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1. RESUMEN

Los canales de potasio (K') son proteinas de membrana que conducen
selectivamente iones a través de la membrana. Estos canales estan presentes
en multitud de seres vivos, desde bacterias hasta eucariotas, donde participan
en importantes procesos bioldgicos. El primer canal de K* del que se obtuvo su
estructura cristalografica a alta resolucibn es KcsA, proveniente de un
organismo procariota. La resolucién de la estructura de este canal a nivel
atomico ha permitido conocer que el canal KcsA presenta dos compuertas, una
puerta intracelular constituida por el cruce de hélices transmembrana y otra
puerta extracelular correspondiente al filtro de selectividad. Por medio del paso
de pH 7 a pH 4, el canal KcsA experimenta un proceso de activacion seguido de
otro de inactivacién que determina la duracion de la corriente que pasa por el
canal. Este mecanismo es funcionalmente semejante a la inactivacion tipo C
encontrada en muchos canales voltaje-dependientes, por lo que KcsA se ha
convertido en un modelo para su estudio. En el estado inactivado la puerta
intracelular permanece abierta, pero la conformacion estructural del filtro de
selectividad todavia se desconoce, motivo por el cual actualmente sigue siendo
objeto de estudio. Sin embargo, debido a que esta conformacién se obtiene a
pH acido, dicho estudio se ha visto dificultado debido a que pueden existir
errores de interpretacion por efectos inespecificos derivados del cambio de pH.
En este sentido, un estudio reciente demuestra que el mutante KcsA A125, al
que le falta el extremo C-terminal, solubilizado en detergente estaria en el
estado inactivado a pH 7, al contrario que el canal silvestre que quedaria en el
estado de reposo. Es por ello que en este trabajo se aborda caracterizar la
estructura del filtro de selectividad de KcsA Al25 a pH 7 a través de su
interaccion con cationes conductores y no conductores para extrapolarlo al
estado de inactivacién del canal KcsA silvestre. Del mismo se infiere que en el
estado inactivado el filtro de selectividad del canal podria presentar para el ion
conductor K* una conformacion de dos sets o conjuntos de sitios de unién (uno
de alta afinidad y otro de baja afinidad), similar a la del estado de reposo, pero
con ciertas diferencias que imposibilitan la conduccion idnica; y para el ion no

conductor Na*, una conformacion de un Unico set de sitios de union.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Canales i6nicos

Los canales i6nicos son proteinas transmembrana que facilitan el transporte de
iones a través de las membranas celulares a favor de gradiente sin gasto de
energia, denominado transporte pasivo. Estas proteinas cambian de
conformacion permitiendo el cierre o la apertura de los canales (proceso de
gating, en espafol proceso de apertura) como respuesta a los estimulos
externos. Los canales iénicos contienen en su interior un poro acuoso central a
través del cual fluyen iones de forma extremadamente répida (cerca de 10°-10°

iones/segundo) y de manera selectiva *.

Los canales iénicos pueden existir en dos estados diferentes (el estado abierto y
el estado cerrado) que estan en contintio equilibrio para determinar el trafico de
iones en el canal. Esta transicion entre ambos estados esta regulada por ciertos
estimulos, que pueden ser la uniéon de un ligando, el campo eléctrico de la
membrana o ambos dependiendo del tipo de canal. Una particularidad de estos
canales, es que los estados abiertos normalmente se convierten
espontaneamente en estados inactivados que no conducen iones, de forma que

definen el tiempo de duracion del flujo i6nico *.

Cuando un canal iénico esta cerrado no hay posibilidad de conduccién, es decir,
los iones no permean a través de él. Sin embargo, cuando un canal iénico esta
abierto, si permiten el paso de los iones conductores a través de él. Este flujo de
iones sigue una direccion que viene determinada por el gradiente
electroquimico, que es la suma del gradiente quimico a través de la membrana

plasmatica y el campo eléctrico que experimenta el ion *.

Segun los estimulos que condicionan la apertura o cierre del canal, se pueden

clasificar los canales idnicos en:
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- Canales activados por voltaje: responden a cambios en el potencial
eléctrico de la membrana plasmatica. A este grupo pertenecen los canales

de sodio (Na*), potasio (K*), calcio (Ca®*) y cloro (CI).

- Canales activados por ligando: se abren en respuesta a la union de un
ligando al receptor asociado al canal (receptores ionotrépicos) o al receptor

acoplado a proteina G (receptores metabotrépicos).

- Canales mecanosensibles o0 activados por estimulos mecénicos:
responden a impulsos mecénicos, como seria el aumento de presion o

tension en la membrana celular.

Los canales i6nicos tienen una gran relevancia en la transmision del impulso
eléctrico en el sistema nervioso y la generacion del potencial de accién
cardiaco. Participan ademas en numerosos procesos bioldgicos, tales como la
liberacion de insulina, la activacion celular o el control del volumen celular. Es
por ello que los canales i6nicos han despertado un gran interés en la busqueda

de nuevos farmacos.

2.2. Canales de potasio

Los canales de K* son proteinas integrales de membrana que poseen un poro
acuoso central por el que fluyen cationes de potasio a través de la membrana
celular a favor del gradiente electroquimico. Estan involucrados en diversos
procesos celulares como la secrecion de hormonas y neurotransmisores, la
regulacion del volumen celular o la formacion del impulso nervioso en células

excitables 2°.

Se conoce que son muchas las subfamilias moleculares de canales de K*, cuya
apertura es controlada por ciertas sefales fisiologicas, como pueden ser el
voltaje predominantemente, la concentracién de Ca®* y la unién de proteinas G
o poliaminas. Los genomas de humanos, Drosophila y Caenorhabditis elegans

contienen de 30 a 100 genes de canales de K* cada uno, y sumado a que
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algunos de sus ARNm son objeto de splicing alternativo, se incrementa aun mas
la variedad de estas proteinas. Las mutaciones en estos genes que codifican
canales de K" han sido vinculadas con varias enfermedades genéticas en
humanos, como por ejemplo diabetes, alteraciones en la presion arterial,

sordera, epilepsia, arritmias cardiacas y diabetes .

2.3. Canales de potasio KcsA
2.3.1. Caracteristicas generales y estructurales

El canal KcsA (abreviado como canal de potasio de Streptomyces lividans, A) es
un canal de K" procariota de Streptomyces lividans, que es una bacteria de
suelo, gram-positiva, filamentosa. La identificacion, expresion funcional,
purificacion y caracterizacion de KcsA, que, hasta entonces, era el Unico canal
i6nico de K* procariota conocido, no se remonta hasta mediados de la década

de los afios noventa °.

En 1998 MacKinnon y colaboradores determinaron a nivel atémico la primera
estructura resuelta de un canal de K*, el canal KcsA, desde la posicion 23 hasta
la posicién 119 (sin incluir los extremos N- y C- terminales citoplasmaticos) por
cristalografia de rayos-X de alta resolucién ’. En el cristal se observé que KcsA
es un tetramero formado por un poro central acuoso rodeado de cuatro
subunidades idénticas de 160 aminoacidos cada una, las cuales poseen un
extremo N- y C- terminal citoplasmaticos y dos hélices a transmembrana
conectadas por los aproximadamente 30 aminoacidos de la region del poro, que
contiene la hélice del poro y la region p-loop, poseedora del filtro de selectividad
(Figura 1A y B). Ademas, al igual que otras proteinas de membrana, presenta
dos regiones de aminoacidos aroméaticos situados en ambas interfases
membrana-agua, que son responsables de aportar al canal sus propiedades
fluorescentes y de fijar la posicion del canal en la membrana plasmatica (Figura
1C).
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Figura 1. Representaciones de la estructura tridimensional del canal KcsA. En el
panel A se representa la zona transmembrana del canal, en la que se muestran los
cuatro monémeros de KcsA en distintos colores. En el panel B se observa un modelo
estructural para el tetrdAmero KcsA de estructura completa. En el panel C se presentan
dos mondémeros idénticos, aunque solo se muestra la posicion de los cinco triptéfanos
en anico monémero.

El canal contiene cinco residuos de triptéfano por subunidad localizados en
ambos extremos de los segmentos helicoidales de la porcion transmembrana de
la proteina (Figura 1C). Dos de esos residuos (W26,113) estan presentes en la
region aroméatica mas proxima a la interfase intracelular de la membrana y los
otros tres (W67, 68, 87), en el lado opuesto del canal, concretamente en la

region aromatica mas externa cercana al filtro de selectividad. Estos residuos de
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triptofano son los responsables de emitir fluorescencia en el canal, siendo
favorecida esta emision por el microambiente hidrofobo que provoca el

plegamiento de la proteina.

El grupo de investigacion de MacKinnon ademas confirmo que el canal KcsA a
pesar de ser un canal de dos segmentos transmembrana por subunidad, su
secuencia de aminoacidos esta muy cercana a la de seis segmentos
transmembrana caracteristica de los canales de K" eucariotas. En concreto, en
la zona del poro la secuencia TsVGYG79 que corresponde a la signature
sequence (secuencia de la firma en castellano), es casi idéntica a la encontrada
en las secuencias de Drosophila (canal tipo Shaker de seis segmentos
transmebrana sensible a voltaje) y de algunos canales de K™ dependientes de

voltaje de eucariotas.

En 2001 Eduardo Perozo y su equipo determinaron mediante otras técnicas
espectroscopicas la estructura de los extremos N- y C- terminales
citoplasmaticos ®, que no pudieron resolverse previamente por cristalografia. En
base a estos datos, junto con la estructura del cristal de KcsA, propusieron un
modelo tridimensional de KcsA de longitud completa (Figura 1B). Mas tarde, ya
en el aflo 2009, este mismo grupo de investigadores confirmé lo hallado
previamente gracias a que obtuvo por primera vez el cristal de la estructura
completa de KcsA mediante el uso de un anticuerpo monoclonal que se une al

canal °.

La estructura del canal KcsA se compone por tanto de varias regiones que se

distinguen entre ellas por sus caracteristicas fisicas y funcionales:

- Extremo N- terminal. Corresponde a los 26 primeros aminoacidos de la
secuencia proteica. En los primeros experimentos este segmento no pudo
ser resuelto via difraccion de rayos X debido a su alta movilidad dada la
ubicacion de esta region en la interfase membrana-agua ’. Al cabo de un
tiempo, gracias a los experimentos de E. Perozo y cols. se descubrié que

el dominio N- terminal forma una hélice a anclada a la interfase
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membrana-agua ® (Figura 1B). No obstante, existe cierto debate sobre la
orientacion y la interaccion del dominio N- terminal con el resto del canal.
Unos autores sugieren que el segmento N- terminal se orienta alejandose
del poro, por lo que no existiria tal interaccién , mientras que otros en
estudios mas recientes se inclinan por una disposicion alrededor del poro
cuando se compara con canales muy similares a KcsA ' o incluso
sugieren que existe una interaccion con la region transmembrana de
KcsA'?,

Extremo C- terminal. Se trata de la region final de la cadena de
aminodacidos y abarca los ultimos 49 aminoacidos. Como ocurrié con el
extremo N- terminal, en un primer momento la elevada movilidad del
dominio C- terminal no permiti6 que su estructura pudiera resolverse
mediante cristalizacién de rayos X ’. No fue hasta el afio 2009 cuando E.
Perozo y su equipo demostraron que los segmentos C- terminales forman
un manojo de hélice a de 70 A de longitud prolongadas hacia el
citoplasma ° y que estos mantienen su estabilidad gracias a enlaces de
hidrogeno entre los aminoacidos de secuencias N- y C- terminales de
subunidades adyacentes (Figura 1B). Se ha demostrado que el dominio
citoplasméatico C- terminal esta altamente implicado en la estabilidad

térmica y en el ensamblaje tetramérico de la proteina 3.

Hélices transmembrana. Cada subunidad del canal KcsA esta formada
por dos hélices transmembrana: la hélice externa (M1) y la hélice interna
(M2). La hélice M1 interacciona con los lipidos de la membrana, mientras
que la hélice M2 esta orientada hacia el poro, siendo el entrecruzamiento
entre estas hélices M2 el responsable de la conformacion cerrada del
canal KcsA °. Al parecer los movimientos que definen el proceso de
apertura o gating del canal estarian relacionados con ciertos aminoacidos

de esta regién 3.

Poro. Es el espacio central por el que permea el K*, que se crea por el
plegamiento de la proteina y que esta delimitado por unos 35 amino&cidos.
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Presenta una longitud total de 45 A, y un didametro que varia a lo largo de
la extension del poro. Desde el interior de la célula (parte intracelular) el
poro comienza como un tanel de 18 A de longitud, conocido como poro
interno, y luego se abre en una amplia cavidad de 10 A de diametro
situada cerca del centro de la membrana celular. Un cation K* puede
moverse a través del poro interno y la cavidad permaneciendo hidratado
debido a la composicion quimica de los mismos, por lo que estos estarian
involucrados en la estabilizacién de los cationes dentro del poro "**.

Hélice del poro. Es una pequefia hélice a préxima a la parte extracelular
de la membrana. Las cuatro hélices internas del canal se unen entre si por
su parte mas intracelular como un ramillete, dando la apariencia de un
cono invertido (Figura 1A), y estan dirigidas, con un sentido de amino a
carboxilo, hacia dentro del canal. Esta disposicion de las hélices del poro
proporciona muchos de los contactos entre subunidades que mantienen
unido al tetrdAmero y que también es critico en el proceso de conduccion

i6nica del poro ’.

Filtro de selectividad. Como su nombre indica es la estructura
responsable de discriminar qué iones pueden permear por el canal. Es una
secuencia corta de aminoacidos de unos 12A de longitud y de un didmetro
de 3 A que se encuentra en el extremo extracelular del poro y esta formado
por la secuencia de la firma (TVGYG), caracteristica de todos los canales
de K*. Los grupos carbonilos de los aminoéacidos de la secuencia de la
firma quedan dirigidos hacia el interior del poro creando una serie de
anillos de oxigeno secuenciales que establecen numerosos sitios
estrechamente separados para coordinar cationes K* deshidratados ’,

concretamente cuatro sitios de union a K* (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de cintas del canal con el detalle del filtro de selectividad.
Las esferas en verde representan los cuatros sitios de union a K”.

2.3.2. Caracteristicas funcionales.

A finales del siglo XX, momento en que se resolvid la estructura del canal KcsA,
la informacion funcional sobre dicho canal era escasa o nula. Mas adelante,
varios grupos investigadores emprendieron la tarea de caracterizar las
propiedades funcionales del canal, tema que ha suscitado una gran polémica.
Uno de los primeros fue el grupo de Schrempf, que descubri6 una gran
dependencia del proceso de apertura del canal con el pH del medio, multiples
estados de conductancia con probabilidades de aperturas proximas a 0,5 y
permeabilidades altas a Li*, Na*, Mg? o Ca* '*'®. En oposici6n a estos
resultados, en estudios posteriores se demostrdé que el canal KcsA se comporta
como un canal voltaje-dependiente selectivo a K* frente a Na® con una
probabilidad de apertura caracteristicamente baja (mas o menos de un valor de
0,1) * y con la peculiar propiedad de que su apertura solo responde a

condiciones de pH acido en el espacio intracelular de la membrana *8.

Posteriormente, se observo que el flujo de iones K* disminuia exponencialmente
en cuestién de milisegundos después de que el canal esté abierto a pH acido *°
pasando a un estado inactivado del canal por el que los iones K* no permean y

del cual el canal se recupera lentamente *’, que explicaria esta baja probabilidad
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de apertura. También estimaron que este proceso de inactivacion comparte
muchas particularidades con la inactivacion tipo C encontrada en muchos

canales voltaje-dependientes *°.

A un pH neutro en el medio intracelular, se vio que la mitad del extremo C-
terminal del segundo segmento transmembrana (TM2) de cada una de las
cuatro subunidades del canal se unen como un haz de hélices impidiendo el
flujo de iones K* a través del canal 2**' y que a pH &cido este manojo de hélices
se desestabiliza para permitir el flujo de iones ?°. Esto invit6 a pensar que se
trata de una barrera para la permeacion de iones, actuando de este modo como
una puerta del canal (conocida como puerta intracelular o de activaciéon o
primera puerta) dependiente del pH. Ademas, bajo condiciones de pH &cido
lograron demostrar que la puerta intracelular estaba permanentemente abierta®,
por lo que la baja probabilidad de apertura a este pH sugiere la presencia de
una segunda puerta (puerta extracelular o puerta de inactivacién) que controla

la cinética de apertura una vez la puerta intracelular esté abierta.

Se constatdé que durante el proceso de inactivacion el filtro de selectividad
(compuerta extracelular) sufre cambios estructurales > dependientes del voltaje
aplicado o el tipo de ion ?*. M&s recientemente se ha demostrado que la rotacién
de la hélice TM2 durante el proceso de apertura del canal favorece una red de
puentes de hidrégeno entre los residuos Trp67, Glu71 y Asp80 que ocasiona la
desestabilizacion del filtro de selectividad, y como consecuencia, el cambio a su
conformacién no conductora . Aunque a posteriori se ha visto que las
interacciones entre las cuatro subunidades del canal afectan a la conduccion
i6nica y la inactivacion del canal, lo que sugiere que el proceso de inactivacion

del canal es cooperativo %°.

Registros de la corriente transcurrida por el canal evidencian que el canal KcsA
presenta tres estados cinéticos distintos dependiendo del pH del medio

intracelular y del tiempo transcurrido: estado cerrado (o resting), estado abierto
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o estado inactivado (Figura 3). A pH 7 el canal permaneceria en estado cerrado
o resting por el que no circulan iones K*. En este estado la puerta intracelular
estaria cerrada y el filtro de selectividad, en su conformacion conductora o de
reposo con cuatro sitios de union (o dos sets de sitios de union) a K*. No
obstante, a pH 4 el canal se abre (estado abierto) permitiendo el transito de
iones K* a través de él durante un corto periodo de tiempo, del orden de un
segundo. El estado abierto del canal se corresponderia con una puerta
intracelular abierta y un filtro de selectividad en su conformacion conductora de
cuatro sitios de union a K. Transcurrido este instante de tiempo, el canal pasa
de un estado abierto a un estado inactivado sin conduccion de iones K* debido
a un proceso de inactivacion de tipo C que esta envuelto en cambios
estructurales en el filtro de selectividad. En este estado inactivado la puerta
intracelular permanece abierta, pero la conformacion estructural del filtro de
selectividad todavia se desconoce, motivo por el cual en la actualidad sigue

siendo objeto de estudio (Figura 3).

0.5nA

pH8 | | pH8
pH4
e e ?
Kes LS .
closed open inactivated
channel channel channel

Figura 3. Registros de actividad y estados cinéticos del canal KcsA. Se muestra
un registro de la actividad eléctrica a nivel macroscoépico de KcsA silvestre obtenido por
el paso de pH 8 a pH 4. A pH 8, el canal tendria la compuerta intracelular cerrada, y por
tanto no se observa corriente. Al pasar a pH 4, se produce un rapido incremento de
corriente por la apertura de dicha compuerta intracelular. Sin embargo, a continuacion,
se observa una disminucién exponencial de la corriente debido a que el canal entra en
el estado inactivado, cuya conformacion a nivel del filtro de selectividad es
desconocida.
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Las estructuras cristalograficas de KcsA bajo diferentes condiciones idnicas
obtenidas por el grupo de MacKinnon han mostrado que en el estado de reposo
(pH 7) el filtro de selectividad podria adoptar dos conformaciones dependiendo

del tipo de ion y su concentracién "

(Figura 4). El filtro de selectividad en
presencia de una concentracion de K’ superior a 5 mM adquiere una
conformacion conductora de cuatro sitios de union (S1, S2, S3 y S4) con una
ocupacion de dos iones K distribuidos entre los cuatro sitios de union (o dos
sets de sitios de union). Sin embargo, en presencia de una baja concentracion
de K" (inferior a 5 mM) o en presencia de Na* presenta una conformacion no
conductora o colapsada con la ocupacion de un ion distribuido en dos sitios de

union, S1y S4 (o un set de sitios de union).

Colapsado Conductor

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

Figura 4. Equilibrio entre las dos conformaciones que puede adquirir el filtro de
selectividad. Las esferas verdes indican los sitios de union (S1 a S4) para el K.

Estudios de union de iones al filtro de selectividad de KcsA silvestre mediante
técnicas espectroscopicas argumentan a favor de la existencia de dos sets de
sitios de unién para el K* (uno de alta afinidad y otro de baja afinidad) 22°. La
unién de un K" al set de sitios de union de alta afinidad esta relacionado con la
formacion del complejo no conductor KcsA*-K*. Cuando la concentracion de K*
aumenta, se lleva a cabo la unién de un ion K adicional, dando lugar a un
segundo set de sitios de unién de mas baja afinidad y a la forma conductora del
complejo KcsA-2K*. Para el Na*, el equivalente al cation blogueador, solo se

detecta un set de sitios de unidon de baja afinidad en KcsA silvestre, cuya
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ocupacion se atribuye al complejo no conductor KcsA**-Na®, diferente del
complejo KcsA*-K*. De esta manera, las formas no conductoras del canal
tendrian una alta afinidad (y por tanto una alta selectividad) para el K*, y una
baja afinidad para el Na* (baja selectividad), en tanto que la forma conductora

del canal disminuiria la afinidad por K* facilitando la conduccion de este ion.

KcsA + K' < KcsA*-K™ + K «» KcsA-2K*

(no conductor) (conductor)

KcsA + Na“ <> KcsA**-Na*
(no conductor)

Hasta el momento, han sido muchos los modelos postulados para los cambios
estructurales del filtro de selectividad durante la inactivacion de tipo C. Dos son
los modelos mas destacados que describen el estado conformacional del filtro
de selectividad durante el estado inactivado del canal: los modelos que
proponen que el filtro de selectividad adquiere una conformacién semejante a la
que posee en su estado no conductor en presencia de iones Na' o baja
concentracién de iones K" (como el modelo propuesto por E. Perozo y cols.
2010 %), y los modelos que rechazan esta idea (como seria el modelo propuesto
mas recientemente por Valiyaveetil y cols. 2016 *}). El modelo de E. Perozo
plantea la existencia de una reorientacion gradual del eje del filtro debido a la
inactivacion de tipo C, que conduce primero a una pérdida del sitio de unién S2
y seguidamente la pérdida del sitio de union S3, interrumpiendo probablemente
la conduccién idnica (Figura 5). El filtro de selectividad consigue, por tanto,
durante el estado inactivado del canal (pH 4) y a una concentracion alta de K,
una conformacion semejante a la que posee en su estado no conductor en
presencia de iones Na* o baja concentracion de iones K* (pH 7), constituida por

dos sitios de unién a iones K* (S1y S4).
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High K’, conductive pis C-type inactivated
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Figura 5. Mapa de densidad electronica del filtro de selectividad en estado
conductor y no conductor. La imagen de la izquierda muestra el filtro de selectividad
en su conformacion conductora, constituida por 4 sitios de union a iones K* (S1 a S4).
La imagen de la derecha muestra el filtro de selectividad en estado no conductor,
formado por 2 sitios de union a K* (S1 y S4) como consecuencia de la pérdida de los
sitios de unién S2 y S3 debido al proceso de inactivacion de tipo C.

Por otro lado, el modelo de Valiyaveetil et al. 2016 sostiene que los sitios de
unién S1 y S2 se mantienen intactos durante la inactivacion, a diferencia de los
sitios de union S3 y S4, que se ven distorsionados debido posiblemente a un
cambio estructural que ocasiona la rotacibn de uno de los oxigenos de los
carbonilos de la secuencia firma. Tal rotacion provoca que los sitios de union S3
y S4 no puedan coordinar un ion K* creando, por tanto, una barrera que impide
el movimiento de iones a través del filtro. Estas observaciones estarian en total
desacuerdo con la conformacién no conductora del filtro selectividad en el
estado inactivado, planteada en el modelo de E. Perozo, ya que, como defiende
el equipo de Valiyaveetil, la pérdida del sitio de union S2 impediria la

inactivacion del canal.

Ante tales controversias y alentados por el hallazgo de que el canal KcsA A125
solubilizado en detergente DDM a pH 8 se encuentra en estado inactivado con
la puerta intracelular abierta, como ocurre con KcsA silvestre a pH 4

reconstituido en lipidos *2

, decidimos trabajar con KcsA A125 (derivado
estructural de KcsA silvestre carente del dominio C- terminal) con el fin de definir
el estado conformacional del filtro de selectividad en condiciones de
inactivacion. De este modo podremos estudiar los cambios producidos en el
filtro de selectividad durante el estado inactivado del canal sin el inconveniente

de trabajar con un medio a pH 4, que puede dar lugar a efectos inespecificos
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debidos a la protonacion de algunos aminoacidos y, por consiguiente, a

resultados no concluyentes.

3. OBJETIVOS

Se expone el objetivo general que expresa la inspiracion o el proposito que

se quiere alcanzar con el presente proyecto:

- Caracterizar la estructura del filtro de selectividad del canal KcsA A125
a pH 7 en el estado inactivado a través de su interaccion con cationes
conductores y no conductores para extrapolar tales resultados al canal

KcsA silvestre.

A continuacion, se enumeran los objetivos especificos que concretan de una

forma medible el objetivo general del trabajo:

- Expresar y purificar el canal KcsA silvestre para su posterior tratamiento
proteolitico y obtencién del canal KcsA A125.

- Determinar la influencia de los iones en la estructura de KcsA Al125 a

través de la medida de los espectros de emision de fluorescencia.

- Analizar la unién de los iones al filtro de selectividad de KcsA A125
mediante el seguimiento de la desnaturalizacion térmica del canal

monitorizada por fluorescencia.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Transformacion, expresion y purificacion de la proteina KcsA silvestre

El primer paso en el proceso de purificacién de la proteina KcsA silvestre fue la
transformacion, método a través del cual nos permite inducir la introduccion de

informacién genética (un plasmido) en células competentes. En nuestro caso, se
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realiz6 la transformacidon de células competentes Escherichia Coli M15
(portadoras del plasmido pRep4) con el plasmido de construccion KcsA-pQE30.
Tanto la cepa bacteriana como el vector de expresion elegidos, presentan
resistencia a antibidticos (kanamicina y ampicilina, respectivamente), lo que
servira de especial utilidad para el proceso de seleccion. Para llevar a cabo el
proceso de transformacion se incubaron las células competentes en un medio
LB con el plasmido KcsA-pQE30 y a través de un choque térmico se indujo la

introduccion del mismo en la bacteria.

A continuacién, se sembraron dichas células en una placa LB-agar
suplementada con ampicilina (100 pg/ml de concentracion final) y kanamicina
(25 pg/ml de concentraciéon final). Para la formacion del preinéculo, de las
colonias transformadas que lograron crecer con éxito ante la presencia de los
antibiéticos, solamente una fue seleccionada para inocularse en medio liquido
LB suplementado con ampicilina (100 ug/ml concentracion final), kanamicina (25
pg/ml concentracion final) y glucosa (0,04% p/v) durante toda la noche en
agitacion a 200 rpm y 37 °C. Después se preparé el inéculo en medio liquido
2xXYT estéril para lo que fue necesario afiadir el preindculo, los antibidticos
(ampicilina y kanamicina) y la glucosa, dejandose la mezcla crecer en agitacion
a 30 °C y 200 rpm hasta alcanzar una densidad optica de 0,8 (aproximadamente
2 horas de incubacion). Cuando se alcanz6 tal densidad o6ptica, significativo de
que el crecimiento bacteriano esta en el estado estacionario, se indujo la
expresion de KcsA con isopropil-B-D-1-tiogalactésido, IPTG, (0,5 mM de
concentracion final) afiadido al medio de cultivo y se dejé incubar en agitacion
constante a 200 rpm durante dos horas. Una vez acabada la expresion de la
proteina, se centrifugaron los cultivos en una centrifuga refrigerada a 4 °C y
6500 x g durante 15 minutos para sedimentar las bacterias, y se congelaron a

-20 °C antes de proseguir con la purificacion.
Posteriormente, se resuspendi6 el sedimento obtenido con un tampon a pH 8 de

HEPES 20 mM y sacarosa 0,45 M que contiene lisozima de huevo (0,4 mg/ml) y
un cocktail de inhibidores de proteasas. Luego, a la muestra se le aplicd
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ultrasonido en series de 45 segundos a potencia creciente mediante un
sonicador para facilitar la ruptura de las membranas de las bacterias y se
centrifugd durante 45 minutos a 100.000 x g para separar de la mezcla y

recoger en el sedimento la fraccion correspondiente a las membranas celulares.

El sedimento obtenido del liquido sonicado se solubilizé con un tampén de
solubilizacién a pH 7,5 compuesto por HEPES 20 mM, KCI 200 mM, n-Dodecil-
B-D-maltésido (DDM) 10 mM e imidazol 50 mM, y se terminé de resuspender
mediante politron para acabar de lisar las membranas celulares. Tras
solubilizarse en leve agitacion durante al menos dos horas a temperatura
ambiente se centrifugé el liquido solubilizado en ultracentrifuga a 100.000 x g y

4 °C durante 45 minutos para eliminar la fraccion de membrana no solubilizada

Terminada la centrifugacion, se procedié a la purificacion de la proteina
mediante cromatografia de afinidad con resina de Ni**-sefarosa. Para ello, el
sobrenadante obtenido de la dltima centrifugacion se incubd en un volumen
adecuado de resina de Ni**-sefarosa (matriz o fase estacionaria) durante toda
una noche a 4 °C en agitacién suave, a fin de que las colas de histidina
(aportadas por el vector de expresion pQE30) de la proteina se unan a los
grupos quelantes de Ni** disponibles en la matriz. Mas tarde, se trasvasé la
mezcla de la resina y la fraccidon solubilizada a una columna cromatografica de
afinidad, y se lavo con un tampén a pH 7,5 compuesto por HEPES 20 mM, DDM
5 mM, KCI 200 mM e imidazol 50 mM para eliminar de la resina todo aquello
gue no esté adherido firmemente a ella. Finalizado el lavado de la resina y
anterior a la elucién de la mezcla, se procedié a realizar una medida puntual de
la absorbancia a 280 nm, para comprobar que el lavado de la resina resultd
suficiente. Generalmente se considera que la resina ha sido lavada cuando la

absorbancia es menor a 0,01 (tomando como blanco el tampdn de lavado).
Para el proceso de elucion se utilizd un tampon a pH 7,5 de composicion

HEPES 20 mM, DDM 5 mM, KCI 100 mM e imidazol 500 mM. En este punto el

imidazol compite con las proteinas etiquetadas con polihistidinas, lo que
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provoca que la proteina se desplace de la matriz y, como consecuencia, se
pueda recoger la proteina eluida en diferentes alicuotas de 1,5 mL. Dichas
alicuotas se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida al 13,5% en
presencia de SDS al 1% (SDS-PAGE), de forma que permitié agrupar el eluido
en dos fracciones: la fraccibn concentrada y la fraccion diluida. Ambas
fracciones obtenidas fueron dializadas frente a un tampon a pH 7 de HEPES 20
mM, NaCl 100 mM y DDM 5 mM con el objetivo eliminar de la proteina el
imidazol que se haya podido llevar consigo y que puede interferir en la medida

de la concentracion.

Por ultimo, tras un proceso de centrifugacién a 21.000 x g durante 15 minutos a
4 °C se determiné la concentracion de la proteina purificada (KcsA silvestre)
mediante espectrofotometria a partir de la medida de absorbancia a 280 nm,
usando como blanco una muestra del Ultimo tampo6n de dialisis. Para el célculo
de la concentracion de la proteina se recurrio a la aplicaciéon de la ecuacion de

Lambert-Beer (Ecuacion 1),

A=C-¢-1 (Ecuacion 1)

donde A es el valor de la absorbancia medida, C es la concentracién molar de la
proteina, & es el coeficiente de extincién molar de la proteina (34950 M™*.cm™),

y | es el paso optico de la cubeta en centimetros.

Se obtuvo para la fraccion concentrada una concentracion de proteina de 1,18
mg/mL (equivalente a 66,6 uM), y para la fraccion diluida una concentracion de

0,25 mg/mL (equivalente a 14,3 uM).

4.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

Las fracciones obtenidas de la purificacion, en las que se encuentra la proteina,
se verificaron mediante electroforesis en gel SDS-PAGE al 13,5% % en

presencia de SDS al 1% con el proposito de detectar la presencia y comprobar

Pagina 20 de 40



el estado de la proteina, siendo la conformacion de tetramero la de interés.
Posterior a la electroforesis, el gel fue tefiido con azul brillante Coomassie para

poder observar con claridad las bandas correspondientes a las proteinas.

4.3. Corte de KcsA silvestre con quimotripsina

A través del tratamiento proteolitico de KcsA tetramérica purificada con la
enzima quimotripsina, que elimina los 35 ultimos aminoacidos del extremo C-
terminal de la proteina, se obtuvo la proteina KcsA A125. Para ello se incubaron
3 mL de la fraccién concentrada de KcsA (equivalentes a 3,5 mg de proteina) en
45 mg de enzima quimotripsina (relacion aproximada peso:peso de 13:1),
previamente hidratada con agua y sometida a varios lavados con un tampén
HEPES 20 mM, DDM 5 mM y NaCl 100 mM a pH 7, durante una hora y media a
37°C. Se comprobo en un gel de poliacrilamida que el proceso de digestién con
quimotripsina resulté satisfactorio puesto que en las bandas era evidente la
diferencia de pesos moleculares entre KcsA entero y cortado, consecuencia de
la pérdida de alrededor de 15 kDa. Para acabar, durante todo un dia se dejé
dializar contra el mismo tampdn utilizado para eliminar los restos de cadenas de

aminoacidos originados en el corte.

4.4. Medicion de los espectros de emision de fluorescencia

Las medidas de los espectros de emision de fluorescencia intrinseca de KcsA
A125 se registraron en un espectrofluorimetro SLM 8000 usando cubetas de
cuarzo de 0,5 cm de paso Optico. Las muestras se excitaron a 280 nm, y la
emision se recogié entre 300 y 400 nm en incrementos de 1 nm, obteniéndose
espectros representados por la intensidad de fluorescencia emitida frente al

rango de longitudes de onda en nm.
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Los datos obtenidos de la espectroscopia de fluorescencia fueron normalizados
para acotar entre 0 y 1 los valores de intensidad de fluorescencia a través de la

ecuacion 2,

I;—min(l;)

max(p)— min(l;) (Ecuacion 2)
donde I; es el valor de la intensidad de fluorescencia emitida medida a una
longitud de onda, min(l;) es el valor minimo de intensidad de fluorescencia
emitida en un rango de longitudes de onda de 300 a 400 nm, y max(l;) es el
valor madximo de intensidad de fluorescencia emitida en ese mismo rango de

longitudes de onda.

Finalmente, los datos de la espectroscopia fueron expresados en términos de
centro de masas o longitud de onda promedio ponderada por la intensidad, (1),
puesto que es un parametro muy Util por su sensibilidad a cualquier cambio en
la forma o posicion del espectro. Asimismo, el (1) fue definido por medio de la

Ecuacion 3,

(B Zi Aili (Ecuacién 3)
il
donde I; es el valor de intensidad de fluorescencia emitida medida a una

longitud de onda, y A; es la longitud de onda empleada en nm.

4.5. Monitorizacion por fluorescencia de la desnaturalizaciéon térmica

La desnaturalizacion térmica de KcsA A125 fue llevada a cabo en un
espectrofluorimetro Varian Cary Eclipse a una velocidad constante de 0,6
°C/min, excitandose a una longitud de onda de 280 nm vy registrandose la
intensidad de fluorescencia emitida a 340 nm. Los experimentos se realizaron
en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso o6ptico con diferentes muestras que
presentaban una concentracion fija de proteina de 1 pM solubilizada en un
tampén HEPES 20 mM y DDM 5 mM a pH 7 junto con concentraciones
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crecientes de iones K* (hasta un maximo de 40 mM) o iones Na* (hasta 60 mM)
estudiados por separado. Las muestras con KcsA A125 fueron preparadas con
la minima concentracién de Na' que fue posible (concretamente 2 mM) para

garantizar la mas baja ocupacién de los sitios de union.

Los datos extraidos de la monitorizacion de la desnaturalizacion térmica
mediante fluorescencia se representaron en una grafica de intensidad de
fluorescencia emitida en 340 nm frente a la temperatura en °C, dando lugar a la
llamada curva de desnaturalizacion térmica. La curva de desnaturalizacion
térmica sigue una funcion sigmoidea, a cuyo punto de inflexion se le conoce
como temperatura media de desnaturalizacion, T,,. Mediante el programa
informatico Kaleida Graph (Synergy Sotware) se estimo la T, para cada una de

las muestras gracias a que se efectud un ajuste no lineal de dicha curva con la

Ecuacion 4,
~aipn(1_ 1)
_an+ By (1-298)+(ap+p, (T-298))xe R\ Tm y
F340 = TR FN (Ecuacion 4)
1+e R T Tm

donde F;,4, es la medida de fluorescencia de emision en 340 nm observada a
una temperatura dada, ay y ap son la fluorescencia intrinseca del estado nativo
y desnaturalizado de la proteina, respectivamente, a 298 grados Kelvin, Sy Yy

Bp son las pendientes del estado nativo y desnaturalizado de la proteina,
respectivamente, T es la temperatura en grados Kelvin, T,,, es la temperatura
media de desnaturalizacion en grados Kelvin, 4H,_y es el cambio de entalpia
de desnaturalizacion, que esta relacionado con la pendiente de la curva de

desnaturalizacion, y R es la constante de los gases ideales, con un valor de

1,987207 [ Cj‘lK].

mol-

Una vez estimadas las T,, para cada una de las muestras, se representd
graficamente el cociente de la diferencia entre T,, y (T,,), multiplicado por 100,

AT, /T, X 102, frente a la concentracion del ligando o catién en concentracion
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molar [L], de forma que se obtuvo la curva de union del ion a la proteina.
Mediante el programa Origin 7, a fin de obtener los valores de la constante de
disociacion, K, se realizd un ajuste matematico no lineal a dicha curva con la

Ecuacion 5,

ATy — Tm_(Tm)O — R(Tm)o In (1+ E)

(Ecuacién 5)
T T AH Kp

donde 4T, es la diferencia entre T,,, y (T,,), €n grados Kelvin para la proteina
en presencia y en ausencia de ligando o catidn, respectivamente, Res la
constante de los gases, 4H, es el cambio de entalpia en la desnaturalizacion de
proteinas en ausencia de ligando, [L] es la concentracion del ligando o cation en
molar, y K, es la constante de disociacién del complejo proteina-ligando en

molar.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Purificacién del canal KcsA silvestre

El primer paso en este trabajo fue expresar y purificar el canal de potasio KcsA
silvestre. Tras la correspondiente cromatografia de afinidad, y con el propésito
de verificar las alicuotas que contienen proteina y conocer la pureza de cada
una de ellas, se realizé una electroforesis en gel SDS-PAGE al 13,5%. En la
Figura 6 se pone de manifiesto la existencia de una banda mayoritaria de
aproximadamente 68 kDa que corresponde al tetrdamero y otra minoritaria de
aproximadamente 17 kDa que corresponde al monémero. Gracias a estos
resultados se pudieron agrupar las muestras en dos fracciones: la fraccion

concentrada (formada por las alicuotas 2 y 3) y la fraccion diluida (alicuotas 1, 4
y 5).
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Figura 6. Caracterizacion de KcsA silvestre en gel SDS-PAGE al 13,5%. La primera
calle corresponde al marcador de peso molecular (MP). El resto de calles equivalen a
cada una de las alicuotas de KcsA silvestre obtenidas en la cromatografia de afinidad.
Las bandas de peso molecular 68 kDa corresponden al tetramero (T), mientras que las
de peso molecular 17 kDa, al monémero (M).

5.2. Estudio de integridad de KcsA A125

Una vez comprobado el estado del tetramero de KcsA silvestre (Figura 6), a
partir de la fraccion concentrada, se realizé su digestion proteolitica (como se
explica en el apartado de Materiales y Métodos) para obtener la proteina
cortada KcsA A125, a la que también se contrastd su estado mediante un gel
SDS-PAGE al 13,5% (Figura 7).

Como se puede observar en la Figura 7, se confirma la presencia de las
especies tetraméricas de las proteinas KcsA silvestre y KcsA A125 situadas en
dos bandas a diferentes alturas. Esta figura evidencia con claridad que el corte
proteolitico se ha efectuado correctamente y que la proteina KcsA A125
presenta suficiente estabilidad en forma de tetramero. La diferencia de pesos
moleculares existente entre la proteina KcsA silvestre de estructura completa y
la proteina KcsA A125, carente de un fragmento proteico, coincide con la
pérdida de peso esperada entre KcsA silvestre (160 aminoacidos) y KcsA A125

(125 aa.), de aproximadamente 15 kDa.
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Figura 7. Caracterizacion en gel SDS-PAGE de poliacrilamida al 13,5% del corte
de KcsA silvestre con quimotripsina. La calle 1 corresponde al marcador de peso
molecular (MP). En la calle 2 se representa el estado tetramérico de KcsA silvestre
(WT) sobre los 68 kDa, y su monémero sobre los 17 kDa. En la calle 3 se muestra el
tetrAmero de Kcsa cortada (A125) en una posicién sobre los 52 kDa.

5.3. Estudio de la estructura terciaria a través de la mediciéon de los

espectros de emisién de fluorescencia

Los espectros de emision de fluorescencia aportan informacion sobre la
estructura terciaria de las proteinas y su plegamiento. Esto es posible debido a
que existen compuestos en las proteinas, llamados fluoréforos, que emiten
fluorescencia cuando son excitados a una determinada longitud de onda. Como
se comentaba anteriormente en el Apartado 2.3.1, en el caso de KcsA, los
residuos de triptofano son los que otorgan las propiedades fluorescentes al
canal. En el caso que nos ocupa, nos interesan los posibles cambios en la
estructura terciaria del canal KcsA Al25 a pH 7 en presencia de cationes
monovalentes con diferente permeabilidad al canal (como es el caso del K y del
Na®). Asimismo, para poder comparar nuestros datos con los previos de KcsA
silvestre, en las Figuras 8A y 8B se aportan los espectros de emision de
fluorescencia normalizados del canal KcsA silvestre a pH 7 (estado cerrado o

resting) y a pH 4 (estado inactivado), obtenidos del articulo cientifico de M. L.
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Renart y cols., 2006 %, y de trabajos previos del laboratorio todavia sin publicar,

respectivamente.
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Figura 8. Espectros de emision de fluorescencia normalizados para KcsA
silvestre a pH 7 (panel A) y a pH 4 (panel B), y para KcsA A125 a pH 7 (panel C).
Los paneles A y C representan las muestras solubilizadas en detergente DDM 5 mM,
HEPES20 mM y KCI 100 mM 6 NaCl 100 mM; mientras que el panel B, las muestras
solubilizadas en detergente DDM 5 mM, &cido succinico 20 mM y KCI 100 mM 6 NacCl

100 mM. La linea negra pertenece a las muestras con KCI 100 mM, y la linea roja, a las
muestras con NaCl 100 mM.

En la Figura 8A se puede observar como los espectros de emision de
fluorescencia correspondientes a KcsA silvestre a pH 7 (estado cerrado o
resting) se ven alterados segun el tipo de cation. En presencia del ion conductor
K", el espectro de emisién de fluorescencia sufre un desplazamiento hacia el
azul con respecto al espectro de emision del ion no conductor Na®, cuyo

desplazamiento ocurre hacia el rojo. Este cambio se puede cuantificar a partir

Pagina 27 de 40



del calculo de los centros de masas de los espectros (ver seccién 4.4 de
Materiales y Métodos), (1), que en este caso es de 1,67 nm (Tabla 1). Tal
desemejanza en los espectros da a entender que existe un cierto cambio en la
estructura terciaria de la proteina que afecta, sobre todo, al filtro de selectividad
y a la disposicion de los residuos de triptofanos de KcsA silvestre en funcion de
cuales sean los cationes monovalentes presentes en disolucion a pH 7, de
forma que con el ion Na* los triptéfanos estan expuestos a un ambiente mas
polar. La adquisicion de dos conformaciones por parte del filtro de selectividad
segun el tipo de ion presente a pH 7 suscribe la existencia de dos estados
conformacionales para el filtro de selectividad: el estado conductor con dos sets
de sitios de union al ion K™ (uno de alta afinidad y otro de baja afinidad), y el

estado no conductor o colapsado con un solo set de sitios de unién al Na* #2°,

Sin embargo, cuando KcsA silvestre se encuentra en un medio de caracter mas
acido, en torno a pH 4 (estado inactivado), los espectros de emision de
fluorescencia intrinseca se solapan con independencia de los cationes K* o Na*
presentes en el medio (Figura 8B), obteniéndose concretamente una diferencia
de centro de masas, (1), de un valor de 0,03 nm (Tabla 1). Dicha similitud en los
espectros de emision de fluorescencia sugiere que los iones K™ y Na* influyen
de igual manera sobre la estructura terciaria de KcsA silvestre en solucion a pH
4, puesto que los triptéfanos estarian expuesto al solvente en equivalente
magnitud. Estos resultados plantean la presencia de una Unica conformacién
tanto para el ion K* como para Na® en el estado inactivado del canal, como
proponen los modelos que dicen que en estas condiciones el filtro de
selectividad adquiere una conformacion no conductora (un unico set de sitios de
union), similar a la conformacion observada en estructuras de canales KcsA
determinadas en presencia de Na* o bajas concentraciones de K* 2%, Aunque
también es posible que con esta técnica empleada no seamos capaces de
detectar cambios en el filtro de selectividad para esas condiciones dadas. Cabe
afadir que los resultados pueden no ser concluyentes debido a posibles errores

inespecificos causados por la protonacion del medio, debido al pH usado.
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En cuanto a los datos experimentales extraidos del presente trabajo a cerca de
los espectros de KcsA A125 a pH 7(Figura 8C), dichos espectros presentan una
ligera diferencia entre sus centros de masa, (1), del orden de 0,62 nm (Tabla 1).
De manera parecida a como ocurria con KcsA silvestre a pH 7, a través de la
Figura 8C se puede contemplar que el espectro para el cation K" padece un
corrimiento hacia el azul, a diferencia de la presencia del cation Na®, cuyo
corrimiento tiene lugar hacia el rojo. Asi pues, aparentemente los resultados
obtenidos de los espectros de emisibn de fluorescencia intrinseca
correspondientes a KcsA A125 en pH 7 se posicionan a medio camino entre los

obtenidos para KcsA silvestre a pH 4 y a pH 7, si bien mas proximos al primero.

Condicién de la muestra (A), nm Diferencia de (1), nm
KcsA silvestre en K a pH 7 336,16
1,67
KcsA silvestre en Na™ a pH 7 337,83
KcsA silvestre en K™ a pH 4 340,43
0,03
KcsA silvestre en Na* a pH 4 340,46
KcsA A125en K apH 7 339,53
0,62
KcsA A125en Na*apH7 340,15

Tabla 1. Resumen de los valores de centro de masas, (4), obtenidos de los
espectros de la Figura 8 mediante el uso de la Ecuacién 3.

5.4. Monitorizacion de la union idénica a KcsA mediante un ensayo de la

desnaturalizacién térmica

La desnaturalizacion térmica de proteinas es un proceso que consiste en la
pérdida de la estructura de la proteina por medio de la aplicacion de calor, de
forma que proteinas poliméricas, como es el caso del tetrAmero KcsA, quedan
reducidas a mondmeros de manera irreversible. Por lo tanto, monitorizar la

desnaturalizacion térmica mediante fluorescencia permite estudiar la estabilidad
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conformacional del canal KcsA cuando es sometido a temperaturas crecientes
y, por tanto, indirectamente su estructura. A diferencia de los espectros de
fluorescencia, que nos dan una vision general de la estructura terciaria de la
proteina, a partir de las curvas de desnaturalizacion térmica de KcsA, es
posible estudiar la unién de iones al filtro de selectividad de KcsA #, para asi
poder caracterizar la estructura de dicho filtro.

La Figura 9 ilustra algunos ejemplos del proceso de desnaturalizacion térmica
bajo diferentes concentraciones de K* o Na’ presentes en la solucién que
contiene a KcsA A125. Analizando los datos se puede comprobar como a bajas
temperaturas la intensidad de fluorescencia decae de forma lineal hasta
alcanzar un rango de temperaturas intermedias en las que la pendiente
negativa es mas pronunciada, y finalmente, a altas temperaturas se vuelve a
tomar una tendencia negativa y lineal pero diferente a la observada a bajas
temperaturas. Esto ultimo es debido a que con el aumento de la temperatura
se produce la desnaturalizacion de la proteina y, por ende, la disociacion de la
proteina tetramérica en sus mondémeros, accién que repercute directamente en
la intensidad de fluorescencia emitida por los triptéfanos, que al encontrarse en

un microambiente mucho menos hidréfobo emiten menos fluorescencia.

La Figura 9 también muestra que el valor de la temperatura media de
desnaturalizacion, T,,, es dependiente del tipo y concentracion de los cationes
presentes en el tampon. En el caso del K, cuando se encuentra en
concentraciones suficientemente altas, superiores a los 40 mM, el incremento
de la T,, es tal que llega incluso a alcanzar valores proximos al punto de
ebullicion del agua. Al disminuir la concentracion de K" a 2 mM la T,,, disminuye
alrededor de 30-35 °C. Para el Na“, los incrementos de la T,, no se acentdan
tanto con el aumento de la concentracion del cation, de tal forma que el paso
de una concentracion de 2 mM a 60 mM solo implica un aumento de T,, de
aproximadamente 15 °C. Esto se explica por el efecto positivo de la union de
los cationes sobre la estabilidad de la proteina KcsA A125 en condiciones de
no competitividad, resultando ser mayor la estabilidad aportada por el K* en
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comparacion con el Na*. La diferente estabilidad térmica aportada por cada
catibn nos hace pensar sobre la posible existencia de una conformacion del
filtro de selectividad diferente para el K en comparacion con el Na*, como

sugieren los espectros de emisién de KcsA silvestre a pH 7 2.

Intensidad de fluorescencia, u.a.

Temperatura, °C

Figura 9. Monitorizacion por fluorescencia de la desnaturalizacién térmica de
KcsA A125 a diferentes concentraciones de KCI o NaCl. Se muestran los datos
normalizados de los cambios en la emision de fluorescencia intrinseca de KcsA A125 a
340 nm por excitacion a 280 nm, en funcién del aumento de la temperatura. Las
muestras de KcsA A125 1 uM fueron diluidas en tampén HEPES 20 mM y DDM 5 mM a
pH 7 junto con diferentes concentraciones de KCl o NaCl: KCl 40 mM (m), 2 mM KCI
(e), NaCl 60 mM (o) 6 NaCl 2 mM (o).

Debido a los grandes rangos de variacion en la T, de la proteina KcsA A125
(véase en la Figura 9) se decidié realizar mas experimentos con un mayor
namero de concentraciones para estudiar mas detalladamente la union de los
iones al canal, como se representa en la Figura 10. En la misma, se puede
observar como ambos cationes monovalentes estabilizan la proteina KcsA
A125 retrasando su desnaturalizacion a medida que aumenta la concentracion
del catién. Cabe destacar que el incremento de las T,, con la concentracion de
K" sucede en dos fases, a diferencia del Na*, cuyo efecto sobre el aumento de

T,, parece llevarse a cabo en una Unica fase.
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Figura 10. Representacion de la estabilidad térmica de KcsA A125 dependiendo
de la concentracién de catién en el medio. Los circulos con relleno (e) corresponden
a las muestras con K", y los circulos sin relleno (o), a las muestras con Na®.

Al hilo de esta ultima idea, en la Figura 11A se refuerza el supuesto acerca de
que la estabilizacion del Na* sobre la desnaturalizacion térmica de KcsA A125
ocurre a causa de que este cation interactlia con el canal ocupando un unico
set de sitios de union de baja afinidad de acuerdo a una constante de
disociacion, K,, de (3,2 + 0,1) x 10° M, obtenida tras ajustar los datos
experimentales a la ecuacion 5 (Tabla 2). En contraste con lo sucedido para el
Na®, cuando se analizan los datos experimentales del K*, el ajuste matematico a
la Ecuacion 5 resultd no ser valido a simple vista (Figura 11B y su recuadro). No
obstante, cuando el andlisis de los datos experimentales se realiza de forma
separada, distinguiendo entre rango de baja concentracion y rango de alta
concentracion de K*, se obtienen dos ajustes validos (Figura 11C y 11D). Esta
observacion concuerda con la hipotesis de que el efecto del K* sobre la
estabilizacion de la proteina sigue un comportamiento bifasico dependiente de
la concentracion del cation, que invita a considerar la existencia de dos sets de
sitios de union en el canal para el K*, uno de alta afinidad y otro de baja
afinidad®®?°. La ocupacién del primer set de sitios de unién de alta afinidad por
parte del K* a bajas concentraciones (de 0 a 2 mM) manifiesta un incremento en
la T;,, de aproximadamente 12 °C, seguido de un incremento adicional de la T,
de 33 °C cuando la concentracién de K* aumenta de 2 a 40 mM (Tabla 2). La

Figura 11C ilustra el ajuste matematico a la Ecuacion 5 de la estabilizacion del
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K" a baja concentracion (entre 0 y 2 mM) en contra de la desnaturalizacion
térmica de la proteina producida en el primer evento de union al canal, donde el
K" ocupa un primer set de sitios de union de alta afinidad con una K, de (22,9 +
2,4) x 10° M. La Figura 11D muestra el ajuste de la estabilizacién de la proteina
en un rango de concentraciones de K* de 2 a 40 mM. Un segundo evento de
unién es acontecido cuando el K es presente en tales concentraciones
conforme a una K, de (8,3 + 0,1) x 10° M para este segundo set de sitios de

union de baja afinidad.
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Figura 11. Ajuste mateméatico de los datos experimentales de la Figura 10 a la
Ecuacién 5. La linea continua representa el mejor ajuste matematico no lineal de los
puntos experimentales a la ecuacion 5. El panel A muestra el ajuste de la uniéon de Na*a
un unico sitio de unién en el canal, a partir del cual se obtuvo una Kj, de 3,2+0,1 x 103
M. En el caso del K*, el ajuste no se cifie a los datos experimentales (panel B y su
recuadro). Sin embargo, esto no ocurre cuando se analizan por separado los rangos de
baja concentracion de K* (panel C) y alta concentracion de K* (panel D), lo que sugiere
que al menos haya dos sitios de unién presentes en la proteina para el K*. Se obtuvo,
por tanto, una constante de disociacion para concentraciones bajas, por debajo de 2
mM, de K* (Kp = 22,9 +2,4 x 10° M), y otra constante para concentraciones elevadas,
por encima de 2 mM, de K* (Kp = 8,3+ 0,1x 102 M).
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A modo de resumen, se muestran en la Tabla 2 los valores de la constante de
disociacion, K, y la diferencia de temperatura media de desnaturalizacion, AT,
para cada uno de los eventos de uniéon a K* y a Na* detectados en KcsA A125 a
pH 7.

Condicion de la muestra Sitios de unién Kp, M AT,,,°C
KcsA A125 en baja [K'] apH 7 2 (1% evento) (22,9 +2,4) x 10°® 12
KcsA A125 en alta [K'] a pH 7 2 (2° evento) (8,3+0,1)x 10 33

KcsA A125en Na" apH 7 2 (evento Unico) (3,2+0,1) x 10 17

Tabla 2. Resumen de los valores obtenidos para KcsA A125 a pH 7 bajo
diferentes concentraciones de iones. Los valores han sido calculados a partir de los
datos experimentales de las Figura 10 y 11.

Para poder comparar los datos de la Tabla 2 correspondientes a KcsA A125 a
pH 7 con los de anteriores estudios de KcsA silvestre, en la Tabla 3 se ofrecen
los resultados del articulo cientifico de M.L. Renart y cols., 2010 ?°, y de un
experimento previo del laboratorio no publicado correspondientes a KcsA
silvestre a pH 7 y a pH 4, respectivamente. Como se puede observar en la
Tabla 3, tanto el experimento con KcsA a pH 7 como el experimento a pH 4
coinciden en que hay dos sets de sitios de unién ocupados para el ion K* (uno
de alta afinidad y otro de baja afinidad), y un set de sitios de union de baja
afinidad para el Na'. No obstante, al comparar las K;, de los sets de unién de
ambos estudios se puede contemplar que existen diferencias entre ellas, lo que
repercute directamente en las afinidades de los cationes por el canal. Para el
K*, la K, del set de sitios unién de alta afinidad (primer evento de unién) es de
(89,0 +12,0) x 10° M a pH 4 frente a (1,9+0,5)x10° M a pH7, y la K, del set de
sitios unién de baja afinidad (segundo evento de unién) es de (8,1 + 0,5) x10>M
a pH 4 frente a (2,5 +0,2) x 10> a pH 7. Para el Na*, la K}, del Gnico set de sitios
de unién de baja afinidad detectado es de (11,5 + 0,2) x 10° M a pH 4, mientras
que la K, a pH 7 es de (3,3 + 0,5) x 10° M. En cuanto a las diferencias de T,

AT,,, para KcsA de ambos experimentos podemos decir que estas oscilan en
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valores parejos a los de los experimentos de KcsA silvestre a pH 7y a pH 4. Es
decir, en ambos experimentos se observa que las AT,, en el primer evento de
union a K" toman un valor que ronda los 5-8 °C, aumentando considerablemente
en el segundo evento de unién, que pasa estar entre 24 y 35 °C. Y también
ocurre lo mismo con las AT,, en el Unico evento de unién a Na*, en el que los

valores se mueven en torno a 17-18 °C.

Condicion de la muestra Sitios de union Kp. M AT, ,°C
KcsA silvestre en baja [K'] a pH 7 2 (1% evento) (1,9+0,5) x 10° 8
KcsA silvestre en alta [K*] a pH 7 2 (2° evento) (2,5+0,2) x 10 35

KcsA silvestre en Na™ a pH 7 2 (evento Unico) (3,3+0,5) x 10 18
KcsA silvestre en baja [K'] a pH 4 2 (1% evento) (89,0 £12,0) x 10°® 5
KcsA silvestre en alta [K'] a pH 4 2 (2° evento) (8,1+0,5) x 10 24

KcsA silvestre en Na* a pH 4 2 (evento Gnico) = (11,5+0,2) x 10 17

Tabla 3. Resumen de los valores obtenidos para KcsA silvestre a pH 7 y a pH 4.
Los datos han sido extraidos de otras investigaciones ajenas a este trabajo
experimental. Los datos de KcsA silvestre a pH 7 provienen del articulo cientifico de M.
L. Renart y cols., 2010%, y los datos de KcsA silvestre a pH4, de un trabajo previo del
laboratorio todavia sin publicar.

Como se enunciaba anteriormente, en general las K, pertenecientes al estudio
de KcsA silvestre a pH 4 se muestran algo superiores a las del estudio de KcsA
silvestre a pH 7, por lo que se podria decir que las afinidades de los cationes
por los sets de sitios de union son menores en KcsA silvestre a pH 4 que a pH
7. Una pérdida de afinidad semejante con respecto a KcsA silvestre a pH 7
también se observa en nuestros resultados de KcsA A125 a pH 7. Para el K*, el
set de sitios de unién de alta afinidad (primer evento de union) para KcsA A125
a pH 7 presenta una Kp de (22,9 + 2,4) x 10° M frente al valor de (1,9 + 0,5) x
10° M para KcsA silvestre a pH 7, y el de baja afinidad (segundo evento de
unién) para KcsA A125 a pH 7 esde (8,3 + 0,1) x 10° M a pH 4 frente a (2,5 +

Pagina 35 de 40



0,2)x 107 para KcsA silvestre a pH7. Para el Na*, la K, del tnico set de sitios de
unién de baja afinidad detectado en KcsA A125 a pH 7 es de (3,2 + 0,1) x 10
M, similar a la K, en KcsA silvestre a pH 7 que es de (3,3 + 0,5) x 10° M. Esta
contemplacién de nuevo nos aboca a considerar que la estructura del filtro de
selectividad del canal KcsA A125 a pH 7 se aproxima més a la que adquiria el
canal KcsA silvestre a pH 4 durante el estado inactivado. Por otro lado, los
valores de las diferencias de T,,, AT,,, para KcsA A125 a pH 7 se mueven en los
mismos rangos que en los experimentos de KcsA silvestre a pH 7 y a pH 4, un
fendbmeno que evoca la posibilidad de que las estructuras del filtro de
selectividad no sean tan dispares.

En definitiva, tras analizar nuestros resultados de KcsA A125 a pH 7 y ponerlos
en consideracion con los de los estudios de KcsA silvestre a pH 7 y a pH 4,

podemos establecer las siguientes observaciones para KcsA A125a pH 7:

e La conformaciéon de su filtro de selectividad es mas parecida a la
obtenida para KcsA silvestre a pH 4 (estado inactivado), que a la de pH 7
(estado de reposo), como sugieren los espectros de emisién de

fluorescencia y la similar pérdida de afinidad de los iones por el canal.

e Su filtro de selectividad posee dos conformaciones distintas segun el ion
implicado sea conductor (K) o no conductor (Na‘), como asi lo
demuestran los espectros de emision y la diferente estabilidad térmica
aportada por los iones observada en el estudio de desnaturalizacion

térmica.

e Presenta un filtro de selectividad con dos sets de sitios de unién para el
K* (uno de alta afinidad y otro de baja afinidad), pero diferente a la
conformacion conductora del estado de reposo; o con un Unico set de
sitios de union de baja afinidad para el Na*, como indican los datos de la

desnaturalizacion térmica.
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Por dltimo, si entendiésemos el canal KcsA A125 a pH 7 como una réplica del
canal KcsA silvestre a pH 4 sin los posibles efectos inespecificos por el cambio
de pH, podemos inferir atendiendo a nuestros resultados que el filtro de
selectividad del canal en el estado inactivado del mismo (bajo condiciones de
pH &cido y concentraciones relativamente altas de K*) podria tomar una
conformacion de dos sets de sitios de unién para el K™ (uno de alta afinidad y
otro de baja afinidad), diferente a la conformacion conductora puesto que no
existe conduccion iénica. Con lo cual tal suposicion seria afin a los modelos
como el postulado por Valiyaveetil y cols. 2016 %', y por el contrario, se
rechazarian aquellos modelos que proponen que el filtro de selectividad
adquiere durante el estado inactivado del canal una conformacién con un solo
set de sitios de union semejante a la que posee en su estado no conductor en
presencia de iones Na* o baja concentracion de iones K*, como por ejemplo el
modelo propuesto por E. Perozo y cols. 2010 *.

6. CONCLUSIONES

Por todo lo mencionado anteriormente, se pueden extraer las siguientes

conclusiones del presente trabajo:

e El canal KcsA A125 es un buen modelo para estudiar el estado

inactivado de KcsA a pH neutro.

e En el estado inactivado del canal, el filtro de selectividad podria adquirir
en funcion del tipo de ion presente (conductor o no conductor) dos
conformaciones que no son tan distintas una de la otra, como sugieren

los resultados de los espectros de emision de fluorescencia intrinseca.

e Durante el estado inactivado del canal, los iones K* aportan una mayor
estabilidad térmica al canal en comparacion con la aportada por los iones

Na®, como muestran las curvas de desnaturalizacion térmica. La desigual
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estabilidad térmica contribuida por cada cation sugiere la existencia de
una conformacion del filtro de selectividad para el K* diferente que para el
Na®.

e Elfiltro de selectividad en el estado inactivado del canal presenta para el
ion conductor K* una conformacion de dos sets de sitios de unién (uno de
alta afinidad y otro de baja afinidad), y para el ion no conductor Na*, una

conformacion de un Unico set de sitios de union de baja afinidad.

e La conformacién del filtro de selectividad del canal en el estado
inactivado no se corresponderia con la conformacion colapsada, sino que
tendria mas similitud con la conformacion conductora del estado de
reposo, aunque con ciertas peculiaridades que imposibilitan la

conduccién idnica.
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