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1. RESUMEN

En este trabajo se ha realizado un estudio sobre la relacién estructura-funcién en canales de K" usando como
modelo el canal procariota KcsA, una proteina integral de membrana homotetramérica que permite el flujo
selectivo de iones K a través de la membrana plasmatica. En concreto se ha evaluado la influencia del
triptéfano 68, situado en la hélice del poro del canal, en la estructura y funcidén del mismo. Para ello, se ha
comparado la mutacidon de dicho residuo a tirosina hecha en este trabajo (W68Y), frente al mutante a
fenilalanina (W68F) de un estudio anterior. Asi, se ha observado una menor estabilidad a causa de la mutacion
W68Y, como se demuestra por la monomerizacién del canal en presencia de Na* vy las bajas temperaturas
medias de desnaturalizacién del estado tetramérico en presencia de cationes permeantes, hecho que no se
observa en el mutante W68F. Aun asi en ambos casos parece conservarse la capacidad del canal silvestre de
interactuar de modo eficaz con los cationes permeantes K*, Rb* y Cs*, como se demuestra en |a similitud entre
las diferentes constantes de disociacion obtenidas. Finalmente se ha comprobado que el proceso de
conduccion idnica ha sufrido cambios notables sélo para W68Y con respecto a la proteina silvestre, en
diferentes pardmetros como son una menor intensidad de corriente o un menor tiempo de apertura del canal.
En base a estos resultados se vislumbra un papel relevante del residuo W68 en la estabilidad y funcidon de KcsA

gue podran ser desarrollados en mayor profundidad en un futuro.

2. ABSTRACT

This study has investigated the structure-function relationship in K* channels using as a model the prokaryotic
channel KcsA, a homotetrameric integral membrane protein that allows the selective flow of K™ ions through
the plasmatic membrane. In particular, the influence of the tryptophan 68, located in the pore helix of the
channel, has been evaluated on its own function and structure. With this aim, the mutation of this residue to
tyrosine made in this work (W68Y), has been compared with the mutation to phenylalanine (W68F) from a
previous study. It has been observed to have less stability due to the W68Y mutation, proved by the
monomerization of the channel in presence on Na' and by the low denaturation temperatures of the
tetrameric state in presence of permeant cations, a fact that has not been observed in W68F mutant.
However, in both cases it seems that the capacity of the wild-type channel to interact with efficacy with
permeant cations K, Rb* y Cs’ is conserved, as it is observed in the similarity of the obtained dissociation
constants. Finally it has been found that the ionic conduction process has undergone significant changes only
with respect to W68Y compared to wild-type protein, in different parameters such as a lower current
intensity or a shorter channel opening time. Based on these results, W68 residue is likely to have an

important role in the stability and function of the KcsA that can be investigated in-depth in the future.



3. PALABRAS CLAVE

- KcsA

- Canales de potasio

- Unidn de iones

- Mutagénesis dirigida

- Fluorescencia

- Electrofisiologia



4. INTRODUCCION

A. LOS CANALES IONICOS: GENERALIDADES Y FUNCION

Los canales idnicos son una clase de proteinas integrales de membrana que permiten el flujo
de iones a gran velocidad (~ 10”108 iones/segundo) y de manera selectiva a través de la
membrana a favor de gradiente electroquimico y, por tanto, sin gasto de ATP (transporte
pasivo). Dichos iones pueden estar implicados en procesos de despolarizacion de la célula o

en procesos de repolarizacion. [1]

El nacimiento del concepto del canal idnico fue durante la década de los 50 a partir de los
estudios de Alan Hodgkin y Andrew Huxley sobre el impulso nervioso en el axén del calamar
gigante [2], [3]. Ellos propusieron que las corrientes de Na' y K* se daban lugar en sitios
especificos de la membrana denominados “parches activos”, los cuales fueron estudiados
mediante la técnica de “voltage clamp”, lo que les validé el premio Nobel de Fisiologia y
Medicina en 1963. Posteriormente en 1983, se cloné la subunidad a del receptor nicotinico
de acetilcolina, convirtiéndose en el primer canal idnico clonado, purificado y caracterizado
a nivel molecular [4], [5]. Un gran avance en el conocimiento de los canales idnicos se dio

Ill

con el desarrollo de la técnica del “patch clamp” (fijacidn de membrana) por Erwin Neher y
Bert Sakmann. Ellos usaron un microelectrodo de vidrio con su punta pulida y lo aplicaron a
la superficie de una célula, de manera que se pudiera aislar un parche pequefio de
membrana. El voltaje a través de este parche se mantuvo estable por un amplificador de
retroalimentaciéon y de esta manera pudieron medir las corrientes que fluian a través de los
canales presentes en él. Esta técnica que le valid el premio Nobel a sus creadores en 1991,
revoluciond el estudio de los canales i6nicos ya que permitié reducir el “ruido” o

interferencia y registrar la actividad de un sélo canal y actualmente cada afio se publican

miles de trabajos realizados con esta técnica.

Ya en la década de los 90, el equipo de Roderick MacKinnon obtuvo mediante cristalografia
y difraccién de rayos X, la primera estructura en alta resolucién del KcsA, un canal de K*
procedente la bacteria S. lividans [6]. Sus posteriores estudios sobre dicha proteina y otros
canales iénicos le valieron el premio Nobel de Quimica en 2003. Mas adelante se

mencionaran en esta introduccidn resultados correspondientes a dichas investigaciones.



Toda esta informacidn estructural y funcional posibilito la entrada de la investigacion sobre
canales idnicos en el area de la investigacion médica, adoptandose el término canalopatia
para designar a los trastornos producidos por la mutaciéon o disfuncion de estas proteinas de

membrana.

Los canales se pueden clasificar en canales abiertos (pasan la mayor parte del tiempo con su
compuerta abierta, permitiendo el paso de iones sin regulacién), o en canales tipo
compuerta [7], los cuales pasan la mayor parte del tiempo cerrados, alternando entre dos
conformaciones (abierta y cerrada) dependiendo de la accién de un estimulo externo,
proceso conocido como gating. Dicho estimulo varia en funcion del tipo de canal, pudiendo
ser la unién de un ligando, el campo eléctrico de la membrana o ambos. Los estados
abiertos a menudo se convierten espontaneamente en estados inactivados que no
conducen iones (Fig. 1). En ciertos casos, las transiciones espontdneas de los canales idnicos
desde su estado abierto al inactivado actuan como interruptores que determinan la

duracion del flujo idnico.

Closed #4—p Open o——p Inactivated

Fig. 1: Transicion entre los estados cerrado, inactivado y abierto en un canal ionico

En funcion de qué estimulo controla la apertura y cierre de dichos canales se clasifican en

[7]:

- Canales activados por ligando: El cambio depende de la unién de un ion o molécula. A

su vez pueden clasificarse en:

e |onotropicos: El ligando es un ion.

e Metabotrdpicos: El ligando es un mensajero intracelular.



- Canales activados por voltaje: El cambio se produce dependiendo de la diferencia de

potencial de la membrana celular.

- Canales activados por estimulos mecanicos: El cambio se produce por un cambio fisico,

como un aumento de temperatura o un aumento de tensidon en la membrana celular.

B. LOS CANALES DE POTASIO

Los canales de potasio conducen iones K* a través de la membrana celular a favor del
gradiente electroquimico. Intervienen en varios procesos celulares como la regulacion de
volumen celular, la secrecidn hormonal o la produccién del impulso nervioso en células

excitables. [8]

Se pueden encontrar en bacterias, arqueas y células eucariotas (tanto de plantas como de
animales). La primera secuencia correspondiente a un canal de potasio fue la del canal
Shaker obtenida por Tempel y cols. [9] mediante la secuenciacidén de una regién del genoma
de Drosophila Melanogaster. Posteriormente Schwarz y cols., Timple y cols. y Kamb y cols.
[10]-[12] encontraron varios subtipos de canales de K" en dicho genoma, poseyendo todos
una region central comun (signature sequence o secuencia firma) y difiriendo en los
extremos carbonilo y amino. Dicha diversidad se produce por un proceso denominado
splicing altenativo de intrones (Fig 2). Esta secuencia firma ha demostrado estar muy
conservada incluso entre canales procedentes de diferentes especies de organismos, [13]

tanto eucariotas como procariotas. (Fig. 2)

. Inner Helix
- Filter ——— - - - - -
MthK ! YWTEVTIA DT S--PSTPLGMYFTVTLIVLRIGTFAVAVERLLE FLINRE
KCSA : WWESVETAT] _L‘x’--PVTLWGRLVAUWMVA ITEFGLVTAALATHNEFVGRE
Dradie : YWAVVIVT DL 5--PETGLGEFIATLAMLE AITAVPTGIVIVGELOOAD

Eceoli : TESIETHMS
Shaker : WWAVVTMT

LV--PVSESARLETISVIISEITVF AT SHMTSLEFGPLIRGG
T==PVGEFWGKIVGSLCVVARVLTIAL PWPVIVENFNYFY

KDRK1 : WWATITHMTBVES IY--PRTLLGRIVGGLCCIARVLWIALPIPIIVNNFSEFY
hEBK 1 YLLMVTH S B BVY--AKTTLGRLFMVFFI LGELAMFASYWPEIIE LIGNREK
h8K3 : WLISITFLE sBM V- - PHTYCGRGVCLLT GIMBAGCTALVVAVVARELELTK
hERGZ : YFTFSELTE S==PNTNSEKIFSICVMLIGSLMYASIFGNVEAIIQRLY
h&IRKZ : LFSIETETQES RVITDRKCPEGIILLLIOSVLESIVNAFMVGCMEVRISQPK
hIRK1l =« LE‘SIETQT% %RCVTDECPI&VEHWE’QS IVECIIDAFIIGAVHARKMAREK
bCNG1 : YWSTLTLTEEGSSET PP-PVREDSEYFFVVADFLIGVLIFATIVGNIGEMISNMN

Fig. 2: Comparacion de la secuencia primaria de distintos tipos de canales de K* tanto de origen

procariota como eucariota. En naranja se puede observar la secuencia firma, altamente conservada.

Existen muchas variedades de canales de K*, la mayoria de ellas activadas por voltaje,

diferenciandose entre ellas principalmente por la presencia o no de inactivacion y por la



distinta afinidad a diversas toxinas; aunque también existen canales de potasio activados

por ca”, proteinas G o poliaminas.
Atendiendo a la topologia podemos clasificar a los canales de K™ en:

- Canales formados por 2 segmentos transmembrana (M1 y M2) y 1 poro. También son

llamados canales rectificadores de entrada (Kg).

- Canales formados por 6 segmentos transmembrana (S1, 2, 3,4, 5y 6) y 1 poro. A este
grupo pertenecen los canales voltaje-dependientes (K,). Ademas de esta descripcion
topoldgica general, existen variaciones a nivel estructural como los canales activados por
Ca?*, los cuales presentan un segmento transmembrana extra cercano al amino

terminal.

- Canales formados por 4 segmentos transmembrana (M1, 2, 3y 4) y 2 poros o Kyp
Mientras que canales Kir y K, se ensamblan como tetrdmeros, los canales K,p se supone
que forman dimeros a fin de mantener la simetria de 4 subunidades a alrededor del

poro.

A S1 S2 81 S485 P S6

T
= =

Fig. 3: Clasificacion de los canales idnicos atendiendo a su topologia. Todos los canales se
representan con su extremo N-terminal a la izquierda y el C-terminal a la derecha. (A) Canales Ky, de
6 segmentos transmembrana (S1-S6). El S4 actua de sensor de voltaje. (B) Canales Ky, de 2

segmentos transmembrana (M1, M2). (C) Canales K,p, de 4 segmentos transmembrana (M1-M4)



Como se puede observar en la Fig. 3 cada tipo de canal contiene un “loop” transmembrana
gue contiene la secuencia firma, y que se localiza entre los segmentos S5 y S6 en los K,,
entre M1y M2 en los K, vy los Kyp tienen dos: uno entre M1 y M2, y otro entre M3 y M4.
Este “loop” transmembrana, también conocido como “loop” P lleva incorporado el filtro de
selectividad, que es la estructura formada por la secuencia de la firma y la responsable de
seleccionar a K" frente a Na* (bloqueador fisioldgico). También se puede observar que en los
canales de tipo K, el segmento transmembrana S4 actia como sensor de voltaje, gracias a
una secuencia de aminodacidos rica en arginina y lisina. Estos canales presentan ademas la
particularidad de presentar el dominio conocido como T1, altamente conservado, ubicado
en la zona amino terminal. Esta estructura estaria relacionada con la oligomerizacién del

canal. [14]-[16]

C. EL CANAL DE POTASIO KCSA

a) Caracteristicas generales

El canal KcsA es un canal de K™ procariota clonado de Streptomyces lividans, una bacteria
gram positiva, filamentosa, y la primera estructura de canales resuelta por el grupo del prof.
MacKinnon. [6] A pesar de ser un canal procariota de 2 segmentos transmembrana por
subunidad, su estructura esta muy proxima a los canales eucariotas activados por voltaje de
6 segmentos transmembrana. En particular, su secuencia en la region del poro, localizada
entre los segmentos transmembrana y portadora de la secuencia firma, es casi idéntica a las
halladas en el canal Shaker de Drosophila y otros canales de K" activados por voltaje

pertenecientes a vertebrados. [6]
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Fig. 4: Secuencia nucleotidica (gris) y aminoacidica (color) del canal de potasio KcsA. La secuencia
comienza en el extremo N-terminal y finaliza en el C-terminal. En rojo se resalta los aminodcidos que
forman la hélice transmembrana 1 (M1) y en naranja la M2. En verde se muestra la zona del poro, y
subrayada se presenta la secuencia de la firma que forma el filtro de selectividad. En azul se
presentan los aminodcidos correspondientes a los dominios N 'y C- terminales. En negrita se resaltan
los cinco triptéfanos presentes en este canal, correspondientes a las posiciones 26, 67, 68, 87 y 113

en la secuencia primaria.

Como se puede ver en la Fig. 4 la secuencia del KcsA consta de 483 pb (70,6% de G+C) que
codifican para una proteina de 160 aminodcidos. y 17,6 KDa. En la secuencia aparece la
tipica secuencia firma presente en los canales idnicos subrayada, y un analisis de

hidrofobicidad demuestra la presencia de 2 hélices transmembrana. [17]

El equipo del prof. MacKinnon determind por cristalografia y difracciéon de rayos X la
estructura del canal desde la posicién 23 hasta la 119 (los extremos N y C-terminales no
fueron resueltos), concluyendo en que el KcsA es un homoterdmero con simetria central
alrededor del poro, formado por cuatro subunidades (cada una de las cuales con su propio
extremo N y C-terminal citoplasmaticos), teniendo cada subunidad 2 hélices o
transmembrana conectadas por los 30 aminoacidos de la regién del poro, que consiste en la

torreta, la hélice del poro vy el filtro de selectividad con la secuencia firma (TVGYG) [6]. Mas
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recientemente se ha descrito que el tetramero de KcsA puede también autoasociarse

formando unas asociaciones supramoleculares llamadas “clusters”. [18]

b) Caracteristicas estructurales

La primera estructura cristalina obtenida del KcsA fue en 1998 a una resolucién de 3,2 A [6]
pudiendo solo resolverse la regién transmembrana perteneciente a los aminodcidos 23-119,
la cual presenta una forma de cono invertido de 34 A, de didmetro 25 A para el lado
intracelular y 40 A para el lado extracelular. En la Fig. 5B se pueden apreciar los dos “anillos”
aromaticos, uno cercano a la cara extracelular (W67, 68, 87) y otro cercano a la intracelular
(W26, 113), los cuales se ha propuesto que estabilizan la estructura proteica dentro de la

membrana lipidica.

filter

Aqueous
cavity

s

:r

Fig. 5: Representaciones de la estructura cristalina del KcsA. (A) Representacion en cintas de la
estructura completa (1-160) del KcsA a partir de los modelos de Cortes y cols. [19] y Doyle y cols.
[6]. Los mondémeros se muestran en diferentes colores. (B) Representacion de la region
transmembrana de del canal, (solo se han representado 2 subunidades para mejorar la claridad del
dibujo) indicando la posicion del filtro de selctividad y la cavidad acuosa. También se han

representado los 5 residuos de triptofano en una de las subunidades. [20]

Los estudios cristalograficos, combinados con los datos provenientes de otras técnicas
estructurales, permiten diseccionar claramente la estructura de KcsA en regiones con

caracteristicas bien definidas:

11
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Dominio N-terminal: éste segmento no ha podido resolverse en ningun caso mediante
difraccidn de rayos X debido a su elevada movilidad. En la Fig 5A se puede observar una
representacion en la que se situaria en la interfase lipido-agua de la membrana, y que
se orienta de tal manera que no interacciona con el resto del canal. No obstante,
mediante comparaciones con estudios realizados en otros canales similares [21], [22],
se presupone mas una orientacién tangencial al poro, rodeandolo, en lugar de alejarse

de él.

Dominio C-terminal: Al igual que en el caso del dominio N-terminal, los primeros
experimentos con cristalografia de rayos X no resolvieron el extremo C-terminal. Sin
embargo, este dominio si ha sido resuelto en experimentos posteriores [23],
mostrandolo como un conjunto de hélices o de 70 A de longitud que se extendian en el
citoplasma y que mediante puentes de hidrégeno y salinos entre cadenas laterales de
ciertos aminoacidos de cadenas adyacentes, mantenian la estabilidad. Se ha
demostrado que el dominio C-terminal influye sobre la estabilidad térmica de la
proteina, ademas de mejorar la eficacia de la tetramerizacién durante los procesos de

plegamiento y ensamblaje [24].

Hélices transmembrana: El KcsA por cada una de sus 4 subunidades tiene dos hélices
transmembrana: M1y M2. M1 es la hélice externa que interacciona con los lipidos de la
membrana, mientras que M2 se orienta hacia el poro de forma inclinada (unos 252 con
respecto a la membrana) y ligeramente curvada de forma que las subunidades se abren
como los pétalos de una flor hacia el lado extracelular. Ciertos aminodacidos de esta
zona del canal estan involucrados en los movimientos del canal asociados al proceso de

gating. [24]

Cavidad acuosa: Se sitia cerca de la mitad de la membrana, tiene un didmetro de 10 A
y estd formada en su mayoria por aminoacidos hidrofébicos, con el objetivo de
presentar una superficie inerte a los iones y facilitarles el paso. Contribuye a disminuir
la barrera electrostatica que debe superar el cation para pasar la membrana lipidica
mediante el mantenimiento de la esfera de hidratacién del catidn dentro de esta

estructura. [6]
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- Hélice del poro: Se situa en la mitad del canal mas préxima al medio extracelular y el
KcsA presenta 4 (1 por tetramero). Al igual que la cavidad central, participa en el
proceso de disminuir la barrera electrostatica que debe superar el ion. Para ello se
dispone de manera que el extremo carboxi terminal apunte hacia dentro del canal y el
amino terminal hacia fuera; esto genera un potencial electrostatico negativo que ayuda

al ion a alcanzar el centro de la membrana, donde llegara a la cavidad central. [6]

- Filtro de selectividad: Estructura con una longitud de unos 12 A y un didmetro interno
de unos 3 A formado por la secuencia firma (T;5VGYGy9), la cual dispone sus cadenas
laterales hacia el interior proteico y los grupos carbonilos de su esqueleto hacia el poro,
formando asi una serie de anillos de oxigeno que a su vez forman entre ellos una serie
de sitios adecuados para la coordinacién de un ion K" deshidratado, numerados del 1 al
4 desde extracelular a intracelular (S1-S4). Asi el ion tiene solo una pequeiia distancia
para difundir entre un sitio y otro dentro del filtro de selectividad. Ademas, se considera
gue justo por encima del S1 se encuentra el denominado sitio externo, Sex: 0 SO, en el
cual el K" comienza a deshidratarse/hidratarse. Las cadenas de la tirosina 78 de la
secuencia TVGYG interaccionan con los triptéfanos de la hélice del poro, fomando una
red de interacciones que se comporta como una capa de muelles, manteniendo el

didmetro apropiado para el poro [25], [26].

¢) Caracteristicas funcionales

El canal KcsA es un canal con una baja probabilidad de apertura (~ 0.1), debido a que tras
entrar en el estado abierto por la accién de pH acido intracelular el canal entra en un estado

de inactivacion del cual se recupera lentamente volviendo a subir el pH a 7. [27], [28]

El canal KcsA tiene una gran selectividad para el K* frente a otros iones como el Na’,
teniendo entre 20 y 100 veces mas preferencia por K* que por éste a pesar de su poca
diferencia de radio i6nico (1.33 y 0.95 A respectivamente) [20]. Varias teorias se han
desarrollado para explicar el proceso de selectividad K'/Na*. La mas simple indica que
cuando un ion entra en el canal de K, se deshidrata. Para compensar el coste energético de
esta deshidratacion, los atomos de oxigeno de los carbonilos deben ocupar el lugar de los
atomos de oxigeno del agua, manteniendo un intimo contacto con el ion y actuando como

una esfera de hidratacién. El ion K encaja perfectamente en esta “jaula” formada por los
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carbonilos, a diferencia del Na*. En este caso, la rigidez de esta parte del poro impediria la
acomodacién de este ion, causando que sea mucho mas dificil asumir el coste energético
del reemplazo de la esfera de hidratacién [29]. Por otro lado, algunos autores proponen que
el filtro de selectividad si es lo suficientemente flexible para acomodar cationes de diversos
radios idnicos, y que las propiedades electroestaticas (como el momento dipolar) de los
carbonilos que recubren el filtro serian los responsables de la selectividad, mas que la
geometria que delimitarian estos grupos si estuviesen en un entorno rigido [30]. De
cualquier manera, el o los mecanismos responsables de la selectividad en canales de potasio

todavia son materia de estudio en el ambito cientifico.

El filtro de selectividad puede adoptar 2 conformaciones. Una de ellas en presencia de alta
concentracion de K" (> 20 mM) y se denomina conductora, y otra en presencia de bajas
concentraciones de K* (~ 5 mM) que se denomina no conductora o colapsada, ya que la ruta
por la que discurren los iones K* ha sido alterada (Fig 6). A la conformacién conductora se la
ha asociado con un estado de baja afinidad por K, mientras que a la no conductora se la ha

asociado con un estado de alta afinidad por cationes permeantes. [31]

Colapsado Conductor

1 K distribuido sobre 2 sifios 2 K* distribuido sobre 4 sitios

Fig. 6: Representacion del equilibrio entre las dos conformaciones del filtro de selectividad
detectadas mediante cristalografia y difraccion de rayos X. Las condiciones utilizadas para detectar
cada conformacion fueron: 5 mM KCl + 150 NaCl para la colapsada (Cédigo PDB: 1K4D) y 200 mM KCl
para la conductora (Cédigo PDB: 1K4C). [6], [25], [26]

En contraposicion a estos dos “sets” de sitios de unién K*, el Na* tiene solo un “set” de sitios
y aunque el KcsA no permite practicamente el paso de iones Na*, la unién de éstos a su

“set“de sitios de unidn contribuye a la estabilidad de la proteina. [32]
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Para el proceso de conduccién idnica a una alta velocidad, Morais-Cabral y cols. [33]
propusieron un modelo a partir de las estructuras cristalogréaficas. En él, dos iones K
acceden al filtro de selectividad. La entrada de un tercer i6n K* causa la salida concertada
hacia el medio extracelular de un i6n K* (que se encontraba previamente en el filtro) por
repulsion electroestatica, produciéndose de esta manera la conduccién. En base a este
modelo, podemos encontrar las siguientes configuraciones dentro del filtro: 1-K*, 2-agua, 3-

K*, 4-agua (configuracién 1-3) y 1-agua, 2-K*, 3- agua, 4-K* (configuracion 2-4) (Fig. 7).

24
configuation

1.3
configuration

Fig. 7: Representacion del mecanismo implicado en la conduccion idnica.

El KcsA, ademds del K™ también permite el paso (con menor velocidad) a una determinada
serie de iones denominados iones permeantes (Rb*, Cs*, TI' y NH4"), en contraposicién a los
iones no permeantes (Na*, Ba'y Li*) que no pueden pasar y actian como bloqueadores. Un
ejemplo de ion permeante distinto al K" es el Rb", el cual tiene un sistema de conduccién
basado en la ocupacidn de los sitios S1, 3 y 4 (a diferencia del K" que también ocupa el S2),
una saturacion de la conduccidon a concentraciones del ion superiores a 100 mM (no
presente en el K*) y se ha comprobado que en presencia de este ion la inactivacién ocurre
10 veces mas despacio [28], [34]. Otro ejemplo de ion permeante es el Cs’. Aunque
inicialmente se le consideré como un ion no permeante [35], posteriores estudios sugieren
que el paso de iones Cs* por el canal hace que éste adopte una conformacién conductora, lo

gue incita a pensar que si es un ion conductor. [36]

El proceso de gating o apertura y cierre en KcsA estd regulado por dos “puertas”. La primera
de ellas se corresponde con el entrecruzamiento en el C-terminal de las hélices TM2
(residuos 112-119), entrecruzamiento que se rompe a pH acido, provocando la apertura del

canal por la cara intracelular [37]. La segunda de ellas se encuentra asociada al filtro de
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selectividad y regulada mediante la denominada inactivacion de tipo C, un proceso lento por
el cual el canal entra en una conformacién no conductora y sensible a la concentracion
externa de K'. Este proceso depende de la red de puentes de hidrégeno entre los
aminodcidos de la llamada “triada de inactivacién”, formada por Asp80, Trp67 y Glu71 [38],

[39]. (Fig. 8)

Fig 8: Estructura cristalina en alta resolucion publicada por Mackinnon y cols. del filtro de
selectividad y estructuras adyacentes. Los puentes de hidrdgeno entre Glu71, Trp67 y Asp 80 estdn

implicadas en la inactivacion de tipo C, formando la denominada triada de inactivacion. [40]

De esta manera, al bajar el pH el entrecruzamiento entre las TM2 se rompe, provocando
gue el canal entre en el estado abierto. Este movimiento mecdnico favorece las
interacciones de la triada de inactivacion de una manera todavia no descrita, provocando

gue el canal solo se mantenga abierto un corto periodo de tiempo [37].

5. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

El canal KcsA se ha tomado como modelo de estudio de los canales de K, debido a que fue
el primer canal del que se resolvid su estructura, a su gran similitud con el resto de canales
de K' (incluidos los eucariotas), a su gran resistencia a las condiciones experimentales
adversas, a la menor complejidad que sus equivalentes eucaridéticos y a que puede
obtenerse en cantidad suficiente y con un elevado grado de pureza como para desarrollar

diferentes tipos de estudios biofisicos.
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En el siguiente trabajo se pretenden continuar la linea de investigacion llevada a cabo por el
equipo que incluye: caracterizar el canal de K" KcsA, estudiar el proceso de selectividad
presente en su funcién y estudiar el fendmeno de inactivacion rapida (o inactivacion de tipo
C) en la cual estd implicada una estructura: el filtro de selectividad. Este filtro contiene
cuatro sitios de unién tedricos y puede adoptar dos conformaciones diferentes: conductora
y no conductora o colapsada (como se explicé en la secién 4.C.c). Esta ultima conformacién
se ha propuesto para describir el estado inactivado del canal (abierto pero no conductor).
En base al modelo propuesto por el equipo del Dr. Perozo [38] la inactivacion del canal KcsA
vendria regulada por las interacciones de puentes de hidrégeno (explicadas en la seccion
4.C.c) entre 3 aminoacidos: la llamada triada de inactivacion compuesta por Asp80, Glu71 y

Trp67.

Mediante mutagénesis dirigida se ha obtenido un mutante, llamado 3WF-W68Y en el cual 3
de los 5 Trp (Trp26, 87 y 113) presentes en cada mondmeros se han reemplazado por Phe y
el Trp68 se ha reemplazado por Tyr, quedando como unico Trp el 67, el cual funcionara
como “reporter” fluorescente de los cambios conformacionales que se produzcan en el filtro
de selectividad. Se ha elegido el Trp68 para mutar a tirosina debido a su posicién cercana al
filtro de selctividad, a su cercania al Trp67, que haria mas facil monitorizar las posibles
alteraciones estructurales y funcionales presentes en la proteina; a su alta conservacién
(junto con el Trp67) en canales eucariotas y procariotas; y debido a su estudio en

experimentos anteriores en los cuales se muté a fenilalanina [41] (mutante 3WF-WG68F).
En base a esto, los objetivos de este trabajo son:

Caracterizar estructuralmente el canal mutante 3WF-W68Y embebido en micelas de

DDM.

- Explorar la accién de iones permeantes y bloqueadores sobre la estructura y

estabilidad del mutante de KcsA.

- Caracterizar funcionalmente el canal mutante 3WF-W68Y reconstituido en liposomas

de asolectina.

- Comparar el nuevo mutante creado para este trabajo con el mutante 3WF-W68F

utilizado en trabajos anteriores.
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6. MATERIALES Y METODOS

A. EXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA

Para el proceso de expresidn y purificacion se utilizd un plasmido pQe30 que contiene el
kcsa en el cual se han sustituido los Trp26, 87 y 113 por Phe y el Trp68 por Tyr mediante
mutagénesis dirigida, a la que se le habia afiadido una cola de 6 Histidinas para su posterior
purificacién por cromatografia de afinidad. El plasmido, ademas, contiene un gen que le

otorga resistencia a ampicilina

Con este plasmido se transformd E. coli M15 pRep4 (resistente a kanamicina) mediante
choque térmico y se seleccionaron las bacterias transformados haciéndolas crecer en una
placa de LB agar suplementado con ampicilina (100 pg/ml concentracion final) y kanamicina
(25 pg/ml concentracién final). Con las bacterias seleccionadas se prepard un preindculo
haciéndolas crecer a 37 °C con agitacién en medio LB liquido suplementado con ampicilina
(100 pg/ml concentracion final), kanamicina (25 pug/ml concentracidn final) y glucosa (0.04 %
p/v) durante toda la noche. Después se preparoé el indculo en un medio 2xYT liquido, al cual
se le afiadieron el preindculo, los antibidticos (ampicilina y kanamicina) y la glucosa y
posteriormente, tras comprobar mediante medicién de la absorbancia que la densidad
dptica del inéculo era de 0,8 (mientras se incubaba en agitaciéon a 30 °C), se adiciond IPTG
(0,5 M concentracion final) con el objetivo de inducir la sintesis de la proteina. Tras 2 h de
incubacién a 30 °C con agitacién se centrifugd 15 min a 6500 xg para sedimentar las

bacterias, las cuales se congelaron para su posterior procesamiento.

Posteriormente, las bacterias se resuspendieron en tampén HEPES 20 mM, pH 7,5, sacarosa
0,45 M adicionado con cocktail de inhibidores de proteasas Roche y lisozima de huevo ~ 0,4
mg/ml; se sonicaron en series de 45 s a potencia creciente y se ultracentrifugaron 45 min a
100000 xg para aislar la fraccion de membrana. El sedimento obtenido se resuspendid en
tampdén HEPES 20 mM, n-Dodecil-B-D-maltésido (DDM) 10 mM, imidazol 50 mM, pH 7,5
suplementado con KCl 200 mM vy se terminé de disgregar mediante politrén. Tras un minimo
de 2 horas de solubilizacién con agitacion leve se ultracentrifugd 45 min a 100000 xg para
eliminar la fraccion de membrana no solubilizada. Luego se mezclé el sobrenadante con un

volumen adecuado de resina de Ni**-sefarosa (General Electric) y se dejé incubando con
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agitacion leve toda la noche. Durante este tiempo la cola de Histidinas de la proteina se une

a laresina.

Posteriormente se procedio a realizar una cromatografia de afinidad, trasvasando la mezcla
a una columna cromatografica (BioRad, 3x50 cm), lavando con tampon HEPES 20 mM, DDM
5 mM, imidazol 50 mM, pH 7,5 suplementado con KC|l 200 mM hasta que el tampdn
recogido tras su paso por la columna alcance una absorbancia inferior a 0,1 (A=280 nm), y
eluyendo con tampdn HEPES 20 mM, DDM 5 mM, imidazol 500 mM, pH 7,5 suplementado
con KCI 100 mM. Durante este proceso el imidazol del tampdn de elucion desplaza a la cola
de His. El resultado de la elucidn se recogid en alicuotas de 1,5 ml, las cuales se sometieron
a una electroforesis en gel de SDS-PAGE de acrilamida al 13,5% y se conservaron las
alicuotas que presentaban banda con una movilidad electroforética de 50-60 kDa segun el
patron de peso molecular. Dichas alicuotas se introdujeron en membranas de dialisis y se
dializaron en tampon HEPES 20 mM, DDM 5 mM, pH 7 suplementado con KCI 100 mM con
el objetivo de eliminar el imidazol de las alicuotas. Luego se procedié a su cuantificacion
mediante la medida de absorbancia a 280 nm y el cdlculo de la concentracién mediante la

aplicacion de la ecuacion de Lambert-Beer:
A=C-¢g-1
Eq.1

Donde A es la absorbancia medida, C es la concentracion molar de la proteina, € es el

coeficiente de extincién molar (14440 M™-cm™) y | es el paso dptico de la cubeta en cm.

Para su posterior uso en ensayos con diferentes iones, después de esta dialisis se volvieron
a dializar diferentes alicuotas frente al mismo tampén, pero sustituyendo KCl 100 mM por

RbCl 100 mM, CsCl 100 mM o NaCl 1M dependiendo del ion que se quisiera poner a prueba.

B. SDS-PAGE

Se prepararon alicuotas que contenian 3WF-W68Y en tampon HEPES 20 mM, DDM 5 mM,
pH7 suplementado con KClI 100mM, NaCl 1 M, RbCl 100 mM o CsCl 100 mM segun la
alicuota, y tampdn de carga de electroforesis Tris 50 mM, Glicerol 6%, Azul de bromofenol

0,004%, SDS 2%, pH 6,8. Posteriormente se hicieron correr las alicuotas en un gel de
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acrilamida al 13,5% en presencia de SDS 0,1%. Finalmente se procedié a la tincion de los

geles con azul Coomasie para su visualizacién.

C. RECONSTITUCION EN LIPOSOMAS DE ASOLECTINA

Se prepararon vesiculas unilaminares de asolectina (L-a-fosfatidilcolina, Soy PC, Avanti Polar
Lipids) a 10 mg/ml, en HEPES 10 mM a pH 7,5 adicionado con KCl 100 mM vy se almacenaron
en N, liquido [24].

Se mezclé la proteina solubilizada en tampdén HEPES 20 mM, DDM 5 mM, pH7
suplementado con KClI 100mM con la asolectina, previamente sonicada, segun una relacidn
lipido/proteina en peso de 100/1, y se elimind el detergente mediante la adicién de BIO-
BEADS SM-2 (BioRAD) a una relacién en peso de 100:1 atendiendo a la cantidad de DDM
utilizado y luego se dejan en agitacién leve durante toda la noche. Posteriormente se
centrifugd 65 min a 300000 xg para aislar los proteoliposomas formados y finalmente se
resuspendié en tampon HEPES 10 mM, pH 7 suplementado con KCI 100 mM a una
concentracion final de lipido de 0,1 mg /ul. y se dividié en alicuotas de 20 ul que se

congelaron a -80 °C para su almacenamiento.

Para formar liposomas gigantes multilamelares, se colocan 5 pl de la mezcla de los
proteoliposomas en un portaobjetos de vidrio y se deja secar durante toda la noche en un
desecador a 42C. Al dia siguiente la muestra se rehidrata con 20 o 10 pL de HEPES 10 mM
(pH 7.0).

D. OBTENCION DE REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS EN LIPOSOMAS

Los registros de “patch clamp” se realizaron en parches formados por proteoliposomas
gigantes usando un sistema automatico de “patch clamp” con perfusion externa (Nanion
Technologies). Se utilizaron chips NPC-I de borosilicato con resistencias de 8 MQ. Al
comenzar, se aplicd una presion negativa para colocar una vesicula de asolectina en la
abertura del chip y como resultado se formd un parche de membrana en la apertura, dando
lugar a un sello. Después de la formacion del sello, se llevé a cabo un lavado con el
correspondiente tampdn intracelular. Las corrientes se registraron usando un amplificador
EPC-10 (HEKA Electronic) con una ganancia de 10 o 50 mV/pA. Los datos fueron digitalizados
a 8 kHz y se filtraron a 1,6 kHz y se analizaron utilizando el programa de ordenador Clampfit

(Axon Instruments). Todas las medidas fueron tomadas a temperatura ambiente, con una
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solucién extracelular compuesta por el tampdén 10 mM HEPES (pH 7) y una solucién
intracelular compuesta por el tampén 10 mM MES, pH 4, ambas soluciones con las

condiciones idnicas indicadas (100 mM KCl).

E. MEDICION DEL ESPECTRO DE FLUORESCENCIA INTRINSECA

El espectro de emision de fluorescencia intrinseca fue tomado en un espectofotémetro SLM
8000 usando cubetas de cuarzo de 0,5 cm de paso éptico en las que se introdujo la muestra
solubilizada en tampdén HEPES, DDM 5 mM, N-metil-D-glucamina (NMG) 5 mM, pH7. Las
muestras fueron excitadas a 295 nm y la emisidon se registrd entre 302 y 400 nm en
incrementos de 1 nm. La fluorescencia registrada proviene Unicamente del Trp67 (puesto
gue el resto han sido reemplazados por distintos aminoacidos) y contiene una contribucién
despreciable de emisién por parte de las Tyr. Todos los datos fueron normalizados para la
representacion de los espectros. Para calcular el centro de masas del espectro de emision

(<A>) se utilizé la siguiente ecuacion [20]:

XiAil;

<A>=
ili

Eq. 2
Donde J; es la intensidad de fluorescencia medida a una longitud de onda A;en nm.

F. MONITORIZACION DE LA DESNATURALIZACION TERMICA POR FLUORESCENCIA

La desnaturalizacién térmica se llevd a cabo en un espectrofluorimetro Varian Cary Eclipse,
en el que se recogio la emision a 340 nm tras excitar a 280 nm, mientras la temperatura
aumentaba a razén de 0.6 °C/min de manera que se tomaban los registros a intervalos de 1
°C. Las muestras fueron diluidas en tampdn HEPES, 5 mM de DDM, 5 mM de NMG, pH7
hasta una concentracion de 1 upM, llevadas a distintas concentraciones de la sal
correspondiente (KClI, RbCl y CsCl) e introducidas en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso
Optico. La temperatura media de desnaturalizacion del estado tetramérico (T.,) fue
calculada mediante la introduccién de datos en el programa KaleidaGraph (Synergy

Software) y el ajuste se realizé usando la ecuacion [42]:
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(CZN + lBN(T - 298)) + (aD + ﬁD(T - 298))6 R T Tm
340 = —AHp_n,1 1
l+e RoGT)

Eq. 3

Donde Fz49 es la fluorescencia observada a 340 nm, ay y op son la fluorescencia intrinseca
del estado nativo y desnaturalizado respectivamente a 298 K, 8y y 8p son la pendiente de las
lineas base del estado nativo y desnaturalizado respectivamente, T es la temperatura en
grados K, T,, es la temperatura media de desnaturalizacién en grados K, AHp.y es el cambio

de entalpia de la desnaturalizacion y R es la constante de los gases.

La variacién de la T,, en funcion de la concentracidn de ligando fue utilizada para calcular la
constante de disociacion Kp para el complejo KcsA-cation mediante el programa Origin

(OriginLab), segun la ecuacién [43]:

ATm N T — (Tm)O . R(Tm)o W (1 + E
Kp

d T AH,
Eq. 4

Donde T,y (T)o representan las temperaturas de desnaturalizacion en presencia y ausencia
de ligando respectivamente en grados K, R es la constante de los gases y AHes la variacion
de entalpia de la desnaturalizacién en ausencia de ligando. Al no tener ninguna muestra con
ausencia de ligando debido a la dependencia estructural del mutante por la presencia de
iones para mantener el estado tetramérico, se le restd a cada concentracion la menor usada
para cada ion (1.5 mM en el caso de K* y 6.5 en el caso de Rb* y Cs*), de manera que la Kp

real se obtiene sumando dicha concentracién a la obtenida mediante el ajuste a la Eq. 4.

G. DICROISMO CIRCULAR

Los espectros de dicroismo circular en el ultravioleta lejano (Far-UV CD) fueron obtenidos en
un espectropolarimetro Jasco J810, a una velocidad de escaneo de 100 nm/min y una
resolucidon de 0,2 nm. Las muestras se midieron en cubetas de cuarzo de 0,1 cm de paso

optico. La elipticidad molar por residuo [O]mrw Se calculd segun la ecuacion [44]:
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S PM -6
MRW = 10-1-c-(N—-1)

Eq.5

Donde 6 es la medida de la elipticidad en grados, / es el paso dptico en cm, ¢ es la
concentracion de KcsA en g/ml y N es el nimero de aminoacidos. Representando dicha
elipticidad molar por residuo frente a la longitud de onda se realizd la deconvolucién del
espectro en los diferentes tipos de estructura secundaria mediante el programa CDNN

(Applied photophysics)

7. RESULTADOS

A. PURIFICACION Y EXPRESION DEL CANAL MUTANTE 3WF-W68Y

Con el fin de purificar el mutante 3WF-W68Y, se indujo su expresion en E. Coli M15 (como
se explico en la seccién de métodos), se extrajo de la bacteria y finalmente se aislé6 mediante
una cromatografia de afinidad. Las alicuotas obtenidas tras la elucién de la columna
cromatografica se sometieron a una electroforesis (Fig. 9) para comprobar si la purificacion
tuvo éxito y se observd que varias alicuotas presentaban la caracteristica banda
correspondiente al tetramero. También se observd, con una menor intensidad, la banda

perteneciente al mondmero.

260 kD ——— —— -~ -

140 kD
95 kD
72kD

52 kD

T Aot S _ - «+— Tetramero

42 kD

34 kD

26 kD

17 kD

«— Monoémero

10 kD

Fig. 9: Resultado de la purificacion del mutante 3WF-W68Y. Las alicuotas se hicieron correr a través
de un gel de acrilamida al 13,5%. La banda obtenida a 50-60 kDa se corresponde con el tetrdmero, y

la de 15 kDa con el monémero.
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Posteriormente se procedié a realizar una cuantificacién de la proteina purificada, la cual
indicé que el rendimiento de la purificacion fue de 0,16 mg KcsA/L de medio de cultivo, un

rendimiento 10 veces menor al que se obtendria en la purificacion del canal silvestre (WT).

B. ESTUDIO DE LA INTEGRIDAD DE LA ESTRUCTURA TETRAMERICA POR SDS-PAGE
DEL CANAL MUTANTE 3WF-W68Y

Tras la purificacion y la posterior didlisis, se procedid a comprobar el estado de la proteina
en términos de estructura tetramérica para una serie de iones conductores y no
conductores de KcsA (K*, Rb*, Cs* y Na*). Para ello se realizé una electroforesis (Fig. 10) y se
comprobd la presencia o ausencia de tetramero.

Na*t Cs* Rb* K*

260 kD
140 kD

95 kD

72 kD

52 kD

S S — «— Tetramero

42 kD

34 kD

26 kD

17kD

- :
10D | - Mondmero

Fig. 10: Comprobacion de la estructura cuaternaria de los mutantes 3WF-W68Y en KCl 100 mM, RbCl
100 mM, CsCl 100 mM o NaCl 1M segun la muestra. Las alicuotas se sometieron a una electroforesis
en gel de acrilamida al 13,5% en presencia de SDS al 0,1%. La banda con una movilidad

electroforética de = a 50 KDa se corresponde con el tetrdmero, y la de 15 KDa con el monémero.

Como se puede comprobar en K*, Rb*y Cs* la banda del tetrdmero esta presente, indicando
’ 7 . . +

que la proteina conserva su estructura tetramérica; mientras que en Na” solo se puede

apreciar la banda perteneciente al mondmero, indicando que la proteina no ha conseguido

retener la estructura cuaternaria, aun habiendo usado una concentracién muy alta del ion (1

M).
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C. ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA POR DICROISMO CIRCULAR DEL
CANAL MUTANTE 3WF-W68Y

Para el estudio de la estructura secundaria de la proteina se procedié a obtener el espectro
de dicroismo circular en el UV lejano vy, tras su deconvolucidn, el porcentaje de aportacion

de cada tipo de estructura secundaria al total.
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Fig 11: Andlisis de la estructura secundaria mediante Dicroismo circular (CD). (A) Espectro de CD en la

regién del UV lejano de la proteina WT (K" 100 mM) y 3WF-W68Y (K* 100 mM o Na® 1 M) obtenido
mediante un barrido entre 203 y 260 nm. Las muestras estaban disueltas en tampdn HEPES, 5 mM de
DDM, 5 mM de NMG, pH7 (B) Deconvolucion de los espectros obtenidos en sus respectivos tipos de

estructuras secundarias expresadas en porcentaje.

Como puede verse en la Fig. 11A, la proteina 3WF-W68Y en presencia de K" mantiene casi la
misma estructura secundaria que la proteina WT, siendo predominante la estructura en
hélice a (como se puede comprobar por su forma con los tipicos minimos a 208 y 222 nm)
aunque su porcentaje en esta estructura es ligeramente menor que en el WT (Fig. 11B), lo
cual podria explicarse por la débil banda a 15 KDa presente en la electroforesis que indica la
presencia de una pequeiia fraccion de la proteina en estado monomérico. La proteina 3WF-
W68Y en presencia de Na' se observa que tiene una gran contribucién de estructura

III

desordenada o “random coil”, mds incluso que de hélice a, debido a su estado monomérico
en presencia de este ion (Fig. 11B), lo cual hace que en la Fig. 11A presente una forma

mucho mas proxima a una estructura irregular que a la de hélice a.
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D. ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA TERCIARIA POR FLUORESCENCIA DEL CANAL
MUTANTE 3WF-W68Y

Para estudiar la estructura terciaria se obtuvo el espectro de fluorescencia intrinseca para el
canal WT (en K"y Na*) y el 3WF-W68Y (en K, Rb", Cs" y Na*) excitando a una longitud de
onda de 295 nm, en la cual el Trp67 es el Unico contribuyente a la intensidad de
fluorescencia (la Tyr también pero a esa longitud de onda su contribucion es despreciable).

La forma y el desplazamiento de este espectro dependeran del entorno que rodee al Trp67.
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Fig. 12: Cambios inducidos por los cationes en la fluorescencia intrinseca del KcsA 3WF-W68Y. (A)
Comparacion global entre los espectros correspondientes a diferentes muestras de Wild Type (en
tampon HEPES, 5 mM de DDM, 5 mM de NMG, pH7 con KCl 100 mM o NaCl 100 mM segtn la
muestra) y 3WF-W68Y (en tampon con KCl 100 mM, Rb 100 mM, CsCl 100 mM o NaCl 1M segun la
muestra). (B) Comparacion entre los espectros del mutante 3WF-W68Y en tampon HEPES, 5 mM de
DDM, 5 mM de NMG, pH7 con KCl 100 mM, Rb 100 mM, CsCl 100 mM o NaCl 1M segun la muestra.
(C) Comparacion entre los espectros de Wild Type y 3WF-W68Y, ambas en tampon HEPES, 5 mM de
DDM, 5 mM de NMG, pH7 con KCl 100 mM. (D) Representacion en tabla de los centros de masas

calculados para cada muestra.
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El rendimiento cuantico relativo de la proteina 3WF-W68Y fue de un 35 % con respecto al
WT, lo cual tiene su explicacidon en que el mutante solo tiene un triptéfano por monémero

emitiendo fluorescencia, mientras que el WT tiene 5.

Como se ve en las Fig. Ay B el espectro de WT en K* se encuentra desplazado hacia el azul
con respecto al del Na*. Viendo la Fig. 12A, B, C, D se observa que en presencia de iones
conductores (K*, Rb*, Cs*) el espectro se mantiene igual en 3WF-W68Y y con respecto del
WT es muy similar. En el caso del Na, tanto el mutante como el WT se encuentran

desplazados hacia el rojo con respecto a los iones conductores (Fig. 12A, D).

E. CARACTERIZACION DE LA UNION DE IONES PERMEANTES AL CANAL MUTANTE
3WF-W68Y

Posteriormente se procedid a estudiar el proceso de unidn de diferentes iones al filtro de
selectividad y la conformacion del mismo, para lo cual se realizd una monitorizacién de la
fluorescencia emitida a 340 nm a medida que aumentaba la temperatura. En este
experimento la proteina registra su comportamiento de forma sigmoidal cuando lo
representamos en términos de a intensidad de fluorescencia registrada frente a
temperatura. La razon de esto es que en el estado tetramérico los Trp emiten mas
intensamente debido a que no estan en contacto directo con el disolvente. Conforme la
temperatura avanza y la proteina se desnaturaliza comienza a verse una caida en la
fluorescencia, ya que los Trp se exponen mas al disolvente durante la desnaturalizacion,
hasta que finalmente solo se registra la fluorescencia procedente del monémero. El punto
medio de la caida que representa la transicion entre los dos estados se denomina T, y da
una idea de la estabilidad del canal en las condiciones estudiadas. Como se ve en la Fig. 13 a
partir de las representaciones de las graficas de la proteina en K* 100 mM y 1,5 mM a mayor
concentracion de un determinado ion permeante, mayor es el valor de la T, siendo 77,9 °C
a 100 mM y 59,7 a 1,5 mM. Comparando las graficas de los iones K*, Rb*y Cs* a 100 mM se
ve que el K" es el que presenta mayor Tr, (77,9 °C), seguido por el Rb* (72,9 °C) y por el Cs*
(69,8 °C).
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Fig. 13: Monitorizacion de la intensidad de fluorescencia a 340 nm durante la desnaturalizacion
térmica de los mutantes 3WF-W68Y disueltos en tampdén HEPES, DDM 5 mM, NMG 5 mM, pH7 en
presencia de distintas concentraciones de la sal correspondiente (100 mM en el caso de RbCl y CsCl, y

1,5y 100 mM en el caso de KCl).

Los datos de las T, obtenidos a distintas concentraciones del ion correspondiente se
ajustaron matematicamente con el objetivo de calcular los valores de las constantes de
disociacion (Kp) para cada ion. Los valores obtenidos para los distintos iones fueron 6,7 mM

para el K*, 9,4 mM para el Rb*y 11,3 mM para el Cs* (Fig 14).
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Fig. 14: Obtencion de la K, para K* (A), Rb* (B) y Cs* (C) a partir de las T,, obtenidas en el experimento
de desnaturalizacion térmica. A las Ky obtenidas por el ajuste se les ha de sumar el valor de la
concentracion mds baja de la que se ha obtenido T,, para cada ion para obtener el valor corregido de,
que en el caso del K* es 6,7 mM (5,2 + 1,5), en el caso del Rb* es 9,4 mM (2,9 + 6,5) y en caso del Cs*
es 11,3 mM (4,8 +6,5).
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F. PERMEACION DE POTASIO A TRAVES DEL CANAL MUTANTE 3WF-W68Y

Para estudiar la actividad del canal, se utilizé la técnica de “patch-clamp”, en la cual se
generd un parche de membrana a partir de liposomas en los cuales estaba embebida la
proteinay se le aplicaron una serie de voltajes para registrar las corrientes de K" que pasan
a través de ella. Se usé una solucion extracelular a pH 7 y una solucidn intracelular a pH 4,
ambas soluciones con las condiciones idnicas indicadas (100 mM KCI). Como se ve en la Fig.
15A, al representar el voltaje aplicado frente a la intensidad de corriente registrada se
observa que la intensidad de corriente del mutante 3WF-W68Y es menor que la registrada
en el WT, ademds de no observarse la asimetria presente en WT producida por una mayor
intensidad de corriente a voltajes positivos que a negativos, conocida como rectificacion de
salida. También se observa un menor tiempo de apertura en el mutante y la ausencia de

fluctuaciones en el estado abierto (“flickering”) a voltajes negativos. (Fig. 15B)
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Fig. 15: Andlisis de la permeacién del K* a través del KcsA 3WF-W68Y. (A) Representacion de la
intensidad medida frente al voltaje aplicado (curva IV) de WT y 3WF-W68Y desde -150 mV hasta 150
mV de 30 en 30 mV. Los registros se tomaron con tampdn intracelular MES 10 mM a pH4, 100 mM
KCl, y extracelular HEPES 10 mM a pH7, 100 mM KCI. (B) Registros representativos tomados a +150
mV'y -150 mV de WT (arriba) y 3WF-W68Y (abajo). El estado cerrado del canal se indica mediante

una flecha y una linea discontinua.

8. DISCUSION

Otros mutantes de Trp ya han sido usados previamente para estudiar el KcsA, con el
objetivo de estudiar los efectos estructurales de la unidon de iones a éste. En este caso, el
objetivo es solamente conservar el Trp67 y mutar los demds a diferentes aminodcidos. Se ha

comprobado que los Trp26, 87 y 113, al mutarlos a Phe conservan las caracteristicas
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estructurales y se expresan a rendimientos similares al WT, incluso en el caso del triple
mutante W26, 87, 113F. En contraposiciéon los mutantes del Trp67 y 68 presentan mas
dificultades a la hora de ser expresados, presentando menores rendimientos en su
purificacién y menor estabilidad, llegando al punto de que el doble mutante W67, 68F no

mantenia su estructura tetramérica. [32]

Todo indica que ambos Trp 67 y 68 (Fig. 16) son responsables de detectar las
conformaciones del filtro de selectividad (conductoras o no conductoras) de acuerdo con el
tipo y concentracidn de cationes que haya en su entorno [32]. En estudios previos se decidi
mantener el Trp67 mientras que el Trp68 se mutd, a Phe con el objetivo de conservar el
caracter hidrofébico pero perdiendo las interacciones de puentes de hidrogeno que el Trp
establecia con aminodacidos de su entorno. En este trabajo se hizo la mutacion a Tyr para

conservar dichas interacciones pero perdiendo ese caracter hidrofébico.

Fig. 16: Representacion cristalogrdfica (Codigo PDB: 1K4C) del filtro de selctividad en la que se
destaca en verde la posicion relativa de los triptéfanos 67 (en verde) y 68 (en magenta) en dos de

los 4 monomeros que conforman el KcsA.

Los resultados de la mutacidn a Phe (mutante 3WF-W68F) se obtuvieron previamente en el
laboratorio [41] y se resumen en la Fig. 17, la cual se comparara con los resultados

obtenidos en el mutante 3WF-W68Y.
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Fig. 17: Caracterizacion general del mutante de KsA 3WF-W68F. (A) Andlisis en SDS-PAGE de la
integridad de la estructura tetramérica de la proteina solubilizada en detergente en tampon HEPES
20 mM, 5 mM DDM a pH 7 suplementado con 200 mM de CsCl, RbCl, KCl o NaCl {izquierda). Se
indican los estados tetramérico (T) y monomérico (M). (B) Espectro de emision fluorescente intrinseca
del KcsA WT y 3WF-W68F (2 uM) en tampon HEPES 20 mM, DDM 5 mM a pH 7 adicionado con NaCl
200 mM. 3WF-W68F retiene el 40-45% de fluorescencia de los 5 Trp del WT. (C) y (D) Comparacion de
la estabilidad térmica del KcsA WT y 3WF-W68F a pH 7. (E) Registros de “patch-clamp” en modo
continuo a +/- 150 mV del KcsA WT y 3WF-WG68F reconstituidos en liposomas de asolectina. La linea
discontinua representa el estado cerrado. Las aperturas del canal aparecen hacia arriba (a voltajes

positivos) o hacia abajo (a voltaje negativos) con respecto al estado cerrado. [41]

Al comparar la integridad de la estructura tetramérica en el mutante 3WF-W68Y (Fig. 10) y
en el mutante 3WF-W68F (Fig. 17A) se puede observar que en ambos la estructura de
tetramero se mantiene excepto en el caso del Na®, que para el 3WF-W68Y monomeriza
incluso a concentraciones de 1 M. Este hecho se ve reforzado en espectro de CD (Fig.11),
donde se puede apreciar como la estructura secundaria del mutante 3WF-W68Y en K se
conserva con escasas variaciones en las aportaciones relativas de cada tipo de estructura
secundaria con respecto del WT, mientras que el mismo mutante en Na’, al haber
monomerizado, se ha desnaturalizado parcialmente y como resultado presenta un

|II

porcentaje muy alto de estructura secundaria en “random coi
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Como se comentd en la introduccion, aunque el KcsA no permite practicamente el paso de
iones Na“, la unién de éstos a su “set” de sitios de unién contribuye a la estabilidad de la
proteina. Estudios previos han propuesto que la localizacién del sitio de unién para el Na* (el
denominado “sitio B”) se sitla entre los sitios S3 y S4 en el filtro de selectividad, region
proxima al W68 [45]. La mutacion a Tyr, al perder hidrofobicidad podria implicar algun
cambio en la forma del filtro en esa regidn y podria explicar porque este mutante no es
estable en presencia de Na®, mientras que la mutacién a Phe (que si es conservativa en
términos de hidrofobicidad) si que mantendria el sitio de union a sodio y por tanto el estado

tetramérico.

El estudio de fluorescencia intrinseca (Fig. 12) revela un comportamiento normal en el 3WF-
W68Y en el sentido de que los iones permeantes (K*, Rb" y Cs*) se encuentran desplazados
hacia el azul con respecto a los no permeantes (Na®*). La comparacién entre la Fig. 12 y la
Fig. 17B indica que, el espectro del 3WF-W68Y es similar al de 3WF-W68F en presencia de
K*. Esto indicaria que el entorno del Trp 67 no se modifica significativamente cuando el
residuo Trp68 se modifica a Phe o0 a Tyr, al menos desde el punto de vista de la fluorescencia

en estado estacionario.

Los estudios de estabilidad térmica (Fig.13) indican que la estabilidad en el mutante 3WF-
W68Y viene determinada por dos factores: La concentracion del ion en la disolucién, ya que
la T @ 100 mM de K* es 18 °C superior que la obtenida a 1,5 mM; y la permeacién del ion,
como se ve al comparar las graficas de K* (mds permeante), Rb* y Cs* (menos permeante),
que presentan 77,9 °C, 72,9 °Cy 69,8 °C respetivamente como valores de sus T, a 100 mM
de sus respectivos iones. Al comparar con la Fig. 17D, podemos observar que el mutante
3WF-W68F ademas de ser lo suficientemente estable en Na® como para presentar una
grafica de desnaturalizacion de tipo sigmoidal (a diferencia del 3WF-W68Y), presenta unas
Tm a K 100 mM similares a las del WT (de hecho eran tan altas que nos pudieron calcular),
alrededor de 30 °C por encima de las del 3WF-W68Y. Este comportamiento se puede
explicar por la conservacion de las interacciones hidrofdbicas en la mutacion del 3WF-W68F,
a diferencia del 3WF-W68Y cuya mutacion debe de comprometer las interacciones que se

establecen para favorecer una estructura tetramérica estable del canal.
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El estudio de las Kp (Fig. 14) indica que la afinidad del canal por los diferentes iones
permeantes no cambia en el mutante 3WF-W68Y, siendo todos los valores obtenidos para la
Ko casi iguales. En 3WF-W6S8F se pudieron detectar los dos eventos de unién de K" también
descritos para el canal WT [41]. En nuestro caso para el canal 3WF-W68Y no fuimos capaces
hasta el momento de detectar este primer evento (de alta afinidad), aunque si el segundo
(de baja afinidad), que fue relacionado con un filtro de selectividad en conformacion
conductora en KcsA WT. Se necesitan realizar mayor cantidad de experimentos para
comprobar si este primer evento existe en este nuevo mutante o, si por el contrario, éste ha
desaparecido. La dificultad en este mutante reside en que lo ideal seria partir de una
muestra en Na' y en ausencia del ion conductor a probar, y continuar con una serie de
muestras en las que progresivamente se aumenta la concentracion del ion conductor que, si
presentara un evento de alta afinidad, desplazaria de manera facil al Na®, ion que no tiene
un sitio de este tipo en el filtro. Sin embargo, dado que nuestra proteina no es estable en
Na®, y el KcsA necesita la presencia de iones para mantener la estructura tetramérica, no se

puede partir de una concentracién nula de ion conductor.

A tenor de los datos de constante de afinidad, a priori podemos estimar que cuando se
realicen en el futuro mediciones de funcién sobre el canal 3WF-W68Y en presencia de Rb* y
Cs" también se detectaran corrientes, dada la similitud en el comportamiento frente a la
union de iones de esta proteina en presencia de los tres cationes permeantes utilizados en

este proyecto.

La comparacion de las Fig. 15 y Fig. 17E indica que el patrén de actividad del 3WF-W68Y es
distinto al de 3WF-W68F, que a su vez es similar al de WT. No presenta diferencias de
intensidad de corriente a voltajes negativos y positivos, ni un “flickering” mas intenso a
voltajes negativos, ademas de presentar una menor intensidad de corriente que el WT. El
tiempo de apertura es también menor que en el 3WF-W68F, aunque ambos son inferiores al
WT. Todo esto indica que, aunque la red de interacciones de puentes de hidrogeno deberia
estar mas conservada en el 3WF-W68Y, la pérdida de hidrofobicidad es un factor lo

suficientemente decisivo como para alterar el proceso de conduccion idnica.
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9. CONCLUSIONES Y PROYECCION

Las conclusiones obtenidas en este Trabajo de Fin de Grado son:

- El mutante 3WF-W68Y presenta una estructura tetramérica menos estable, tanto
desde el punto de vista quimico como térmico, que el 3WF-W68F. Podria deberse a
una alteracién estructural en el llamado “sitio B” para la unién de Na’, situado entre
S3yS4.

- La estructura secundaria del mutante 3WF-W68Y se conserva con respecto a la del
WT.

- Desde el punto de vista de la fluorescencia en el estado estacionario, el entorno del
Trp 67 no cambia significativamente cuando el residuo Trp68 se modifica a Phe o a
Tyr.

- La afinidad del mutante 3WF-W68Y por los iones K*, Rb* y Cs* es practicamente la

IH

misma para todos y no se ha podido detectar hasta el momento el “set” de sitios de
union de alta afinidad detectados en el canal silvestre para estos tres cationes.

- El mutante 3WF-W68Y presenta una conduccion de K* alterada con respecto al WT y
3WF-W68EF, lo que incluye: menor intensidad de corriente, pérdida de la rectificacién
de salida, menor tiempo de apertura en el mutante y la ausencia de diferencias entre
los registros a voltajes negativos y a positivos. Estos resultados indican que el residuo

W68 influye en gran medida en la conduccién idnica del canal y por tanto de alguna

manera en la estructura del filtro de selectividad del mismo.

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo se plantea como experimentos
futuros en el laboratorio comprobar los resultados obtenidos, realizando experimentos
con un mayor numero de repeticiones por ensayo y, en el caso de los estudios de
desnaturalizacién térmica, seria interesante usar concentraciones menores de iones
conductores con el objetivo de intentar dilucidar si existe un evento de unién de alta
afinidad en el mutante. También se deberia realizar ensayos de dicroismo circular y
“patch-clamp” para el mutante en presencia de Rb* y Cs*, todo ello para profundizar en
el conocimiento relativo a las bases estructurales de la conduccién idnica, bloqueo y

procesos de inactivacidon mediante la utilizacién del mutante 3WF-W68Y.
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Finalmente la presencia de un solo residuo de Trp por mondmero abre la posibilidad de
realizar experimentos de espectroscopia de fluorescencia resuelta en el tiempo. Este
técnica puede revelar como un residuo de triptéfano es afectado por las interacciones
con sustratos y otras macromoléculas, la cercania a un determinado sitio, si su
fluorescencia es afectada por compuestos “apagadores” de manera estatica o dindmica,
o0 nos puede dar informacion acerca de la forma vy flexibilidad de la macromolécula,
entre otras muchas aplicaciones. En nuestro caso se aplicara al estudio de la regulacion

del proceso de inactivacion lenta de KcsA por iones y fosfolipidos.
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