans (Gonzalez-Santillan and Possani, 2018). Centruroides limpidus,
here thereafter abbreviated C. limpidus, is possibly the most important
species in this regard, because it is extensively distributed in the states of
Morelos, Guerrero, Mexico and Michoacan. The venom of this species
has been extensively studied (Alagon et al., 1988; Cid-Uribe et al., 2019;
Dehesa-Davila et al., 1996; Lebreton et al., 1994; Riano-Umbarila et al.,
2013). Initially, two main toxic peptides were described ClI1 (Ramirez

* Corresponding author.
** Corresponding author.

et al., 1994) and Cll2 (Dehesa-Davila et al., 1996) which are capable of
impairing proper function of sodium ion-channels (Possani et al., 1999).
Our group is interested in developing human antibody fragments
capable of protection against toxins of this scorpion and others of the
genus Centruroides of Mexico (Riano-Umbarila et al., 2019, 2016). Pre-
vious work by our group showed that a single-chain antibody (LR)
directed against toxin Cn2 of another species of scorpion (C. noxius) was
capable of neutralizing the entire soluble venom of this species (Ria-
no-Umbarila et al., 2011). Similarly, a single-chain antibody of human
origin (10FG2) showed to be adequate for complete neutralization of the
above mentioned toxins Cll1 and Cll2 (Riano-Umbarila et al., 2019).
Besides, a mixture of these antibody fragments was not capable of fully
protecting against the entire soluble venom of C. limpidus, contrary to
what it was shown with toxin Cn2 and the corresponding whole venom
as well as some other venoms. The experimental mice injected with
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these two single-chain antibodies survived the challenge, but still
showed symptoms of intoxication. This prompted us to conduct further
characterization of possible minor toxic components present in the
venom of C. limpidus, which were not protected by our newly developed
antibodies. In fact, a minor component, denominated C113 was found. It
is very toxic to mice. The peptide was isolated, sequenced, physiologi-
cally characterized and published (Olamendi-Portugal et al., 2017). For
the scFv 10FG2 that recognizes Cll1 and ClI2, the cognate epitope on the
toxins have been located. Since the amino acid sequence similarity of
Cl13 compared to that of Cl11 and ClI2 is over 70% identical, it suggests
the need for further knowledge of their 3D-structures. For this reason the
determination of the three-dimensional structure of Cl13 was under-
taken. With this information, we hoped conducting comparative studies
with the various scorpion toxins of the genus Centruroides, for which the
structure and function are known. The NMR analysis of Cl13 indicated
that a discrepancy in the reported primary structure of peptide was
found. The sequence analysis by Edman degradation of the peptide was
repeated with more material and the discrepancy was elucidated. The
conduction of this work was very important, as we describe below,
because the NMR results helped solving an ambiguity found in the pri-
mary structure of C113, as earlier published. Position 58 corresponds to a
tryptophan and position 66 was identified as an amidated lysine, instead
of an arginine. In addition, the determination of Cl13 3D-structure
allowed to conduct a comparative analysis with the other known toxic
peptides, which is the main contribution of this manuscript.

2. Material and methods
2.1. Source of material

Scorpions of the species C. limpidus were collected in Iguala (latitude
17.850, longitude 100.367) with official permit of SEMARNAT (number
004474/18), brought to the laboratory and milked for venom extrac-
tion. The soluble venom was fractionated, as earlier described by our
group (Olamendi-Portugal et al., 2017) for obtaining purified Cl13. The
pure peptide was used for NMR studies and de novo peptide sequencing.

2.2. Amino acid sequence

A PPSQ-31A Protein Sequencer from Shimadzu Scientific In-
struments, Inc. (Columbia, MD, USA) was used for automatic Edman
degradation. The peptide Cl13 was used in native and alkylated format
for sequence determination. In order to obtain overlapping segments of
the Cl13 the peptide was enzymatically digested and processed as earlier
described (Olamendi-Portugal et al., 2017).

2.3. Mass spectrometry

The molecular weights of toxins and peptides after digestion were
obtained by mass spectrometry measurements using a LCQFleet appa-
ratus, from Thermo Fisher Inc, (San Diego, CA, USA).

2.4. NMR procedures

NMR experiments were recorded on an either 800 MHz Avance NEO
(Bruker Biospin, Billerica, MA, USA) spectrometer with an 18.1 T
magnetic field or a 600 MHz Avance III HD spectrometer with a 14.1 T
magnetic field. The two spectrometers were equipped with a cryogeni-
cally cooled triple resonance 1H[13C/15N] probe. Spectra were recor-
ded using TOPSPIN 4.05 (Bruker Biospin). The lyophilized toxin (about
4 mg) was dissolved in 180 pl of 10% D20 20 mM acetate pH 5 buffer
(Euriso-Top, Saclay, France) to produce a 2.8 mM (7846 MW) sample
that was studied by NMR using a 3 mm Shigemi tube (Shigemi, Alison
Park, PA, USA). Experiments were run at 283, 288, 298, 303, 313 and
318 K with either a 9615 Hz or 7194 Hz sweep widths. Spectra were
referenced to external DSS (4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonic acid).
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The 2D proton NMR spectra were collected with 4 K data points in the t2
dimension and 512 or 1024 t1 increments, with typically 32-64 scans
per increment. For spin system identification and sequential assignment,
the following 2D NMR homonuclear experiments were recorded: (a)
total correlation spectroscopy or Clean TOCSY (Griesinger et al., 1988)
using a MLEV-17 pulse scheme with 80 ms or 40 ms isotropic mixing
period (Bax and Davis, 1985; Levitt et al., 1982), (b) double-quantum
spectroscopy (DQCOSY) (Wagner and Zuiderweg, 1983), (c)
double-quantum filtered COSY (DQFCOSY) (Piantini et al., 1982; Rance
et al., 1983) and (d) nuclear Overhauser effect spectra (NOESY) (States
et al., 1982). NOESY spectra were acquired with mixing times of 100,
150 and 250 ms. Water suppression was achieved either by
pre-saturation during the recycle delay or, in the NOESY experiment, by
double pulsed-field gradient spin echoes (DPFGSE) (Dalvit et al., 1991;
Hwang and Shaka, 1995). Assignment of signals to peptide protons was
achieved by the standard method developed by Wiithrich (1986).
HN-Ha coupling constants were measured using the modified J-doubling
method in the frequency domain (Delrioportilla et al., 1994; Garza--
Garcia et al., 2001) from 2D-TOCSY at 303 K traces. To satisfy the
J-doubling method requirement, TOCSY experiment was re-transformed
using 1024 X 65,536 complex points to have a resolution of 0.20
Hz/point for each trace used.

In addition, two dimensional heteronuclear experiments were run at
308 K on the 800 MHz, namely '°N HSQC, Multiplicity edited '*C HSQC,
13C HSQC-TOCSY and '*C HMBC, to back up the proton assignments
(Medvedeva et al., 1993). 13C and '®N chemical shift assignments were
used to obtain Phi and Psi angles using the TalosN web server (Shen and
Bax, 2013).

2.5. Structural calculation

A homonuclear 'H-'H NOESY spectrum acquired at 308 K with a 150
ms mixing time was used to obtain distance constraints for structure
calculations. The experimental results obtained by NMR were processed
with the software NMRPipe (Delaglio et al., 1995). CARA 1.5 (Keller,
2004) software was used for spin system identification, peak picking and
NOE derived distance constraints assignments. The structural calcula-
tion was run using CYANA 2.1 (Downing and Giintert, 2004) with
chemical shift tolerance between 0.02 and 0.015 ppm. The 20 protein’s
models with the lowest energy values and without violations were
selected between 500 structures. Additionally, 20 models with the
lowest energy values were minimized and refined using molecular dy-
namic calculations with AMBER 9, the protocol applied was as described
by Gurrola (Gurrola et al., 2012). The refined structural model of the
toxin Cl13 was validated and deposited in the Protein Data Bank (PDB:
6VXW). Structures were analyzed and visualized with UCSF Chimera
(Pettersen EF, Goddard TD, Huang CC, Couch GS, Greenblatt DM, Meng
EC, 2004).

3. Results
3.1. Extraction and sequence

Due to the ambiguity found between the earlier published amino
acid sequence regarding position 58 of the primary structure of Cl13, it
was decided to purify a greater amount of toxin and repeat the deter-
mination of the Edman degradation. For the sequence reported in
Olamendi-Portugal (Olamendi-Portugal et al., 2017), we used 75 pg of
purified Cl13; for the present communication we used 250 pg. The
C-terminal fragment obtained by digesting the peptide with Asp-N
endopeptidase allowed determining the full sequence from residue
number 53 to 66. To our surprise the last residue was lysine, instead of
arginine, as earlier surmised based on mass spectrometry results. The
first time the sequence was obtained by Edman degradation did not
allow the identification of residue in position 66. The molecular mass
obtained from the purified peptides of the C-terminal segments Glu53 to
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Lys66 was 1723.5 Da (see Olamendi-Portugal et al., 2017) and under the
repeated experiment reported here is 1722.9 Da, which within the
experimental error of our mass spectrometer means that it corresponds
to the same molecular weight. These results agree with the expected
molecular mass of the peptide found. It is important to mention that this
C-terminal peptide had the cysteine reduced and alkylated. Knowing
that the last residue was an amidated Lys66 and that in position 58 there
was Trp, as shown on the NMR results, the fully corrected amino acid
sequence of Cl13 was obtained. The molecular mass experimentally
observed is (7846.6) and the expected molecular mass for the newly
determined sequence is (7846.0), thus confirming the right amino acid
sequence of Cl13.

3.2. NMR assignments and structure calculations

The sequence specific assignment of Cl13 were acquired according to
a standard procedure (Wiithrich, 1986) using spectra recorded at
different temperatures ranging from 283 to 313 K to solve ambiguities
due to overlapping signals. Although, linewidths of amide resonances
are quite broad at 283 K for all the amide protons those sharpened up
differentially when increasing the temperature the ultimate case being
Phe44 amide proton only detectable at 313 K. Briefly, spin systems of all
amino acid residues were identified via their through-bond connectiv-
ities observed in DQFCOSY, TOCSY and DQCOSY whereas sequential
assignments were obtained using the through space connectivities
(NH;-NH;1, Ho-NH;; and Hp;-NH;. 1) observed between neighboring
residues in the NOESY spectra. While fairly strong NOEs sequential in-
teractions were observed between the Hu proton of Leu60 and the H of
Pro61 allowing to assign the trans conformation for the Leu60-Pro61
peptide bond. Although unambiguous NOE sequential interaction
could not be stated between the Ha protons of Trp58 and Pro59 as a
result of unfortunate overlap between Phe44 Ha and Hp protons with
Trp58Ha and Pro59 Ha protons respectively, the up-field shifted value
of the Pro59 Ha chemical shift, 3.62 ppm together with the lack of NOE
interaction between Trp58 Ha and Pro59 Hb protons are in favor of a
Trp58-Pro59 peptide bond in the cis conformation (Dyson et al., 1988).

To complete the proton assignments 2D'%c-'H HSQC, HSQC-TOCSY
and HMBC were acquired using the natural unlabeled protein. The
carbon chemical shifts displayed characteristic ranges for each amino
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acid providing sufficient information to back up the proton assignments.
The ®C-HSQC with multiplicity editing was of significant importance
because it allowed direct identification of Gly Ha protons, Val, Ser and
Thr HB protons. The '3C-'H HSQC-TOCSY was quite helpful to complete
side chain assignments of Pro, Lys, Arg whereas the HMBC was used to
complete carbon signals of aromatic side chains (Medvedeva et al.,
1993).

The C113 HN-Ha coupling constants, proton, carbon and nitrogen
chemical shifts are deposited in the Biological Magnetic Resonance Bank
(BMRB: 30727). The 150 ms mixing time NOESY and 80 ms TOCSY at
308 K spectra showed a reasonable signal dispersion which allowed
identifying the 66 spin systems of all amino acid residues; however, the
dispersion was not good enough to measure Ha-Hp coupling constants.
The 'H, '°C and '°N completeness assignment are 93%, 66% and 72%
respectively at natural abundance sample used. The solution structure of
Cl13 (Fig. 1) was obtained from 2,102 NOEs with off diagonal assign-
ment; 253 of them are long-range NOEs [i-j |> 5, 132 medium-range
NOEs 1 <|i-j|< 5 and 1,717 short-range NOEs |i-j|< 1 (Fig. 2), 67
angle restrictions from TalosN and 48 HN-Ha coupling constants. Fig. 1A
shows the Cl13 NMR solution structures, which comprise an o-helix
(Tyr24-Arg32), a triple stranded antiparallel p-sheet (Lys1-Tyr4, Ala45-
Leu51 and His38-Tyr42), three loops (f1-a1, al- f2 and $2-p3) and four
disulfide bridges. Fig. 1B shows the superposition of the 20 lowest en-
ergy structures. The final average backbone RMSD to mean was 0.66 and
considering the heavy atoms RMSD to mean was 1.04. A summary of the
experimental constraints and structure calculation statistics are shown
in Supplementary Material Table S1. Temperature coefficients of amide
proton as a function of temperature were measured from 10 °C to 45 °C
(1D spectra are shown in the Supplementary Material Fig. S1). The
sample in HyO was freeze dried and dissolved in D30 to assign the
remaining amide assuming they are hydrogen bonded.

We performed two different structure calculations to define the di-
sulfide bonds: the first one, without S-S bond constraint; and, the second
one with S-S bonds (C1-C8, C2-C5, C3-C6, and C4-C7) relative to the
primary structure. The two calculations converged to very similar
structures, see Fig. S-2. The S-S bonds used for the second calculation
were those observed by NMR. Indeed, NOE’s were clearly observed
between Hp;-Hf;j and Hoy-Hp; of the cysteines present in each disulfide
bond. We present the Cys29Hp and-Cys48 Hp NOE correlation in Fig. 3.

Fig. 1. A) NMR solution structure of Cl13 with the lowest energy. The disulfides are painted in yellow. B) Backbone superposition of the 20 lowest energy structures
of Cl13. The C-terminus is amidated. Structure calculation without disulfide bonds and superposition of the CI13 with and without disulfide bond restrictions are in
Supplementary Material Figs. S2 and S3 respectively. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of

this article.)
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Fig. 2. NOE's used in the structure calculations. Thick, medium and thin lines
correspond to short, medium and long range NOE’s. It could be seen clearly the
a-helix in between residues Asp23-Tyr33, a double f-stranded antiparallel
p-sheet (His38-Tyr42 and Ala45-Leu49. The f-strand between Glu2-Leu5 is
hardly seen; however, the angle measurement and proximity found with the
second f-strand shows its existence. NMR statistics and Ramachandran plot are
in Supplementary Material Fig. S4.

It can be seen that no overlap can hinder the interpretation. These cal-
culations and the NOE’s indicate that the specific cysteines are close by
and therefore should be forming a bond between them. Also, the other
Hp regions (Cys16-Cys41, Cys25-Cys46 and Cys65-Cysl2) can be
observed in Fig. S-3. Ha/Ha, Ha/HP NOEs between C41 and C46, which
are not covalently linked each other, were also observed as a result of
beta strand formation. Considering these two results and the fact that
this disulfide bond arrangement is similar to all other p-toxin whose
structures are known, we added those restrictions to the calculation.
Fig. 4 shows the sequence alignment of Cll1, Cll2, Cl13, Cn2, Css2
and CsEv2 toxins which have high identity percentage and tertiary
structures reported in the PDB for Cl13, Cn2, Css2 and CsEv2 toxins
only. The amino acids that form p-strands are highlighted in blue
meanwhile those that form a-helices are highlighted in red. The differ-
ences found in the secondary structure elements are highlighted in
Fig. 4. Additionally, Cl13 shows a well defined first p-strand. Fig. 5
shows Cn2, Css2 and Cl13 backbone superposition of their structures. All
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of these toxins have a CSa/p folding motif.

The structures being established, we did calculate the hydrophobic
(Fig. 6) and the coulombic (Fig. 7) regions of Cl13, as well as those of
Css2 of Centruroides suffusus suffusus (Saucedo et al., 2012) and Cn2 of
Centruroides noxius Hoffmann (Pintar et al., 1999), as these are highly
similar in activity and have their 3D structure solved in order to contrast
those regions which have been relevant for the toxin function.

4. Discussion

Cid-Uribe et al. (2019) in their recent published transcriptomic
analysis of venom components from C. limpidus reported the presence of
a gene that possibly codes for the toxin Cl13. The authors report the
identification of 59 transcripts with similar amino acid sequence as
those described for known Na'-channel specific toxins. One of them
(CLiNaTbet37, COHK69) was exactly the same as the sequence now
corrected for Cl13.

Taking into account the high sequence homology with two other
beta-scorpion toxins Css2 of Centruroides suffusus suffusus (Saucedo et al.,
2012) and Cn2 of Centruroides noxius Hoffmann (Pintar et al., 1999)
whose structures have been solved by our teams, we used the two NMR
experimental beta-scorpion toxin structures in order to compare them
with the resulting structure of Cl13 (Fig. 1A). Indeed, all of them are
toxic to mammals; however, while Cl13 and Css2 have a strong activity
over hNav1.5 channel (Olamendi-Portugal et al., 2017; Schiavon et al.,
2006), Cn2 has a strong activity over hNav1.6 channel. An intrinsic
property of toxin Cl113 is that although it also affects hNav 1.6 channels it
displays some interesting and unusual effects on the inactivation
process.

The sequence identity of the toxins shown in Fig. 4 is higher than
56% (78% with Cn2 and 56.9% with Css2). The 3D structures differed in
limited regions, see Figs. 3-6. Indeed, sequence alignment of Cl13, Cn2,
Css2 and CsEv2 toxins shows a high identity percentage which correlates
with their conserved tertiary structures reported in the PDB sharing the
typical CSa/p folding. The TM score is 0.67 for Cn2 and Cl13, indicating
that there is a good match between these two structures (see Fig. 4). The
differences between these toxins are only in the length of amino acid
segments which form the secondary structure elements. However, the
alignment between Cl13 and Css2 produces very different results
because there is some extra amino acids present in Css2 which give a
small TM score value; nevertheless, these two structures are very similar
considering visual comparison (Fig. 5). It is interesting to note that the
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Fig. 3. HP-HP region of Cys29-Cys48 2D NOESY disulfide correlation obtained for Cl13 experiment at 150 ms mixing time, 308 K pH5 and 2.8 mM toxin con-
centration; assignments are labeled in black. The whole NOE correlation regions of cysteines forming disulfide bonds are in the Supplementary Material Fig. S3. It can
be seen that those correlations are well defined. This figure was made with NMRFAM-SPARKY software (Lee et al., 2015).
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A) Fig. 4. A) Sequence alignment of beta toxins
. | — - — Cl13, Cn2, Css2, Cll1, ClI2 and CsEv2. The

Toxin 10 20 30 40 50 60 $E TMscore PDB  two amino acids corrected of Cl13, Trp58
Cl13 KEGYLVDYHTG KYTCAKLGDNDYCVRECRLRYYQSAHGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKRCK 100.0 1 6vxi and Lys66, are colored in pink. The p-sheet
Cn2  KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFACWCTHLYEQATVHPLENKRCS ~ 80.0  0.67  1CN2 ::g“’giisu Lz’;:‘;‘(’);zsb;‘r‘: am“a‘iki‘g :;h;'li"c;“
Css2 KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN  78.5  0.12  2LI7 C2iC5: 'Caics wnd C4-7. ThE coredted
Cl11 KEGYLVNHSTGCKYECYKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPKKTCN  75.4  NA MA  ccidues in foxin Cl13 are colored in
Cl12 KEGYLVNHSTGCKYECFKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFGCWCNHLYEQAVVWPLPKKTCN  78.5  NA NA  magenta. Secondary structures were deter-
CsEv2 KEGYLVNHSTGCKYGCLKLGENEGCDKECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLPESTPTYPLPNKSCS 56.9  0.70 1JZA mined via Chimera software. Cll1 and CII2
Fhkkkk Kkkkk ok kkk ko k kk . kkkkkk kkk ok k| *kk Kk k do not have their 3D structures reported yet.

' L { c l N }' : . } | e | The asterisk (*), colon (:), and dot (.) indi-

cate identical amino acid residues,

B) 20 20 20 50 consgwefi sub}tjtution, and semi»conferved
€113 KEGYLVDYHTGCKYTCAKLGDNDYCVRECRLRYYQSAHGYCYAFACWCTHLYEQAVVWPLPNKRCK substitutions; in.‘all‘sequences tsed, iri the
YOV OV OYYYYIYYY YUY oYY o alignment, respectively. Below, it is shown

Cn2  KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKGAGGYCYAFACWCTHLYEQAIVWPLPNKRCS the disulfide bonds connectivity. This align-
Ad AL JYYY WY Ad A ment was made with the server T-coffee

Fig. 5. Structure comparison between Cn2 (pink), Css2 (green) and Cl113 (blue)
where can be observed that all these toxins have similar structure. We have
eliminated the His tag for Css2. Differences in activity should be due to specific
amino acid positions. (For interpretation of the references to color in this figure
legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

first p-strand in Cl13 involving residues 2 to 4 while for Cn2 and Css2
only two amino acids are involved. We are thus expecting that binding
differences are due to exposed amino acids which results in the lack of
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(Notredame C, Higgins DG, 2000). %E is the
identity percentage value considering exact
match between amino acids. The TM score
(Xu and Zhang, 2010) compares 3D struc-
tures, it is convenient to consider not only
the sequences alignments, but also 3D
structures to see their similarities. TM score
makes this comparison and produces a
number between 0 and 1. The value is
0 when they do not match. The value is 1 if
they match perfectly. B) Sequence alignment
of Cn2 and CI13 highlights the amino acid
residues recognized in Cn2 by scFv LR in red
triangles and the ones recognized by scFv
10FG2 in blue triangles. Differences between
amino acids C113 and Cn2 are highlighted
in bold. (For interpretation of the references
to color in this figure legend, the reader is
referred to the Web version of this article.)

antibody recognition. Glul5 in Cn2 was replaced with Thr15 in Cl13
which is exposed (Fig. 4B, 6 and 7). These key differences between Cn2
and Cl13 could help to explain the lack of interaction between scFv LR
and toxin CI13.

Lior Cohen et al. (2005) while describing the common features in the
functional surface of scorpion f-toxins highlighted the role of some
hydrophobic amino acids of the Css4 toxin in the interaction with the
sodium channel receptor site 4. Some of these residues are conserved in
the hydrophobic surfaces of Cl13, Cn2 and Css2 as shown Fig. 6. The
largest hydrophobic patch is formed by the amino acids Alal7, Leul9
and Phe44, which are conserved in the three toxins. This hydrophobic
patch is situated in the loop preceding the helix. The two amino acids
Alal7 and Leu19 are also conserved within a hydrophobic patch in Css4
which was demonstrated, introducing some point mutations, that this
toxin segment is important for the Css4 function. Another small hydro-
phobic patch is formed by the amino acid Val26 (Leu26 for Cn2 and
Css2) which is conserved in the three toxins and is located on one side of
the helix. Finally, there is a third hydrophobic patch in Cl13 formed by
Ala45 and Cys65, which is also observed in Cn2 and Css2, but in these
toxins it is formed by Cys12 and Cys65.

Relevance of positive residues in the biological activity of the
cysteine-stabilized proteins for their binding to channels has been
widely studied (Clairfeuille et al., 2019; Estrada et al., 2011; Goldstein
et al., 1994; Hidalgo and MacKinnon, 1995; Krezel et al., 1995; Loret
et al., 1994; MacHado et al., 2018; Stampe et al., 1994), using different
methods like chemical modifications and mutational analysis (Hidalgo
and MacKinnon, 1995; Kharrat et al., 1990). For that reason, we
compared the coulombic surface of Cl13 with that of other beta toxins
which are highly similar in structure and activity namely Cn2 and Css2
(Fig. 7). Several positive patches were observed. The first patch in the
C-terminal region includes Lys63 for the three toxins, Arg64 for Cn2 and
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Fig. 6. The hydrophobic surfaces were calculated using UCSF Chimera (Pettersen EF, Goddard TD, Huang CC, Couch GS, Greenblatt DM, Meng EC, 2004) of the
toxins A) Cl13, B) Css2 and C) Cn2. The surfaces were colored according to a scale of three colors where blue indicates a polar region, white a neutral region and
orange a hydrophobic region. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

Cl13 and Lys66 for Cl13.

Previously, mutagenesis studies and a neutralizing monoclonal
antibody have shown the relevance of His64 in Nav channel modulation
which help to guide the a-toxin into a stable binding pose (Clairfeuille
etal., 2019). For C113 and Cn2 toxins, in this position, it is filled with an
Arg64 which forms a positive patch in C-terminal region with Lys63. In
Cn2, this patch is less conserved and is formed by Lys63 and Pro61.

Then, there is a second positive patch formed by the amino acids 30
and 35 that is more or less conserved in the three toxins considering that
there is difference in the amino acid composition, this patch is situated
in the loop a1-p2. Finally, the amino acid Lys8 which has been shown to
play an important role for the interaction with the channel (Clairfeuille
etal., 2019; Fabrichny et al., 2012) in the case of a-toxin, is conserved in
Cn2 and Css2, whereas it is replaced by a tyrosine followed by a histidine
in Cl13. This leads to the presence of a third positive patch that is not
present in Cl13 as clearly observed in Fig. 4. It clearly appears that C113
displays the largest negative surface as compared to Cn2 and Css2.
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It is important to remember the fact that only 10FG2 single-chain
antibody fragment of human origin is able to completely neutralize
the two f-toxins ClI1 and ClI2 (Riano-Umbarila et al., 2019), and that a
mixture LR and 10FG2 antibody fragments are not capable to fully
protect against the entire soluble venom of C. limpidus, contrary to what
it was shown with toxin Cn2 of C. noxius. For this reason the minor
component Cl13 was isolated, sequenced and physiologically charac-
terized (Olamendi-Portugal et al., 2017). It is very toxic to mice. The
residue Glul5 known to have a crucial role in the action of p-toxins in
term of toxicity (Izhar et al., 2004; Schiavon et al., 2012) is replaced here
by a threonine. Cl13 is one of the most toxic components that we have
studied together with Cn2, which suggests that there are other residues
in the toxin that contribute to the binding and alteration of the func-
tioning of the above mentioned sodium channels.

The study described here shows that the three-dimensional structure
of Cl13 is very similar to that of Cn2 and Css2 and therefore is likely to be
similar to that of CllI1 and ClI2 taking into account the high sequence
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Kcal/(mol*e)

Fig. 7. Comparison between the coulombic surfaces of A) C113 and B) Cn2 and C) Css2. Positively charged regions are in blue, negatively charged regions are in red.
We use UCSF Chimera software (Pettersen EF, Goddard TD, Huang CC, Couch GS, Greenblatt DM, Meng EC, 2004) to create this figure. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

similarity among these toxins, although the 3D structures of these two
last toxins are not known yet (Fig. 4). As reported earlier (Olamendi--
Portugal et al., 2017), the three stretches namely positions 7-9, 30-38
and 62-66, that have been reported to be different for Cl13 as compared
to the two toxins ClI1 and ClI2, might be responsible for the lack of its
interaction with the single chain neutralizing antibodies. In previous
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studies of the 3D structure of the ternary complex of the scFv LR, Cn2
and the predecessor scFv of 10FG2 (RU1), it was found that the core of
the binding site of scFv LR is located near the N-terminus of the a-helix’s
region of toxin Cn2 whereas that of scFv RU1 is located near the cor-
responding C-terminus(Riano-Umbarila et al., 2016).

The alignment shown in Fig. 4B highlights the amino acid residues
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recognized in Cn2 by scFv LR in red and the ones recognized by scFv
10FG2 in blue. In Cl13 toxin, the amino acid residues that differ between
Cn2 and Cl13 are highlighted in bold with respect to the sequence of the
Cn2 toxin, Fig. 4B. These differences coincide with important anchor
sites of the LR scFv in the Cn2 toxin, since the different contacts formed
with Glul5 (a saline bridge with His35 of the VH domain of the scFv,
hydrogen bonds with Ala33, Gly102, van der Waals contacts with A33H,
G99H, V101H in LR) (Canul-Tec et al., 2011). In the same way, scFv
10FG2 has a very important anchorage with residues GIn31 and Glu32
of Cn2 (Riano-Umbarila et al., 2019), which are different in C113 (Leu31
and Arg31) indicating that these interactions could not be established
with toxin Cl113.

5. Concluding remarks

Having assigned all protons chemical shifts and also most of carbon
and nitrogen chemical shifts for CI13 at natural abundance, its NMR
solution structure was solved showing a cysteine-stabilized a/f (CSa/p)
motif commonly found in sodium channel p-toxins. The structural
comparison analysis shows that the three-scorpion sodium f toxins
active on mammals share a similar hydrophobic surface and some
conserved positive regions, but also a large negative region for Cl13
which suggest that the activity of these disulfide-stabilized proteins is
regulated by different interaction interfaces. Indeed, the three stretches
already pointed out as well as the nature of residue at position 15, which
in Cl13 is a Thr whereas in most of the others is Glu, which might be
responsible for the lack of interaction of Cl13 toxin with LR. The changes
in positions 30, 31 and 32 do not permit the interaction with 10FG2 and
as a consequence, the null neutralization of CI13 and the deficient
neutralization of the Centruroides limpidus whole venom.
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