UNIVERSITAS

Miguel Herndindez
Universidad Miguel Hernandez de Elche

Instituto de Biologia Molecular y Celular

Modulacion de las Propiedades Funcionales
del Canal de Potasio de Streptomyces lividans, KcsA

TESIS DOCTORAL

Maria Luisa Molina Gallego

Elche, 2015



UNIVERSITA
Miguel
Herndndez




Q UNIVERSITAS
Miguel Herndndez
Jax de Elche

D. Antonio V. Ferrer Montiel, Catedratico de Bioquimica y
Biologia Molecular y Director del Instituto de Biologia Molecular y
Celular de la Universidad Miguel Hernandez de Elche,

DA SU CONFORMIDAD a la lectura de la Tesis Doctoral
titulada: “Modulacién de las propiedades funcionales del canal de

potasio de Streptomyces lividans, KesA”, presentada por Dfia. Maria
Luisa Molina Gallego.

Para que conste y surta los efectos oportunos, firma el presenta
certificado en Elche, a 14 de julio de 2015.

Fdo.: Prof. Antonio V. Ferrer Montiel



UNIVERSITA
Miguel
Herndndez




Q UNIVERSITAS
Miguel Herndndez
Jax de Elche

D. José Manuel Gonzalez Ros, Catedratico de Bioquimica y
Biologia Molecular de la Universidad Miguel Hernandez de Elche,

CERTIFICA: que la Tesis Doctoral que lleva por titulo:
“Modulacion de las propiedades funcionales del canal de potasio de
Streptomyces lividans, KesA”, presentada por Dfia. Maria Luisa Molina
Gallego, ha sido realizada bajo su direccién en el Instituto de Biologia
Molecular y Celular de la Universidad Miguel Hernandez de Elche.

Para que conste y surta los efectos oportunos, firma el presente
certificado en Elche, a 14 de julio de 2015.

Fdo.: Prof. José Manuel Gonzéalez Ros



UNIVERSITA
Miguel
Herndndez




A mis padres,

y en especial, a mi hermana y a mi amor Jose Manuel



UNIVERSITA
Miguel
Herndndez




“Principios para el desarrollo de una mente completa: Estudiar la ciencia del arte.
Estudiar el arte de la ciencia. Desarrollar tus sentidos, especialmente aprender a ver.

Darse cuenta de que todo esta conectado con todo lo demas.”

Leonardo da Vinci (1452-1519)

“Lo que sabemos es una gota de agua; lo que ignoramos es el océano”

Isaac Newton (1643-1727)



UNIVERSITA
Miguel
Herndndez




AGRADECIMIENTOS

Es para mi un orgullo haber realizado esta Tesis Doctoral bajo la direccién del Dr. José Manuel
Gonzalez Ros al que deseo expresar mi mas sincero agradecimiento. Para mi ha sido un ejemplo a seguir
lleno de sabiduria tanto cientifica, como de gestidn y a nivel personal. Una gran persona que impulso la
creacién del Centro y después Instituto de Biologia Molecular y Celular reuniendo a un gran equipo de
cientificos. Agradezco enormemente sus atenciones y perennes cuidados, mucho mas de lo que nunca
creerd, asi como el iniciarme en la cultura musical coral y operistica en aquel coro de la UMH, nacido
también bajo su impulso, en el que pasamos tan buenos ratos y en el que conoci a mi amor.

Deseo expresar también mi mas profundo agradecimiento al Dr. Pere Berbel por abrirme las
puertas del mundo de la ciencia en el Instituto de Neurociencias. Recuerdo aquella etapa con
muchisima nostalgia y carifio. A Eva Ausd, compaiiera de aquel, mi primer laboratorio, por haber sido
como una hermana para mi.

A Antonio Ferrer, por sus consejos durante mis comienzos y por instruirme y transmitirme su
ilusion del interés farmacolégico que tenia mi descubrimiento del péptido activador y que supuso
abrirme la mente emprendedora en el uso de los péptidos como base para el desarrollo de moléculas
farmacoldgicas. A Andrés Morales, por sus consejos y su gran sabiduria y experiencia en el arduo analisis
de la electrofisiologia. Gracias a los dos por hacerme sentir siempre tan bien, por ser esa palmadita en la
espalda que todos necesitamos.

A Gregorio Fernandez, por sus maravillosos modelos y por sus valiosos consejos durante la
escritura de esta Tesis y por saber mirar siempre las cosas con humor.

A mis compafieros de laboratorio, Asia, Jant, Poveda, Eva, Fran, Lourdes, Marcela y Estefania. A
todos, gracias por estos afios de trabajo conjunto. Me enorgullece haber sido la persona que inicié el
trabajo con KcsA en el laboratorio y que todos ahora trabajéis con esa proteina que tantos frutos esta
dando y que seguira ofreciendo, sin duda. Son tantas las experiencias y emociones que hemos convivido
que resulta dificil agradecer por algo en concreto y, por ello, me quedo con los mejores momentos que
he vivido con cada uno y con cada una. En concreto, a Asia por ser ese espejo en el que me gustaria
reflejarme y que me ayuda a superarme dia a dia, a Jant por sus comentarios halagadores que me
ayudan a reforzar mi autoestima, a Poveda por ayudarme, sobretodo, en los primeros momentos en el
laboratorio y en la revisién de esta Tesis, a Eva por ser ese hombro que a veces he necesitado y por su
imprescindible y muy cuidadosa labor en apoyo de nuestros experimentos, a Fran, mi principal
compaiiero de bancada, por su saber estar y por esas interesantes discusiones cientificas, a Lourdes y
Marcela por acercar un poquito mas su tierra, Argentina, en la que descubri que tengo cinco familias y
que pude conocer durante esta Tesis Doctoral, y a Estefania por su siempre sonrisa y por su saber hacer.
También agradecer los buenos momentos que dejaron los que pasaron por el laboratorio, como Irene,
Christelle, Erika, Patricia, Cheo...(perddn por si se me olvida algun estudiante).

A mi querida Gloria, directora del Laboratorio de Electrofisiologia de Membranas en la
Universidad de Chile, a sus hijos y su marido Juan, siempre bromista que ya no se encuentra entre
nosotros, y que me ayudaron a pasar la peor nochevieja de mi vida, lejos de mi familia al otro lado del



charco. A mis compafieros de laboratorio en Chile, Mauricio y Vero, que tras mi estancia en Chile
vinieron a nuestro lab en el IBMC, y Paola y Loreta, ambas, la chispa de aquel laboratorio. Gracias a
todos por abrirme las puertas de par en par de vuestro laboratorio en Chile. Recuerdo con alegria,
especialmente, aquel viernes a las 7 de la tarde cuando registré la actividad de KcsA por primera vez
validando meses de trabajo previo y nos fuimos a tomar unas “chelitas” para celebrarlo.

A Paco Sala, por permitirme usar su equipo de patch-clamp en su laboratorio del Instituto de
Neurociencias y por hacerme sentir tan bien.

A mis compafieros del coro de la UMH, Sofia, M2 Angeles, M2 Teresa, Ursula, Rosa, Lola, Cruz,
Vicente, Pepe, Ricardo, Luis, Paco, Gerardo, Pablo, Goretti, Alberto, Felipe, Begofia, Isabel, Victoria,...,
por esos recuerdos tan entrafables, de aquellas cenas y los cédnticos en el autobus de vuelta de los
conciertos. En especial a Sofia, por sus consejos, su confianza y su dnimo en mis peores momentos. Al
Coro Maestro Casanovas y Orfedn Municipal Ricardo Lafuente, ambos de Torrevieja, por su gran
acogida y por ser ese aliento que te ayuda a coger fuerzas.

A mi querida familia de Ars Creatio, Manolo, Encarna, Eliseo, Paqui, Antonio, Maria, José Miguel,
Belén, Amapola, Chema, Marina, Garres, Javi, M2 José, Mery, Rubén,... con los que damos rienda suelta
a nuestras inquietudes culturales y artisticas, asi como por ser mi plataforma para organizar la Semana
de la Ciencia en Torrevieja, y ya vamos por la séptima edicion!

A José Manuel, mi amor, por su comprension y por su paciencia. Por hacerme reir cuando estoy
triste, cuando tengo un mal dia o me siento incomprendida. Por tener esa alegria, esa energia, y esa
enorme inteligencia y creatividad que me tiene cautivada. You raise me up.

Y finalmente, pero no por ello menos importante, a mis padres por su apoyo incondicional y sus
noches de preocupacién. Por todo aquello que hacen por mi, nunca estaré suficientemente agradecida.



PREFACIO

La presente Tesis Doctoral titulada “Modulacion de las propiedades funcionales del canal de
potasio de Streptomyces lividans, KcsA” carece de resultados preliminares y ha sido elaborada de
acuerdo a la normativa de la Universidad Miguel Hernandez de Elche para la “Presentacion de tesis

doctorales con un conjunto de publicaciones”, dividiéndose en las siguientes partes:

-Introduccién
-Objetivos (espafiol e inglés)

-Puesta a Punto de la Metodologia. Aqui se detalla la puesta a punto de la metodologia principal que
fue introducida por primera vez en el laboratorio para la realizacién de esta Tesis Doctoral. Incluye la
optimizacidn de la expresidn, purificacidn, reconstitucién en lipidos y registro electrofisioldgico de KcsA.
El resumen de otros “materiales y métodos” adicionales utilizados se recoge en las diferentes

publicaciones.
-Resumen Global de Resultados (espaiiol e inglés)

-Resultados: Aqui se incluyen las publicaciones seleccionadas para formar parte de la presente Tesis

Doctoral:

Publicacién 1: Molina, M.L., Encinar, J.A., Barrera, F.N., Fernandez-Ballester, G., Riquelme, G., and
Gonzalez-Ros, J.M. (2004) Influence of C-terminal protein domains and protein-lipid
interactions on tetramerization and stability of the potassium channel KcsA.
Biochemistry Nov 30;43(47):14924-31.

Publicaciéon 2: Molina, M.L., Barrera, F.N., Ferndndez, A.M., Poveda, J.A., Renart, M.L., Encinar, J.A.,
Riquelme, G., and Gonzalez-Ros, .JM. (2006) Clustering and coupled gating modulate
the activity in KcsA, a potassium channel model. J. Biol. Chem. Jul 7;281(27):18837-48

Publicacién 3: Giudici, A.M., Molina, M.L., Ayala, J.L., Montoya, E., Renart, M.L., Fernandez, A.M.,
Encinar, J.A., Ferrer-Montiel, A.V., Poveda, J.A., and Gonzilez-Ros, J.M. (2013)
Detergent-labile, supramolecular assemblies of KcsA: relative abundance and
interactions involved. Biochim. Biophys. Acta. Feb;1828(2):193-200.

Publicacion 4: Molina, M.L., Barrera, F.N., Encinar, J.A., Renart, M.L., Fernandez, A.M., Poveda, J.A,,
Santoro, J., Bruix, M., Gavilanes, F., Fernandez-Ballester, G., Neira, J.L., and Gonzalez-
Ros, J.M. (2008) N-type inactivation of the potassium channel KcsA by the Shaker B
"ball" peptide: mapping the inactivating peptide-binding epitope. J. Biol. Chem. Jun
27;283(26):18076-85.



-Anexo: Aqui se incluye el manuscrito actualmente en estado de revisiéon: Molina, M.L., Giudici, A.M.,
Poveda, J.A., Fernandez-Ballester, G., Montoya, E., Renart, M.L.,, Fernandez, A.M., Encinar, J.A.,
Riquelme, G., Morales, A., and Gonzdlez-Ros, J.M. Competing lipid-protein and protein-protein
interactions determine clustering and gating patterns in KcsA. Este manuscrito forma parte del cuerpo

de doctrina relativo a la modulacién de la actividad de KcsA como sistema modelo en estos estudios.

-Avances Relevantes: Este apartado contiene un resumen de datos suplementarios de las publicaciones,
asi como de los avances mas relevantes obtenidos durante y tras la publicaciéon de cada articulo,

algunos de los cuales forman parte de manuscritos en preparacion o estan pendiente de patente.
-Discusidén

-Conclusiones (espafiol e inglés)

-Reflexion final

-Perspectivas futuras: Aqui se incuyen las lineas futuras de investigacién surgidas a partir de los datos

obtenidos durante la realizacidon de esta Tesis Doctoral.

-Bibliografia. Aqui se incluye la bibliografia utilizada que no se ha incluido en el apartado

correspondiente de las publicaciones.

-Otras publicaciones. Aqui se incluyen todas las publicaciones en las que ha participado la doctoranda,

asi como los manuscritos en preparacion, fruto también de esta Tesis Doctoral.



ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Las abreviaturas y acrénimos utilizados en esta Tesis Doctoral vienen desglosados en los

apartados correspondientes de los articulos que conforman el apartado de Resultados.

GLOSARIO Y ANGLICISMOS

En esta Tesis Doctoral se ha evitado la utilizacién de anglicismos, sustituyéndolos por su palabra

correspondiente en castellano, en los casos en los que ha sido posible. A pesar de ello, a veces ha sido

mas conveniente utilizarlos, dada su frecuente utilizacidn en el drea y por lo preciso, breve y descriptivo

del término en inglés. Por ello, se presenta aqui una lista de anglicismos y términos poco conocidos o de

dificil interpretacidén utilizados en la presente Tesis Doctoral:

“Anticluster”

“Chord conductance ”

“Cluster” o “Clustering”
“Coiled-coil”

“Coupled gating”

“Cross-linking”

“Electrodo”

“Fliquering”

IIGateII

“Gating”
“Holding”
“Inner gate”
“Inside-out”

Illonll

“Leak”

Anti agrupacion.

“Conductancia de cuerda”, conductancia de la recta que conecta la
corriente a un voltaje concreto y la corriente cero en el valor del
potencial de inversion.

Agrupacién macromolecular de dos o mas canales o tetrdmeros de KcsA.
Hélice superenrollada.

Acoplamiento funcional entre canales de KcsA, donde dos o mds canales
se abreny cierran a la vez.

Entrecruzamiento.

Término griego que introdujo Michael Faraday (1834) y significa
“camino del electrén”.

Aperturas y cierres de canales tan rapidas que apenas llegan a
resolverse en su total amplitud.

Puerta o regién de los canales que, mediante cambios
conformacionales, modula el flujo de iones.

Conjunto de mecanismos que abren o cierran los canales.
Potencial de comando.

Puerta intracelular.

Configuracion dentro-fuera.

Término griego que introdujo Michael Faraday (1834) y significa “lo que

4

va .

Fuga, escape.



“Molecular Docking”

“Patch-clamp”

“patchwork membrane”

“scattering”

“Second gate”

“Slope conductance”

Acoplamiento fisico entre dos moléculas. Método de modelado
molecular que predice la conformacién preferida de una molécula, al
estar unida a otra, con el fin de formar un complejo estable.

Técnica de fijacion o pinzamiento zonal de membrana que permite el
estudio individual o multiple de canales idnicos.

Membrana en multidominios auto-organizados.

Dispersién o separacion de las ondas de distinta frecuencia al atravesar
un material determinado.

Segunda puerta, puerta extracelular o puerta del filtro de selectividad.

“Conductancia de la pendiente”, conductancia de la pendiente de la

tangente a la curva corriente-voltaje a un voltaje particular.
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Introduccion Canales idnicos

1. Canales ionicos

“Los canales idnicos son las proteinas responsables de la generacidn y orquestacion de las sefiales
eléctricas que atraviesan el cerebro que piensa, el corazén que late y el musculo que se contrae”

(Ackerman y Clapham, 1997)

1.1 Generalidades sobre excitabilidad neuronal

La mayoria de nuestras actividades y funciones dependen del correcto funcionamiento del
sistema nervioso. Se distingue éste por su extraordinaria complejidad; puede recibir miles de datos de
informacién simultdnea procedentes de los drganos sensoriales, que después ha de integrar para
generar una respuesta adecuada. La percepcion de una sensacion se produce gracias a la comunicacidn
entre neuronas. Estas células, al igual que las musculares, transmiten la informacion mediante cambios
rapidos y transitorios en la diferencia de potencial a través de su membrana celular, un proceso que
genera sefiales eléctricas discontinuas. La generacion y propagacion de estos potenciales de accién, asi
se denominan, vienen posibilitadas merced a la presencia, en la superficie de las neuronas, de canales
idnicos (Figura 1).

El potencial de accion celular que permite al cerebro pensar, al corazén latir y al musculo
contraerse, es el resultado de una serie de cambios secuenciales en la conductancia de la membrana a
distintos iones producidos en respuesta a cambios en el potencial eléctrico entre la célula y el medio
qgue la rodea. Alan Lloyd Hodgkin y Andrew Huxley propusieron un modelo en 1952 para explicar la
iniciacion y propagacion de los potenciales de accién en el axdn gigante del calamar y
en 1963 recibieron el Premio Nobel en fisiologia - medicina por este trabajo. Los iones son moléculas
hidrofilicas inmiscibles en los lipidos de la membrana y para atravesarla requieren de mecanismos
especificos de transporte a través de estructuras especializadas que atraviesan la bicapa lipidica-
hidrofdbica, de las que las mas importantes son los canales iénicos (Hille, 1992).

20 mV

10 ms

-60 mV

Figura 1. Los canales idnicos son mediadores de la informacion. Los canales idnicos median la transmisién de informacion en
el sistema nervioso y muscular. La actividad bioldgica de estas estructuras moleculares provoca flujos idnicos en las células
nerviosas y musculares, que se traducen en cambios rdpidos y transitorios en la diferencia de potencial de membrana. Esos
cambios generan sefiales eléctricas conocidas como potenciales de accion. (Modificada de Planell-Cases et al, 2005).
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Desde 1952 con Hodgkin y Huxley, hablamos de excitabilidad como la propiedad funcional que
tienen ciertas células para generar respuestas eléctricas ante los estimulos que reciben. Dichas
respuestas eléctricas son los denominados potenciales de accién y es una propiedad fundamental para
el procesamiento de la informacidn en los organismos multicelulares. La variabilidad de estas respuestas
estd dada por las propiedades de los diferentes tipos celulares, por la morfologia y la distribucién de los
canales idnicos en la membrana celular; asi, como por las propiedades de la red neuronal.

En las neuronas, las descargas eléctricas conforman el lenguaje principal del sistema nervioso
(SN), y se generan porque las células presentan cambios en su estado o potencial de reposo que en
realidad es un estado de equilibrio dindmico. Como sabemos, el mecanismo de transmisiéon de la
informacién en el SN se basa en cambios mds o menos bruscos del potencial de la membrana, cambios
que llamamos potenciales de accidn o potenciales sinapticos, donde el potencial de reposo es el
potencial del que emerge el potencial de accidén y al cual este ultimo regresa cuando la neurona ha
disparado.

La membrana celular es una barrera que separa dos medios acuosos de distinta composicion, el
extracelular y el intracelular, regulando su composicion. Los iones son moléculas hidrofilicas inmiscibles
en los lipidos de la membrana y que para atravesarla requieren de mecanismos especificos de
transporte.

El transporte de iones a través de las membranas celulares se produce a través de tres tipos de
proteinas de membrana: los canales idnicos, los transportadores y las bombas idnicas. En algunos casos,
los iones pasan a favor de su gradiente de concentracion a través de poros hidrofilicos denominados
canales idnicos y, en otros, se transportan uniéndose a proteinas transportadoras o “carriers”; ambos
sistemas de transporte son pasivos y, por tanto, no consumen energia. Otras veces, el transporte idnico
se realiza contra un gradiente electroquimico, desde la zona mas diluida a la mas concentrada,
utilizando unas proteinas denominadas bombas idnicas. Esta forma de transporte es activa y requiere el
consumo de energia procedente de la hidrélisis del ATP.

Los canales idnicos son las principales proteinas de membrana que regulan el flujo idnico a
través de las membranas celulares, debido a su abundancia, ubicuidad y diversidad. Los canales i6nicos
se encuentran en las membranas celulares de todos los organismos vivos y controlan practicamente
todos los procesos bioldgicos: la excitabilidad neuronal y muscular, la secrecién hormonal, el
aprendizaje y la memoria, la transduccidn sensorial, el balance osmético (balance de sales y agua), la
regulacion de la presidn sanguinea, la regulacion de la proliferacion celular, etc.

Los canales idnicos son proteinas integrales de membrana. Forman poros que permiten el paso
selectivo de iones entre el interior y exterior de las células. Aunque los canales idnicos se encuentran en
las membranas de todas las células, se han estudiado especialmente en el nervio y el musculo, donde
son mediadores de la informacién. El flujo de iones a través de tales conductos genera una corriente
eléctrica. Su apertura y cierre regulados genera potenciales de accién, que transmiten la informacion
entre células. Aunque se descubrieron inicialmente en las células nerviosas y musculares, los canales
idnicos se hallan en todos los tipos celulares, incluidos linfocitos, espermatozoides y células que forman
tejidos o glandulas. En las glandulas desempefian un destacado papel funcional, que abarca desde la
proliferacién y diferenciacidon celular hasta la secrecion de hormonas. Revisten tal importancia los
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canales idnicos en la fisiologia y patologia de los seres vivos, que constituye una de las principales dianas
farmacolégicas.

1.2 Clasificacion de los canales idnicos

Tres propiedades caracterizan a los canales idnicos, acotadas por Steven A. Siegelbaum, del
Instituto Médico Howard Hughes, y John Koester, del Instituto Psiquidtrico del estado de Nueva York: 1)
la extremadamente rapida tasa de transporte de iones, del orden de 10 millones de iones/seg; 2) La
selectividad a iones especificos; y 3) la modulacién de su apertura y cierre (“gating”) por diferentes
estimulos eléctricos, mecanicos, térmicos o quimicos. En la Figura 2 se muestran ejemplos de la
apertura y cierre de dos tipos de canales, unos que se abren en respuesta a la presencia de un agonista,
como el receptor de acetilcolina (Figura 2A), y otros que se abren en respuesta a cambios en el voltaje
de la membrana (Figura 2B).

A) B) OmV
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Figura 2. Ejemplos de registros de apertura y cierre de canales iénicos. Esquemas que ilustran como se abren y cierran los
canales idnicos, con registros de canal Unico asociados. A) Apertura y cierre del receptor de acetilcolina que conduce sodio tras
la unién del agonista acetilcolina. B) Apertura y cierre de un canal de sodio en respuesta al voltaje despolarizante. La tasa de
transicion entre los estados abierto y cerrado es <10 ps. El flujo de transporte de iones a través del poro es del orden de 10’
iones por segundo. Tras la apertura, algunos canales activados por voltaje entran en un estado inactivado (no conductor) como
se puede observar en (B). (Tomado de Ashcroft, 2006)

Los canales idnicos constituyen una familia heterogénea de proteinas, que podemos clasificar
en razdén de sus propiedades bioldgicas y mecanismo de activacion.

Si atendemos a su especificidad, los canales idnicos se clasifican en:

a) Canales catidnicos, canales idnicos que permiten el paso de iones con carga positiva. En
funcién del catidn que pasa por el poro, se distinguen los canales catidnicos selectivos de K*, Na*, Ca*" y
los canales catiénicos no selectivos entre cationes.

b) Canales anidnicos, canales idnicos que permiten el paso de iones con carga negativa. Los
canales anidnicos son permeables, entre otros, al ién cloruro, CI'.
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Si atendemos al mecanismo de activacion, los canales idnicos se clasifican en:

a) Canales activados por voltaje (estimulo eléctrico), sensibles a los cambios de voltaje de la
membrana (canales voltaje-dependientes). En este grupo se engloban los canales de Na*, K*, Ca®* y CI.

b) Canales activados por ligando externo (estimulo quimico), los canales se activan tras la
interaccion de un agonista con su receptor especifico localizado en la superficie extracelular de la
membrana celular (canales receptor-dependientes). El ligando suele ser un neurotransmisor y ejemplos
de canales incluidos en este grupo son el receptor de acetilcolina, el receptor de GABA, el receptor de
glicina, o el receptor de glutamato.

c) Canales activados por ligando interno (estimulo quimico), los canales se activan tras la
interaccién de moléculas mediadoras intracelulares como Ca®', ATP, nucledtidos ciclicos, protein-
quinasas, acido araquiddnico y sus derivados, etc.

d) Canales activados por temperatura (estimulo térmico), en este grupo se engloban los
receptores de la familia de los TRPs (receptores de potencial transitorio), capaces de reconocer el
espectro de temperaturas desde muy frias (< 17 2C) a muy calientes (= 50 2C).

e) Canales activados por presion (estimulo mecanico), los canales se activan por la deformacién
mecanica de la membrana celular, como la distension o el aumento del volumen celular (canales
mecanosensibles).

f) Otros canales, como los canales de las uniones estrechas o “gap-junction”, los canales en
células del sistema inmune, o canales iénicos de bacterias, hongos, protozoos y virus.

Sin embargo, esta divisidn es muchas veces artificial, ya que la despolarizacién de la membrana
puede inducir la liberacion de neurotransmisores y ligandos enddgenos y activar canales activados por
receptores/mediadores, mientras que muchos ligandos enddgenos pueden también modificar el
potencial de membrana celular y activar canales voltaje-dependientes.
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1.3 Estructura de los canales idnicos

Existe una enorme variedad de canales idnicos, pero todos tienen una estructura molecular
comun, indicando que han evolucionado de un gen ancestral comun. Los canales idnicos son proteinas
multiméricas, formadas por varias subunidades, donde cada subunidad tiene varios segmentos
transmembrana, como se puede ver en el esquema de la Figura 3 que resume de estructura de un canal

ionico.

Los canales idnicos estdn compuestos por: 1) un poro, por el que pasan los iones; 2) una
compuerta, que abre o cierra el canal; 3) el filtro de selectividad, que es una secuencia que esta en el
poro que deja pasar de forma selectiva iones especificos a través del canal; 4) uno o varios sensores, en
este caso se muestra un sensor de voltaje, el sensor es la parte del canal que responde a un estimulo
determinado, especifico del canal (estimulo eléctrico como el voltaje, estimulo quimico como un
neurotransmisor); 5) y un mecanismo de transduccién, mediante el cual, la recepcion del estimulo por
el sensor provoca un cambio conformacional de la proteina que se transmite hacia la compuerta
produciendo la apertura o cierre del canal en respuesta a dicho estimulo.

Aminoéacidos

Leucina

Heélice alfa

Figura 3. Estructura molecular de los canales iénicos. Los canales idnicos son proteinas multiméricas, formadas por varias
subunidades, donde cada subunidad tiene varios segmentos transmembrana. (Tomado de Bear, M.F. Neuroscience, L.W.)

Los canales tienen estructura modular, y estan formados por dos médulos principales: el
madulo conductor, que forma el poro iénico, y el mddulo regulador, que contiene el sensor. El canal
ionico mas sencillo estda compuesto Unicamente por el mddulo del poro idnico que es un tetrdmero
cuyas subunidades estan formadas por Unicamente dos segmentos transmembrana, como los canales
de potasio Kir; mientras que los mas complejos como los canales de Na* o Ca**, estdn compuestos por
24 segmentos transmembrana, incluyendo los médulos conductor y regulador (Figura 4).

Otros estan compuestos por dos poros; otros estdn compuestos por un poro y un mddulo
regulador sencillo, formado por un solo segmento transmembrana, como el receptor de glutamato;
otros tienen cuatro o cinco segmentos transmembrana en su médulo regulador, como los canales de
potasio activados por voltaje. Un canal de K* funcional estd constituido por cuatro copias de este



Introduccion Canales idnicos

polipéptido (cuatro subunidades separadas). Muy similares en su estructura son los canales de Na*y
Ca’* activados por voltaje, pero se diferencian en que éstos estan constituidos por un solo polipéptido
de unos 2000 aminoacidos, que contiene cuatro dominios transmembrana homélogos, siendo cada uno
de ellos similar en secuencia y estructura a cada una de las subunidades individuales del canal de K*
activado por voltaje. Estos dominios se encuentran unidos por cortas cadenas de aminodacidos no
homdlogos.
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Figura 4. Tipos de canales idnicos. Prediccion de la topologia transmembrana de diferentes tipo de canales. Los nimeros entre
paréntesis se refieren al nimero de subunidades que forman el poro del canal. Los recuadros en beidge indican dominios de
unién de ligando. El dominio S4 estd resaltado en rojo. Kir, canal de potasio rectificador de entrada. Kv, canal de potasio
activado por voltaje. Na,, canal de sodio activado por voltaje. CNG, canal activado por oligonucleétidos ciclicos. HCN, canal
activdo por hiperpolarizacion. TRP, receptores de potencial transitorio. CIC, canal de cloruro. CFTR, regulador de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica. IP3R, receptor de inositol trisfosfato. RYR, receptor de ryanodina. (Tomado
de Ashcroft, 2006)
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1.4 Origen comun de los canales catidnicos activados por voltaje

La superfamilia de canales catidénicos activados por voltaje, con 143 miembros, es uno de los
grupos mas grandes de proteinas implicadas en la transduccién de sefiales, en nimero sélo por detras
de los receptores acoplados a proteinas G y de las proteinas kinasas. La superfamilia de canales
catiénicos activados por voltaje incluye ocho familias: los canales de K+, Na*y Ca”*" activados de voltaje,
los canales activados por nucledtidos ciclicos (GNC), los canales activados por hiperpolarizacién y
nucledtidos ciclicos (HCN), los receptores de potencial transitorio (TRPs), los canales de K* rectificadores
de entrada, y los canales de K* de dos poros (Figura 5). Los canales catiénicos activados por voltaje son
un ejemplo de evolucién modular de proteinas, que se componen de un dominio del poro homdlogo
acoplado a diversos dominios reguladores de la apertura del canal que responden a cambios en el
voltaje de la membrana, o a moléculas de sefalizacidn intracelular, o a ambos.

Mediante el control de las corrientes de cationes a través de la membrana celular, los canales
catidnicos activados por voltaje son efectores clave de numerosos procesos fisioldgicos tales como el
comportamiento eléctrico de las células excitables, la liberacién de neurotransmisores, la activacion de
la respuesta inmune, y la percepcion sensorial.

TRPML

\"'::\..
- S = \
= : ANKTM1

— ‘
Kvl ’77 TRPV
K2
Kvd f \ 0\ &
TRPC TRP
19 "
Kv K9 / / \
o, | J [\
Kead' of './ \\\ \ TRPM
Kcazxc’w// / /‘.‘}( /| \Jii\s\‘\» A\
Keals ki3 Ki.é s Kind
= b )
K ) q —— 008 substitutions/ste
Ca K- lf

Figura 5. Origen comun de los canales catidnicos activados por voltaje. Representacién de la relacidon de la secuencia de
aminoacidos de la minima regién del poro de la superfamilia de los canales idnicos activados por voltaje. Esta vista global de
143 miembros de los genes de canales idnicos estructuralmente relacionados destaca siete grupos de familias de canales
idnicos y sus topologias de membrana. Los canales de cuatro dominios (Cay y Nay) se muestran con ramas azules, los canales
selectivos a potasio se muestran con ramas rojas, los canales activados por nucleédtidos ciclicos (CNG y HCN) se muestran con
ramas magenta, y los receptores de potencial transitorio (TRP) y relaccionados se muestran con ramas verdes. Los colores del
fondo separan los canales idnicos en grupos relacionados: azul claro, Cay y Nay; verde claro, TRP; rojo claro, canales de potasio,
excepto Kv10-12, que tienen un dominio de unién a nucledtidos ciclicos y estan mas relacionados con los CNG y HCN; naranja
claro, Kv10-12 y canales modulados por nucledtidos ciclicos, CNG y HCN. (Tomado de Yu and Catterall, 2004)
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Un rasgo distintivo de la arquitectura de los canales catidnicos activados por voltaje es la
estructura cuaternaria tetramérica (homotetramérica, heterotetramérica o pseudotetramérica) del
dominio del poro. Dado que la integridad del tetramero es esencial para la funcién de estas proteinas, la
base molecular del reconocimiento entre subunidades, la oligomerizacidn, y la estabilidad del complejo
cuaternario de los canales es un aspecto crucial de su bioquimica de membrana. Para algunos canales
de K', se sabe que la especificidad de la asociacién de los monémeros, la tetramerizacién, y la
estabilidad de tetramero estd influenciado por las interacciones entre subunidades de dominios
citoplasmaticos conservados tales como el dominio N-terminal T1 de ciertos canales de K" activados por
voltaje (Li et al, 1992; Shen and Pfaffinger, 1995; Strang et al, 2001) y el dominio C-terminal RCK del
canal MthK (Jiang et al, 2002; Dong et al, 2005). Sin embargo, los andlisis de estructura-funcion de
canales de K" también han revelado un papel importante de las regiones transmembrana y del filtro de
selectividad en la estabilidad del dominio del poro del tetrdmero (Tu et al, 1996; Heginbotham et al,
1997; Irizarry et al, 2002).

Estas similitudes entre los canales, sobretodo de los canales de Na*, K y Ca** activados por
voltaje, sugieren que todos los canales regulados por voltaje han evolucionado de un gen ancestral
comun, posiblemente muy similar al sencillo canal de potasio procariota de Streptomyces lividans, KcsA,
gue presenta una secuencia homadloga a los canales activados por voltaje. El canal de potasio procariota
KcsA se toma por ello como modelo de canal de potasio.
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2. Canales de potasio

2.1 Generalidades sobre los canales de potasio

Los tres grandes dominios de organismos, las Bacterias, las Archaeas y las Eukaryas (o
eucariotas) tienen canales de potasio (Hille, 2001). Estas proteinas de membrana constituyen una
familia diversa y ubicua de proteinas de membrana. Estdn presentes tanto en células excitables como
no excitables y tienen papeles criticos en un amplio rango de procesos fisiolégicos como la excitabilidad
neuronal, la contraccién muscular, la frecuencia cardiaca, la respuesta inmune, la secrecién de
hormonas (como la insulina) y liberacidn de neurotransmisores, la proliferacién y diferenciacion celular,
la transduccién sensorial, la modulacidn de la presidn sanguinea, la regulacién del volumen celular, la
respuesta al estrés, funciones cognitivas, regulacion metabdlica, fertilizacion y apoptosis celular
(Ashcroft, 2006). Ademds, mutaciones en genes de K' puede provocar patologias cardiacas o
neuronales, como el sindrome del QT largo o la epilepsia (Ashcroft, 2006).

Es muy probable que los canales de potasio empezaran a evolucionar desde el momento en que
la vida aparecio en la Tierra, como atestigua la presencia de mas de 200 tipos de canales de potasio en
arqueas y bacterias (Gonzalez et al, 2012). Se conocen mas de 70 genes que codifican para canales de K*
en el genoma humano, y mds de 75 se han identificado en mamiferos, de los cuales la mayoria se
expresan en el SN (Girard, 2004; Shieh et al, 2000). La primera vez que se identifico (Schrempf et al,
1995) y se cristalizd un canal de potasio (Doyle et al, 1998) fue todo un hito y esto se consiguié con el
canal de potasio de Streptomyces lividans, KcsA, por el grupo de R. MacKinnon. Este canal primitivo es
una proteina transmembrana tetramérica, donde cada mondmero esta compuesto de dos dominios
transmembrana (TM) conectados por la regién el poro (P) que contiene el filtro de selectividad, con la
secuencia consenso conservada T/SXGXGX, que le permite conducir selectivamente K" a través del
gradiente electroquimico de la membrana (Gonzalez et al, 2012). Ademas poseen caracteristicas
particulares como son: 1. Tienen una via o poro permeable al agua que permite que los iones de K*
fluyan a través de la membrana celular; 2. Tienen un filtro selectivo especifico para el K*; y 3. Tienen un
mecanismo de compuerta que sirve de interruptor para la conformacién abierta y cerrada del canal
(Shieh et al, 2000; Galarraga y Bargas, 1998; Hille, 1992). La estructura del poro del canal KcsA esta
presente en todos los canales de potasio conocidos hasta la fecha, incluyendo los presentes en hongos,
protozoos y metazoos. Aunque la estructura del poro no ha evolucionado considerablemente, otras
partes de la secuencia del canal muestran una considerable diversidad estructural (Gonzalez et al,
2012).

2.2 Clasificacion de los canales de potasio

Los canales de potasio se pueden clasificar de manera general en tres grandes familias con base
en la homologia de su estructura, es decir, segin el nimero de hélices transmembrana (TM), lazos del
poro (P), y sus caracteristicas biofisicas (Girard et al, 2004; Shieh et al, 2000; Figura 5). Asi, se clasifican
en 1) Canales con dos segmentos transmembrana y un poro (2TM/1P); Il) Canales con cuatro segmentos
transmembrana y dos poros (4TM/2P); y Ill) Canales con seis o siete segmentos transmembrana y un
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poro (6-7TM/1P). Estos ultimos se dividen en canales de K* activados por voltaje (K,) y en canales de K*
activados por Ca** (Kc,).

A) 2TM/1P B) 4TM/2P C) 6-7TM/1P

Figura 5. Representacién esquemadtica de la clasificacion estructural de los canales de K'. A. Son los canales que en su
estructura tienen dos segmentos transmembrana y un poro (2TM/1P). Incluye a los canales rectificadores de entrada (Kir). B.
Son los canales con cuatro segmentos transmembrana y dos poros (4TM/2P). Corresponde a una clase de canales de K* con dos
lazos P1y P2 (K2P). C. Corresponde a los canales activados por voltaje (Ky) y a los activados por ca” (K¢s). Estan compuestos de
cuatro subunidades y cada una contiene seis segmentos transmembrana y un poro (6TM/1P). El segmento S4 corresponde al
sensor de voltaje. (Modificada de Shieh et al, 2000).

I.  Canales con dos segmentos transmembrana y un poro (2TM/1P):

Corresponde a la familia de canales de K* rectificadores de entrada (Kir) o KCNJ. Estos canales
tienen el mismo patréon estructural que el canal KcsA, sus subunidades contienen dos segmentos
transmembrana que flanquean un poro y se ensamblan formando un tetramero. Estos canales tienen
un papel funcional muy importante en diversos 6rganos como el encéfalo, corazén, rifidén, células
endocrinas, oidos y retina. Se les han llamado rectificadores de entrada porque tienen corriente
rectificadora en direcciéon de entrada, es decir que bajo potenciales electroquimicos iguales pero
opuestos estos canales dejan pasar mas corriente hacia el interior que hacia el exterior de la célula.
Cuando el potencial de membrana empieza a ser menos negativo (despolarizacién celular) el canal se
bloguea y el flujo saliente de K* es limitado. En mamiferos se conocen 15 genes que codifican canales Kir
que se agrupan en 7 subfamilias (Kirl1-7). En el SNC las corrientes descritas para esta familia de canales
son las Iy, (rectificadora de entrada), lgr¢ (activada por proteinas G), lxr 41 (activada por ATP) y la It
(sensible a ATP) (Rogawski, 2000; Kubo et al, 2005).

Il.  Canales con cuatro segmentos transmembrana y dos poros (4TM/2P):

Esta familia de canales presenta las subunidades formadas por cuatro segmentos
transmembrana y dos poros vy, a diferencia de las otras dos familias de canales de potasio, se ensamblan
como dimeros. En mamiferos se conocen 15 genes que codifican canales de K* de dos poros (K, 1-5, 7,
9,12, 13, 15, 18). También se les denomina como canales: TASK, TWIK, TALK, TREK, THIK o KCNK. Desde
el punto de vista electrofisioldgico se les conoce como canales de fuga y son voltaje independientes,
rectificadores de entrada o activados por voltaje. Estos canales son reguladores de la excitabilidad pues
estdn involucrados en la modulacién del potencial de reposo de la membrana celular. Son regulados por
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diversos mecanismos entre los que estan: la tensién de oxigeno, el pH, los lipidos, el estiramiento
mecanico, los neurotransmisores y receptores acoplados a proteinas G. Son el blanco molecular de
ciertos anestésicos voldatiles y locales. Las corrientes descritas para estos canales en el SNC son
rectificadoras de entrada, o activada por voltaje (Taley et al, 2003; Lesage, 2003; Goldstein et al, 2005).

Ill.  Canales con seis o siete segmentos transmembrana y un poro (6-7TM/1P)
Ill.1. Canales de K* activados por voltaje (K,):

Constituyen la mayor familia de canales de K* y sus subunidades estdn compuestas por seis
segmentos transmembrana (S1-S6) y un poro (S5-P-S6). Como su nombre indica, son canales especificos
para K* y sensibles a los cambios de voltaje del potencial de membrana celular. Desempefian un papel
muy importante durante el potencial de accién, en especial al regresar a la célula despolarizada a su
estado de reposo. Es un grupo muy diverso de canales y de acuerdo con las secuencia de aminoacidos
en mamiferos incluye a las familias Ky1-12. Esta clasificacién de familias de canales de K* en mamiferos
tiene sus homodlogos en los genes de Drosophyla melanogaster, que corresponden a: Shaker
(equivalente a Kv1.1-Kv1.12 de mamifero), Shab (equivalente a Kv2.1-Kv2.2 de mamifero), Shaw
(equivalente a Kv3.1-Kv3.4 de mamifero) o Shal (equivalente a Kv4.1-Kv4.2 de mamifero). Con ocho
genes diferentes, la subfamilia de Shaker (Kvl.x) es la mas grande de esta clasificacidén estructural de
canales de potasio. Otras subfamilias que son 6TM/1P son los KCNQ1-5 (Kv7.x), los ether-a-go-go o Eag
(Kv10.x, activados por nucledtidos ciclicos), Erg (Kv11.x) y los Elk (Kv12.x) (Figura 6).

A pesar de que los Kv5, Kvb, Kv8 y Kv9 tienen la misma estructura general que los otros
miembros de la familia de los Kv, no forman canales funcionales. Estas proteinas se han denominado
subunidades silentes (KvS). Forman canales heterotetraméricos con subunidades de Kv2 y Kv3
modulando sus propiedades biofisicas e inhiben la expresidon de estos canales rectificadores de salida
(Gonzélez et al, 2012).

En el sistema nervioso central (SNC) las corrientes que se establecen a través de estos canales
son de varios tipos entre las que estan: 1. Voltaje dependientes: I, (de transiente rapido), |, (retardada),
Ik (rectificadora tardia) e Iy, (activada por la despolarizacién y no inactivante). 2. Rectificadoras tardias y
3. Rectificadoras de salida (Gutman et al, 2005; Rogawski, 2000).

II.2  Canales de K* activados por Ca’* (Kc,):

Constituye el segundo mayor grupo de canales selectivos al K*. A la familia de canales de 6
dominios transmembrana se afade la subfamilia de canales de potasio activados por calcio de
conductancia pequefia (SKCa) y la subfamilia de canales Slo, de conductancias mayores. La subfamilia de
canales SKCa, aunque contiene dos argininas en el segmento S4, son insensibles al voltaje y se abren con
niveles submicromolares de Ca** intracelular. La subfamilia de canales Slo consta de cuatro miembros.
Slol (o BK) y Slo3, a diferencia de los otros canales de potasio, contienen siete segmentos
transmembrana y su N-terminal se sitla en el medio extracelular. Los otros dos miembros de esta
subfamilia, Slo2.1y Slo2.2 tienen seis segmentos transmembrana (Figura 6).
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De acuerdo con sus conductancias, este grupo se clasifica de en: BK o Maxi K (conductancia
grande), IK (conductancia intermedia) y SK (conductancia pequefia) (big, intermediate y small
respectivamente) e incluye 5 grupos (K¢,1-5). Aunque la mayor parte de estos canales son insensibles al
voltaje y activados por las bajas concentraciones de Ca** intracelular, algunos son activados por el
voltaje y el Ca** intracelular, y otros se activan por el Na"y CI" intracelular (Wei et al, 2000).

Las corrientes de K¢, descritas principalmente en el hipocampo son la Ic (rdpida) ler (de
transiente rapido) y la Iy (lenta) (Storm, 1990; Rogawski, 2000; Wei et al, 2005).

2TM/1P 4TM/2P  — 6TM/1P —/ 7TM/1P

O n ] P

1+

1+

2TM - Kir 4TM - 2 Pore domain Voltage gated Slo
15 genes 15 genes I i i | 1 1 | 1 1 1
(7 subfamilies - Kir1-7) (mammals) Kv KCNQ Eag SKCal SKCa2 SKCa3 IKCa1 Slo1 Slo2.1* Slo2.2 Slo3

(Kv7.x) I
Eag Erg Elk
Pore (Kv10.x) (Kv11.x) (Kvi2.x)

Kv1 X Kv2.x Kv3.x Kv4‘x
KCNA KCNB KCNC KCND
Shaker Shab Shaw Shal

32 genes in mammals

Figura 6. Esquema de las familias de los canales de K" clasificadas seglin su estructura. Las familias de los canales de K"
pueden agruparse en funcion de su estructura en: las familias que tienen dos segmentos transmembrana y un poro (2TM/1P;
canales Kir), 4aTM/2P (canales de dos poros), 6TM/1P (los activados por voltaje y los activados por calcio), y 7TM/1P (canales
Slo). Por simplicidad, la familia de gran conductancia Slo incluye los canales Slo2.x que tienen solo 6 segmentos
transmembrana. Los canales con 6TM/1P pueden dividirse en cuatro familias: los activados por voltaje (Kv), los activados por
voltaje de tipo KCNQ (KCNQ), los ether-a-go-go (Eag), y los canales activados por calcio (SK). Los canales Kv se dividen en cuatro
subfamilias y los Eag en tres subfamilias que se nombran también en funcién de sus genes en Drosophila melanogaster. En la
familia SK, IKCa1l significa canal de K" activado por Ca®" de conductancia intermedia. En la tabla se muestran la nomenclatura
segun la “International Union of Pharmacology” (IUPHAR), segln el “HUGO Gene Nomenclature Committee” (HGNC) y otros
nombres comunes. (Adaptado de Gonzalez et al, 2012)
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3. Canales de K* activados por voltaje (Kv)

A este grupo pertenecen los canales activados por voltaje Kv1-4, los ether-a-go-go (KCNH), los
activados al aumentar la concentracién intracelular de Ca®>* (KCNM y KCNN) y los KvLQT (KCNQ). Estos
canales se activan durante la despolarizacidn celular y, por su distinta cinética de activacion-
inactivacion, participan en las diferentes fases de la repolarizacién del potencial de accién celular,
modulando la frecuencia y morfologia del mismo. Los canales funcionales resultan del ensamblaje entre
4 subunidades a y 4 B, formando homo o heterotetrdmeros (Jan and Jan, 1997; MacKinnon, 1991).
Cuando el canal es un homotetramero, las cuatro subunidades a estan codificadas por el mismo gen,
mientras que los heterotetrdmeros estan constituidos por productos de distintos genes, pero siempre
de la misma subfamilia. La homologia de la secuencia aminoacidica de los canales Kv en las regiones
transmembrana es de aproximadamente un 40% entre las subunidades a de las distintas subfamilias,
mientras que dentro de cada subfamilia, Kv1-4, es de un 70%.

3.1 Subunidad a

Es la unidad central del canal, ya que contiene el poro conductor, el filtro de selectividad que
permite el paso de K frente a otros cationes, el sensor de voltaje que controla los mecanismos que
regulan la cinética de apertura y cierre del canal y los puntos de unién para los ligandos enddgenos y
farmacos. Presenta 6 segmentos que atraviesan la membrana (S1-S6) que se contindan por extremos
carboxi (C-) y amino (N)-terminales intracelulares (Figura 1). El segmento S4, actia como sensor de
voltaje (MacKinnon, 1991 Yool and Schwartz, 1991), mientras que el lazo que une los segmentos S5 y S6
(segmento P) contiene la secuencia TVGYG que determina la selectividad del poro para el K
(Heginbotham et al, 1994). Los canales Kv contienen en el segmento S6 una secuencia Pro-X-Pro (PXP,
posiciones 473-475) capaz de producir la torsiéon del mismo cerca de la superficie intracelular de la
membrana, lo que aumenta la entrada del vestibulo interno del poro.

El poro idnico

El poro del canal esta formado por el lazo que une los segmentos S5 y S6 (Heginbotham et al,
1994, Yellen et al, 1991). La boca interna del canal estd formada por el lazo que une los segmentos S4 y
S5 y las regiones citoplasmdticas de los segmentos S5 y S6, mientras que la boca externa la forman la
region Py la parte extracelular de los segmentos S5 y S6. El segmento de unidn de S4-S5 forma parte del
poro interno y de la estructura receptora de la particula de inactivacion.

En experimentos de mutagénesis dirigida, en los que se ha analizado la selectividad idnica, la
cinética de activacion-inactivacion y la sensibilidad a toxinas (charibdotoxina, dendrotoxina) y a
tetraetilamonio cuando se aplica a la superficie extracelular (TEAo) o intracelular (TEAI), se ha podido
demostrar que la region P consta de 19 aminoacidos (D431-T449) y penetra en el interior de la
membrana (Yellen et al, 1991; MacKinnon and Miller, 1989; MacKinnon and Yellen, 1990). Los primeros
8 aminoacidos (D431-V438) y los 3 ultimos (D447-T449) se localizan a la entrada del poro, observandose
que la sensibilidad al TEAo externa aumenta casi 50 veces cuando la T449 se reemplaza por tirosina
(T449Y), cisteina (T449C) o fenilalanina (T449F)(Heginbotham and MacKinnon, 1992), mientras que la
mutacion de este residuo por lisina, arginina, glutamato o valina reduce la sensibilidad al TEAo y la
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amplitud de la corriente y suprime la rectificacion del canal (Yellen et al, 1991; MacKinnon and Yellen,
1990). En el centro del segmento P se encuentra la secuencia VIMTTV (438-443), habiéndose
demostrado que la T441 se localiza en la porcidn mas profunda del poro y contribuye a la unién del TEAI
(Yellen et al, 1991; MacKinnon and Miller, 1989; MacKinnon and Yellen, 1990; Papazian et al, 1991;
Liman and Hess, 1991). La mutacidn T441S disminuye 10 veces la sensibilidad del canal al bloqueo
producido tras la administracién de TEAI, pero no altera la producida por el TEAo (Yellen et al, 1991;
MacKinnon and Miller, 1989; MacKinnon and Yellen, 1990).

El sensor de voltaje

Los canales Kv disponen en su estructura dipolos que detectan las variaciones del potencial de
membrana e inducen cambios conformacionales en la proteina del canal que conduzcan a su activacién-
apertura (Figura 1). Estudios de mutagénesis dirigida y de neutralizacién de cargas y sustitucidon por
residuos de Cys han demostrado que el sensor del voltaje estd formado por el segmento S4, que
presenta cada 3 residuos un aminoacido cargado positivamente [X-X-(R/K)] y las cargas negativas de los
segmentos S2 y S3, que ejercen una accidn electrostatica con el segmento S4 (Papazian et al, 1991;
Liman and Hess, 1991; Papazian et al, 1995). Mutaciones en las que se neutralizan los aminoacidos
cargados en S4 desplazan el valor del punto medio de activacién del canal, lo que indica que participa en
el cambio conformacional que conlleva a su apertura (Papazian et al, 1991; Liman and Hess, 1991).

Clasicamente se considera que cuando el canal se abre tiene lugar el movimiento de residuos
cargados (arginina) a través del campo eléctrico transmembrana, acopldandose ambos procesos; se ha
calculado que el movimiento de cargas equivale al de 14 electrones, lo que implica el movimiento de las
4 argininas que contiene cada una de las subunidades a que forman el canal (cada arginina contaria por
un electrén) (Aggarwall and MacKinnon, 1996).

3.2 Inactivacion de los canales Kv

En respuesta a un estimulo, las proteinas del canal son capaces de adoptar diversos estados
conformacionales. En general, existe un estado conductor (estado abierto, que permite el paso de iones
a su través) y dos no-conductores (estados inactivo y de reposo). A nivel del potencial de reposo celular,
la probabilidad de apertura de algunos canales es minima, es decir, que sdlo un reducido nimero de
canales puede abrirse al azar, pero si pueden abrirse en respuesta a un estimulo adecuado. La
despolarizacién celular aumenta la probabilidad de apertura del canal, pero si la despolarizacién se
mantiene, la probabilidad de apertura disminuye como consecuencia del proceso de inactivacion
iniciado simultaneamente por el de activacion; asi el canal pasa al estado inactivo-cerrado desde el cual
no puede volver a abrirse. Para que el canal vuelva a abrirse es necesario que el canal inactivado pase al
estado de reposo, proceso al que denominamos reactivacion del canal. Por tanto, la magnitud de la
corriente que cruza la membrana depende de la densidad de canales, de la conductancia del canal
abierto y de cuanto tiempo el canal permanece en dicho estado.

La inactivacidn tiene lugar por dos mecanismos, uno rapido o tipo N y otro lento o tipo C, que
implican a los extremos correspondientes de la subunidad que forma el canal (Figura 7; Hoshi et al,
1991; Yellen, 2002). La inactivacidon de tipo N se explica segin el modelo de la «bola y la cadena»
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propuesta por Armstrong y Bezanilla en 1977, por el que los primeros 22 aminoacidos de cada uno de
los 4 extremos N-terminales formaria una «bola de inactivacion» que se une a través de una cadena de
aminoacidos (residuos 23-83) a un receptor cargado negativamente, localizado en la boca
intracitoplasmatica del canal, que puede ser ocupado tras la apertura del mismo, produciendo su rapida
inactivacion (Hoshi et al, 1991; Zagotta y cols., 1990; Isacoff et al, 1991). MacKinnon demostré que
existen 4 compuertas de inactivacién (incluso con una sola el canal puede inactivarse), que cuando una
obstruye el poro las demads ya no lo hacen y que la velocidad de reactivacion del canal es independiente
del numero de compuertas de inactivacion (MacKinnon et al, 1993).

Diversos hallazgos han confirmado la hipdtesis de la bola y la cadena: 1) al reducir el nimero de
aminodcidos existentes entre los residuos 23 y 80 del extremo N-terminal, se acelera la velocidad de
inactivacién, ya que se acorta la longitud de la cadena que sujeta la bola; por el contrario, al aumentar el
numero de residuos la inactivacion se retrasa (Isacoff et al, 1991; Hoshi y cols., 1990). 2) Se abole tras la
administraciéon de TEA intracelular y por mutaciones que suprimen los primeros 22 aminodcidos del
extremo N-terminal o rompen la secuencia de los segmentos hidrofébicos S4-S5, y se restaura tras
adicionar el péptido eliminado (Hoshi et al, 1991; Zagotta y cols., 1990; Hoshi y cols., 1990). 3) La
mutacion de los residuos cargados positivamente que forman la bola retrasa la inactivacién, lo que
sugiere que la carga es responsable de la atraccidn de la bola por el poro. 4) La inactivacion tipo-N es
insensible a mutaciones en la boca externa del poro idénico o del segmento S6 (Hoshi y cols., 1990,
Lépez-Barneo and Hoshi, 1993) y a la administracién de TEA extracelular (Choi et al, 1999).

La inactivacion lenta o de tipo C de los canales Kv1.2, Kv1.5, Kv2.1 y KCNH2 se bloquea cuando
se aumenta la concentracion de K™ extracelular (Lépez-Barneo and Hoshi, 1993) o se aplica TEA a la
superficie externa del canal, pero no cuando se aplica a la superficie interna, lo que parece reflejar la
lenta constriccion en la boca externa del poro del canal (Yellen et al, 1991; Hoshi et al, 1991; Choi et al,
1991). La inactivacién de tipo C parece implicar cambios conformacionales cooperativos entre las cuatro
subunidades a que forman el canal (Ogielska et al, 1995). Esta inactivacion se acelera cuando la alanina
en posicion 469 del segmento S6 se reemplaza por valina y se retrasa cuando se reemplaza por
histidina. Los canales que presentan inactivacién lenta se reactivan mas rapido que aquéllos que se
inactivan por un mecanismo intracelular rapido.

N-type C-type

SRIRIE

Figura 7. Mecanismos de inactivacidn. Los canales idnicos pueden inactivarse desde el estado abierto mediante cambios
conformacionales que llevan al estado no conductor. Para los canales de potasio, se han identificado dos mecanismos de
inactivacion: una inactivacio rapida, o de tipo N, y una inactivacion lenta, o de tipo C. (Adaptado de Terlau and Stihmer, 1998).
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3.3 Estructura de la subunidad o

En el afio 1998, Doyle y cols (1998) describieron la estructura cristalografica de alta resolucion
(3.2 A) del primer canal de K*, el canal KcsA procedente de Streptomyces lividans, lo que constituyé un
gran hito en el conocimiento de éstos y, en general, de todos los canales idnicos. La subunidad a de este
canal bacteriano presenta sdlo dos segmentos transmembrana (M1 y M2) que serian analogos a los
segmentos S5 y S6 de los canales Kv, conectados por la regiéon del poro de unos 30 aminodcidos, que
incluye la hélice del poro (P) y el filtro de selectividad y se localiza en la superficie externa de la
membrana (Figura 8). A pesar de ello, su secuencia aminoacidica es similar a la de otros canales de K,
como los Kv, los Kir o los activados por ligandos. El segmento M1 mira hacia la membrana y el M2 esta
inclinado unos 252 con respecto al plano de la membrana, por lo que delimita la entrada citoplasmatica
del poro del canal. El resultado es una estructura que asemeja un cono invertido, cuya base se dispone
hacia la superficie de la membrana celular. La longitud del poro es de 45 A, inicidandose en la cara
citoplasmatica por un tunel hidrofilico de 18 A de longitud, que se abre en una cavidad ancha de unos
10 A de didmetro, aproximadamente en el centro de la membrana; tras la cavidad, el poro se estrecha
considerablemente, constituyendo esta barrera el filtro de selectividad. Este estd formado por las
cadenas polares-carbonilo de las secuencias GYG y determina una region de 12 A de longitud con una
luz tan estrecha que sélo pueden atravesarla los iones K deshidratados que alcanzan el medio
extracelular.

Cuando el canal se abre, los iones de K hidratados entran rapidamente en el tunel hidrofilico y
desembocan en la cavidad; ambas estructuras estdn rodeadas de cadenas laterales hidréfobas,
minimizandose la interaccién electrostatica del K* con el canal; se crea asi una ruta de baja resistencia
para el movimiento de K* desde el citoplasma hasta el filtro de selectividad. A nivel de la cavidad, las
hélices del poro (P) estan orientadas de tal forma que dirigen sus extremos C-terminales
electronegativos hacia el centro de la misma, lo que genera un campo eléctrico negativo que atrae y
neutraliza la carga de los iones K hidratados. Sin embargo, el filtro de selectividad esté tapizado por
atomos de oxigeno de los grupos carbonilo de las cadenas de los aminodcidos que forman la secuencia
GYG. Cuando un i6n K entra en el filtro de selectividad se deshidrata, y para compensar el coste
energético de la pérdida de agua, los atomos de oxigeno entran en contacto con el ién y lo estabilizan.
Una vez que los iones K" han penetrado en la parte final del poro, la fuerza de atraccién entre el ién K*y
el filtro de selectividad se ve perfectamente compensada por la fuerza de repulsién entre los iones y se
produce su rapida salida hacia el espacio extracelular.
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Figura 8. Estructura de la subunidad a del canal KcsA procedente de Streptomyces lividans. A) Topografia general, en la que
se muestran los dos dominios transmembrana (M1, M2) y el poro (P), asi como la secuencia GYG del filtro de selectividad. B)
Representacion tridimensional del tetrdmero del canal KcsA. F. C y E indican, respectivamente, al filtro de selectividad, la
cavidad y la entrada interna del canal. (Tomado de Tamargo, J., 2004)

18



Introduccion Canales de K" activados por voltaje (Kv)

3.4 Ensamblaje de las subunidades a del canal

La region T1 (de tetramerizacion) que precede al segmento S1 (residuos 83-196) y las cisteinas
en posiciones 55, 96 y 505, estdn encargadas del ensamblaje de las 4 subunidades o para formar
homotetrdmeros en los canales de las familias Shaker y Shal, a la vez que impide el ensamblaje
heteromérico de las subunidades a de distintas familias. Sin embargo en los canales de las subfamilias
HERG y KCNQ serian los segmentos transmembrana mas préximos al extremo C-terminal, los implicados

en el ensamblaje de las subunidades a.

Gulbis y cols (1999 y 2000) analizaron, con una resolucién de 2.1 A, la interaccién citoplasmatica
entre la subunidad a Kv1.1 de rata y la subunidad Kvf2.1, en concreto, la regién correspondiente a los
residuos 36 a 367, es decir, sin el extremo N-terminal. El importante papel de la regién T1 en la
interaccién con la subunidad Kvp2.1 quedé demostrado al comprobar que su supresién, pero no la del
extremo C-terminal, impide el ensamblaje entre ambas subunidades. La estructura de la region central
de KvB2.1 es un tetrdmero, con cada monémero formado por un barril de 90x90x40 A y un corazén de
ocho laminas P paralelas envueltas por hélices-a. La regién T1 forma una plataforma de anclaje para la
subunidad Kvp2.1, formandose un complejo T14p34 en el que los dominios T1 quedan mirando hacia la
boca citoplasmatica del poro y la subunidad B hacia el citoplasma. El poro se comunica con el
citoplasma a través de unas aperturas laterales cargadas localizadas por encima de dicho complejo.

3.5 Subunidades

Aunque la expresion heterdloga de las subunidades o es suficiente para generar canales de K*
funcionales, para reproducir las caracteristicas de los canales nativos es necesaria su coexpresion con
subunidades  (Hanlon and Walace, 2002; Pourrier et al, 2003). Algunas subunidades 3 (Kv31-4) carecen
de segmentos transmembrana y de puntos de glicosilacion, lo que sugiere que se trata de proteinas
intracitoplasmaticas (Kvp1-4), mientras que otras subunidades, codificadas por genes de la familia KCNE
(MinK, MirP1) poseen un segmento transmembrana. Otro ejemplo de subunidades [3 son los receptores
para sulfonilureas de los canales Kv6.1 y Kv6.2, que contienen 12 segmentos transmembrana y dos
puntos de unidn para nucleétidos (Seino and Miki, 2003). La interaccién entre las subunidades ay 3 de
los canales Shaker implica el dominio N-terminal hidrofilico de la subunidad a y el C-terminal de la B
(Hanlon and Walace, 2002; Pourrier et al, 2003).

Las subunidades Kvf31.1-1.3, Kvf2.1 y Kvf33.1 se unen a las subunidades a de los canales Kv1,
mientras que las Kvp4 se asocian a los canales Kv2 (Hanlon and Walace, 2002; Pourrier et al, 2003). La
subunidad Kvf31.1 acelera la inactivacion tipo-N de los canales Kv1.1, Kv1.2 y Kv1.4 y la tipo-C del canal
Kv1.5 y desplaza la curva de activacion hacia niveles mas hiperpolarizados de potencial de membrana;
las subunidades Kv[31.2 y Kv1.3 aceleran tanto la inactivacion tipo N como la C, a la vez que modifican
su dependencia de voltaje y la velocidad de deactivacién de los canales Kv1.4. La Kv32.1 acelera la
inactivaciéon de los canales Kvl.4 y Kvl.5 y desplaza la curva de activacion hacia niveles mas
hiperpolarizados.
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La estructura de la subunidad Kvf2.1 ha sido determinada mediante cristalografia de rayos X
con una resolucién de 2.8A por Gulbis y cols (1999). Como otras proteinas integrantes de los canales de
K*, las subunidades KvB2.1 son un homotetrdmero de oxidoreductasas que contienen un punto activo
con actividad catalitica y un cofactor NADPH (adenina nicotinamida adenina dinucleétido reducida). Sin
embargo, se desconoce el sustrato especifico del sitio activo de la subunidad 3, su funcidn bioldgica y la
estequiomometria a/f en los distintos canales Kv. Ademas, dichos autores proponen que la subunidad
B podria funcionar como un sistema éxido-redox del canal de K, de tal forma que la apertura-cierre del
mismo podria estar regulado por transiciones NADPH-NADP®, lo que concuerda con el hallazgo de que la

coexpresion de canales Kv con subunidades 3 confiere sensibilidad al O, (Pérez-Garcia, et al 1999).

Las subunidades Kvp1.1, KvB2.1 y KvB4.1 pueden actuar como chaperonas, facilitando el
ensamblaje de las subunidades o y B y su trafico hacia la superficie, facilitando la expresidn de las
subunidades a en determinados puntos de la membrana en los que se unen a una superfamilia de
proteinas que presentan dominios PDZ y SH3 (Shi et al, 1996). Las subunidades KChIPs (Kv Channel
Interaction Protein) regulan la funcidn y expresion de los canales que generan corrientes transitorias
sensibles a 4-aminopiridina (Kv2.1, Kv1.3 y Kv4.3) y la subunidad KChAP (K" Channel Associated Protein)
regula las de los canales Kv1.3, Kv2.1y Kv4.3 (Kuryshev et al, 2000).
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4. El canal de potasio de Streptomyces lividans, KcsA

El fortuito descubrimiento del gen del canal de potasio, kcsA, en Streptomyces lividans
(Apéndice 1) permitié la purificacion (Schrempf et al, 1995), reconstitucion funcional (Schrempf et al,
1995; Cuello et al, 1998; Heginbotham et al, 1999) y cristalizacidn (Doyle et al, 1998; Zhou et al, 2001)
de la proteina tetramérica que comparte las caracteristicas electrofisiolégicas y estructurales generales
de los canales de potasio. Siendo un canal facilmente reconstituible in vitro, KcsA es actualmente el
sistema modelo (Durell y Guy, 1999) que mejor se adapta para elucidar los detalles moleculares de la
relacion estructura-funcion de los canales idnicos (Guidoni et al, 1999).

El gen kcsA de Streptomyces lividans codifica una proteina integral de membrana de 160
aminoacidos con una secuencia similar a todos los canales de potasio conocidos, sobretodo en la region
del poro. Los alineamientos multiples de la secuencia de aminoacidos muestran que kcsA tiene una
elevada homologia con las regiones S5, S6 y H5 de canales de potasio de la familia de los canales de
potasio activados por voltaje, principalmente con la subfamilia representada por la proteina Shaker de
Drosophila melanogaster (Schrempf et al, 1995). Por otra parte, la topologia transmembrana de KcsA
estd también relacionada con la subfamilia de los canales eucariotas rectificadores de entrada que
tienen una regién del poro flanqueada por dos segmentos transmembrana (Schrempf et al, 1995).
Ademas, un aminodcido de glutamato Unico de la regién del poro (P-region) de los rectificadores de
entrada se encuentra también en KcsA (E71) (Heginbotham et al, 1998).

4.1 Estructura general del canal de potasio, KcsA

La determinacion de la estructura tridimensional del canal de potasio KcsA, determinada por
primera vez por cristalografia de Rayos-X en 1998 por el grupo del Dr. Roderick MacKinnon (PDB 1BLS;
Doyle et al, 1998) a una resolucién de 3.2 A, supuso al Dr. MacKinnon la obtencién del premio Novel en
2003. La estuctura fue determinada desde el aminoacido 23 al 119, de 160 aminodcidos totales, pero
carecia de resolucién suficiente para los oxigenos de los carbonilos del filtro de selectividad.
Posteriormente, también el grupo de MacKinnon obtuvo la misma estructura cristalografica a la mayor
resolucién de 2 A (PDB 1K4C; Zhou et al, 2001) mediante la utlizacién de un anticuerpo unido a la regién
extracelular del canal y, por su parte, el grupo del Dr. Eduardo Perozo obtuvo una estructura del canal
completo determinada mediante resonancia de espin electrénico (Cortes et al, 2001).

La estructura cristalizada de KcsA revela que es un canal homotetramérico en el que las cuatro
subunidades forman un cono invertido con el filtro de selectividad en la regidén extracelular. Cada
subunidad tiene dos segmentos transmembrana a modo de hélices alfa (TM1 y TM2), que estan
conectadas por unos 30 aminoacidos que foman la regién del poro, que consiste en el lazo extracelular
(p-loop), la hélice del poro vy el filtro de selectividad, y los segmentos N- y C-terminales en la parte
intracelular (Figura 10).

El poro idnico que forma el canal contiene el filtro de selectividad situado en la region mas
extracelular, con 12 A de largo y sélo 3 A de didmetro en su parte mas estrecha, mientras que hacia la
region intracelular, el poro es mds ancho y de paredes hidrofébicas. La caracteristica mas importante de
esta estructura es que las cadenas laterales de los aminodcidos que forman el filtro selectivo no estan
en contacto directo con el paso de los iones, sino que son los oxigenos de los carbonilos del esqueleto
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de la proteina los que estan expuestos a los iones formando cuatro anillos de oxigenos a lo largo del
filtro de selectividad (Figura 11).
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Figura 10. Estructura del canal de potasio, KcsA. A) Estructura cristalizada de los aminoacidos 23 a 119 del canal de K
homotetramérico de Streptomyces lividans, KcsA (Doyle et al, 1998; Zhou et al, 2001; Adaptado de Zhorov y Tikhonov, 2004).
Se muestran dos de las cuatro subunidades para mayor claridad. B) Estructura del canal completo en sus 160 aminoacidos
obtenida por resonancia de spin electrénico (Cortés et al, 2001).

4.2 Hidratacién/Deshidratacién del K en la entrada extracelular y en la cavidad central

El filtro de selectividad se abre directamente al medio extracelular de tal manera que expone los
cuatro dtomos de oxigeno del carbonilo de las G79 formando un anillo que rodea el perimetro de la
entrada del poro (Figura 11A). Parece evidente que los dtomos de oxigeno de los carbonilos de las G79
intervienen en la hidratacién y deshidratacién de un ién de K* en la entrada extracelular (Zhou et al,
2001).

El filtro de selectividad se continda en la regidn intracelular con la cavidad central, una
dilatacién del poro de conduccién de unos 10 A de didmetro situada a mitad de camino a través de la
membrana (Figura 11B). En el centro de la cavidad situada en la entrada intracelular del filtro de
selectividad se ha detectado una elevada densidad electrénica correspondiente a un i6n de K*
hidratado, rodeado por ocho moléculas de agua, cuatro “arriba” y cuatro “debajo” del i6n de K* (Figura
11B). Mediante este disefio, la cavidad adquiere una muy alta concentracién de K* (2M) en el centro de

22



Introduccion El canal de potasio de Streptomyces lividans, KcsA

la membrana, con el i6n K* posicionado en el eje del poro, listo para entrar en el filtro de selectividad
(zhou et al, 2001).

El cristal muestra cémo el canal de K* desplaza las moléculas de agua alrededor de un ion de K*
en su entrada extracelular, y cdmo el canal sostiene un ion de K" en un antiprisma cuadrado de
moléculas de agua en una cavidad cerca de su entrada intracelular. Los atomos de oxigeno de los
carbonilos del filtro de selectividad forman un antiprisma cuadrado muy similar alrededor de cada sitio
de unién de K', como para imitar las aguas de hidratacién (Figura 11C). Asi, la disposicién de ocho
atomos de oxigeno que rodean a cada ién de K* en el filtro de selectividad se asemeja a la disposicién de
los ocho 4tomos de oxigeno del agua alrededor del i6n K* en la cavidad. En cada caso, el ién K* se sitta
cerca del centro de un cubo distorsionado (un antiprisma cuadrado) en el que el plano cuadrado de los
atomos de oxigeno de “encima” del ion esta rotado con respecto al plano de “abajo” (Zhou et al, 2001).
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Figura 11. Filto de selectividad de KcsA. A) Deshidratacion del i6n potasio en la entrada extracelular del poro. Densidad
electrénica en la entrada extracelular del poro. Los aminoécidos se muestran en forma de palos y bolas y los iones de K* como
esferas verdes. Se muetra la densidad electronica del i6n K* en la posicién 1 del filtro de selectividad como referencia. B) Vista
de un i6n K hidratado en la cavidad central. Ocho moléculas de agua (esferas rojas) rodean un ién de K* (esfera verde) en la
cavidad. Los aminodcidos que forman la cavidad se muestran en forma de palos y bolas. Para mayor claridad, se muestran solo
los dtomos de la cadena principal y de las cadenas laterales que miran a la cavidad (T75, 1100, F103, G104 y T107). C) Filtro en
elevada concentracion de iones K* (PDB 14KC). En las tres representaciones, la subunidad mas cercana al espectador ha sido
eliminada para mayor claridad. (Tomado de Zhou et al, 2001).

4.3 Eficacia y selectividad en la conduccion de iones

Tanto la eficacia como la selectividad en el alto flujo de iones a través del canal se pueden

entender una vez conocida su estructura.

En cuanto a la eficacia, en ambas superficies interior y exterior de la membrana, se encuentran
una serie de aminoacidos cargados negativamente, los cuales presumiblemente aumentan la
concentracién local de cationes. El camino de los iones comienza en la superficie interna que es un canal
ancho lleno de moléculas de agua donde el ion puede retener su esfera de hidratacién. Las hélices
cortas proporcionan mayor estabilizacién del cation en esa posicidn con sus extremos carboxilo
terminales apuntando a los iones potasio que se encuentran dentro del canal. Cerca de la regién
extracelular, el interior del canal se estrecha en la regidn del filtro de selectividad forzando al ién a
separarse de las moléculas de agua que lo hidratan. Los atomos de oxigeno de los grupos carbonilo de la
cadena principal en el filtro de selectividad reemplazan a las moléculas de agua en la esfera de
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hidratacién del K*, formando una serie perfecta de esferas de coordinacién a través de las cuales se
mueve el idn. Los iones pasan a través del filtro en fila individual. Su mutua repulsién electrostatica ha
de ser posiblemente la causa de su balance de interaccidn con el filtro de selectividad, manteniendo su
rapido movimiento (Zhou et al, 2001).

Y en cuanto a la selectividad, los canales de K" son mas de 100 veces mas permeables al K" que
al Na’ y segun la estructura cristalizada, este canal no puede ser atravesado por los iones cuando estan
rodeados de moléculas de agua. El modelo estdndar del mecanismo de selectividad que surgié a partir
de la obtencion de esta estructura fue que el radio de los anillos que forman los oxigenos de los
carbonilos del filtro, de sélo 1,5 A, es precisamente el del radio de hidratacién del potasio y que son lo
suficientemente rigidos como para reemplazar la capa de hidratacidn de este ion Unicamente, en tanto
que un ion mas pequefio como Na® o Li* tendria una barrera energética muy alta al tratar de pasar
deshidratados y con una substitucién de coordinacién muy pobre, y un ion mds grande no podria pasar
por razones estéricas (Figura 12).

Por tanto, la estabilizacidén preferente del K™ frente al Na* es la base de la selectividad de este
filtro por el idn K*, apoyado por mutaciones en esta zona que eliminan la selectividad del canal.
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Figura 12. lones K" versus iones Na* en el filtro de selectividad de KcsA. Los lones de potasio, en solucién hidratada, pierden
sus moléculas de agua unidas a medida que pasan a través del filtro de selectividad, y en su lugar se coordinan con los cuatro
oxigenos del carbonilo de la cadena principal, cada uno procedente de una glicina del lazo que alinea el poro del canal de cada

subunidad. Los iones de sodio, al ser mas pequefios, no pueden coordinarse perfectamente con estos cuatro oxigenos en el
filtro y por tanto, sélo esporadicament son capaces de pasar por él. (Adaptado de C. Armstrong, 1998).

Pese a su simplicidad estructural, ha surgido una gran controversia en la bibliografia acerca de
su caracterizacion funcional, como veremos en el siguiente apartado.

4.4 KcsA y MthK representan las estructuras cerrada y abierta de los canales de potasio

La comparacidn de las estructuras de KcsA, el canal de K* de Streptomyces lividans, y MthK, el
canal de K" de Methanothermobacter thermautotrophicus, muestra que las hélices intracelulares de
MthK se doblan en un punto bisagra (bisagra de “gating”) justo debajo de filtro de selectividad abriendo
el vestibulo intracelular hasta un didmetro de unos 12 A en su punto mas estrecho (A88 en MthK y G104
en KcsA). La bisagra de “gating” corresponde a la G83 en MthK y G99 en KcsA y constituye un
aminoacido extremadamente conservado a lo largo de la evolucién (Figura 13). El grupo de MacKinnon
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(Jiang et al, 2002) observd una elevada homologia en la regidn de las hélices intracelulares justo debajo
del filtro de selectividad, en canales procariotas, en canales eucariotas, en canales con dos o con seis
segmentos transmembrana por subunidad, en canales activados por ligando, o activados por voltaje, e
incluso en canales activados por nucleétidos ciclicos (CNG; Figura 13). Por ello, se ha aceptado en la
comunidad cientifica que KcsA y MthK representan las estructuras cerrada y abierta de los canales de
potasio, respectivamente.

Posteriormente, se cristalizd KcsA con las hélices intracelulares abiertas, pero contenia el filtro
colapsado, mostrando una conformacién abierto-inactivado (Cuello et al, 2010). Otras estructuras
cristalizadas muestran el canal atrapado en conformaciones parcialmente abiertas, con las hélices
intracelulares en diferentes grados de apertura en el rango de 12 A hasta 32 A (medido entre los
carbonos o de T112 de subunidades opuestas), pero las estructuras cristalizadas muestran que
conforme se abren las hélices intracelulares, el filtro se colapsa en conformaciéon no conductora que
indica que el canal estd inactivado (Cuello et al, 2010).

Estudios de mutagenesis indican que en los canales de K" eucariotas activados por voltaje existe
un sitio conservado adicional por donde la hélice intracelular también se dobla. El sitio es la secuencia
PVP, que no existe en KcsA ni en MthK (del Camino et al, 2000). Todo indica que la mecanica de la
apertura del poro estd conservada en los diferentes canales de K*, con muy diferentes estructuras, tales
como los sensores de voltaje transmembrana o los dominios de unidn a ligandos intracelulares, que
tienen que adaptarse mecdnicamente al poro de modo que puedan ejercer una fuerza lateral sobre las
hélices intracelulares (Jiang et al, 2002).
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Figura 13. Conservacion de la bisagra de “gating” en diferentes canales ionicos. A) Secuencia de aminoacidos de las hélices
intracelulares de varios canales de potasio y un canal CNG. El filtro de selectividad aparece en naranja, la bisagra de “gating” en
rojo, y el aminoécido en el punto més estrecho del vestibulo intracelular de MthK en verde. MthK, canal de K* de M.
thermautotrophicus; KcsA, canal de K* de Streptomyces lividans; Dradio, canal de K* de Deinococcus radiodurans; Ecoli, canal de
K* de Escherichia coli; Shaker, canal de K* de Drosophila melanogaster; hDRK1, canal de K" de Homo sapiens; hBK, canal BK de
H. sapiens; hSK3, canal SK de H. sapiens; hERG2, canal de K* de H. sapiens; hGIRK2, canal de K" activado por proteina G de H.
sapiens; hIRK1, canal de K" de H. sapiens; bCNG1, canal activado por nucledtidos ciclicos de Bos taurus. Entre paréntesis se
indican los numeros ID de cada proteina (Tomado de Jiang et al, 2002). B) Estructuras en conformacién abierta y cerrada del
poro del canal de potasio. La conformacion cerrada la representa el canal de potasio bacteriano KcsA (dos subunidades; Doyle
et al, 1998), y MtkK (dos subunidades; Jiang et al, 2002) representa una conformacion abierta. Se muestra el filtro de
selectividad en naranja y la hélice externa (M1) se dispone adyacente a la bicapa lipidica. En la hélice interna (M2) se destaca
en rojo la glicina que actua de bisagra para la flexién del M2 en la conformacién abierta (Tomado de Yu y Catterall, 2004).
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4.5 Las dos puertas de conduccion de los canales idnicos

Es conocida la existencia de dos puertas de conduccidn de iones en la mayoria de los canales: la
puerta intracelular, que en el canal de potasio KcsA se abre bajo acidificacion del medio intracelular, y la
puerta extracelular conformada por el filtro de selectividad y la cara extracelular del canal, que controla
la probabilidad de apertura de los canales (Meuser et al, 2001; Blunck et al, 2006; Cuello et al, 2010). El
movimiento de la puerta intracelular se ha relaccionado con los cambios conformacionales descritos en
los canales dependientes de voltaje y los rectificadores de entrada mediante métodos indirectos y
pueden correlacionarse con las conformaciones abiertas observadas en las estructuras cristalizadas de
MthK y KvAP (Cordero-Morales et al, 2006a). Ademas, las estructuras de MthK y KcsA se correlacionan
bien con las estructuras cristalizadas de las conformaciones abierta y cerrada del canal Nak,
respectivamente (Alam y Jiang, 2008). Sin embargo, la espectroscopia de EPR demuestra que la puerta
intracelular se abre al mdximo a bajo pH independientemente de la magnitud de la probabilidad de
apertura de canal Unico, implicando que la apertura y cierre de los canales en estado estacionario se
origina principalmente por reorganizaciones en el filtro de selectividad (Cordero-Morales et al, 2006a).

En KcsA, la activacion de la puerta intracelular por acidificaciéon esta seguida de un proceso de
inactivacién similar a una inactivacion de tipo C (Cordero-Morales et al, 2006a). La inactivacién de tipo C
estd gobernada por una red de puentes de hidrégeno formada por la triada W67-E71-D80, que ejerce
un papel critico en la dinamica y estabilidad conformacional del filtro de selectividad. Asi, se han
identificado tres mutantes del p-loop: R64A, E71A y Y82A, que afectan principalmente a la inactivacion
de tipo C modificando la probabilidad de apertura de KcsA en estado estacionario (Meuser er al, 2001;
Cordero-Morales et al, 2006a). La inactivacion se elimina por la mutacidon E71A en la hélice del poro, y
dos estructuras cristalizadas de KcsA E71A obtenidas a 2,5 A han revelado grandes movimientos
estructurales del filtro de selectividad durante la conduccidon de iones, proporcionando una foto
instantanea del rango de conformaciones posibles en esta region del canal durante su apertura y cierre.
Una estructura es bastante similar a KcsA original, mientras que la otra muestra cambios
conformacionales en tres regiones del poro: el esqueleto carbonado del filtro de selectividad, el D80 en
la boca extracelular del poro, y el W67 en la hélice del poro (Figura 14; tomada de Cordero-Morales et
al, 2006a). Estos datos permiten explicar un posible mecanismo de accidn de la mutacién E71A en la
estabilizacion del estado abierto. Asi, en el canal original (Figura 14, izquierda, tomada de Cordero-
Morales et al, 2006a), la interaccidn entre D80 y W67 desestabiliza la conformacién conductiva del filtro
y promueve la inactivacion a través de un mecanismo todavia desconocido. La eliminacién del carboxilo-
carboxilato D80-E71 en el mutante E71A (Figura 14, derecha) causa un incremento en la dindmica de
D80 y perturba la interaccion D80-W67. Esto reduce fuertemente la entrada en el estado inactivado,
estabilizando el estado abierto (ver Figura 14, tomada de Cordero-Morales et al, 2006a). También, la
entrada en el estado inactivado de tipo C se ha relacionado con la fuerza de la interaccion por puentes
de hidrégeno entre E71 y D80 detras del filtro de selectividad, y se desencadena de forma alostérica por
la reorganizacién de la perta intracelular.

Ademas, el puente de hidrégeno entre el W67 y D80, conservado en la mayoria de los canales
de K, constituye otra interaccion critica que determina la tasa y extension de la inactivacién de tipo C.
La ruptura de la interaccidon equivalente en Shaker (W434-D447) y en Kv1.1 (W366-D379) modula el
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proceso de inactivacidn, lo que sugiere que estos aminodcidos juegan un papel andlogo en los canales
de potasio activados por voltaje. Por tanto, la triada W67-E71-D80 ejerce un papel critico en la dindmica
y la estabilidad conformacional del filtro de selectividad y podria servir como un modulador general de
la apertura y cierre del filtro de selectividad en otros miembros de la superfamilia de los canales de K".
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Figura 14. Implicacion de la triada W67-E71-D80 en la inactivacion de tipo C de KcsA. A) Alineamiento de secuencias de KcsA'y
varios canales de K" activados por voltaje. Se resaltan los miembros de la triada de inactivacion E71-D80-W67 y muestra su
estado conservado en una variedad de canales de K" activados por voltaje (tomado de Cordero-Morales et al, 2011). B y C)
Corrientes macroscépicas normalizadas en saltos rapidos de pH de KcsA WT y diverosos mutantes. D) Registros representativos
de canal Unico de mutantes a alanina obtenidos a pH 4 y +150 mV en soluciones simétricas (tomado de Cordero-Morales et al,
2006 y 2011). E y F) Posible mecanismo por el cual la mutaciéon E71A estabiliza el estado abierto. Naturaleza de la red de
puentes de hidrégeno que rodea el filtro de selectividad del canal de potasio. Se muestra la hélice del poro y el filtro de
selectividad de una subunidad con las cadenas laterales de los aminoacidos W67, E71 y D80. En el canal WT (E) la interaccidn
entre D80 y W67 desestabiliza la conformacién conductora del filtro y promueve la inactivacion a través de un mecanismo
desconocido todavia. La eliminacion del carboxilo-carboxilato D80-E71 en el mutante E71A (F) incrementa la dinamica de D80 y
peturba la interacciéon D80-W67. Esto reduce bruscamente la entrada en el estado inactivado, estabilizando el estado abierto
(Tomado de Cordero-Morales et al, 2006a).

4.6 Controversia en la caracterizacion previa de la actividad del canal de potasio KcsA

La biblografia previa de la caracterizacion funcional de las propiedades de canal Unico del canal
de potasio KcsA estd rodeada de controversia, por discrepancias todavia sin explicar, de forma que unos
grupos de investigacion han obtenido resultados aparentemente contradictorios a los obtenidos por
otros grupos de investigacion. Asi, contrasta signicativamente lo obtenido por el grupo de la Dra.
Hildgund Schrempf (Meuser et al, 1999) frente a lo obtenido por el grupo del Dr. Christopher Miller
(LeMasurier et al, 2001) (Tabla 1).

La primera caracterizacién funcional de KcsA fue realizada por el grupo de la Dra. Schrempf
(Meuser et al, 1999) tras aislar y purificar el canal por primera vez (Schrempf et al, 1995) y tras
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obtenerse su primera cristalizacién en 1998, cuya estructura permitid describir las propiedades de
permeacién y selectividad idnica de los canales de potasio, motivo por el cual se otorgd el premio Nobel
al Dr. Roderick MacKinnon en 2003 (Doyle et al, 1998). Mediante la reconstitucidon del canal en
membranas de asolectina a una ratio molar L/P de 2500, el grupo de la Dra. Schrempf describe KcsA
como un canal cuya apertura requiere la presencia de Mg y pH é&cido intracelular. Describen
subestados en las aperturas y una alta probabilidad de apertura, asi como una moderada selectividad
por iones de K*, obteniendo una ratio de permeabilidad K’/Na* de 11. Ademas del sodio, detectaron que
también pasaba por el filtro de selectividad los cationes divalentes Mg** and Ca**, asi como el amonio,
metil-, dimetil-, y trimetilamonio, siendo bloqueado por tetrametilamonio, lo que permitié estimar el
didmetro del poro del canal abierto en unos 6 A, mayor que el cristalizado, cuyo didmetro minimo es de
unos 2 A. Esto implica que los iones de K* no deben perder su esfera de hidrataciéon y deducen que
deben permear por el filtro de selectividad rodeados de unas 6 moléculas de agua. Concluyen que el
poro debe tener cierta flexibilidad, en concordancia con estudios previos de EPR (Perozo et al, 1999), y
que sus resultados de canal abierto no pueden ser facilmente reconciliados con las propiedades
deducidas mediante la estructura cristalizada, por lo que concluyen que el cristal debe tener el poro
atrapado en su estado cerrado y, por tanto, no puede ser la base para explicar el mecanismo de
permeacién y selectividad idnica de los canales de potasio.

En cambio, la caracterizacion funcional realizada posteriormente por el grupo del Dr. Miller
(Heginbotham et al, 1999; LeMasurier et al, 2001) contrasta significativamente con lo obtenido por el
grupo de la Dra. Schrempf. Mediante reconstitucion del canal en membranas de POPE:POPC (75:25) a
una ratio molar L/P de 100000 a 250000, el grupo del Dr. Miller describe KcsA como un canal cuya
apertura no necesita Mg®* y Unicamente requiere pH &cido intracelular. Describen ausencia de
subestados en las aperturas y una muy baja probabilidad de apertura, asi como una elevada selectividad

** vy Cs', obteniendo una ratio de

por iones de K' y bloqueo intracelular por los iones Na®, Ba
pemeabilidad K*/Na* de 150. Describen ésta y otras propiedades analogas a las encontradas en muchos
canales de K* eucariotas estudiados por métodos electrofisiolégicos y, contrariamente al grupo de la
Dra. Schrempf, establecen KcsA como un fiel modelo estructural para la permeacion idnica de los

canales de K" eucariotas.

Posteriormente, sin embargo, se observé que KcsA se abre también a pH neutro cuando se
somete a un gradiente de K" hacia el exterior (Zakharian y Reusch, 2004-a). Ademds, se ha propuesto
gue una version mas "fisiologica" de KcsA podria corresponder a un complejo conductor supramolecular
en el que el canal coensambla con polihidroxibutirato y polifosfatos inorganicos (Zakharian y Reusch,
2004-b), que son materiales abundantes de reservorio en muchos organismos procariotas.

A pesar de que las discrepancias anteriores nunca han sido explicadas completamente, se ha
aceptado de forma generalizada que KcsA se comporta como un canal selectivo de K*, moderadamente
voltaje-dependente, con una caracteristica muy baja probabilidad de apertura y la peculiar propiedad
de apertura a pH acido intracelular.
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-Bicapas planas de asolecina (ratio molar L/P
2500).

-Apertura inducida por pH 4cido intracelular y
Mg2+.

-Muestra aperturas con 3 subestados, de
conductancias: 20, 40y 90 pS a +100mV.

-Alta probabilidad de apertura: 0.45 a +100mV;
0.43 a-100mV.

-No se bloquea por sodio intracelular; P, :P =11
K+ Na+

-Los cationes bivalentes Mg>* and Ca®*, asi como
el amonio, metil-, dimetil-, y trimetilamonio pasan
el filtro de selectividad, siendo bloqueado por
tetrametilamonio.

-El canal abierto tiene un didmetro de 5,8 A.

-Concluyen que la estructura cristalizada de KcsA
(Doyle et a, 1998) corresponde al estado cerrado
y, por tanto, no puede ser la base para explicar el
mecanismo de permeacion y selectividad idnica
de los canales de potasio.

Grupo del Dr. Miller
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LeMasurier, et al, 2001

-Bicapas planas de POPE:POPG (75:25; ratio molar
L/P 100000-250000).

-Apertura inducida uUnicamente por pH 4acido
intracelular.

-Muestra aperturas sin subestados.
Conductancias de cuerda de 56 pS a +200 mV y 31
pS a -200mV. Conductancia de la pendiente a 0
mV de 97 pS.

-Muy baja probabilidad de apertura: cercana a
cero.

-Se bloquea por sodio intracelular; PK+:PNa:~=15O.

-La secuencia de selectividad en soluciones
simétricas otorga mayor conductancia al K':
K> Rb", NH,", TI" >> Cs*, Na’, Li*

-Los potenciales de inversidon en soluciones
biidnicas muestran una mayor competencia del
TI" frente al K TI">K">Rb* > NH," >> Na’, Li*

-Concluyen que la estructura cristalizada de KcsA
(Doyle et al, 1998) si sirve para explicar el
mecanismo de permeacion y selectividad idnica
de los canales de potasio.

Tabla 1. Controversia en la bibliografia previa de la caracterizacion functional de KcsA. Caracteristicas funcionales principales
de KcsA obtenidas por el grupo de la Dra. Schrempf (izquierda) versus las obtenidas por el grupo del Dr. Miller (derecha).
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5. Los canales iénicos como dianas farmacoldgicas

La neuromodulacién es de una importancia critica en el control de los comportamientos
complejos en diversos organismos. Dado que los canales idnicos son moléculas clave que intervienen en
la neuromodulacién, es de importancia fundamental entender los mecanismos moleculares que estan
detras de la modulacién de los canales idnicos neuronales y como dicha modulacién llega a cambiar la
fisiologia y comportamiento neuronal. Se ha demostrado que cambios en la excitabilidad de la
membrana mediada por canales idnicos estan detrdas de muchas condiciones fisioldgicas y
patofisiolégicas, pero cémo son integrados esos cambios a nivel de sistemas permanece como una
importante meta a revelar en el futuro.

Hace unas cinco décadas, los canales idnicos no eran mas que una hipdtesis. Hoy, los canales
idnicos estan bien establecidos como elementos fundamentales de la excitabilidad de la membrana. La
transicion desde una mera descripcién convincente de entidades que controlan el transporte pasivo de
iones a través de la membrana hasta su comprobacion indiscutible se produce a través de varios tipos
de investigacion pionera. Tras la identificacion y caracterizacién histérica de las conductancias de sodio
y potasio dependientes de voltaje por Hodgkin y Huxley, la caracterizacién por biologia molecular,
farmacoldgica y electrofisiolégica llevd a la identificacién de moléculas especializadas llamados canales
idnicos. Los canales idnicos son una clase ubicua de proteinas de membrana especializadas que forman
poros en la membrana plasmatica permitiendo el movimiento de iones a través de la membrana, y por
tanto, contribuyen a la actividad eléctrica de neuronas individuales y a la comunicacién entre ellas. La
transferencia de dicha informacidn en y entre neuronas, mediada por canales idnicos, es esencial para la
funcién cerebral y el control del comportamiento.

En la actualidad, se acepta ampliamente que los canales idnicos estdn sujetos a una regulacion
estrecha. La apertura y cierre de los canales idnicos esta influenciada por varios factores como el voltaje
de la membrana, ligandos extracelulares (ej, neurotransmisores), mensajeros intracelulares (ej, calcio y
nucledtidos ciclicos) y modificaciones postraduccionales del propio canal. Los canales idnicos pueden
estar regulados también por una o mas moléculas de sefializacién, que pueden modular las propiedades
del canal por asociacién directa con el canal, o a través de proteinas auxiliares (como kinasas o
fosfatasas, subunidades B, la calmodulina (CAM), proteinas citosélicas 14-3-3, proteinas de anclaje a
kinasas (AKAPs), receptores acoplados a proteinas G, Ca’* intracelular, lipidos como PIP,, etc. Las
proteinas que se asocian con los canales pueden coexistir constitutivamente con el canal o pueden
unirse al canal en una forma regulada dinamicamente. Esta asociacidn puede llevar a cambios en el
gating del canal, en su ensamblaje o trafico, o en la respuesta del canal a cambios en los eventos de
sefializacion celular. Estas influencias moduladoras pueden, en efecto, ajustar con precision la actividad
de los canales para satisfacer las necesidades de la célula.

El analisis de la clasificacién molecular de las dianas de los fdrmacos muestra que todos los
farmacos conocidos de administracidn oral Unicamente se unen a unas 500 dianas moleculares distintas
(Drews, 2000). Sin embargo, sélo un 5% de estas dianas moleculares han sido clasificadas como canales
idnicos. Este relativamente bajo porcentaje (comparado p. ej. con enzimas) probablemente resulta de la
ausencia de puntos de inicio disponibles para la quimica médica y de dificultades para configurar
cribados relevantes para identificar nuevas series quimicas. Los usos de farmacos basados en canales
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idnicos cubre muchas areas terapéuticas, y esto sugiere que hay un considerable potencial para el
descubrimiento de farmacos basados en canales idnicos con dianas nuevas y ya existentes.

Dado que el “gating” y la permeabilidad selectiva de los canales idnicos son responsables del
mantenimiento del potencial de membrana celular y del control de la excitabilidad celular (Armstrong y
Hille, 1998), papel clave en el funcionamiento de todas las células, no es sorprendente que los canales
idnicos sean dianas farmacoldgicas tan importantes (Ashcroft y Roper, 1993). Se estima que
aproximadamente 300 subunidades de canales idnicos estan codificadas en el genoma humano, dando
lugar a muchos mas canales funcionales por combinacidn con varias subunidades auxiliares. Por
ejemplo, los canales de potasio, que representan el subgrupo de canales iénicos mas grande y diverso,
juegan un papel central en la regulacién del potencial de membrana de las células (Kaczorowski and
Garcia, 1999). En consecuencia, los inhibidores y activadores de canales de potasio ofrecen significativas
oportunidades terapéuticas en los sistemas cardiaco, de musculo liso, neuronal, inmune y secretor (Liu
et al, 1998).

Un aspecto importante del desarrollo de los canales idnicos como dianas farmacoldgicas es su
capacidad para existir en multiples estados conformacionales (por ej. abierto, cerrado, e inactivado) y su
capacidad de mostrar sensibilidad a los farmacos “dependiente del estado” (Liu et al, 1998). Esta
propiedad del bloqueo “dependiente del estado” puede ser explotada terapéuticamente para descubrir
farmacos que se dirijan selectivamente a las formas del canal presente bajo condiciones “patoldgicas”, y
gue no afecten al canal que funciona normal. Los beneficios de ser capaz de seleccionar moduladores
de canales iénicos “dependientes de estado” mediante cribados puede ser de importancia fundamental
en el descubrimiento de nuevas quimicas médicas y para evitar complicaciones de toxicidad potencial
(Gribkoff and Kaczmarec, 2009).

5.1 Canalopatias

Cada vez se conocen mas patologias asociadas a la alteracidon de la funcién de los canales
idnicos, son las llamadas canalopatias. Ejemplos son la epilepsia, dolor neuropatico, migrafia, sordera,
arritmias, etc. Las alteraciones se deben a mutaciones puntuales, deleciones, etc. de los canales de
sodio, potasio, calcio y cloruro en distintos dominios de las proteinas (Figura 15).

El conocimiento ya adquirido sobre la etiologia de las canalopatias, y el que generaremos en los
proximos afios, permitira disponer de métodos de diagndstico precoz y tratamiento acertado vy
oportuno, lo que repercutira en una menor incidencia y gravedad de las crisis sintomaticas asociadas. En
principio, la Unica forma de corregir estas patologias genéticas es a través de la terapia génica, que
implica la sustitucién del gen mutado por otro nuevo. Ahora bien, mientras esto no sea del todo
factible, habrd que recurrir a otros procedimientos para mitigar la gravedad de los sintomas. El
diagnodstico precoz permite implantar terapias preventivas; por ejemplo aplicar tratamientos que
disminuyan la excitabilidad del SNC ya sea potenciando los sistemas inhibidores o bloqueando los
excitadores.

Muchos de los farmacos del mercado ejercen su funcién modulando los canales idnicos,
activandolos o bloquedndolos, y permiten corregir diversas patologias.
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El conocimiento mas exacto y detallado del funcionamiento de los canales idnicos, asi como de
las causas que alteran su funcién y producen patologias, permitira el disefio de tratamientos mejores y
mas eficaces que permitan aumentar la calidad de vida.

Canal de sodio Canal de potasio
EXTRACELULAR an (m EXTRACELULAR
=1
1 e 1[2fal4
A
INTRACELULAR U INTRACELULAR
COCH
NH
2 NH,
COCH
% Ataxia episodica (EA-1)
% Epilepsia generalizada con convulsiones < Paramiotonia congénita (PC) Convulsiones neonatales
febriles plus (GEFS+) _ - familiares benignas (CNFB1-2)
L i L A Miotonia agravada por el potasio
p Pardlisis Periddica Hipercalémica (PAM) B sindrome del QT largo (LQT-2)
(HiperPP) ,
0 Sindrome del QT largo (QT-3) <> Sindrome de Jervell-Lange-Nielsen y LQT-1
Canal de calcio Canal de cloruro

NH,
@ Hipertermia maligna (HM) < Migrafia hemipléjica familiar
Y Paralisis periodica hipocalémica (HipoPP) A Ataxia espinocerebelosa (SCA-8)
B Ataxia episddica tipo 2 (EA-2)

Figura 15. Las mutaciones en los canales i6nicos activados por cambios en el voltaje de la membrana son la causa de diversas
neuropatias. Las mutaciones en los canales de Na+, Ca2+ y K+ se han detectado en distintos dominios de las proteinas. Queda
asi reafirmada la observacién de la gran heterogeneidad genotipica asociada a una canalopatia. La mayoria de alteraciones de
la arquitectura funcional de estas proteinas producen disfuncién y patologia. (Tomada de Planell-Cases et al, 2005)
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6. Métodos de estudio de los canales ionicos

Para el estudio de la actividad de los canales idnicos se han desarrollado diversos sistemas de
registro de corriente:

a) Sistemas nativos: se buscan células que contengan el canal de interés, los otros canales se
bloquean farmacolégicamente.

b) Sistemas de expresidon heterdloga: se buscan células que no contengan el canal de interés, y
éste se sobreexpresa en ellas.

c) Sistemas de reconstitucion: El canal de interés, previamente expresado y purificado, se
reconstituye en membranas artificiales para el registro de su actividad.

En los dos ultimos sistemas de registro se necesita disponer del gen correspondiente al canal de
interés clonado para expresarlo heterélogamente en diferentes células y poder producir la proteina. De
esta forma, mediante el estudio de canales iénicos normales y mutados y el empleo de diferentes
toxinas se ha podido estudiar la estructura y funcién de casi todo tipo de canales.

Las estrategias mas utilizadas en el laboratorio son los sistemas de expresiéon heterdloga, y los
sistemas de reconstitucidn, debido a las posibilidades que ofrece de realizar mutagénesis que permiten
una mayor versatilidad de los estudios de estructura y funcion de los canales.

Ejemplos de sistemas de expresion heterdloga son los oocitos de Xenopus, donde se inyecta el
RNA del gen clonado, o células que pueden ser de mamifero como las HEK 293, donde se transfecta el
gen en un plasmido con un promotor que permita una fuerte sobreexpresion del canal.

Ejemplos de sistemas de reconstitucién en membranas artificiales, son las bicapas planas o los
liposomas gigantes. Esto requiere la expresién y purificacion previa del canal de interés y su
reconstitucion posterior en dichas membranas lipidicas, que imitan a la membrana celular original
donde estdn los canales. Tiene la ventaja sobre los anteriores de que permite modificar la composicidn
lipidica a voluntad. El sistema de reconstitucion en liposomas gigantes corresponde al sistema utilizado
en la presente Tesis Doctoral.

Para el registro de los canales idnicos se utilizan dos técnicas principales de registro
electrofisioldgico:

Ill

La técnica del “voltage-clamp”, fue iniciada por Cole, (1946) y posteriormente desarrollada por
Hodgkin y Huxley (1949, 1952) para el estudio de los potenciales de accidn. Consiste en mantener fija la
diferencia de potencial de la membrana celular (mediante un sistema de retroalimentacién), de esta
forma midiendo la corriente necesaria para mantener dicha diferencia de potencial, se puede

Ill

cuantificar el flujo de iones a través de la membrana. Una variante de esta técnica es el “voltage-clamp”
de doble electrodo. Esta técnica ha resultado ser extraordinariamente Gtil para el estudio de los canales
idnicos expresados en ovocitos de Xenopus (Stuhmer 1992, 1998). Se compone como su propio nombre
indica de dos electrodos. Uno de ellos mide la diferencia de potencial que hay entre ambos lados de la
membrana (electrodo de voltaje) y el otro se encarga de introducir o sacar la corriente necesaria
(electrodo de corriente) para que la diferencia de potencial que mide el electrodo de voltaje

permanezca constante y sea lo mas préxima posible a la que le marca el amplificador (Vemd).
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La técnica de “patch-clamp” fue introducida por Erwin Neher y Bert Sakmann en 1976, para
registrar corrientes de canal Unico de fibras musculares de rana, por lo cual recibieron el Premio Nobel,
y después mejorada para registros de parches de membrana excindidos (Hamill et al, 1981). La técnica
del “patch-clamp” permite investigar la apertura, cierre de los canales y medir la conductancia de iones
en canales idnicos individuales. Al igual que el voltage-clamp, consiste en mantener fija la diferencia de
potencial, pero de un pequefio trozo de membrana, de esta forma midiendo la corriente necesaria para
mantener dicha diferencia de potencial, se puede cuantificar el flujo de iones a través de dicho trozo
membrana. Se pueden medir corrientes del orden del pA. Se realiza con un Unico electrodo.

Para medir la corriente de un pequefio parche de membrana se utiliza una pipeta de vidrio

limpia con un orificio terminal de una micra de didmetro, que se presiona contra una célula intacta
qguedando cerrada por adherencia. Una ligera succién da lugar a la formacién de un cierre hermético
para evitar la pérdida de iones, de modo que la resistencia entre el interior de la pipeta y la disolucion
externa es de muchos gigaohmnios (10° ohmnios). Este cierre de gigaohmnios (llamado gigasello)
asegura que la corriente eléctrica que fluye a través de la pipeta sea idéntica a la corriente que fluye a
través de la membrana que cubre el extremo de la pipeta. El gigasello permite realizar mediciones de

corriente con alta resolucién cuando se aplica a través de la membrana un voltaje conocido.

La técnica de "Patch-Clamp" puede utilizarse de formas diferentes, proporcionando distintos
tipos de informacién. El mas utilizado es la configuracién “inside-out”, en la que queda expuesto al
exterior de la pipeta, al bafio, lo que antes estaba en el interior celular. Esto se consigue acercando la
pipeta a la membrana de interés, succionando un poquito para conseguir el sello de la membrana a la
pipeta de “patch” y retirando la pipeta para separar el trocito de membrana. Esta técnica de “patch-
clamp” en configuracion “inside-out” corresponde a la metodologia utilizada en esta Tesis Doctoral para
el registo de la actividad de KcsA y sus mutaciones y por ello, a continuacidn, se procede a describir en
detalle dicha metodologia.
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7. La técnica de Patch-Clamp

Este apartado es una descripcidén detallada de la técnica de “patch-clamp” y de sus diferentes
configuraciones. Toda la informacidon que se describe en este apartado estd tomada de las fuentes
bibliograficas siguientes: libro “Single-Channel Recording”, de B. Sakmann y E. Neher, 22 edicién; libro
“lon Channels of Excitable Membranes”, de B. Hille, 32 edicidn; libro “Molecular Cell Biology”, de Lodish
et al., 6 2 edicién; y libro “Molecular Biology of the Cell”, Alberts et al, 42 edicidn.

7.1 La técnica de “patch-clamp” permite medir el movimiento de iones a través de canales idnicos

Alan Hodgkin y Andrew Huxley dilucidaron en 1952 el papel fundamental de los canales idnicos
en la transmisién de impulsos eléctricos, donde los canales idnicos permiten el flujo pasivo de los iones
a favor de su gradiente electroquimico. Por ello recibieron el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en
1963.

Mas tarde, Erwin Neher y Bert Sakmann desarrollaron la técnica de “patch-clamp” que permite
investigar la apertura, cierre, y conductancia iénica de un canal idénico individual. Esta metodologia
permitid la primera demostracién de la existencia de canales idnicos selectivos en una membrana
biolégica, frente a simples poros de membrana (Neher y Shakmann, 1976). El desarrollo de la técnica de
patch-clamp revoluciond la electrofisiologia hasta el punto de permitir estudiar las proteinas que
controlan los flujos idnicos a través de las membranas, y con una sensibilidad tal que incluso permitia
estudiar la actividad bioldgica de una Unica proteina (Hamill et al., 1981; Hille, 1992). Este hecho supuso
la obtencion del premio Nobel a sus autores, Neher y Sakmann, en 1992.

Mejoras posteriores han refinado su aplicabilidad a todas las preparaciones bioldgicas
(incluyendo células animales, vegetales, bacterias, levaduras y organulos subcelulares). El desarrollo del
“gigasello” (Sigworth y Neher, 1980; Neher, 1982) y el desarrollo de varias configuraciones de registro

|”

(“cell-attached”, “inside-out”, “outside-out”, “wholle-cell’) permitié el registro de parches de la
membrana celular, de parches de membrana aislados de la célula, y de registro intracelular (Hamill et
al., 1981). Para una revisién extensa ver las lecturas Nobel de Neher (1992) y Sakmann (1992), y otras
fuentes como Sakmann y Neher, 1984; Sigworth, 1986; o Neher, 1988. Cada afio se publican mas de
1000 articulos cientificos que emplean la técnica de “patch-clamp” y junto a la biologia molecular, la
técnica de “patch-clamp” constituye un pilar indispensable de la biologia celular. Dada la riqueza y
complejidad de la interaccidn de proteinas entre si para llevar a cabo las funciones celulares, el uso de la

técnica de “patch-clamp” es creciente y cada vez mas esencial.

Como se ilustra en la Figura 15, esta técnica mide la corriente eléctrica causada por el
movimiento de iones a través de un pequefio parche (“patch”) de la membrana plasmatica. El término
“clamp” se usa porque se emplea un dispositivo electrénico para mantener o “fijar” (“to clamp”) el
potencial de membrana a un valor establecido, mientras se registra la corriente idnica que pasa a través
de canales individuales. Asi, la técnica de “Patch-Clamp” consiste en mantener fija la diferencia de
potencial de un pequeiio trozo de membrana. De esta forma, midiendo la corriente necesaria para
mantener dicha diferencia de potencial, se puede cuantificar el flujo de iones a través de dicho trozo
membrana (Figura 16).
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Esta técnica emplea un uUnico electrodo que simultanéa a elevada frecuencia el registro de
voltaje (para mantenerlo fijo en el parche de membrana) y el registro de corriente (la inyectada para
mantener fijo el potencial de membrana). Sus ventajas con respecto a la clasica de fijacion de voltaje
con dos electrodos (desarrollada en los afios 50 para el estudio de potenciales de accién), son que se
puede aplicar a células pequeias, en las que seria imposible introducir dos electrodos, y que presenta
una buena relacién sefial-ruido, por lo que permite el registro de corrientes del orden de picoamperios
(pA) con la ayuda de un amplificador. El electrodo de registro se denomina micropipeta y contiene un
filamento de plata (Ag), que se clorura recubriéndolo de una capa de Ag/AgCl; estos iones de Cl son los
que se utilizardn para estabilizar y fijar el potencial de membrana.

El primer paso para ejecutar esta técnica es formar un sello de alta resistencia eléctrica entre la
membrana celular y el electrodo de registro, para lo cual éste se introduce en el interior de una pipeta
de vidrio cuya punta se pule al fuego hasta poseer un didmetro de aproximadamente 1 um. La pipeta se
aproxima a la membrana de la célula y se presiona contra ella, con lo que se forma un sello eléctrico de
alta resistencia (de unos 50 MQ) que asegura que la mayoria de corrientes originadas en el parche de
membrana fluyan hacia el interior de la pipeta y de alli al circuito de medida de corriente. Si la punta de
la pipeta mantiene limpia su superficie, la aplicacién de una ligera succién o presidon negativa en su
interior permite conseguir sellos de resistencia aun mayor, del orden de 1-100 GQ, conocidos como
gigasellos, que reducen el ruido del registro y evitan el flujo de corriente entre la pipeta y el bafio, por lo
que se puede fijar el potencial del parche de membrana. Se adquiere asi la configuracién de célula
adherida (o “cell attached”).

1 um
-+

Amplificador
k- R

Vp

Electrodo de .
" Ag/AgCI
" Vemd
e Q) .
. . Rg o .
Canal ionico . Micropipeta de vidrio
Sello impermeable o “giga-sello” e N "
R R

Electrodo
Vparche = Vbario - Vp = del bafio
o
Vbaﬁo =0 =. Vs 1 s‘= L
s oWy &
V, =-V i i i p = &
parche =~ Vp Liposoma gigante multilamelar % v

Figura 16. Esquema eléctrico de la técnica de “patch-clamp” en la configuracidon “inside-out”. Esquema del sistema de
registro en liposomas gigantes en la configuracidon “instide-out” usada en esta Tesis Doctoral. Se ha amplificado la zona
correspondiente al parche de membrana, que contiene un canal idnico. El sistema se basa en un amplificador diferencial de
alta ganancia (A2), el cual mide la diferencia entre el potencial de comando (V.nq) y el potencial de la pipeta (V). La salida de
A2 se efectlia a través de una resistencia (R) con un valor muy alto, para tener una alta sensibilidad. La salida de A2
corresponde con la corriente (I) necesaria para mantener el potencial del parche de membrana (V,rche) igual al de comando.
Dicho valor es la corriente que registramos. El potencial de comando (“holding”) se aplica al interior de la pipeta, y el bafio se
mantiene como tierra virtual. En la configuracién “inside-out”, el potencial del parche de membrana es la diferencia entre el
potencial del bafio (Vy,5) y el de la pipeta (V,). Sin embargo, como el bafio estd llevado a tierra, su valor de potencial es cero, y
por tanto, el Vy,che corresponde al V, cambiado de signo.

36



Introduccion La técnica de Patch-Clamp

7.2 Configuraciones de la técnica de “Patch-Clamp”

La técnica de patch-clamp puede ser usada de varias formas, como se muestra en la Figura 17.
Todos los métodos empiezan con una pipeta pulida y limpia presionando frente a una célula intacta
para formar un gigasello entre la pipeta y la membrana que toca. El registro de corriente a través de los
canales puede realizarse con el parche todavia unido al resto de la célula, como en la Figura 17A, o
aislado, como en la Figura 17B o 17D. La ventaja del parche aislado es su facilidad para alterar la
composicion de las soluciones a cada lado de la membrana para comprobar el efecto de diferentes
substancias en el comportamiento del canal. Un parche aislado puede construirse con la orientacién
opuesta, tal que la superficie citoplasmatica de la membrana mira hacia el interior de la pipeta.

A) Configuracion “on-cell” o “cell- C) Configuracion “whole-cell”,
attached”, mide el efecto de mide el efecto de sustancias
sustancias extracelulares en el extracelulares en todos los canales
parche de membrana plasmética de la membrana plasmatica.

todavia unido a la célula.
Punta de la micropipeta

/ Canales iénicos\
i} \ \ it /
C -

7
X y !
= Succion
- X - X
% %
Retirada Retirada
%
1 % | %
= »
4 =
Célula b d
liberada
- S = X
/3 \Y /3 \X
B) Configuracion “inside-out”, mide D) Configuracion “outside-out”,
el efecto de sustancias intracelulares mide el efecto de sustancias
en los canales del parche aislado. extracelulares en los canales del

parche aislado.

Figura 17. Diferentes configuraciones de patch-clamp. Los efectos de diferentes concentraciones idnicas y otras substancias en
el flujo de corriente de canales individuales hacia el interior y exterior de la célula puede medirse en células intactas o en
parches aislados (A, B, D). En la configuracion de célula entera (C), el trocito de membrana en el parche se rompe, permitiendo
la medida del flujo de corriente a través de todos los canales idnicos. El efecto de diferentes solutos en los canales es estudiado
mas facilmente con parches aislados y separados de la célula (B, D). (Adaptado de B. Hille, 1992, lonic Channels of Excitable
Membranes, 2d ed., Sinauer Associates, p. 89.)
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La técnica de Patch-Clamp

Configuracion “sobre la célula” (“cell-attached”o “on-cell”)

Ext.

il
/4
»

A\

i Intracelular

1

Ty}
Fig 18. “Cell-Attached”

Esta es la técnica mads sencilla. Consiste en la realizacidn de un sello con
la membrana de la célula (Figura 18). Se usa cuando los canales objeto
del estudio requieren factores desconocidos, presentes en el medio
intracelular. Es una técnica no invasiva que no altera la célula objeto
del estudio. Posee la ventaja de que las medidas se realizan en el
entorno fisioldgico de los canales. La principal desventaja de esta
configuracion es que no se puede conocer el potencial de membrana
de la célula objeto del experimento. El potencial de membrana de Ila
célula se suma al de la pipeta.

Configuracion “interior-fuera” (“inside-out”)

Ext.

Intracelular

Fig 19. “Inside-out”

“,.z

Para obtener esta configuracidon es necesaria la realizacién de un sello
con la configuracion “cell-attached”. Una vez obtenido dicho sello se
retira la pipeta con un pequefo trozo de membrana. De esta forma el
lado intracelular queda en la parte externa de la pipeta (Figura 19).
Esto permite el cambio del medio intracelular. Presenta la ventaja
sobre el método anterior de que se conoce la verdadera diferencia de
potencial a la que estd sometido el parche de membrana. Su principal
inconveniente es que la escision del parche de la membrana de la
célula produce la perdida de importantes factores citosdlicos
necesarios para el buen funcionamiento de los canales.

Configuracion de “célula-entera” (“whole-cell”)

Ext.
7
»
=
L Intracelular
1 >
T~y

Fig 20. “Whole-cell”

Para llegar a esta configuracién se realiza primero un “cell-attached” y
posteriormente se aplica presién negativa para romper la membrana
que hay bajo los bordes de la pipeta. Esto permite la comunicacion
entre el interior de la pipeta y el medio intracelular (Figura 20). Con
esta técnica se pueden medir corrientes macroscopicas, puesto que se
mide la corriente global de la célula. No permite el cambio del medio
citosdlico pero si el del medio extracelular. Presenta el inconveniente
de que se pierden factores citosodlicos. Esta técnica no se puede realizar
en ovocitos debido a su gran volumen.
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Configuracion “exterior-fuera” (“outside-out”)

Int Para lograr esta configuracion es necesario el paso por la configuracion
“whole cell”. Una vez obtenida se retira la pipeta y se aplica presion
negativa. Esto provoca que la parte extracelular de la membrana de la
célula quede en la parte externa de la pipeta (Figura 21). Se utiliza para
la realizacion de estudios en los que resulte conveniente el cambio del
medio extracelular. Presenta el inconveniente de que al igual que en la
H configuracion “inside-out” se pierden componentes del medio
Extracelular intracelular.
Fig 21. “Outside-out”

7.3 Los registros de “patch-clamp” permiten estudiar las propiedades de los canales idnicos

El movimiento de entrada y salida de iones a través del parche de membrana puede ser
cuantificado a partir de la cantidad de corriente eléctrica necesitada para mantener el potencial de
membrana al valor fijado. Para conservar la electroneutralidad, cada ién positivo (p.ej., un ién Na*) que
entra en la célula a través de la membrana plasmatica es compensado por la entrada de un electrén en
el citosol que proviene del electrodo situado en él; el flujo de corriente resultante es medido por un
dispositivo de registro electrénico. Por el contrario, el movimiento de cada ién positivo desde la célula
(p.ej. unién K*) es compensado por la retirada de un electrén del citosol.

Los registros de patch-clamp de la Figura 22 ilustran el uso de esta técnica para estudiar las
propiedades de canales idnicos de Na* (A) y de K (B) en la membrana plasmética de células musculares.
En (A) se muestran dos parches de membrana muscular, cada uno conteniendo un canal de Na* activado
por voltaje, y fijados al voltaje de 10 mV. Bajo estas condiciones, los pulsos transitorios de corriente que
cruzan la membrana provienen de la apertura y cierre de canales de Na* individuales (ver Figura 22A).
Lo primero que muestran los registros de “patch-clamp” es que los canales individuales se abren de la
forma “todo o nada”. Cada canal estd abierto o cerrado, no hay cambios de permeabilidad graduales
para canales individuales. A partir de estas trazas, es posible determinar el tiempo que estos canales
estan abiertos (sobre 0.7 ms) y el flujo idnico a su través (9900 Na* ions/ms).

Los registros de corriente de la Figura 22B corresponden a aperturas de canales de K" y se
pueden observar varias propiedades de los canales activados por voltaje. En el voltaje despolarizante de
-10 mV, los canales se abren muy poco frecuentemente y permanecen abiertos sélo durante unos pocos
milisegundos, como se observa por el nimero y anchura, respectivamente de los saltos hacia arriba de
las trazas. Ademas, el flujo idnico a través de ellos es bastante pequefio, medido por la corriente
eléctrica que pasa a través de cada canal abierto (la altura de los saltos). Despolarizaciones mayores de
la membrana, +20 mV y +50 mV, aumentan la frecuencia de apertura de estos canales. Ademas, a través
de cada canal abierto se mueven més iones de K* (la altura de los saltos es mayor) porque la fuerza que
impulsa los iones de K" hacia fuera es mayor en un potencial de membrana de +50 mV que de -10 mV.
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A) Abierto 10 ms Cerrado
5.0 pA
Dos canales abiertos
B) simultaneamente Potencial de

membrana

immmm“%mmmmﬂ oy

Abierto ;‘Dﬂ*’]—ﬂ—. +20 mv

L0 Lk 4 M e . -10my
| S—

200 ms

Cerrado

Figura 22. Registros de corriente a través de canales individuales activados por voltaje mediante “patch-clamp” de células
musculares. A) Se muestran dos parches de membrana despolarizada a 10 mV. Los impulsos transitorios de corriente eléctrica
en picoamperios (PA), registrados como grandes desviaciones hacia abajo (flechas), indican la apertura de un canal de Na* y el
movimiento de los iones de Na® hacia el interior a través de la membrana. Las desviaciones més pequefias en la corriente
representan el ruido de fondo. La corriente promedio a través de un canal abierto es 1.6 pA, 0 1,6 x 10" amperios. Dado que 1
amperio = 1 culombio (C) de carga por segundo, esta corriente es equivalente al movimiento de cerca de 9900 iones Na* por
canal por milisegundo: (1,6 x 10™ C / s) (10° s / ms) (6,022 x 10”> moléculas / mol) + 96500 C / mol. B) Los parches de
membrana se fijaron a tres potenciales diferentes, +50, +20 y -10 mV. Las desviaciones hacia arriba en la corriente indican la
apertura de canales de K’ y el movimiento de los iones de K* hacia el exterior a través de la membrana. El aumento de la
despolarizacién de la membrana de -10 mV a +50 mV aumenta la probabilidad de apertura del canal, el tiempo que permanece
abierto, y la cantidad de corriente eléctrica (nimero de iones) que pasan a través de él. [(A) Tomado de Sigworth y Neher,
1980; (B) Pallota et al, 1981; Modificado de Hille, 1992, lonic Channels of Excitable Membranes, 2d ed., Sinauer Associates, p.
122.]
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OBIJETIVOS

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es la caracterizacién de algunos de los mecanismos de

modulacién de los canales de potasio, proteinas que regulan un amplio rango de procesos fisioldgicos v,

por ello, importantes dianas farmacoldgicas. El modelo elegido para ello es el canal de potasio de

Streptomyces lividans, KcsA, cuya cristalizacion motivd la concesion del Premio Nobel al Dr. Roderick

MacKinnon. Sin embargo, la caracterizacidn funcional de KcsA ha estado rodeada de cierta controversia

y como modelo de referencia, consideramos importante su clarificacién. Asi, los objetivos desglosados

de esta Tesis Doctoral son:

OBJETIVO 1:

OBJETIVO 2:

OBIJETIVO 3:

OBIJETIVO 4:

Optimizacion de la expresion, purificacion, reconstitucion en lipidos y registro

electrofisioldgico de KcsA.

Papel del C-terminal en la oligomerizacion de KcsA. Se explorara la implicacién de la
regiéon C-terminal de KcsA en la oligomerizacion de la proteina como requisito

necesario para su actividad.

Caracterizacion de la actividad de KcsA. Se buscaran posibles mecanismos de apertura

nativos y alternativos al mecanismo de apertura activado por pH ya descrito.

Modulacion de la actividad de KcsA. Se estudiard la modulacion de la actividad de
KcsA por diferentes agentes. Se estudiara la posibilidad de que el péptido inactivante
del canal de potasio Shaker, ShB, pueda inactivar a KcsA, dada la su homologia con
estos canales. Se buscardn nuevos farmacos basados en moléculas capaces de
modular la actividad de los canales de potasio de inactivacién rapida, potenciales

dianas farmacoldgicas de especial relevancia.
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GOALS

The main goal of this PhD Thesis is the characterization of some of the mechanisms of

modulation of the potassium channels, proteins that regulate a wide range of physiological processes

and, therefore, important drug targets. The model chosen for this is the potassium channel KcsA from

Streptomyces lividans, whose crystallization led to the Nobel Prize to Dr. Roderick MacKinnon. However,

the functional characterization of KcsA has been surrounded by controversy and as a reference model,

we consider important its clarification. Thus, the objectives of this PhD Thesis are:

OBJECTIVE 1:

OBJECTIVE 2:

OBJECTIVE 3:

OBJECTIVE 4:

Optimization of the expression, purification, reconstitution into lipids and

electrophysiological recording of KcsA.

Role of the C-terminal of KcsA on its oligomerization. The involvement of the C-
terminal region on oligomerization of KcsA as a prerequisite for its activity will be

explored.

Characterization of the activity of KcsA. We will search possible mechanisms of native

KcsA opening, alternative to the pH-dependent mechanism previously described.

Modulation of the KcsA activity. We will study the modulation of the KcsA activity by
different agents. We will examine the possibility that the inactivating peptide of the
potassium channel Shaker, ShB, could inactivate KcsA, given its homology with that
channel. New drugs based on molecules capable of modulating the activity of fast
inactivating voltage-gated potassium channels will be searched, as potential drug

targets of significant relevance.
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OPTIMIZACION DE LA EXPRESION,
PURIFICACION, RECONSTITUCION EN LiPIDOS
Y REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO DE KcsA
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OPTIMIZACION DE LA EXPRESION, PURIFICACION, RECONSTITUCION EN LIPIDOS
Y REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO DE KcsA

RESUMEN

En este Capitulo se describe la puesta a punto de la metodologia principal que fue introducida
por primera vez en el laboratorio para la realizacién de esta Tesis Doctoral. Se comienza desde la
recepcidn del gen kcsA clonado en el vector pQE-30, la generacién de diversos mutantes, la optimizacién
de la expresion en bacterias y la purificacidon de la proteina KcsA en un solo paso mediante columnas de
afinidad. Se optimiza la digestion de KcsA con quimotripsina para la eliminacidon de su C-terminal. A
continuacién, se optimiza la reconstitucidon de KcsA en vesiculas lipidicas de asolectina. Se comprueba la
obtencidn de vesiculas grandes unilamelares cerradas, LUVs, en la reconstitucidon de KcsA, la orientacién
de la proteina en los LUVs y su incorporacion en liposomas gigantes de asolectina para el registro
electrofisioldgico de su actividad. Finalmente, se optimiza el protocolo de registro, la cantidad de
proteina y las composiciones lipidicas para el registro de la actividad de KcsA en liposomas gigantes

mediante patch-clamp de parche escindido en configuracién “inside-out”.

OPTIMIZATION OF THE EXPRESSION, PURIFICATION, RECONSTITUTION INTO
LIPIDS AND ELECTROPHYSIOLOGICAL RECORDING OF KcsA

ABSTRACT

This chapter describes the development of the main methodology that was first introduced in
the laboratory for conducting this PhD Thesis. The experimental work of this PhD Thesis began with the
reception of the kcsA gene of Streptomyces lividans in our laboratory cloned into the vector pQE-30,
kindly provided by Dr. Antonio Ferrer. Next, we performed different mutants, and the optimization of
the bacterial expression and purification of the protein KcsA in a single step by affinity columns. We
optimized KcsA digestion with chymotrypsin for the removal of its C-terminus. Then, we optimized the
reconstitution of KcsA in lipid vesicles of asolectin. We tested the obtention of large unilamellar vesicles,
LUVs, in reconstituted KcsA, the orientation of the protein in the LUVs, and their incorporation into giant
liposomes of asolectin for recording electrophysiological activity. Finally, we optimized the protocol, i.e.
the amount of protein and lipid compositions, for the recording of the activity of KcsA in giant liposomes

by patch-clamp in 'inside-out” configuration.
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OPTIMIZACION DE LA EXPRESION, PURIFICACION, RECONSTITUCION EN LIPIDOS
Y REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO DE KcsA

/ Clonacion del gen kcsA en pQE-30 y generacion de mutantes
1.1  Clonacion del gen kcsA en pQE-30

Esta Tesis Doctoral se inicié con la donacidn a nuestro grupo del gen kcsA, de Streptomyces
lividans, amablemente cedido por los doctores Marco Caprini y Antonio V. Ferrer. El gen kcsA esta
clonado en pauta de lectura en el vector plasmidico pQE-30 (Qiagen), que proporciona resistencia a
ampicilina y una cola de 6 histidinas en el amino-terminal de KcsA, para su expresion en bacteria como

proteina recombinante (Figura 1a).

Se eligié el pldasmido pQE-30 como vector debido a la clonacién del gen kcsA en él obtenida
previamente con éxito por el grupo de Schrempf, los primeros en conseguir obtener la proteina
funcional después de su expresion, purificacion y reconstituciéon en vesiculas lipidicas (Schrempf, H., et
al, 1995; Meuser, D., et al, 1999; Splitt, H., et al, 2000).

La secuencia de la proteina KcsA expresada por esta construccidon consta de un total de 172
aminodcidos (Figura 1b), 160 aminodcidos propios del gen kcsA (ver Tabla 2) mas 12 aminodacidos que le
aporta el vector pQE-30, que incluyen una cola de seis histidinas en el N-terminal de la proteina para

permitir su posterior purificacion (ver Tabla 3).

a)
A
Colalde histidinas
b)
CH M1
[MRESHRRERNGS P PMLSGLLARLVKLLLGRHGS AL HURAAGAATV LIV IVI LAGS Y LAVLA| 62
P-loop FS M2
ERGAPGAQL I|TYPRALWNSVETAII TVGYGOLY PVTIHGRLVAVVVMVAGITSFGLVTAALA|r 124
WEFVGREQERRGHFVRHSEKAAEEAYTRTTRALHERFDRLERMLDDNRR 172

Figura 1. Construccion original de KcsA. a) Construccidn del gen kcsA en el vector pQE-30. Se muestra la cola de histidinas en el
extremo N-terminal del gen kcsA. b) Secuencia de aminodcidos de la proteina recombinante KcsA codificada por esta
construccion. Se destacan las zonas mds caracteristicas de esta proteina. CH, cola de histidinas; FS, filtro de selectividad; M1,
segmento transmembrana 1; M2, segmento transmembrana 2; P-loop, hélice del poro.
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ATG CCA CCC ATG CTG TCC GGT CTT CTG GCC AGA TTG GTC AAA CTG CTG CTC GGG CGC CAC GGC AGT GCG 69
M P P M L S G L L A R L \Y% K L L L G R H G S A 23
CTG CAC TGG AGG GCC GCG GGT GCC GCG ACG GTC CTC CTG GTG ATC GTC CTC CTC GCG GGC TCG TAC TTG 138
L H W R A A G A A T v L L v I v L L A G S Y L 46
GCC GTC CTG GCT GAG CGC GGC GCA CCG GGC GCG CAG CTG ATC ACG TAT CCG CGG GCG CTG TGG TGG TCC 207
A \Y% L A E R G A P G A Q L I T Y P R A L W W S 69
GTG GAG ACC GCG ACG ACC GTC GGC TAC GGC GAC CTG TAC CCC GTG ACT CTG TGG GGC CGG CTC GTG GCC 276
v E T A T T \ G Y G D L Y P v T L W G R L v A 92
GTG GTG GTG ATG GTC GCC GGG ATC ACC TCC TTC GGT CTG GTG ACC GCC GCG CTG GCC ACC TGG TTC GTC 345
v v \ M \ A G I T S F G L v T A A L A T W F v 115
GGC CGG GAA CAA GAG CGC CGG GGC CAC TTC GTG CGC CAC TCC GAG AAG GCC GCC GAG GAG GCG TAC ACG 414
G R E Q E R R G H F \Y% R H S E K A A E E A Y T 138
CGG ACG ACC CGG GCG CTG CAC GAG CGT TTC GAC CGT TTG GAG CGA ATG CTC GAC GAC AAC CGC CGG TGA 483
R T T R A L H E R F D R L E R M L D D N R R stop 160

Tabla 2. Secuencia del gen kcsA en oligonucleétidos y aminoacidos. Se muestra desde el primer coddn (ATG) del gen kcsA,
correspondiente a la primera metionina, hasta el codén de stop (secuencia TGA), que termina la traducciéon de la secuencia en
aminodcidos.

- - 2
PQE-30, pQE-31, and pQE-32 Vectors P15 -I5e OHlae O RBSH ATG HNIHHMCS B

Positions of elements in bases pQE-30
Vector size (bp) 3461
Start of numbering at Xhol (CTCGAG) 1-6
T5 promoter/lac operator element 7-87 -
T5 transcription start 61 AC
6xHis-tag coding sequence 127-144 -G
Multiple cloning site 145-192 o=
Lambda t, transcriptional termination region 208-302 z
rrnB T1 transcriptional termination region 1064-1162 ';El pQE-30, pQE-31,
ColE1 origin of replication 1638 pQE-32
B-lactamase coding sequence 3256-23%6 3.4kb
Cd E1
pQE-30
) Sma |
Eco RI/RBS 6xHis BamHI Sphl Socl  Kpnl Xmal Sall Pst | Hind 1l fo
[ ATGAGAGGATCG I - -|GGATCCGCATGCGAGCTCGGTACCCCGGGTCGACCTGCAGCCAAGCTT|AATTAGCTGAG 1
RGS His epitope

Tabla 3. Esquema del vector pQE-30 (Qiagen). Vector para clonacién directa de productos de PCR en un vector de expresion.
PT5 = promotor T5; lac O = operador LAC; RBS = sitio de union del ribosoma; ATG = coddn de inicio; 6xHis = cola de 6 histidinas;
MCS = sitios de clonacién multiple; Stop Codons = codones de stop en las tres pautas de lectura; Col E1 = origen de replicacion
Col E1; Ampicillin = gen de resistencia a ampicilina. (Tomado de Qiagen)
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1.2 Construccion de deleciones del C-terminal de KcsA: KcsA A154-160, A125-160, A120-160 y
A115-160

A partir de la construccidn original de KcsA, se realizaron las construcciones delecionadas
correspondientes para eliminar los ultimos 7, 35, 40 o 45 aminoacidos de su C-terminal, es decir, las
deleciones de KcsA A154-160, A125-160, A120-160 y A115-160.

Las deleciones del C-terminal de KcsA se realizaron por inserciéon de un coddn de stop en su
secuencia asi como los sitios de corte especificos de la enzima de restriccion BamHI (5-GGA TCC)
flanqueando la zona C-terminal que se deseaba eliminar, para permitir su extraccidn mediante corte

con dicha enzima y posterior religacion del plasmido.

La insercién del coddn de stop y de los sitios de corte para BamHI en la secuencia del gen kcsA
se realizé por PCR inversa. Tras comprobar que el gen kcsA original en pQE-30 carecia de sitio de corte
para BamHI, se sintetizaron oligonucledtidos (en adelante “cebadores”) que contenian dicho sitio de
corte, tanto el cebador con sentido (+) como el cebador antisentido (-), y un coddn de stop en este
ultimo. El cebador con sentido fue el mismo para todas las deleciones. Los cebadores sintetizados se

detallan en la Tabla 4.

DELECION CEBADOR (-)
154-160 5 -GCG GAT GGA TCC TCA TCG CTC CAA ACG GTC GAA ACG
pQE-30 BamHI Stop 153 152 151 150 149 148 147
125-160 5'-GCG GAT GGA TCC TCA GTG GCC CCG GCG CTC TTG TTC
pQE-30 BamHI Stop 124 123 122 121 120 119 118
120-160 5'-GCG GAT GGA TCC TCA TTG TTC CCG GCC GAC GAA CCA
pQE-30 BamHI Stop 119 118 117 116 115 114 113
115-160 5'-GCG GAT GGA TCC TCA GAA CCA GGT CGC CAG CGC GGC
pQE-30 BamHI Stop 114 113 112 111 110 109 108

CEBADOR (+)
TODAS 5'-CGG TGA GGA TCC ATC CGC ATG CGA GCT CGG TAC CCC

160 ~Stop BamHI pQE-30

Tabla 4. Cebadores utilizados para la construccion de las deleciones. Subrayados se indican los nucleétidos del vector pQE-30,
el sitio de corte de BamHlI, el coddn de stop y los ultimos nucledtidos del gen kcsA para cada delecién.
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Se utilizd la polimerasa de DNA Pfu (Fermentas) para amplificar el plasmido entero de la
construccion del gen kcsA en el vector pQE-30 por PCR inversa, insertdndose un coddén de stop detras

del dltimo aminoacido que se deseaba fuera traducido (Figura 2):

153509 2oy 119 sty 114 stop,
pQE-30 pQE-30 pQE-30 pQE-30

KcsA A154-160 KcsA A125-160 KcsA A120-160 KcsA A115-160

Figura 2. Esquema de la PCR inversa realizada para cada delecién. Se sefiala el sentido de la amplificacion y la posicién de los
cebadores. mm = cebador; — = sentido de la amplificacion.

Los productos de la PCR se precipitaron con fenol/cloroformo, se digirieron con BamHI
(Fermentas), se purificaron y se religaron con la T4 DNA ligasa (Roche Diagnostics). Un ejemplo del

procedimiento se muestra en la Figura 3:

Y -
BamHI KcsF 4 kcsA
BamHI T l‘ I
124 124 stgy, 124 st
pQE-30 pQE-30 pQE-30
Digestion con BamHI Ligacién

Figura 3. Esquema de la digestion con BamHI y religacion del plasmido para el ejemplo de KcsA A125-160.

Las deleciones se chequearon transformando las ligaciones en células XL1-blue, tras la
eliminacion de los plasmidos parentales mediante corte con Dpnl. De la placa sembrada de la
transformacion de cada delecidn se seleccionaron 12 colonias que se extendieron en otra placa y, de las
cuales, se inocularon algunas en medio LB para crecerlas y chequear el contenido plasmidico mediante

un extraccion rapida, como se representa en la Figura 4.
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Figura 4. a) Colonias extendidas en placa. b) Indculos de 5 ml para extraccion rapida.
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Tras la extraccion de los plasmidos, éstos se digirieron con BamHI para chequear en un gel de
agarosa al 1%, las colonias positivas, que se cortan con la enzima, candidatas a contener el plasmido con

la delecidn (asteriscos blancos, Figura 5).

A154 A125 A120 A115
wt 12345 12345 12345 12345

-

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del extracto plasmidico de varias colonias de cada delecién. Los asteriscos
blancos sefialan las colonias positivas, que se cortan con BamHI, candidatas a contener la delecion.

La colonia positiva (colonia n? 2) de KcsA A154-160 se envid a secuenciar y las colonias positivas
candidatas a contener las deleciones de mayor tamano (colonias n? 1, 3y 5 de A125, coloniasn23 vy 5
de A120 vy la colonia n? 4 de A115) se digirieron con Pvull (Fermentas) para comprobar las que
contenian KcsA con el correcto tamafio de cada delecidén. El tamafio que debia tener el plasmido de

cada una de estas deleciones, en pares de bases (pb), se detalla en la Figura 6 siguiente:

a) b)
Pvull
Cortado con Pvull | Cortado con BamHI \
2 sitios de corte 1 sitio de corte 628 pb
KcsA original 3357 + 628 pb No se corta
KcsA A154-160 | 3357 + 607 pb 3964 pb [:3)216El-30
KcsA A125-160 | 3357 + 523 pb 3880 pb Pwull
KcsA A120-160 | 3357 + 508 pb 3865 pb KcsA original
KcsA A115-160 | 3357 + 493 pb 3850 pb total = 3986 pb
c)
Vector PQE-30......ccveiviieeerieiereeeeeeneieeens = 3461 pb KcsA A154-160= -7aa= -21pb
Inserto kcsA original total ........cccevveenaee = 524 pb KecsA A125-160 = -35 aa =-105 pb
Inserto kcsA original (entre elaa 1y el KecsA A120-160 = -40 aa =-120 pb
codon de stop, inclusives)............cc...... = 519 pb KcsA A115-160 = -45 aa =-135 pb

Figura 6. a) Tabla que resume el tamafio en pares de bases (pb) de los segmentos que quedan del plasmido original y de cada
delecidn al ser cortados con las enzimas de restriccion Pvull o BamHI. b) Esquema de la construccién original de KcsA
mostrando los sitios de corte de Pvull. Para ver el sitio de corte de BamHI en las delecciones ver figura 3. c) Izda, esquema
resumen informativo de los tamanfios del vector e inserto; drcha, tamafos de los segmentos eliminados en cada delecidn. aa =
aminodcido.
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Las digestiones con Pvull se chequearon en una SDS-PAGE al 10% (en tampdn tris-acetato, TAE),
gue permite una mejor observacidn de la diferencia de tamafios en segmentos menores de 1 Kb. Asi, se
observaron plasmidos con el tamafio correcto de las deleciones en las colonias n? 1 de A125-160, n2 3

de A120-160, y n? 4 de A115-160 (asteriscos blancos, Figura 7).

A125 A120 A115

wt 1 3 5 2 3 5 2 3 4

PN WbS

0,5

Figura 7. SDS-PAGE al 10%, en tampdn TAE, de los plasmidos candidatos a positivos digeridos con Pvull. Los asteriscos blancos
muestran las colonias positivas que contienen el tamafio correcto de la delecién.

La secuencia correcta de cada delecién se comprobé por secuenciacién.

1.3 Mutagénesis dirigida de KcsA

Se realizaron diferentes mutaciones en aminoacidos especificos de KcsA, elegidos
estratégicamente para comprobar distintos aspectos como la tetramerizacién o la agrupacion de la

proteina. Las mutaciones elegidas fueron:

1-KcsA S22C

2-KcsA E118C

3-KcsA E118C/R121C
4-KcsA L5R/L12R
5-KcsA G7R/L17R/L18R

Estas mutaciones especificas fueron realizadas por sustitucion del codén correspondiente al
aminodcido de la secuencia natural por el mutante deseado, mediante PCR de plasmido entero con

cebadores complementarios (Figura 8).

Figura 8. Esquema de la PCR de plasmido entero realizada para el ejemplo de la mutacidn KcsA S22C. Se sefiala el sentido de la
amplificacidn y la posicion de los cebadores.
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Los cebadores sintetizados para mutagénesis dirigida se detallan en la Tabla 5:

MUTACION CEBADOR

$22¢ (+) | 5’-CTCGGGCGCCACGGCT/aGTGCGCTGCACTGG
) | 5’'-CCAGTGCAGCGCACA/tGCCGTGGCGCCCGAG

E118C (+) | 5’-TGGTTCGTCGGCCGGT/gG/aT/aCAAGAGCGCCGG
) | 5’-CCGGCGCTCTTGA/tC/tA/cCCGGCCGACGAACCA

E118C/R121C (+) | 5’-TGGTTCGTCGGCCGGT/cG/aT/aCAAGAGT/cGCCGGGGCCACTTC
t) | 5'-GAAGTGGCCCCGGCA/gCTCTTGA/tC/tA/gCCGGCCGACGAACCA
LSR/L12R (+) | 5’-CCCATGCG/tGTCCGGTCTTCTGGCCAGAC/tG/tGGTCAAA
t) | 5’-TTTGACCC/aG/aTCTGGCCAGAAGACCGGACC/aGCATGGG
(+) | 5’-CTGTCCC/gGTCTTCTGGCCAGATTGGTCAAACTGCTGCG/tCC/gGGCGCCAC
G7R/L17R/G18R

) | 5-GTGGCGCCG/cGC/aGCAGCAGTTTGACCAATCTGGCCAGAAGACG/cGGACAG

Tabla 5. Cebadores utilizados para mutagénesis dirigida de KcsA. Los nucledtidos en gris y minudscula representan los
originales y a su izquierda sus mutaciones.

Las mutaciones se chequearon transformando, en células XL1-blue, el DNA procedente de la
PCR, tras la eliminacion del DNA parental metilado mediante corte con Dpnl. De la placa sembrada de la
transformacion de cada mutacién, se seleccionaron 10 colonias, que se extendieron en otra placa y de
las cuales se incubaron algunas en medio LB para crecerlas y chequear el contenido plasmidico

mediante secuenciacidn tras una extraccion rapida, como se representa en la Figura 9.

el WY
E118C/R121C il % 2 %
s B 4 4
G7R/L17R/L1SR jl % ia %

Figura 9. a) Colonias extendidas en placa. b) In6culos de 5 ml para extraccion rapida.

Se comprobd la secuencia correcta por secuenciacion de los plasmidos purificados.

57



Metodologia Expresion y purificacidon del canal de potasio KcsA

Il Expresion y purificacion del canal de potasio KcsA

Tras la clonacién del gen kcsA en el vector pQE-30, se procedid a poner a punto la
transformacidn, expresion y purificacion de la proteina en nuestro laboratorio siguiendo la metodologia
aplicada con éxito por el grupo de Schrempf (H, Schrempf et al, 1995; Meuser, D., et al, 1999; Splitt, H.,
et al, 2000), aunque con algunas modificaciones, mediante purificaciéon en un solo paso a través de una

columna de afinidad de Ni**-NTA, y eluyendo la proteina con imidazol.

1.1 Optimizacion de la expresion de KcsA
KcsA tuvo el mdximo de expresion a las 2 h de induccidn con IPTG.

Se determinaron las mejores condiciones de expresién de KcsA en la cepa bacteriana M15
(pREP4), resistente a kanamicina, en cultivos a pequeiia escala, variando tanto la temperatura de
crecimiento como la duracién del cultivo. Para ello se transformé la construccidn original de KcsA en las
células M15 (pREP4) 6ptimas para una elevada expresion de la proteina y se inocularon en medio rico
en nutrientes (medio 2xYT) para su crecimiento. Se hicieron en paralelo dos cultivos a distintas
temperaturas (30 y 37 2C). Cuando la densidad éptica (D.O.) llegé a 0.6-0.8 (a las 2 horas aprox.) se
indujo la expresion de KcsA con la adiciéon de isopropilo a-D-tiogalactopiranosido (IPTG) 0,5 M vy se
tomaron alicuotas a distintas horas de induccién (2, 4, 6 y 24 horas). Tras la lisis celular y calentamiento
de las alicuotas, se chequed la expresion de KcsA monomérico a diferentes tiempos y temperaturas de
induccidn en una electroforesis en gel de acrilamida (SDS-PAGE) al 13.5% (Figura 10). En promedio
(N=4), el maximo de expresion de la proteina se obtuvo a las 2h de induccién con IPTG, tanto a 30 como
a 37 9C coincidiendo con el maximo crecimiento bacteriano. La proteina aparecia con un peso molecular

similar al esperado (17.4 KDa) correspondientes a los 172 aminoacidos del monémero.

a) b) IND
2h 4 h 6h 24 h
1,0
.oou-.. et Y o
— 0,84 - 64 —]
. 50 =]
g L] 37 =
% 0.61 . 26 —
. 20 =
o O < KcsA
0,2
0,04~ ‘ , . . 9=
0 2 4 6 8
Tiempo (h)

Figura 10. Optimizacion de la expresidon de KcsA. a) Densidad dptica del cultivo de células M15 transformadas con KcsA
creciendo a 30 2C. b) SDS-PAGE al 13,5% tefiido con Azul Coomasie mostrando la expresién de KcsA monomérico en la cepa
M15 (pREP4) a diferentes horas y temperaturas de induccidon. PM = Patrén de pesos moleculares; C- = Extracto proteico de
células M15 (pREP4) no transformadas; NI = Extracto proteico de células M15 (pREP4) transformadas pero no inducidas; IND =
Extracto proteico de células M15 (pREP4) transformadas e inducidas con IPTG 0,5 M; La flecha sefiala la banda de proteina
correspondiente a la expresidn de KcsA.
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Una vez optimizada la expresién, como rutina para su produccién a gran escala se siguié el
protocolo optimizado. Asi, la transformacion se lleva a cabo en células M15 (pREP4) y una colonia de las
células transformadas se preinocula en 100 ml de medio de crecimiento Luria Bertani (LB) con
ampicilina y kamamicina y se incuba toda la noche a 37 2C y 200 rpm para facilitar el crecimiento
microbiano. Al dia siguiente los 100 ml de LB se inoculan en 1 L de medio de crecimiento rico 2xYT con
antibidticos y se incuban a 30 2C y 200 rpm hasta llegar a un crecimiento bacteriano en fase exponencial
(densidad optica de 0,6-0,8). A partir de ese momento se induce la expresion de KcsA con IPTG 0,5 My
se mantiene el crecimiento bacteriano durante 2 horas en las mismas condiciones de velocidad y
temperatura. En este momento de maxima expresién de KcsA, se centrifugan las células y se procede a

la purificacién de la proteina.

1.2 Optimizacion de la purificacion de KcsA por cromatrografia de afinidad

Unidn de KcsA a la columna de Ni**-NTA.

Se utilizé cromatografia de afinidad para purificar KcsA recombinante. Se utilizé la afinidad de la
cola de histidinas de la proteina por el niquel que contiene una columna de agarosa de acido
nitrilotriacético (Ni**-NTA, de Qiagen) para unir especificamente a KcsA y separarla del resto de

proteinas mediante lavados.

La agarosa de Ni**-NTA estd compuesta de niquel unido a &cido nitrilotriacético acoplado a
Sefarosa CL-6B (Qiagen). EI NTA es un adsorbente quelante tetradentado que se une al niquel por 4 de
los 6 sitios de unidon de la esfera de coordinacion del i6n niquel, dejando 2 sitios libres para
interaccionar con las histidinas (Figura 11a). Asi, el NTA une fuertemente las colas de histidinas de
proteinas recombinantes, separandolas eficientemente del resto, evitando impurezas y contaminacion

por niquel de las proteinas purificadas.
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Figura 11. Interaccion entre aminodcidos vecinos de histidinas con la matriz Ni-NTA. a) El NTA (en rojo) se une al niquel por 4
de los 6 sitios de unidn de la esfera de coordinacién del idn niquel, dejando 2 sitios libres para interaccionar con las histidinas
(en azul). Asi es como la cola de histidinas de KcsA se une especificamente al niquel de la columna de agarosa de acido
nitrilotriacético y se purifica separandose del resto de proteinas. b) Estructura atémica comparada del anillo de imidazol y del
aminodcido histidina.
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El anillo de imidazol es parte de la estructura de la histidina (Figura 11b). Los anillos de imidazol
de la cola de histidinas se unen a los iones niquel inmobilizados por los grupos NTA de la matriz. El
imidazol, por si mismo, puede también unirse al niquel y romper la unién de aminodcidos de histidina
dispersos en proteinas naturales. Con bajas concentraciones de imidazol, se evita la unién inespecifica y
de baja afinidad de histidinas dispersas en proteinas naturales, mientras la cola de histidinas todavia se

une fuertemente a la matriz Ni**-NTA.

Hay tres formas de eluir la proteina unida a la matriz Ni*-NTA: con pH &cido, con altas
concentraciones de imidazol y con quelantes como el EDTA o el EGTA. Las histidinas tienen un pK,
aproximadamente de 6,0 y se protonan si el pH se reduce (pH 4,5-5,3). Bajo estas condiciones, la
proteina con la cola de histidinas no puede unirse al niquel y se disociara de la matriz Ni*-NTA. De
forma similar, si la concentracidon de imidazol se incrementa a 100-250 mM, la proteina con la cola de
histidinas se disociard porque no puede competir por los sitios de unién en la matriz Ni**-NTA.
Quelantes como el EDTA o EGTA unen el idn niquel y lo extraen de los grupos NTA. Esto causa que la
proteina con la cola de histidinas eluya como un complejo de proteina-metal. Mientras que todos los
métodos de elucion (imidazol, pH y EDTA) son en teoria, igualmente efectivos, el imidazol es mas suave
y permite purificar la proteina en condiciones nativas. En cambio, la proteina puede dafiarse por la
reduccidon del pH, o sufrir algun posible efecto no deseado al copurificarla con niquel. Como se deseaba
la purificacién de KcsA en condiciones nativas, se desechd el método de elucién por EDTA y se

comprobaron los métodos de elucién por pH y por imidazol.
Elucion de KcsA por pH y por imidazol

Se partié de 500 ml de 2xYT inoculado con M15 (pREP4) transformadas con KcsA, que tras dos
horas de induccidn con IPTG 0,5 M a 30 2C, se centrifugaron las células y se lisaron con sonicador en
presencia de inhibidores de proteasas. Tras la sonicacién, se centrifugd y el pellet (que contenia la
fraccion de membrana) se solubilizdé con tampoén Hepes pH 7,5, KCI 100 mM y 10 mM de
dodecilmaltdésido (DDM; Calbiochem) durante toda la noche. Después se centrifugd y el sobrenadante
solubilizado se dividié en dos que se afiadieron, cada uno, a una columna de 0,5 ml de agarosa de acido
nitrilotriacético (Ni**-NTA, de Qiagen) previamente equilibrada en el tampén de la proteina, para
purificar por ambos métodos. Se utilizd la afinidad de la cola de histidinas de la proteina por el niquel
gue contiene dicha columna, para unir especificamente a KcsA y, mediante lavados con el tampdn de
solubilizacion se separd del resto de proteinas. Tras los lavados (absorbancia a 280 nm < 0,01) se
procedid a eluir la proteina. Para eluir con gradiente de pH se mezclaron con la agarosa 5 ml de tampdn
Pipes pH 6,4 con las mismas sales del tampdn de solubilizacién y, pasada 1 h, se eluyé de la columna
recogiéndose en alicuotas de 0,5 ml. Cuando la absorbancia fue < 0,01 se hizo lo mismo pero con
tampon acetato/acético pH 4, y después con pH 3,5. Para eluir con imidazol se mezclaron con la agarosa
5 ml de tampdn Hepes pH 7,5 con 600 mM de imidazol y las mismas sales del tampdn de solubilizacidn
y, pasada 1 h, se eluyd de la columna recogiéndose en alicuotas de 0,5 ml. Fracciones de 20 ul de las
alicuotas eluidas, asi como de la agarosa correspondiente, se calentaron a 95 2C y se cargaron en un
SDS-PAGE al 13,5 % (Figura 12).
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Se obtuvo que la proteina KcsA no se eluye por gradiente de pH y se queda pegada a la columna

de niquel, incluso a pH 3, mientras que ésta si se logra eluir de la columna con imidazol 600 mM.
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Figura 12. Optimizacion de la purificacion de KcsA. SDS-PAGE al 13,5 % tefiido con Azul Coomasie mostrando la expresion y
purificaciéon de KcsA con pH e imidazol. En la elucion con pH, la proteina KcsA se queda pegada a la columna de niquel,
mientras que ésta se logra purificar y eluir de la columna con imidazol. Calle 1 = Patrén de pesos moleculares; Calle 2 = Extracto
proteico de células M15 (pREP4) no inducidas; Calle 3 = Extracto proteico de células M15 (pREP4) inducidas durante 2 h; Calle 4
= Elucion con pH 6,4; Calle 5 = Elucion con pH 4,0; Calle 6 = Agarosa Ni**-NTA a pH 3; Calle 7 = Elucién con 600 mM de imidazol;
Calle 8 = Agarosa Ni**-NTA con 600 mM de imidazol.

En resumen, la proteina KcsA expresada en las células M15 (pREP4) fue purificada con éxito
mediante la cola de seis histidinas en su amino terminal, en un solo paso a través de una columna de
afinidad de Ni**-NTA y en condiciones nativas por elucién de la columna con 600 mM de imidazol.
Ademads, este método coincidid con el utilizado con éxito por otros grupos, aunque con algunas
modificaciones, como el de C. Miller (L. Heginbotham et al, 1997, L. Heginbotham et al, 1998) o el grupo
de H. Schrempf (D., Meuser, et al, 1999, H., Splitt, et al, 2000, D., Meuser, et al, 2001), por el que
consiguieron una reconstitucién funcional de la proteina. A continuacion se determind la concentracidn

éptima de imidazol para la elucién de KcsA de la columna de Ni**-NTA.
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1.3 Caracterizacion de la elucion de KcsA con gradiente de imidazol

Se caracterizé en detalle la elucién de KcsA de la columna de Ni**-NTA mediante un gradiente
ascendente de 10 a 400 mM de imidazol, para determinar la concentracién dptima de elucién de KcsA.
Para ello, se equilibré una columna de 500 ml de agarosa Ni**-NTA con tampdn Hepes 20 mM, pH 7,5,
gue contenia DDM 1 mM, KCI 100 mM e Imidazol 10 mM (tampdn de lavado) y se colocaron sobre ella
200 pg de KcsA purificado y dializado en tampdn Hepes 20 mM, pH 7,5, que contenia DDM 1 mM y KCl
100 mM. El gradiente se pasé a través de la columna mezclando con un gradientador 3 ml de tampdn de
lavado a 10 mM de imidazol y 3 ml de tampdn de lavado a 400 mM de imidazol, como se muestra en la
Figura 13. El gradiente pasado a través de la columna se recogioé en 23 alicuotas de 250 pl, tras el cual se

pasé tampdn con imidazol 1 M para eluir posibles restos de proteina.
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Figura 13. Elucién de KcsA con gradiente de imidazol. Esquema del gradientador conectado a la columna de NiZ*-NTA para
elucion de KcsA con gradiente ascendente de 10 a 400 mM de imidazol. El gradientador, de metacrilato, consta de dos
compartimentos, A y B, conectados por la parte de abajo, mediante una llave de paso, y con salida en compartimento B,
cerrada por otra llave de paso. La columna de Ni%*-NTA esta conectada al gradientador mediante un capilar. La solucién de
imidazol mas concentrada (400 mM) se coloco en el compartimento A y la solucién mas diluida (10 mM) en el compartimento
B. Tras conectar la agitacion del compartimento B y apertura de las llaves de paso, el gradiente comenzé a pasar por la columna
recogiéndose en alicuotas de 1 ml. Se amplia el detalle del mecanismo de la conexién del capilar del gradientador con la
columna de agarosa, para provocar un deslizamiento lineal del fluido por la pared de la columna.
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De cada alicuota recogida se cargaron 20 pl en una SDS-PAGE al 13,5 % que se reveld con
Coomasie (Figura 14a). El mondmero empez6 a salir en la alicuota n2 6 (asterisco negro) y el tetrdmero
en la alicuota n2 9 (asterisco rojo). Se midio la absorbancia a 280 nm de las alicuotas eluidas (Figura
14b), y se compard con la recta patrén de absorbancia del tampdn del gradiente con imidazol, en el
rango de 0 a 1 M (Figura 14c). Se determiné que el tetramero (que sale en las alicuotas 9 a 20, con
maximo en la 12) eluye en el rango de 100 a 300 mM de imidazol (con el maximo a 160 mM); mientras
qgue el mondmero (que sale en las alicuotas 6 a 14, con maximo en la 7) eluye en el rango de 60 a 200
mM de imidazol (con el mdximo a 80 mM). A partir de la alicuota n? 6 la absorbancia aumenta en un
pequefio escaldn correspondiente a la absorbancia de la proteina adicionada a la del imidazol. El fuerte

aumento de la pendiente a partir de la alicuota 23 se corresponde con el golpe de imidazol 1 M.
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Figura 14. Caracterizacion de la elucion de KcsA con gradiente de imidazol. a) SDS-PAGE al 13,5 % de las alicuotas de KcsA
eluido de la columna de Ni**-NTA con gradiente de imidazol de 10 a 400 nM y tampdn con imidazol 1 M. El mondmero empezd
a salir en la alicuota n2 6 (asterisco negro) y el tetramero en la alicuota n2 9 (asterisco rojo). b) Absorbancia a 280 nm de las
fracciones eluidas de la columna con el gradiente de imidazol. A partir de la alicuota n2 6 la absorbancia aumenta en un
pequefio escaldn correspondiente a la absorbancia de la proteina adicionada a la del imidazol. El fuerte aumento de la
pendiente a partir de la alicuota 23 se corresponde con la salida de imidazol 1 M. c) Recta patrén de la absorbancia a 280 nm
de cada concentracion de imidazol.
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1.4 Resumen de la expresion y purificacion optimizada de KcsA

Tras la clonacion del gen kcsA en el vector pQE-30, se procedié a su transformacion, expresiéon y
purificacién optimizadas, coincidiendo con la metodologia aplicada con éxito por el grupo de Schrempf
(H, Schrempf et al, 1995; Meuser, D., et al, 1999; Splitt, H., et al, 2000), aunque con algunas
modificaciones, por purificacién en un solo paso a través de una columna de afinidad de Ni**-NTA,

eluyendo la proteina con imidazol.
Transformacion y expresion de KcsA

La transformacion se llevé a cabo en células M15 (pREP4), éptimas para una elevada expresion
de proteina. Una colonia de las células transformadas fue preinoculada en 100 ml de medio de
crecimiento Luria Bertani (LB) con ampicilina y kamamicina e incubada toda la noche a 37 Cy 200 rpm
para facilitar el crecimiento microbiano. Al dia siguiente los 100 ml de LB fueron inoculados en 1 L de
medio de crecimiento rico 2xYT con antibidticos e incubados a 30 2C y 200 rpm hasta llegar a un
crecimiento bacteriano en fase exponencial (densidad éptica de 0,6-0,8). A partir de ese momento se
indujo la expresidn de KcsA con IPTG 0,5 M y se mantuvo el crecimiento bacteriano durante 2 horas en
las mismas condiciones de velocidad y temperatura. En este momento de maxima expresion de KcsA, se

centrifugaron las células y se procedié a la purificacion de la proteina.
Purificacion de KcsA

El proceso de purificacion de KcsA comenzé con la lisis celular mediante sonicacidon con sonda
para romper las paredes celulares. Para ello, se resuspendieron en tampdn Hepes 20 mM, pH 7,5, que
contenia lisozima 0,4 mg/ml, sacarosa 0,45 M, EDTA 8 mM e inhibidor de proteasas PMSF 0,75 mM
(tampdn de resuspension). Las células resuspendidas se sonicaron con sonda y en hielo durante varios
ciclos de sonicado-hielo y se centrifugaron para eliminar el material sobrenadante. Posteriormente se
procedid a la solubilizacién del material sedimentado, que, entre otros, contiene las proteinas de
membrana. Para ello, el sedimento se solubilizdé, mediante politrén, con tampdn Hepes 20 mM, pH 7,5,
gue contenia el detergente dodecilmaltésido (DDM; Calbiochem) 10 mM, KCI 100 mM, Imidazol 10 mM
y PMSF 0,75 mM (tampdn de solubilizacion). A continuacion se centrifugé de nuevo y se procedié a la
purificacién de la proteina KcsA. Para ello, el sobrenadante, ya con la proteina KcsA solubilizada, se
afiadié a una columna de agarosa de nitrilotriacético rica en niquel (Ni*-NTA, de Qiagen; 1 ml de
agarosa por cada litro de cultivo original), previamente lavada con tampdn de solubilizacién. La cola de
histidinas de KcsA se une especificamente al niquel de la columna permitiendo la separacién de KcsA del
resto de proteinas. El material solubilizado se dejo pasar a través de la columna y ésta se lavd pasando
tampon Hepes 20 mM, pH 7,5, que contenia DDM 1 mM, KCl 100 mM e Imidazol 10 mM (tampdn de
lavado), hasta que dejo de salir proteina, estimando dicho momento cuando la absorbancia de las
proteinas a 280 nm fue < 0,01. Esta baja absorbancia era indicativa de que sélo quedaba KcsA unido a la
columna de Ni**-NTA y se procedio a la elucién de la proteina KcsA retenida en la columna. Para ello se

paso tampdn de lavado pero con alto contenido en imidazol (1 M) (tampdn de elucidn), que se une
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fuertemente al niquel, desplazando a la proteina KcsA de la columna y permitiendo asi su elucidn
purificada (ver las etapas de la purificaciéon de KcsA en la Figura 15). La proteina eluida se recogié en
alicuotas de 1 ml. Las alicuotas que contenian proteina (observado mediante electroforesis) se juntaron
y se halld la concentracidn de proteina, previa didlisis frente a 2 L de tampdn Hepes 20 mM, pH 7,5, que
contenia DDM 1 mM y KCl 100 mM (tampdn de dialisis), para eliminar el imidazol, que interferia en la
medida. Una vez eliminado éste, se halld la concentracidon de KcsA purificada mediante densitometria
de la banda de KcsA comparada con un patron de albumina de suero bobina (BSA) en SDS-PAGE, y
mediante DC-Protein Assay (BioRad). Ambos métodos dieron resultados similares y en lo sucesivo se
determind la concentracidn mediante el mas sencillo método del DC-Protein. Como resultado, la
purificacion de KcsA fue del 99% aprox., con un rendimiento de 1 a 4 mg de KcsA por litro de cultivo y
obtenida a una concentracién de 0,5 a 2 mg/ml. Se obtenia una banda mayoritaria de KcsA tetramérico
de unos 55 kDa (T), acompafiada por una débil banda de KcsA monomérico de unos 15 kDa aprox. (M) y

otra de un peso molecular correspondiente a dos tetrameros de KcsA (2T).

1 ¥ « 2T

81
64 =
50 =
37 =

pr—

e s | 4= T

o

L 28
i
i

|

i
I
I

26 = —_
20 =

15 = - <+ M

Figura 15. SDS-PAGE al 13,5 % mostrando las etapas en la purificacion de KcsA. Calle 1 = Patdn de pesos moleculares; Calle 2 =
Extracto proteico de células M15 (pREP4) no inducidas; Calle 3 = Extracto proteico de células M15 (pREP4) inducidas durante 2
h; Calle 4 = Sedimento con la fraccion de membrana; Calle 5 = Proteinas de membrana solubilizadas; Calle 6 = KcsA purificado.
2T= grupo de dos tetrameros; T= Tetramero; M= Mondmero.
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Il Gradiente de sacarosa de KcsA purificado
El gradiente de sacarosa de KcsA purificado permite separar tetrdmero y mondémero

Una propiedad de la purificacion de KcsA es la posibilidad de separar las fracciones de
tetrdmero y mondmero de KcsA purificado, en caso de necesidad. Por ello, se optimizé un método de

separacion de tetrdmero y mondmero mediante gradiente de sacarosa.

Se realizé un gradiente continuo del 2% al 10% de sacarosa en tampdn de solubilizacion (Hepes
20 mM, pH7 que contenia KCI 100 mM, imidazol 10 mM y DDM 10 mM) en tubos de centrifuga SW41 de
policarbonato de 12 ml de capacidad. El gradiente se realizé en un gradientador, como en la Figura 12,
mezclando 5 ml de tampén al 2% de sacarosa (compartimento A) y 5 ml de tampdn al 10% de sacarosa
(compartimento B), y conectado al tubo SW41, donde se hizo el gradiente. Sobre el gradiente se
depositaron 200 pg de KcsA wt solubilizado en tampdn de elucién (Hepes 20 mM, pH7 que contenia KCl
100 mM, imidazol 500 mM y DDM 10 mM). Se centrifugd en el rotor basculante SW41 durante 20 horas
a 35000 rpm y 15 °C. Tras la centrifugacién se recogieron 40 alicuotas de 250 pl desde la parte inferior
del tubo. De cada alicuota recogida se cargaron 20 ul en una SDS-PAGE al 13,5 % que se reveld con plata
(Figura 16a). Tras el revelado, se determind el porcentaje de tetramero y mondémero en cada alicuota
por densitometria de las bandas (Figura 16b). Como resultado, el tetramero de KcsA salié en las 10
primeras alicuotas, con el maximo alrededor de la alicuota n2 5, y el monémero salié en las alicuotas 12
a 20, con el maximo alrededor de la alicuota n2 17. Las alicuotas 21 a 40 salieron en blanco. Se obtuvo
asi, una separacion eficiente de tetrdmero y mondmero, interesante para poder aplicar en cualquier

experimento que asi lo requiera.
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Figura 16. Separacion de tetramero y mondémero por gradiente de sacarosa de KcsA purificado. a) SDS-PAGE al 13,5 %
mostrando la separacién de tetrdmero y mondmero en las 20 primeras alicuotas de un gradiente de sacarosa del 2 al 10 %. El
tetramero sale en la alicuotas 2 a 10, mientras que el mondmero sale en las alicuotas 12 a 20. b) Porcentaje de tetramero y
mondmero en cada alicuota obtenido por densitometria de las bandas. El maximo de tetramero salié alrededor de la alicuota
n2 5y el maximo de monémero alrededor de la alicuota n2 17.
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IV Eliminacion del C-terminal de KcsA por digestion con quimotripsina
IV.1 Optimizacion de la digestion con quimotripsina

Para experimentos posteriores, como la interaccién de KcsA con el péptido inactivante de
Shaker, fue interesante la obtencidn de KcsA sin el C-terminal. En un trabajo anterior (E. Perozo et al.,
1998) se obtuvo KcsA 1-125 mediante un tratamiento proteolitico con quimotripsina de KcsA
tetramérica purificada, que eliminaba los 35 ultimos aminoacidos del C-terminal de la proteina. Debido
a la ausencia de detalle sobre las condiciones éptimas de corte (tipo y cantidad de quimotripsina,
tiempo y temperatura de corte, etc), se establecieron las condiciones éptimas para cortar KcsA
tetramérico purificado con el fin de obtener una delecién en C-terminal de 35 aminoacidos (KcsA 1-
125).

Se cortd KcsA tetramérico purificado y solubilizado, para que todos los C-terminales fuesen
accesibles a la quimotripsina. Se utilizd quimotripsina de tipo Il (C-4129, SIGMA), que corta en el C-
terminal de residuos aromaticos (Y, F y W) y con menos afinidad en el C-terminal de algunos residuos
con cadenas laterales voluminosas (L, M, N y Q), guardada a -20 C en alicuotas de 100 pl a 0.5 mg/ml.
Para evitar cortes inespecificos se usé a concentraciones limitantes en varias relaciones
KcsA:quimotripsina (50:1, 100:1 y 500:1 (w:w)), distintas temperaturas (30 y 37 2C) y distintos tiempos
de corte (15’, 30,1 h,2 h,3 h, 5 hy 24 h) que se pararon con PMSF 5 mM. Las muestras se cargaron en
SDS-PAGE al 13,5 % y se revelaron con Coomassie. Se observé el corte progresivo de KcsA hasta
obtenerse una banda estable cuyo peso molecular correspondia a una delecién de unos 35
aminodcidos. Las condiciones dptimas para cortar KcsA tetramérico purificado se obtuvieron incubando

con quimotripsina a una relacion 50:1, durante 3 h a 37 oC (Figura 17).
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Figura 17. Digestion de KcsA con quimotripsina. a) Ejemplo representativo de la progresidn del corte de KcsA con el tiempo de
reaccion en presencia de quimotripsina, a una relaciéon 50:1 y 37 2C. Se muestra el corte éptimo de la proteina a las 3 h de
duracion (asterisco). b) Detalle de las bandas de KcsA sin cortar y cortada en 1, 2, 3, y 4 subunidades, en etapas intermedias del
corte. Los circulos blancos representan las cuatro subunidades de un canal de KcsA y los puntos negros representan el C-
terminal de cada subunidad.
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La diferencia de pesos moleculares entre KcsA entero (60 kDa aprox.) y cortado (45 kDa aprox.)
concuerda con la pérdida de unos 15 kDa que produciria la delecién de 35 aminoacidos en C-terminal
(Figura 17a). Con el progreso de la reaccidon se obtienen 4 bandas por debajo de la banda de KcsA no
cortado (NC), que se interpreté como correspondientes a deleciones del C-terminal de una, dos, tres y
las cuatro subunidades que conforman el canal, sucesivamente (Figura 17b). Estas bandas se obtienen

antes de obtenerse la banda Unica a 45 kD, que se corresponderia con las cuatro subunidades cortadas.

Dada la observada sensibilidad de la enzima a minimas variaciones en la concentracion de la
proteina, se establecié aconsejable realizar siempre un corte de prueba, en sélo 50 ug de KcsA con la
relacion optimizada 50:1 y a 37 2C, previo al corte en mayores cantidades, para asegurar el tiempo de

corte dptimo en cada preparacién de KcsA.

En resumen, las condiciones dptimas para cortar KcsA tetramérico purificado fueron incubando
KcsA solubilizado con quimotripsina a una relacién 50:1, durante 3 h a 372C. Ademas de la estimacién
del peso molecular en SDS-PAGE, a continuacion se comprobd por determinacion de aminoacidos
(MALDI-TOF) y por inmunoblot anti-HIS, que la proteina cortada con este protocolo correspondia a KcsA
1-125, por el corte entre los aminoacidos F125 y V126 que elimina los ultimos 35 aminodcidos del C-

terminal.

Ademads se comprobd que la poblacién minoritaria de mondémero de KcsA desaparece casi
completamente durante la protedlisis con quimotripsina (Figura 19), indicando que el mondmero
desensamblado esta algo mas desplegado dejando sitios de corte accesibles a la quimotripsina, que no

son accesibles en KcsA tetramérico (van den Brink-van der Laan et al, 2004).
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IV.2 Comprobacion del sitio de corte de KcsA por quimotripsina mediante espectrometria de
masas, MALDI-TOF

El objetivo fue comprobar qué delecidén se obtenia exactamente cuando se cortaba KcsA con
quimotripsina y si habia variabilidad en la zona de corte o no. Para ello, se realizé una determinacion
por hidrdlisis de aminodacidos por la técnica de espectrometria de masas, MALDI-TOF, de KcsA entero y
cortado con quimotripsina (delecion esperada A125-160). La muestra se prepard en nuestro laboratorio
y la espectrometria de masas fue amablemente realizada por el laboratorio del Dr. Francisco Gavilanes
en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Complutense
de Madrid.

En resumen, una vez que se dispone de la proteina aislada (por ejemplo, separada por PAGE-
SDS), su identificacién se lleva a cabo mediante el andlisis de sus huellas peptidicas. Esto implica la
digestion de la proteina con una endoproteasa (tripsina) de especificidad de rotura conocida, la medida
de las masas de los péptidos resultantes por espectrometria de masas (MALDI-TOF) y la identificacién
de la proteina por ajuste de las masas peptidicas observadas frente a las masas peptidicas de KcsA
generadas tedricamente (por digestiéon virtual de la proteina con la endoproteasa utilizada

experimentalmente).
Separacion y digestion en gel de las proteinas

La preparacion de las muestras comenzo con el corte con quimotripsina optimizado (50:1, (w:w)
durante 3 horas a 372C) de varias muestras de KcsA purificado. Tras el corte, KcsA original y KcsA
cortado se cargaron en alta concentracién en un SDS-PAGE al 13,5 %, que se tifié con azul Coomassie.
Las bandas tefiidas de tetramero y de mondmero se cortaron y se transfirieron a tubos eppendorf de
0,5 ml limpios y se congelaron a -20 2C. Las muestras ya preparadas se enviaron para realizar la
espectrometria de masas, MALDI-TOF. Tras la recepcién de los tubos que contenian las bandas del gel
cortadas, se lavaron con acetonitrilo para su decoloracion y se secaron al vacio. Las bandas secas se
incubaron con iodoacetamida 55 mM preparada en (NH;)HCO;3; 25 mM, pH 8.0 durante 15 min en la
oscuridad. Tras lavados sucesivos con acetonitrilo y (NH;)HCO; 25 mM, pH 8,0, las bandas de gel se
secaron de nuevo al vacio antes de empezar la digestién con tripsina. Esta se realizé utilizando 12.5
ng/ml de tripsina en la solucién de (NH,)HCO; 25 mM, pH 8,0, afiadida a las bandas excindidas secadas,
cubriéndolas completamente durante 45 min. en hielo. El sobrenadante se eliminé y se anadio la
solucién de (NH,)HCO; (sin tripsina) hasta cubrir las bandas. La digestion se realizé asi durante toda la
noche a 37 9C. Al dia siguiente, las muestras se agitaron y centrifugaron en una microcentrifuga de
mesa, y tras lo cual, se realizaron ciclos de sonicacién y centrifugacion. Se extrajo la solucion acuosa (el
“crudo”) y se guardo a -20 °C para el andlisis por espectrometria de masas. Las bandas se cubrieron con
una solucion de acetonitrilo al 50 % y TFA al 0,5 % y se sonicaron. Esto se realizé tres veces y se juntaron
los sobrenadantes, que se guardaron también a -20 2C para andlisis por espectrometria de masas.
Normalmente, se obtuvieron mejores espectros con los extractos “crudos” que con los de la fraccion de

la fase organica.
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Espectrometria de masas, MALDI-TOF

Se depositd una alicuota de 0,4 ml de la solucién matriz (5 g/l de 2, 5-acido dihidroxibenzoico en
acetonitrilo acuoso al 33 % y acido trifluoroacético al 0.1%) en una sonda de MALDI de 400 mm
AnchorChip™, y se dejo secar a temperatura ambiente. Después se afiadié 0,4 ml de la solucién cruda
extraida y de nuevo se dejo secar. Las muestras se midieron en un espectrometro de masas MALDI-TOF
Bruker Reflex™ IV (Bruker-Franzen Analytic GmbH, Bremen, Alemania) equipado con la fuente SCOUT™
en modo reflector de iones positivo usando extraccidn retrasada. El voltaje de aceleracion de iones fue
20 kV. El equipo primero se calibré externamente empleando sefiales de masas protonadas de una
mezcla peptidica que cubria el rango de 1000 a 3200 m/z y después cada espectro se calibré
internamente usando sefales seleccionadas provenientes de la autoprotedlisis de la tripsina hasta
alcanzar una medida de masa tipica de £ 30 ppm. Las masas de péptido triptico medidas se compararon
con la secuencia de KcsA y se asignaron los péptidos detectados en KcsA entero y en KcsA cortado con

guimotripsina correspondientes (Figura 18).

Como resultado, comparando los péptidos detectados en KcsA entero y KcsA cortado (Figura
18a vy b), se observa que el primer péptido que no se detecta en KcsA cortado es el 122-127. Dado que
este segmento contiene un sitio de corte muy probable por quimotripsina, como es el C-terminal del
aminodacido con cadena lateral aromatica, fenilalanina (F125), indica que KcsA ha sido cortado con
guimotripsina entre los aminoacidos F125 y V126 (Figura 18c). Se han eliminando, por tanto, los ultimos
35 aminoacidos del C-terminal de la proteina, delecion que concuerda con el tamafio de la banda

electroforética. Se ha obtenido, por tanto, la proteina deseada KcsA 1-125.
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a) Péptidos detectados en KcsA entero: b) Péptidos detectados en KcsA cortado:
12 - 27 12 - 27
15 - 27 15 - 27
20 - 27 20 - 27
53 - 64 53 - 64
65 - 89 65 - 89

122-127 RGHEVR
132-139 AAEEAYTR
143-153 ALHERFDRLER
148-153 FDRLER
154-160 MLDDNRR

C) Secuencia de aminodcidos de KcsA recombinante:

1 M1
MRGSHHHHHHGSMPPMLSGLLAR AATVLLVIVLLAGSYLAVLA 50
FS M2
ER LVAVVVMVAGITSFGLVTAALAT 112
WFVGREQERRGH%YRHSEKAAEEAYTRTTRALHERFDRLERMLDDNRR 160

Figura 18. Espectrometria de masas MALDI-TOF de KcsA entero y cortado. a y b) Péptidos detectados por espectrometria de
masas en KcsA entero y KcsA cortado con quimotripsina. En verde se muestran los péptidos detectados tanto en KcsA entero
como en KcsA cortado; y en violeta, los péptidos detectados sélo en KcsA entero, ausentes en KcsA cortado. c) Secuencia de
aminodcidos de KcsA recombinante con los péptidos detectados por masas segln el cédigo de colores de a. En rojo se
muestran los aminodcidos de la cola de histidinas. El 1 indica el primer aminoacido de los 160 de la secuencia natural de KcsA.
La flecha gruesa indica el sitio de corte de KcsA cortado con quimotripsina deducido a partir de la espectrometria de masas,
confirmando la delecién de 35 aminoacidos del C-terminal deseada, KcsA 1-125.

En conclusidn, la determinacion por hidrdlisis de aminoacidos por la técnica de espectrometria
de masas, MALDI-TOF, de KcsA cortado con quimotripsina es compatible con la rotura quimotriptica en
el aminodcido F125, y confirma que obtuvimos la delecidn del C-terminal de 35 aminoacidos deseada,
KcsA 1-125.

Un dato que no desveld esta técnica es si el corte fue exclusivamente en el C-terminal de KcsA
0, en cambio, si también se deleciond el N-terminal, dado que no se detectaron péptidos en esta zona
de KcsA ni entero ni cortado. Para abordar esta incdgnita se realizé un inmunoblot anti-His, que

reconoce especificamente la cola de histidinas situada en el N-terminal de la proteina.
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IV.3 Comprobacion de la presencia del N-terminal en KcsA cortado con quimotripsina mediante

inmunoblot anti-His,

El objetivo fue comprobar si el corte de KcsA con quimotripsina se dié exclusivamente en el C-
terminal, o se habia producido también en el N-terminal. Como la cola de histidinas esta en el N-

terminal de KcsA, el anticuerpo anti-His, (Qiagen) nos podia servir de guia para comprobar tal fin.

Se realizd un protocolo de inmunoblot anti-His, standard. Se realizé una electroforesis al 13,5 %,
con muestras de 5 ul de KcsA entero y cortado, ambos a 0.5 mg/ml. El gel se transfirié a una membrana
de nitrocelulosa y se bloqued con 3% de BSA en tampdn fosfato salino, pH7,4, con Tween 20 al 0,05 %
(PBS-T) durante toda la noche. Tras lavar con PBS-T, se incubd con el anticuerpo monoclonal anti-His,
(stock 0.2 mg/ml) diluido 1:1000 en PBS-T durante 1h a temperatura ambiente. Tras lavados con PBS-T,
se incubd con el anticuerpo secundario anti-mouse unido a una peroxidasa de caballo (Sigma), hecho en
conejo, diluido 1:2000 en PBS-T y 3% BSA, durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, tras
lavados con PBS-T, se llevd a cabo la deteccidn de las proteinas por el sistema basado en luminiscencia
ECL (Pharmacia).

El inmunoblot revelado confirmd que ambos, tanto KcsA entero como KcsA cortado son
reconocidos por el anticuerpo anti-His,. Se concluyé por tanto, que KcsA cortado mantiene el N-
terminal intacto, siendo reconocible por el anticuerpo (Figura 19). El corte con quimotripsina se di6, por

tanto, exclusivamente en el C-terminal de KcsA.

KcsA
entero cortado

114 1

— 60 KDa
>Tetrémeros
|- 45KDa

1=

Figura 19. Inmunoblot anti-His, de KcsA entero y cortado con quimotripsina. El inmunoblot confirma que KcsA cortado
mantiene el N-terminal intacto, siendo reconocible por el anticuerpo. El corte con quimotripsina se dio, por tanto,
exclusivamente en el C-terminal de KcsA.
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V  Reconstitucion de KcsA en vesiculas lipidicas de asolectina, LUVs

Tanto la proteina KcsA original como sus mutantes purificados fueron eventualmente
reconstituidos en vesiculas lipidicas para experimentos posteriores. La optimizacién de la extraccion de
detergente y reconstitucién en vesiculas lipidicas se realizd con KcsA original, y el mismo método se

empled para la reconstitucidn de las proteinas de KcsA mutantes.

Para la reconstitucion de KcsA se usé asolectina (Tipo Il, Sigma) como matriz lipidica, un extracto
de lecitina de soja rico en diferentes lipidos, que se ha utilizado con éxito en la reconstitucion tanto de
KcsA (Schrempf et al, 1995) como de otras proteinas de membrana como el receptor de acetilcolina
(Poveda et al, 2002).

V.1  Preparacion de vesiculas de asolectina

Para reconstituir KcsA se prepararon stocks de vesiculas de asolectina unilamelares grandes
(LUVs), seglin el método de G. Riquelme et al. (1990), a 25 mg/ml en tampdén HEPES 10 mM, pH 7,

conteniendo KCl 100 mM (tampdn de reconstitucién).

V.2  Optimizacion de la extraccion de detergente y reconstitucion de KcsA

La reconstitucion de KcsA por columna de Sephadex G-50 fino es optima a L/P 500

Se optimizd el método para reconstituir KcsA en lipidos de asolectina mediante columna de
Sephadex G-50 fino. Este es el método utilizado previamente por otros autores con experiencia en KcsA,
como el grupo de Schrempf y el grupo de Miller (H. Schrempf et al, 1995; L. Heginbotham et al, 1997),
qgue reconstituyen pequefas cantidades de KcsA mediante centrifugaciéon en columnas pequenas de
Sephadex G-50 fino (5 ml).

Para los fines de esta Tesis, el método se modifico realizandose en columnas mas grandes (20
ml de lecho) para la reconstitucion de mayores cantidades (volimenes) de proteina (hasta un maximo
de 2,3 ml). La mezcla de proteina-detergente-lipido, a la relacion L/P deseada, se deposité en la parte
superior de la columna previamente equilibrada con tampdén Hepes 20 mM, pH 7,5, que contenia KCl
100 mM (tampdn de reconstitucidn) y se dejé pasar por gravedad y sin centrifugacion (flujo de 2
ml/min) para permitir la formacidn de proteoliposomas mediante el intercambio del detergente por el
lipido a través de su paso por la columna, donde el detergente queda retrasado. Se recogieron 40

Ill

alicuotas de 1 ml y se determind el contenido lipidico midiendo la absorbancia del “scattering” lipidico a

310 nmy el contenido proteico mediante electroforesis de las fracciones con lipido.

Se optimizd la relacidn lipido/proteina en la reconstitucion de KcsA. Para probar la relacién
Optima mediante éste método, KcsA purificado se reconstituyd a dos relaciones lipido/proteina: 25 y

500 (relacién molar). La relacién L/P = 25 es la que empled el grupo de Perozo en la reconstitucién de
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KcsA con la técnica de dilucion (Cortes and Perozo, 1997; Cuello et al, 1998); y la relacion L/P = 500 es la
relacion dptima que se utiliza en nuestro laboratorio en la reconstitucion del receptor de acetilcolina
con el método de dialisis (Poveda et al, 2002). En ambas relaciones, el lipido se afiadié previamente
solubilizado en 3 mM de DDM y se mezclé, a temperatura ambiente durante al menos 30 minutos, con

la cantidad de KcsA a reconstituir para asegurar una mezcla homogénea de proteina-detergente-lipido.

Como resultado, la relacion L/P 25 fue insuficiente para reconstituir KcsA por columna de
Sephadex G-50 (fino). La reconstitucion a la relacion L/P = 25 por columna indicé presencia de
detergente en la proteina reconstituida. La alicuota que presentaba la mdxima cantidad de lipido no
coincidia con la alicuota que contenia el maximo de proteina (no mostrado), es decir, la proteina salia
retrasada con respecto al lipido. Por tanto, el lipido utilizado a esta relacion L/P no fue suficiente para
desplazar a todo el detergente (DDM), de forma que la proteina seguia rodeada de detergente, y éste

retrasé a la proteina en la columna de Sephadex.

En cambio, la reconstitucion a la relacién L/P = 500 dio mejores resultados. La absorbancia a 310
nm de las fracciones eluidas mediante Sephadex G-50 (fino) mostré que los liposomas eluyeron en las
fracciones 8, 9 y 10, la mayoria en la alicuota n? 9 (Figura 20a), correspondiéndose también con la
mayor concentracion de proteina segun el gel (Figura 20b). Asi pues, se concluyd que la relacién L/P 500
es suficiente para desplazar al DDM y permitir la reconstitucién de KcsA en un proteoliposoma (o
vesicula) de asolectina. KcsA se reconstituyd de forma dptima mediante Sephadex G-50 (fino) a L/P =
500.
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Figura 20. Reconstitucion de KcsA. A) Absorbancia del “scattering” lipidico a 310 nm de las alicuotas de la reconstitucién a una

relacién L/P 500. B) Chequeo de la reconstitucién en SDS-PAGE al 13,5 %. WM = Patrdn de pesos moleculares; Sol = KcsA
solubilizada en DDM; Rec = KcsA reconstituida en asolectina.
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La reconstitucion de KcsA por didlisis debe tener un minimo de L/P = 2000

Como posible método de reconstitucidn adicional, se exploré la reconstitucién por didlisis,
método tradicional utilizado en otras proteinas como el receptor de acetilcolina (Poveda et al, 2002).
Mediante este método, la mezcla de detergente-lipido-proteina se coloca en bolsas de didlisis con
tamafio de poro de 12 KDa (Sigma) frente al tampdn de reconstitucion durante tres dias (dos cambios
por dia), tiempo durante el cual la proteina se reconstituye progresivamente en vesiculas con la

eliminacion del detergente a través de la bolsa de dialisis.

Se comprobd qué relacién L/P es la éptima para reconstituir KcsA en vesiculas de asolectina
mediante didlisis. Para ello se dializ6 la mezcla DDM-asolectina-KcsA a varias relaciones L/P, 500 y 2000,
y se compararon con las mismas relaciones reconstituidas con el método optimizado de columna de
Sephadex G-50 (fino). Las reconstituciones se chequearon en gradientes de sacarosa del 5 al 30 % en
tampdn de reconstitucidon. El gradiente se realizd en tubos de centrifuga SW41; sobre éste se
depositaron 200 pg de la mezcla y se centrifugd en rotor basculante SW41 durante 18 horas a 35000
rom y 4 2C. Se recogid en 20 alicuotas de 500 pl y se midid la absorbancia de la proteina a 280 nm.
Como resultado, se obtuvieron bandas de lipido bien definidas y con elevada cantidad de proteina en
todos los casos excepto en la relacion L/P 500 reconstituida por didlisis (Figura 21a y b). Mientras KcsA
se reconstituyd dptimamente a L/P 500 por columna, ésta no se reconstituyd bien por didlisis, debido,
posiblemente, a la baja concentracién micelar critica (CMC = 0,16 mM) del DDM, dado que se forman
micelas, que incluyen KcsA, con tan sélo 0,16 mM de detergente. Esto provoca que se elimine muy
lentamente a través de la bolsa de dialisis, y necesite una mayor cantidad de lipido para ser desplazado

eficientemente de su unidn con KcsA.
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Figura 21. Gradientes de sacarosa de diferentes reconstituciones de KcsA. a) Fotos de los gradientes las reconstituciones L/P
500 y L/P 2000, por columna de sephadex G-50 (fino) (C) y por didlisis (D). b) Absorbancia a 280 nm de las alicuotas recogidas.
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En resumen, mientras la reconstitucion por columna se obtuvo de forma déptima con una
relacion L/P 500; la reconstitucion por didlisis debe tener una relacion L/P minima de 2000, pues, como

se comprobo en gradiente de sacarosa, la relacion L/P de 500 por didlisis no se reconstituyé bien.

Debido a la rapidez del método de reconstitucién por columna (una hora), frente a la lentitud
de la didlisis (tres dias), se concluyd que el método mds optimo para reconstituir KcsA en
proteoliposomas de asolectina fue en columna de sephadex G-50 (fino) a una relacién L/P de 500, y asi

se hizo en adelante.
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VI Comprobacion de la obtencion de vesiculas cerradas en la reconstitucion de KcsA

Se comprobd la obtencidn de vesiculas cerradas de KcsA reconstituido en asolectina mediante
observacién directa al microscopio electrénico (Figura 22). Para ello, KcsA se reconstituyd en vesiculas
de asolectina siguiendo el método optimizado mediante columna de sephadex G-50 (fino) a una
relacion L/P de 500. A continuacion se congeld en nitrogeno liquido y se llevd a fotografiar al
microscopio electronico del laboratorio del Dr. Jose Luis Carrascosa de la Universidad Auténoma de

Madrid utilizando un protocolo estandar para llevar a cabo la criomicroscopia.

Las vesiculas fueron unilamelares grandes y multivesiculares, con pequefios puntos negros,
probablemente correspondientes a los canales KcsA. Muchos de los puntos negros aparecian en grupos,

como se observa en la ampliacidn de la Figura 22C.

Figura 22. KcsA se reconstituye en vesiculas cerradas. A) y B) Fotografias al microscopio electrénico de vesiculas de asolectina
que contienen KcsA reconstituido por sephadex G-50 (fino) a una relacion L/P 500 (w/w). La barra corresponde a 250 nm. Las
vesiculas fueron unilamelares grandes y multivesiculares, con pequefios puntos negros, probablemente correspondientes a los
canales KcsA. La sombra semicircular ancha que se observa en A y B corresponde al borde de la rejilla del portamuestras del
microscopio electrénico. C) Ampliacion de la membrana del recuadro en B, que muestra un grupo de puntos negros,
probablemente correspondientes a la proteina reconstituida en la membrana lipidica.
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VIl Comprobacion de la orientacion de KcsA reconstituido en LUVs de asolectina

Un dato util es conocer la orientacién del canal KcsA cuando se reconstituye en las vesiculas de
asolectina. Para determinar la orientacién de KcsA reconstituido en vesiculas de asolectina se realizd

inmunodeteccién del C-terminal tras protedlisis con quimotripsina.

Como se ha demostrado en esta Tesis y por otros grupos de investigacion (Perozo et al, 1998),
KcsA tiene la caracteristica de tener un sitio de corte facil por quimotripsina que elimina los 35 udltimos
aminoacidos del extremo carboxilo terminal, dando una banda caracteristica de unos 45 KDa. Esta
caracteristica permite conocer la orientacién de KcsA reconstituido en vesiculas de asolectina. De forma
que, si KcsA reconstituido se corta con quimotripsina en concentraciones limitantes indicard que se
reconstituye orientado con el C-terminal hacia el exterior del liposoma, accesible la quimotripsina; y si
en cambio, no se corta con quimotripsina, indicard que KcsA reconstuido queda orientado con el C-
terminal hacia el interior del liposoma, no accesible a la enzima. Para comprobarlo, se procedié a la
protedlisis limitada de KcsA, solubilizado y reconstituido, con quimotripsina en las condiciones de
protedlisis optimizadas previamente, a una relacién KcsA:quimotripsina de 50:1, incubados durante 3h a
37 oC. El resultado obtenido fue que KcsA solubilizado mostraba toda la proteina tetramérica cortada de
forma tipica, por la accesibilidad de la quimotripsina a su sitio de corte; mientras que KcsA reconstituido
mostraba una pequefiita proporcion del tetrdmero (~5 %) sin cortar (Figura 23a). Este resultado indica
gue un 95% de la proteina reconstituida tenia el C-terminal accesible al corte con quimotripsina, y por

tanto, orientada con el extremo C-terminal hacia el exterior de la vesicula (Figura 23b).

a) NC S R b)

Figura 23. Orientacion de KcsA reconstituido. a) SDS-PAGE al 13,5 % mostrando la protedlisis con quimotripsina de KcsA
solubilizado y reconstituido en vesiculas de asolectina. Calle NC = KcsA no cortado; Calle S = KcsA cortado solubilizado; Calle R =
KcsA cortado reconstituido. b) Representaciéon de KcsA reconstituido en un liposoma de asolectina con los extremos N-y C-
terminal hacia fuera del liposoma. @) = indica la porcién transmembrana de KcsA; == indica la cola de histidinas de KcsA.
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VIIl Incorporacion de KcsA y sus mutantes en liposomas gigantes de asolectina

Se prepararon liposomas multilamelares gigantes de asolectina, de un tamafio similar a una
célula (de 20 a 100 um de diametro), que contenian KcsA o el mutante correspondiente, ideales para
experimentos de electrofisiologia y microscopia confocal. Los liposomas gigantes se prepararon
sometiendo una mezcla de KcsA reconstituido en vesiculas de asolectina (o el mutante correspondiente;
de 25 a 100 pg de proteina), junto con vesiculas unilamelares grandes (LUV) de asolectina (25 mg), a un
ciclo de deshidratacién parcial / rehidratacion segin el método de G. Riguelme et al (1990), como se
esquematiza en la Figura 24. La solucion de deshidratacién usada fue tampdn HEPES-K 10 mM, pH 7,

conteniendo etilenglicol 5 %, y la solucién de rehidratacién fue tampdn HEPES-K 10 mM, pH 7.

a) LUVs de LUVs de
asolectina asolectina + KcsA

banaaasasnnt
06660000000

N N

OO0 | 5@

ultracentrifugacion

|

deshidratacion

|

rehidratacién

|

Liposomas
multilamelares gigantes

b)

Figura 24. Formacion de liposomas multilamelares gigantes de asolectina. a) Esquema del proceso de formacion de liposomas
multilamelares gigantes de asolectina conteniendo KcsA. Los liposomas gigantes resultantes tuvieron un tamafo de 20 a 100
pum de diametro, como el que se adjunta en la microfotografia (b).
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IX Registros electrofisioldgicos de la actividad de KcsA mediante Patch-Clamp

IX.1 Sistema de registro de la actividad de KcsA en liposomas gigantes de asolectina mediante

patch-clamp de parche escindido en configuracion “inside-out”

Una vez preparada la proteina en liposomas gigantes de asolectina se procedid al registro de su
actividad electrofisiolégica mediante patch-clamp de parche escindido en configuracidon “inside-out”
(Figura 25).

Para ello, se depositaron alicuotas de 3-6 pl de liposomas gigantes de asolectina que contenian
KcsA en discos de Petri de 3.5 cm, y se mezclaron, normalmente, con 2 ml de tampdn MES 10 mM, pH 4,
100 mM KCI en el bafio (solucion del bafio) para el registro electrofisiologico. Se formaron giga sellos
succionando levemente en la superficie de los liposomas gigantes con microelectrodos (micropipetas
gue contenian electrodos) de borosilicato de punta de 1 um de didmetro y 7-10 MQ de resistencia en
abierto. El microelectrodo estaba rellenado, normalmente, con tampdén HEPES 10 mM, pH 7, 100 mM
KCI (solucién de la pipeta). Después del sellado, el parche escindido se formé mediante la retirada de la

pipeta de la superficie del liposoma.

Parche de membrana

~==_situado en una solucién acuosa
N

Micropipeta sellada a la superficie Parche de membrana
del liposoma gigante escindido del liposoma gigante

~— Micropipeta
2 . Electrodos
—

— .

Electronica bara fijar el potencial
de membrana (V) y medir la corriente
que fluye a través de la membrana (I

Placa de Petri

m)

Figura 25. Esquema del sistema de registro de la actividad de KcsA en liposomas gigantes mediante patch-clamp de
parche escindido en configuracion “inside-out”. La actividad del canal se determina midiendo el flujo de iones a través del
mismo, usando la técnica de patch-clamp. Se presiona una micropipeta muy fina contra la superficie celular, y la presién
negativa en la pipeta se usa para formar un sello de presién entre la pipeta y la membrana. Cuando la pipeta es retirada de la
célula, arranca un pequefio trozo (“patch”) de membrana (que puede contener uno o varios canales ionicos). Cuando la pipeta y
el trozo adherido se sitlian en una solucidn acuosa, se puede medir la actividad del canal en funcion de la corriente eléctrica que
fluye entre los contenidos de la pipeta y la solucion acuosa. En la practica, se crea un circuito que “fija” (“clamps”) el potencial
transmembrana a un valor dado y mide la corriente que debe fluir para mantener este voltaje. Con detectores de corriente muy
sensibles, se puede medir la corriente que fluye a través de un canal idnico individual, que es, tipicamente, de unos pocos
picoamperios. La traza que muestra la corriente en funcién del tiempo (en ms) revela la rapidez a la cual se abre y se cierra el
canal, la frecuencia de apetura y el tiempo que permanece abierto. “Fijando” el Vm a diferentes valores se consigue la
determinacion del efecto del potencial de membrana sobre estos parametros de la funcion del canal. Las soluciones utilizadas
normalmente en esta Tesis Doctoral para el registo de la actividad de KcsA fueron MES 10 mM, pH 4, 100 mM KCI en el bafio
y Hepes 10 mM, pH 7, 100 mM KClI en la pipeta. (Tomado de Lehninger, 5° Ed., 2008)
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Se realizaron registros de patch-clamp “inside-out” standard (O.P., Hamill et al, 1981) con un
amplificador Axopatch 200A (Axon Instruments, EEUU) en Espafia, y con un amplificador EPC-9 (Heka

Electronic, Lambrecht/Pfalzt, Alemania) en Chile y en Espafia, a una ganancia de 50 mV/pA.

El potencial de comando se aplicd al interior de la pipeta de patch, y el bafio actuaba de tierra
virtual, cuyo electrodo de referencia fue un alambre de Ag-AgCl conectado al bafio a través de un

puente de agar.

V = Vhaiio — Vpipeta

El potencial de unién se compensd cuando fue necesario.

IX.2 Protocolos de adquisicion de datos

De forma rutinaria, la actividad de los canales se registr6 en los parches de membrana
escindidos mediante la aplicacién de protocolos de adquisicién de datos definidos en rampas de voltaje,
pulsos cortos a distintos voltajes o mediante la aplicacién de un voltaje fijo continuo (Figura 26). El
protocolo de rampa de voltaje consistid en la aplicacion de un barrido de los voltajes comprendidos
entre -200 mV y +200 mV durante 3 segundos (133.3 mV/s), y volviendo el voltaje a 0 mV tras la
aplicacién de la rampa, registrado a una frecuencia de 5 kHz (200 ps). El protocolo de pulsos consistié
en la aplicacion de 9 pulsos de voltaje constante a intervalos de 50 mV, entre -200 mV y +200 mV, de 2
segundos de duracién cada uno, y volviendo el voltaje a 0 mV entre cada pulso de voltaje, registrado a
una frecuencia de 8 kHz (125 ps). El protocolo de voltaje continuo consistid en la aplicacidn de un

voltaje fijo durante 30 segundos, 1 minuto o 2 minutos, registrado a una frecuencia de 10 kHz (100 ps).

Tras la adquisicion de datos, normalmente los registros se filtraron a 1 kHz (1000 ps) con un
filtro 8-pole Bessel (Frequency Devices, EEUU) y los datos se analizaron con el software del pClamp9

(Axon Instruments, USA). Todos los registros se realizaron a temperatura ambiente.

a) b) c)
2 30-120
+200 mV P -120's .
+200 mV < 0 my >
A
200 mV 200 mV

Figura 26. Protocolos de adquisicion de datos de patch-clamp utilizados para KcsA en parche de membrana escindido. a)
Esquema del protocolo de rampa de voltaje. b) Esquema del protocolo de pulsos de voltaje. ¢) Esquema del protocolo de
voltaje continuo.
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IX.3 Optimizacion de la concentracion de KcsA en los liposomas gigantes para el registro de su

actividad

Para optimizar la concentracion de KcsA a utilizar en los liposomas gigantes para su registro de
actividad mediante patch-clamp de parche escindido en configuracidon “inside-out”, se prepararon
liposomas gigantes de asolectina con diferentes cantidades de proteina: 25, 50 o 100 pg de KcsA
reconstituido, por el método de deshidratacién parcial / rehidratacién (G. Riquelme et al, 1990, ver
apartado 1.9) y se registrd su actividad bajo idénticas condiciones experimentales (pH 4 en la solucion

del bafio y pH 7 en la pipeta, ver Apdo. 0.10.1).

Los registros de KcsA mostraron patrones de actividad de canal idnico cualitativamente
similares, es decir, el tipo de actividad de KcsA no varié con las diferentes cantidades de proteina
utilizada, pero si mostré diferencias cuantitativas, afectdndose la saturacién de actividad y la
probabilidad de encontrar o no un sello silente, encontrdndose un mayor nimero de eventos conforme
se incrementd la cantidad de proteina. Con 100 pg (n=23 sellos) sdlo se encontraron 2 sellos silentes
(9%) vy los sellos activos tenian exceso de actividad, encontrando un nimero de canales tan elevado que
hacia dificil distinguir aperturas de canal Unico para su analisis, indicando que el liposoma estaba
saturado de proteina. Con 25 y 50 pg (n=35 y n=150 sellos, respectivamente) se encontré una mayor
proporcién de sellos silentes (31% y 38%, respectivamente). Los sellos activos no tenian exceso de
actividad y permitian distinguir facilmente las aperturas de canal Unico para su anlisis, indicando que
no habia exceso de proteina en estos liposomas. Asi, se concluyé que la cantidad 6ptima de KcsA para
su registro de actividad en liposomas gigantes mediante patch-clamp de parche escindido en
configuracion “inside-out” fue de 50 pg. Por ello, en adelante se analizaron los sellos procedentes de
liposomas gigantes preparados con 50 ug de KcsA, y todos los resultados mostrados en esta Tesis

Doctoral corresponderan a este tipo de preparaciones.

Los experimentos fueron hechos en diferentes laboratorios (en el laboratorio de la Dra. Gloria
Riquelme en la Universidad de Chile, en el laboratorio del Dr. Franciso Sala en el Instituto de
Neurociencias de Alicante y en nuestro laboratorio en el IBMC), utilizando diferentes purificaciones de
KcsA y reconstituciones en liposomas gigantes y siempre se obtuvo el mismo resultado. Se obtuvieron
diferentes patrones de actividad, bajo idénticas condiciones experimentales, independientemente del
momento y lugar donde se hicieron, asi como de la produccién de KcsA y su reconstitucion en liposomas
gigantes. Asi mismo, los diferentes patrones de actividad fueron a menudo obtenidos en diferentes

parches de la misma preparacion de liposomas gigantes.

Como control, se comprobé periédicamente la ausencia de actividad de canal idnico en un
numero suficientemente alto de parches escindidos de liposomas gigantes de asolectina sin KcsA. Las
preparaciones de liposomas de asolectina sin KcsA que mostraban dificultades para obtener sellos de
elevada resistencia o que, ocasionalmente, mostraron registros con linea base ruidosa e irregular,

provocada normalmente por restos de detergente, fueron descartadas.
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IX.4 Optimizacion de la composicion de lipidos para la formacidn de liposomas gigantes y el

registro de su actividad.

Se hicieron diferentes mezclas lipidicas (lipidos de Avanti Polar Lipids) para comprobar la
capacidad de formar liposomas gigantes y de resistir la formacidn de sellos para el registro de actividad

mediante patch-clamp de parche excindido. Como conclusién se obtuvo que:

1-para formar liposomas gigantes se necesita poner un lipido aniénico, como minimo a una

proporcién mayor del 1% (relacion molar), como por ejemplo: PA, PG, PS.
2-PC sélo o combinaciones con PE impiden la formacion de liposomas gigantes.

3-la adicién de colesterol (por ejemplo el 25%) ayuda a la formacion de sellos.

Asi, algunos ejemplos de mezclas buenas para liposomas gigantes son: asolectina, PA, PG,

PA:PC, PG:PC, PA:PC:col, PG:PC:col, siempre con lipido anidnico (PA o PG) en una proporcidn mayor del
1%.

83



UNIVERSITAS
Miguel
Hernandez |

84



RESUMEN DE RESULTADOS/
SUMMARY OF RESULTS

85



UNIVERSITAS
Miguel
Hernandez |

86



Resultados Resumen

Modulacion de las propiedades funcionales del canal de potasio

de Streptomyces lividans, KcsA

El trabajo de la presente Tesis Doctoral comenzd con la recepcién en nuestro laboratorio del
gen kcsA, de Streptomyces lividans, amablemente cedido por el grupo del Dr. Antonio Ferrer. Se puso a
punto la metodologia de la expresion, purificacidn, reconstitucion y registro electrofisioldgico de KcsA.
Los registros de la actividad de KcsA se realizaron mediante patch-clamp en parche escindido de
liposomas gigantes que contenian el canal de potasio KcsA purificado. La caracterizacién funcional de
KcsA se llevd a cabo en los equipos de electrofisiologia de los laboratorios de la Dra. Gloria Riguelme en
el Instituto de Ciencias Biomédicas de la Universidad de Chile, el laboratorio del Dr. Francisco Sala en el
Instituto de Neurociencias de Alicante y, posteriormente tras adquirir un equipo de registro

electrofisioldgico, en nuestro laboratorio en el Instituto de Biologia Molecular y Celular de la UMH.

Asi, se estudié el papel del C-terminal en la tetramerizacion del canal, se caracterizé su actividad
funcional, su modulacién por diferentes agentes como el pH, lipidos o péptidos, y se estudié la
posibilidad de inactivacidn rdpida en KcsA por aplicacion del péptido inactivante de Shaker, ShB. Los
resultados principales obgtenidos publicados en revistas cientificas de alto impacto internacional o

aceptados para su publicacién, se resumen a continuacioén:

1- Se descubrié que el segmento 120-124, ERRGH, del C-terminal de KcsA es necesario para la

tetramerizacién del canal (Molina et al, 2004).

2- Se observo que la actividad de KcsA cambia profundamente en funcidn de la agrupacién vy el
acoplamiento funcional de los canales, dando explicacién a la controversia en la caracterizacion
funcional previa del canal llevado a cabo por otros grupos de investigacion (Molina et al, 2006; Giudici
et al, 2013).

3- Se descubrid que los lipidos aniénicos modulan la actividad de KcsA y que dicha modulacién
se produce a través de cambios en la agrupacion y/o el acoplamiento funcional de los canales (Molina et

al, enviado).

4- Se realizaron modelos de interaccion lipido-proteina y proteina-proteina entre canales de
KcsA que nos permitieron proponer una hipdtesis que explica la actividad de tipo LOP, de tipo HOP y el
acoplamiento funcional entre canales de KcsA. Se sugiere que el desacoplamiento funcional podria estar

asociado a la inactivacidn de tipo C de los canales (Molina et al, enviado).

5- Se demostrd que KcsA se inactiva por el péptido inactivante procedente del canal de potasio
eucariota Shaker, ShB, enfatizando la homologia existente entre ambos canales. Se observé que la
inactivacion de tipo N también estd asociada al desacoplamiento funcional de los canales, y mediante
RMN se hallaron los aminodcidos del péptido que interaccionan con el canal, contribuyendo a dilucidar
el epitopo de unidn a su diana farmacoldgica (Molina et al, 2008). Se descubrié un péptido activante de

canales de potasio (pendiente de patente).
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Resultados Resumen

Modulating the functional properties of the potassium channel

from Streptomyces lividans, KcsA

The work of this PhD Thesis began with the reception of the kcsA gene of Streptomyces lividans
in our laboratory, kindly provided by Dr. Antonio Ferrer group. We carried out the optimization of the
methodology of the expression, purification, reconstitution and electrophysiological recording of KcsA.
These recordings were made by using the patch-clamp methodology in excised membrane patches of
giant liposomes containing purified potassium channel KcsA. Then, the functional characterization of
KcsA was performed on electrophysiology equipment from the laboratory of Dr. Gloria Riquelme at the
Institute of Biomedical Sciences, University of Chile; from the laboratory of Dr. Francisco Sala at the
Institute of Neuroscience of Alicante; and from our laboratory at the Institute of Molecular and Cell
Biology at the University Miguel Hernandez in Elche.

We studied the role of their C-terminal on channel tetramerization, we characterized the
functional activity of KcsA, their modulation by pH, lipids or peptides, and the fast inactivation
mechanism. The main results obtained published in international high impact scientific journals or

accepted for publication are following:

1- It was found that amino acids 120-124, ERRGH, of the C-terminus of KcsA are involved in

channel tetramerization (Molina et al, 2004).

2- It was reported the clustering and functional coupling of KcsA channels as a striking way to

modulate the functional properties of KcsA channels (Molina et al, 2006; Giudici et al, 2013).

3- It was discovered that anionic lipids modulate the activity of KcsA and that this modulation
occurs through changes in clustering and / or functional coupling of the channels (Molina et al, send to
publish).

4- Models of lipid-protein and protein-protein interaction between KcsA channels were made.
These models allowed us to propose a hypothesis to explain the LOP and HOP activity, and the
functional coupling between KcsA channels (Molina et al, send to publish).

5- It was demonstrated that the potassium channel KcsA is inactivated by the ball peptide from
the eukaryotic potassium channel Shaker, ShB, emphasizing the homology between the two channels. It
was observed that inactivation is associated with functional uncoupling of the channels. And by NMR,
the amino acids of the peptide that interact with the channel were found, contributing to elucidate the
epitope of binding to target (Molina et al, 2008). An activating peptide of potassium channels (patent

pending) was discovered.
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1.1 INFLUENCIA DEL DOMINIO C-TERMINAL E INTERACCIONES LiPIDO-
PROTEINA EN LA TETRAMERIZACION Y ESTABILIDAD
DEL CANAL DE POTASIO, KCSA

Molina, M. L., Encinar, J. A, Barrera, F. N., Fernandez-Ballester. G., Riquelme, G., and Gonzalez-Ros, J.
M. (Biochemistry, 2004)

RESUMEN

KcsA es un canal de potasio procariota formado por el ensamblaje de cuatro subunidades
idénticas alrededor de un poro acuoso central. A pesar de conocerse la estructura en alta resolucién de
rayos X de la porcién transmembrana de KcsA [Doyle, DA, Morais, CJ, Pfuetzner, RA, Kuo, A., Gulbis, M
Cohen, SL, Chait, BT, y MacKinnon, R. (1998) Science 280, 69-77], la identificacion de los determinantes
moleculares que participan en la tetramerizacidn de las subunidades estd por determinar. Aqui, se han
utilizado mutantes del canal delecionados en su C-terminal, KcsA A125-160 y A120-160, asi como KcsA
1-125 obtenido por corte con quimotripsina de KcsA 1-160, de longitud completa, para evaluar el papel
del C-terminal en la estabilidad y ensamblaje tetramérico del canal. Hemos encontrado que la falta del
dominio citoplasmico C-terminal de KcsA, y mas criticamente la secuencia 120-124, impide el
ensamblaje tetramérico de las subunidades del canal en un sistema de expresién heterdloga de E. coli.
El modelado molecular de KcsA predice que, de hecho, tal secuencia proporciona sitios de interaccion
entre subunidades por enlaces de hidrégeno a aminodcidos de los segmentos N-y C-terminales de
subunidades adyacentes. Sin embargo, una vez que el tetrdmero de KcsA estd ensamblado, su
remarcable estabilidad a la disociacién de las subunidades frente a detergentes o frente al calor no estd
influenciada por si el dominio C-terminal continta formando parte de la proteina o no. Por ultimo y mas
interesante, se observa que, incluso en ausencia del dominio C-terminal implicado en tetramerizacion,
la reconstitucién en lipidos de membrana promueve muy eficientemente la tetramerizacidn in vitro de
KcsA, un evento que es probablemente mediado por interacciones hidroféobicas adecuadas en los

dominios intramembrana de la proteina.

~
4
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Influence of C-Terminal Protein Domains and Protelrpid Interactions on
Tetramerization and Stability of the Potassium Channel KcsA

M. L. Molina,* J. A. Encinar, F. N. Barrerd, G. Fernandez-Ballestér. Riquelme and J. M. Gonzalez-Ros*

Instituto de Biologa Molecular y Celular, Universidad Miguel Hefmalez, Elche, 03202 Alicante, Spain, and Programa de
Fisiologia y Biofsica, Instituto de Ciencias Biordieas (ICBM), Facultad de Medicina, Universidad de Chile,
Casilla 70005, Santiago 7, Chile

Received May 31, 2004; Revised Manuscript Received August 31, 2004

ABSTRACT: KcsA is a prokaryotic potassium channel formed by the assembly of four identical subunits
around a central aqueous pore. Although the high-resolution X-ray structure of the transmembrane portion
of KcsA is known [Doyle, D. A., Morais, C. J., Pfuetzner, R. A., Kuo, A., Gulbis, J. M., Cohen, S. L.,
Chait, B. T., and MacKinnon, R. (1998}cience 280, 6977], the identification of the molecular
determinant(s) involved in promoting subunit tetramerization remains to be determined. Here, C-terminal
deletion channel mutants, KcsA125—-160 andA120—160, as well as 1—-125 KcsA obtained from
chymotrypsin cleavage of full-length 1—-160 KcsA, have been used to evaluate the role of the C-terminal
segment on the stability and tetrameric assembly of the channel protein. We found that the lack of the
cytoplasmic C-terminal domain of KcsA, and most critically the £2@4 sequence stretch, impairs
tetrameric assembly of channel subunits in a heterolo§ogsli expression system. Molecular modeling

of KcsA predicts that, indeed, such sequence stretch provides intersubunit interaction sites by hydrogen
bonding to amino acid residues in N- and C-terminal segments of adjacent subunits. However, once the
KcsA tetramer is assembled, its remarkable in vitro stability to detergent or to heat-induced dissociation
into subunits is not greatly influenced by whether the entire C-terminal domain continues being part of
the protein. Finally and most interestingly, it is observed that, even in the absence of the C-terminal
domain involved in tetramerization, reconstitution into membrane lipids promotes in vitro KcsA
tetramerization very efficiently, an event which is likely mediated by allowing proper hydrophobic
interactions involving intramembrane protein domains.

Potassium channels are highly complex membrane proteingpH-dependent potassium chann2) 4—8). Thus, the pos-
widely distributed in different cell types of practically all ~ sibility of securing both high-resolution structural and
living organisms, where they contribute to the control of functional data on this molecule makes KcsA an obliged
potassium flow, cell volume, release of hormones and reference model in ion channel studies.

neurotransmitters, resting potential, excitability, and behavior  kcsa is a homotetramer in which each subunit is made
(1). Back in 1995, a rather simple member of the potassium yp of 160 amino acids (Figure 1) defining two transmem-
channel family, the so-called KcsAwas identified in brane segments connected by a pore region that contains an
Streptomycesdidans(2). The ease of heterologous expres- jon selectivity filter unmistakably homologous to the more
sion of KcsA in anEscherichia colsystem, its resistance to complex eukaryotic potassium channels. The transmembrane
a variety of detergents, and its purification in large quantities segment M2, nearest to the C-terminal, contributes to the
as His tag derivatives have allowed remarkable achievementqining of the pore, while the one closest to the N-terminal,
in this field such as its crystallization and structural deter- 1 js exposed to the membrane bilay8}.(Additionally,
mination at high resolution using X-ray diffraction methods the N- and C-termini are included, respectively, in two
(3). KesA can also be reconstituted into lipid bilayers, re|atively large cytoplasmic domains, rich in charged or polar
allowing for its functional characterization as a voltage- and gmino acid residues. These latter domains were not resolved
in the crystal structure, which accounted only for the

" Partly supported by a grant from the Spanish DGI BFI 2002-03410. membrane-inserted 23119 amino acids in the KcsA se-
eVl o e AW e 1o e, Guence (3). Nevertheless, electron spin resonance studies
of Spain, respectively. provided evidence that these protein domains form a

* To whom correspondence should be addressed. Phéng4 96 fenestrated “hanging basket’-like structure underneath the
6658757. Fax:+ 34 96 6658758. E-mail: gonzalez.ros@umh.es. membrane@y through the openings of which ions must pass

* Universidad Miguel Hernandez. . . .
s Universidad de Chile. prior to their arrival to the transmembrane channel pore.

! Abbreviations: KcsA, potassium channel frddreptomyces liv- In an in vitro transcription and translatidh coli system,

idans DDM, dodecylf-p-maltoside; SDSPAGE, polyacrylamide gel kesA monomers have been reported to be targeted cotrans-
electrophoresis in the presence of sodium dodecyl sulfate; T1, N-

terminal or first tetramerization domain from the eukaryotic voltage- 1ationally via the signal recognition particle pathway to the
activatedShakerpotassium channel. internal bacterial membran®)( where the assembly of the

10.1021/bi048889+ CCC: $27.50 © 2004 American Chemical Society
Published on Web 11/05/2004
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w1

MPPMLSGLLARLVKLLLGRHGSALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAERGAPG 56

w2

AQLITYPRALWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLVAVVVMVAGITSFGLVTAALAT 112
—— Chymotrypsin cleavage

WEFVGRE FRRGT‘ SERKAAEEAYTRTTRALHERFDRLERMLDDNRR 160
KcsA A125-160
—— KcsA A120-160

Ficure 1: Amino acid sequence of the KcsA potassium channel f®rtividans(SWISS-PROT accession number Q54397). The boxes
indicate the transmembrane segments M1 and M2 and the characteristic selectivity filter (TVGYGD). The arrows indicate the chymotrypsin
cleavage site yielding-1125 KcsA and the resulting C-termini in the Kcs125—160 andA120—160 deletions. A hexabhistidine tag
(sequence MRGSHHHHHHGS) was bound to the methionine N-terminus in all cases.

membrane-inserted monomers into highly stable tetramersdeletions. The constructs were also checked by dideoxy-
proceeds efficiently and rapidly, through a process influenced nucleotide sequencing.
by the membrane proton-motive force (10). Nonetheless, the - protein Expression and PurificatiorA modification of
molecular determinant(s) involved in promoting subunit ,pjished procedure2,(12) was used here. Kanamycin-
tetramerization remains to be identified. Using a heterologous ragistants. coli M15 (pRep4) cells were transformed with
E. coli expression system, we now report that KcsA deletion the apove constructs following standard heat-shock proce-
mutants in which part of the cytoplasmic C-terminal is qyres and plated overnight on LB agar containing ampicillin
lacking assemble poorly into tetramers. However, we also (50 ug/mL) and kanamycin (2&g/mL). A single colony
found that in those C-terminal deletions unable to assemble,, 55 picked up and grown overnight in 100 mL of LB
as tetramers, the expressed monomeric subunits tetramerizg,qdium supplemented with antibiotics. This culture was
very efficiently upon reconstitution into artificial lipid  yiuted inb 1 L of 2xYT medium supplemented with
vesicles. This latter observation lends support to a role for gniibiotics and grown at 3TC to exponential phase (QBnm
the lipid environment in contributing to the assembly of _ 0.6—0.8). Protein expression was induced by 0.5 mM
oligomeric membrane proteins and reinforces the idea thatisopropyl pB-p-thiogalactopyranoside for 2 h. Cells were
membrane lipids and proteidipid interactions could be pelleted, washed with 1% NaCl, resuspended in 50 mL of
important determinants in membrane protein folding (11). lisozyme-containing buffer (20 mM HEPES, pH 7.5, 0.45
M sucrose, 8 mM EDTA, 0.4 mg/mL lysozyme, and 0.75
MATERIALS AND METHODS mM PMSF), and kept on ice for 1 h. The mixture was

Constructs The wild-type KcsA construct was a gift from ~ Snicated on | an ici baéhf usin% a Branson probeb-type
Drs. Marco Caprini and Antonio Ferrer-Montiel. It contained apparatu_s an centrifuged for 1 h at 100000g. 'V"?F“ rane
thekcsAgene ofS. lizidanscloned in frame into the pQE30 proteins in this crude membrane pellet were solubilized in
vector (Qiagen), which provided ampicillin resistance and ,20, mL of 20 mM HEPES, pH 7.5, 100 mM KCl, 10 mM
an N-terminal hexahistidine tag. The Kcg¥125—160 and imidazole, 0,75 -mM PMSF, and 10 mM-dodecyl 3-o-
A120-160 constructs were generated from the wild-type Maltoside (DDM; Calbiochem) fdl h at room temperature.
construct by reverse PCR usinBfu DNA polimerase After centrifugation of insoluble remains (1 h at 10090
(Fermentas), sense primerGGG TGA GGA TCC ATC the supernatant was incubated overnight with 3.5 mL of
CGC ATG CGA GCT CGG TAC CCC for both deletions, Ni*" NTA agarose gel beads (Qiagen), placed into a column,
and antisense primer$-6CG GAT GGA TCC TCA GTG ~ and washed with 20 mM HEPES, pH 7.5, 100 mM KCl, 10
GCC CCG GCG CTC TTG TTC and BCG GAT GGA mM imidazole, and 1 mM DDM, until the absorbance at

TCC TCA TGG TTC CCG GCC GAC GAA CCA respec- 280 nm was less than 0.01. The gel—bound protein was eluted
tively, for the KcsAA125—160 andA120—160 déletions. using the previous buffer containing 1 M imidazole. Protein

These primers include the restriction sequenceBamHI aliquots were mixed with an equal volume of electrophoresis
(5'-GGA TCC) to allow for the elimination of the desired Sample buffer (20 mM Tris, pH 6.8, 20% glycerol, 0.1%
C-terminals. PCR products were precipitated by standardPromophenol blue, and 4% SDS) and run in 13.5% PAGE
phenol/chloroform, digested withamHI (Fermentas), puri- I the presence of 0.1% SD3J). Alternatively, the sample
fied, and ligated overnight by T4 DNA ligase (Roche Was dlalyz_ed in buff_er without |m|dazole_ and the protein
Diagnostics)E. coli XL1-blue strain cells were transformed ~concentration determined by the DC-Protein assay (Bio-Rad),
and plated on LB agar containing ampicillin (a@/mL). relative to a bovine serum albumin standard. Yields were
Screening of 12 colonies was carried out for each ligation 2—4 Mg of DDM-solubilized purified protein/L of culture
by extracting the plasmid and digesting it wiamHI to for the wild-type KcsA construct and 0-4.0 and 0.5-0.6
check if the deletions had been introduced successfully. Also,Md/L, respectively, for the KesA125-160 andA120—

the entire plasmid from positive colonies was digested with 160 deletions.

Puull (Fermentas), whose restriction sequence is present in  Chymotrypsin HydrolysisThe entire +160 KcsA was
the constructs at a single position, and run in a 10% PAGE converted into +125 KcsA by treatment with chymotrypsin
in Tris—acetate buffer to check for the correct size of the type Il (Sigma) fo 3 h at 37°C, using a protein subunit:
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enzyme ratio of 50:1 (by weight). The reaction was stopped
by addition of 5 mM PMSF. Specific removal of the 126
160 protein segment was demonstrated by MALDI tryptic-

peptide mass fingerprinting in excised electrophoresis bands

from entire 1160 and hydrolyzed-2125 KcsA preparations
(14, 15).

Reconstitution of Proteins into Asolectin Lipid Vesicles.
Large unilamellar vesicles of asolectin (soybean lipids, type
II-S, Sigma) were prepared (16) at 25 mg/mL in 10 mM
HEPES, pH 7.5, 100 mM KCI (reconstitution buffer) and
stored in liquid N.

Purified DDM-solubilized protein was mixed with the
above asolectin vesicles previously resolubilized in 5 mM
DDM, at a lipid:protein subunit molar ratio of 2000:1, for 2
h. Reconstituted liposomes were formed by removing the
detergent by gel filtration on Sephadex G-50 (fine;-2B
mL bed volume), previously swollen overnight in buffer
without detergent?). The detergent-solubilized lipid/protein
mixture (2 mL) was loaded on top of the column, and the
reconstituted liposomes were eluted in the void volume at 2
mL/min. The protein-containing reconstituted fractions were
pooled and centrifuged for 30 min at 300@00 he pellet
was resuspended into 1 mL of reconstitution buffer, divided
into 100uL aliquots, and stored in liquid N

Thermal Stability of KcsARoutinely, aliquots of DDM-
solubilized or asolectin-reconstituted KcsA samples were
mixed with an equal volume of SDS-containing electro-
phoresis sample buffer (see above), incubated for 20 min a
selected temperatures, cooled on ice for approximately 1
min, and examined by SDSPAGE. After Coomassie
Brilliant Blue staining, the gels were scanned and the
intensities of the bands measured by densitometry.

Molecular Modeling A full-length KcsA structural model
was obtained with the commercial program Insight II
(Biosym/MSI) using thex-carbon trace (PDB entry 1F6G)
from Cortes et al.]) as the template. The crystallographic
structure determined for 23—119 KcsA (PDB entry 1BL8)

was then superimposed and transplanted to the model to ge

the correct dihedral angles and side chain rotamers within
the transmembrane portion of the protein (residues L24 to
V115). The orientation and optimization of the side chains
corresponding to the cytoplasmic N- and C-termini was

carried out in three steps: First, those residues making van

der Waals clashes were selected and fitted with “quick and
dirty” algorithms. Second, the model was energy mini-
mized (100 steps of steepest descent and 100 of conjugat
gradient, cutoff of 10 A for nonbonded interactions) with
the GROMOS 43A1 force field, implemented in Swiss PDB
viewer v3.7 (17), to relax the backbone and side chains.
Third, final side chain orientations were found with the
computer-designed algorithm PERLA (described in detail at
http://proteindesign.embl.de) as described previous8/
20). The model was tested by PROCHECK (21), showing a
Ramachandran plot with 82.9% of the residues in the most
favored regions and 17.1% in additional allowed regions.

RESULTS

Following purification from DDM-solubilized bacterial
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FIGURE 2: Representative SDS—PAGE profile of nonheated
aliquots of wild-type +160 KcsA (lanes A and B) and-1125
KcsA (lanes C and D) and the deletion products Kes5—160
(lanes E and F) and KcsA120—-160 (lanes G—I). “S” lanes
correspond to the DDM-solubilized and purified proteins (lanes A,
C, E, G, and H), while “R” lanes correspond to samples reconsti-
tuted into asolectin lipid vesicles (lanes B, D, F, and 1). Lanes G
and H (also labeled as S1 and S2) correspond to separate pools of
different chromatographic fractions from the purified KcAA20—

160 deletion (the one in lane G being almost exclusively mono-
meric) obtained by eluting the i affinity gel with an imidazole
gradient. Lane |, which is almost exclusively tetrameric, corresponds
to reconstitution into asolectin lipid vesicles of all chromatographic
pools of the solubilized protein (as in G and H) mixed together.

tsamples (Figure 2, lanes A and B), 22). Western blots
gshow strong reactivity of this protein band against com-

mercial anti-His-tag monoclonal antibodies, thus confirming

it as the expression product of the KcsA construction (not
shown). Routinely, this major tetrameric species is ac-
companied by monomeric KcsA as a minor component, and
in sufficiently loaded gels, higher molecular weight, SDS-

resistant KcsA multimers can also be observed.

The KcsA tetramer is also remarkably resistant to heat
(10, 12,22—24). Figure 3A shows that indeed dissociation
py heat of DDM-solubilized tetramers into monomers, when
dissolved in SDS-containing electrophoresis buffer prior to
undergoing the heating routine (see the Materials and
Methods), shows a midpoint temperature of approximately
76 °C under our experimental conditions (Figure 4A). Such
a midpoint temperature for dissociation under those condi-
tions is increased by approximately 2Q if the purified
KcsA is reconstituted into asolectin lipids prior to dissolving

é’t into SDS-containing electrophoresis sample buffer and

Submitting it to the above heating routine (Figures 3B and
4A). Moreover, heating intact reconstituted samples in the
absence of SDS, and then dissolving them into SDS-
containing electrophoresis sample buffer for the SPAGE
analysis, shows that the midpoint temperature for the
disappearance of KcsA tetramers (which under these condi-
tions results primarily in SDS-insoluble, high molecular
weight aggregates) occurs at temperatures exceedingCL00
(not shown). This suggests that the presence of lipids either
when codissolved in the SDS solution during heating or, even
more noticeably, when organized as intact KcsA reconstituted
vesicles confers a higher thermal stability to the tetrameric
protein. Such an increased thermal stability, however, does

lysates, the N-terminal His tag derivative of full-length not affect the tetramer-to-monomer ratio in the wild-type
1-160 KcsA is obtained primarily as an SDS-resistant KcsA population, which remains high and fairly constant
tetramer, as seen by conventional SEFSAGE of unboiled (roughly 80% tetrameric KcsA) both in the DDM-solubilized
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FiGUurRe 3: Representative electrophoretic gels used to study the gao-
stability of the different tetrameric KcsA proteins to detergent- and 5
heat-induced dissociation. In this case, the behavior of tetrameric, .."_ao-
full-length 1-160 KcsA is shown to illustrate the experimental o o
approach. Panels A and B are representative-SPYSGE profiles S0 77 °C—> 90 °C
of the dissociation into monomers of tetrameric KcsA both in a ’3
DDM-solubilized form (A) or reconstituted into asolectin lipid L 0]
vesicles (B). In either case, the samples were processed at the o
indicated temperatures$, shown above the different lanes), as g
described in the Materials and Methods. RT stands for room 5
temperature, and M and T stand for KcsA monomer and tetramer, © bR DS S A

respectively. Temperature, °C

and in the asolectin-reconstituted samples (Figure 5A).
Similar effects of lipids on KcsA stability have been previ-
ously attributed to the presence of anionic lipids, mainly
phosphatidylglycerol, which is reported (i) to interact
preferentially with the protein channél4), (i) to be required

for channel function as measured in terms of increased
rubidium fluxes (725), and (iii) to copurify with KcsA when
isolated from theE. coli expression system (25).

The entire +160 KcsA can be enzymatically converted
into 1—125 KcsA by proteolytic treatment with chymotrypsin
(Figure 2, lanes C and DJBJ. Interestingly, it is observed . : . ,
that the minor monomer population present in the full-length 2 0 0 50 10 !

. . . Temperature, °C
KcsA preparations disappears almost completely during the
chymotrypsin hydrolysis, suggesting that the unassembledricure 4: Stability of the different KcsA preparations to detergent-
monomer has additional accessible sites for chymotrypsinand heat-induced dissociation. The results show the fraction of
cleavage, which are not accessible in the assembled KcsAtetramer remaining at the different temperatures in DDM-solubilized

. : : _ (m) or in asolectin-reconstitutecdd KcsA samples, as determined
tetramer (26). Because of this, the estimation of tetramer rom densitometry scans of SDS gels such as that shown in Figure

to-monomer ratios in these preparations is meaningless ana, arbitrarily, we assigned a relative value of 100 to the intensity

has not been included in Figure 5. of the tetramer band seen at room temperature in each sample. The
SDS—PAGE analysis of the dissociation into monomers results for wild-type +160 KcsA (A) and 1125 KesA (B) and

of 1—125 KcsA tetramers cleaved with chymotrypsin in all the KcsAA125-160 (C) and\120—160 (D) deletions are shown.

: . . Numbers within the panels indicate the estimated midpoint tem-
of its four subunits shows that the SDS and heat resistance, e ayres for tetramer dissociatiof° The number of observations

characteristic of full-length KcsA are essentially retained in (number of different gels processed) ranged between 2 and 6 for
the DDM-solubilized +125 KcsA proteolytic derivative  the different samples.

O

0
(=]
I

N
(=]
1

84 °C
73°C

n
(=]
1

(=]
I

Relative Fraction of Tetramer
B
o

NS
o



14928 Biochemistry, Vol. 43, No. 47, 2004 Molina et al.

A B C analysis of the heat resistance to dissociation of the deletion
100- tetramers (Figure 4C,D) indicates that, regardless of the
1 differences in the relative abundance of tetrameric protein
1 gk . in the KcsA A125—160 andA120—160 deletions, the
midpoint temperatures for their dissociation into subunits are
still fairly high and comparable to or slightly lower than those
exhibited by full-length KcsA. On the basis of the above
observations, it seems reasonable to conclude that the 120
124 ERRGH sequence stretch, which is lacking in the KcsA
A120—-160 deletion, is involved in determining whether
monomeric KcsA subunits would associate as tetramers in
theE. coliexpression system used in these studies. However,
once the tetramer is assembled, the presence of a longer or
a shorter C-terminal has only a limited influence on the
wt A125-160 A120-160 overall stability of the protein.
18 1 147 18 6 Molecular modeling of full-length KcsA further supports
FIGURE 5. Percent of tetramer over the tetramer-plus-monomer OUr Proposal for the putative involvement of the 224
population observed by SDSAGE analysis in nonheated samples sequence stretch on tetramerization of KcsA subunits. Figure
of full-length 1—160 KcsA (A) or in the KcsM125—160 (B) and 6 shows that the model predicts the existenciat@irsubunit
g&gO—lrﬁQegC) ?c?tlg'tinosn& Oh!?gn t::rs gg:;ei%?pgstooag'\t/':?#éb"si;reﬁe interaction sites at the region of interest, in the vicinity of
sampﬁgsI i)ut rFt;conlstit'uth;/dIintcgJ asyolectin lipid vgsicles. Results arethe cytosolic (_:hannel pore. Itis observed that the |nteract|_ons
given as meart standard error, and the numbers below each bar Detween residues 120—124 and the N- and C-terminal
are the number of experimental observations. segments of the adjacent monomer are mainly electrostatic:
R121 forms two hydrogen bonds with the N-terminal
(Figure 4B) 0), which also shows the increased stability polypeptide backbone (carbonyl groups of A23 and S22 in
mentioned above upon reconstitution into asolectin lipid the adjacent subunit), R122 hydrogen bonds to Q119 also
vesicles (Figure 4B). This suggests that, once the tetramerin the adjacent subunit, and finally H124 hydrogen bonds to
is assembled, proteolytic removal of the 2850 protein both E120 in the same subunit and S22 in the adjacent one.
segment does not destabilize the proteolyzed KcsA tetramerThe nearby E118 is predicted to interact with H25, which
to undergo SDS- or heat-induced dissociation into subunits. in turn forms a hydrogen bond with T112. Thus, every120
KcsA deletions lacking large portions of the protein’s 124 stretch in each monomer could form up tes4hydrogen
C-terminal can also be obtained by genetic engineering of bonds with the adjacent monomer, reinforcing the notion that
the cDNA heterologously expressed in thecoli system. It these residues might play a role as a molecular determinant
should be noted here that, just as the full-length or the in the oligomerization process.
chymotrypsin-cleaved KcsA (2,7, 8, 27), the C-terminal On the other hand, studies of reconstitution of the deletion
deletions used in this work, i.e., KcsA125—160 and proteins into lipid vesicles indicate that the need for the
A120-160, give rise to functionally responsive potassium presence of the 120124 sequence stretch to allow KcsA
channels upon reconstitution into an artificial membra8s. ( subunits to assemble as tetramers is not such a critical
A first difference we noticed regarding the expression of requirement in the environment provided to the protein in
the above KcsA deletions relates to the yield obtained in the reconstituted vesicles, into which such an assembly
terms of DDM-soluble purified protein, which decreases process is clearly favored. Indeed, reconstitution of the
significantly compared to that of full-length KcsA prepara- deletion proteins into asolectin lipid vesicles shows that,
tions (see the Materials and Methods for yield estimates). opposite the observations on the DDM-solubilized, purified
Different from full-length KcsA, a significant portion of the  proteins, tetramers become again the predominant molecular
proteins expressed in both deletions is recovered as DDM-species in all the reconstituted deletion samples (Figure
insoluble material (likely to be part of the inclusion bodies) 5B,C). This is again most noticeable in the Kcad20—
that goes into the pellet discarded from centrifugation of the 160 deletion (Figure 5C), which goes from being predomi-
cell lysates prior to the affinity chromatography step. Such nantly monomeric in the DDM-solubilized, purified prepa-
pellets of DDM-insoluble material, however, are soluble in ration to almost exclusively tetrameric in the reconstituted
SDS and can still be analyzed by SDBAGE, which shows  samples (Figure 2, lanes-@). This suggests that, besides
that they are composed almost exclusively of KcsA mono- protein—protein interactions, proteitlipid interactions could
mers (not shown). play an important role in promoting oligomerization and
In addition to the lower yield in terms of DDM-soluble assembly of preformed membrane protein subunits. This
protein, which occurs in both deletions, SBBAGE analysis phenomenon seems reminiscent of that mediated by the so-
reveals that the tetrameric protein is still predominant in the called intramembrane association domains in tetramerization
purified KcsA A125—160 deletion (Figure 2, lanes E and of eukaryotic channels, which can also be achieved in
F), but not in the shorter KcsA120—160 deletion (Figure  deletion mutants lacking their “priming” T1 tetramerization
2, lanes G-I), in which tetramers are only a minor species domain (28). Whatever the case might be, once the KcsA
and, consequently, the tetramer-to-monomer ratio decreasesleletion tetramers are assembled, either as a minor species
dramatically (Figure 5B,C). Interestingly, such a decreased in the DDM-solubilized expression products or as the major
tetramer population in the KcsA120—160 deletion is not  species in the reconstituted vesicles, their detergent and heat
due to a major loss in tetramer stability. Indeed, SIPAGE resistances to dissociation into subunits (Figure 4) are similar
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Ficure 6: Full-length KcsA model (A) used to illustrate the putative interactions anchoring adjacent monomers in the closed state of the
protein channel (see the Materials and Methods). Panel B focus on the cytosolic mouth of the channel, while panel C zooms in on an even
closer view of the 120—124 sequence stretch in one of the subunits (yellow ribbon) interacting with the contiguous monomer (red ribbon).
Only the main residues involved and the predicted hydrogen bonds (green, discontinuous line) are shown.

and only slightly lower than those of the full-length tet- mutations of sequences involved in trafficking to the plasma
rameric channel43), suggesting once again that the stability membrane, lead to impaired channel function and relate to
of the assembled tetramer does not depend to a great extengenetic diseases (see 29 and references therein).

upon the presence of an intact C-terminal as a protein | this paper we report on two main observations related
constituent. to KcsA tetramerization. First, we noticed that going from
the C-terminal deletion KcsAA125—160 to the KcsA
DISCUSSION A120—-160 greatly impairs the ability of the protein to
Oligomerization of compatible subunits to form functional assemble as a tetramer in thecoli heterologous expression
ion channels is a complex event of molecular recognition system. This suggests a possible role for the ERRGH-120
resulting from the successful concurrence of many elemental124 sequence as a putative “tetramerization” domain. Second,
steps including membrane targeting, folding, posttranslational it is observed that, even in the absence of such an apparently
modification, and assembly. The occurrence and the ordercritical sequence stretch, reconstitution into lipid vesicles of
in which these processes take place may differ in each casethe predominantly monomeric KcsA120—160 deletion
but it is assumed that the nascent polypeptide chains contairresults in the highly efficient formation of functionally
specific sequences to determine their overall processing andesponsive tetramers. Compared to the wild-type protein,
cell surface expression. The physiological relevance of this such deletion tetramers exhibit a similar or slightly dimin-
is obvious, and in voltage-dependent potassium channels inished stability to heat- and detergent-induced dissociation.
particular, it has been shown that deletions, as well as Taking the two observations together, it seems that hydro-
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phobic interaction between the transmembrane protein seg- On the other hand, it has already been mentioned that,
ments is the most important factor in holding the tetramer during KcsA tetramer formation, the full-length KcsA mono-
together, but under conditions less favorable than thosemer first inserts into the target membrane and then into the
provided by reconstitution into lipid vesicles to facilitate membrane where tetramerization occul®)( Therefore,
subunit recognition and assembly, the ERRGH -1224 since membrane targeting, monomer insertion, and tetramer-
sequence becomes a key element for efficient tetramerizationization are linked, sequential processes, it is also conceivable
In the eukaryotic voltage-activate8haker potassium that rather than being strictly involved in tetramerization,
channel, tetramerization is mediated by the so-called T1 or putative tetramerization domains might facilitate membrane
first tetramerization domains30). T1 domains supervise targeting and/or folding of nascent monomeric components.
proper tetrameric assembly of compatible channel subunits!n this regard, it has been reported that in a eukaryotic in
and correspond to a large N-terminal cytoplasmic protein vitro translation and t_ranslocation system, the C-terminal of
stretch (31,32), which by itself readily forms tetrameric KcsA affects the efficiency at which the M2 transmem-
structures. Zerangue and co-workei@3) propose that DPrane segment spans the endoplasmic reticulum membrane
tetramerization takes place in a multistep process in which @nd achieves its final structur@?). Thus, an alternative
rapid T1 tetramerization occurs first, and then it brings POSSibility would be that the 120—124 ERRGH sequence
transmembrane domains of T1-compatible channel subunitsStrétch is influencing monomer folding rather than monomer
into close proximity to allow full tetramerization of the (etramerization in strict terms. This should lead the improp-

channel. According to this proposal, T1 domains@cthe erly follded monomers to form inso!uble incllusion bodies,
kinetics of the assembly proceby priming the slower whlch is the usual way prokaryotfes discard m|§foldeq expres-
concentration-dependent process of tetramerization betweers O Products, and would explain our lower yields in terms
transmembrane segments of T1-compatible channel subunitQf PDM-soluble protein, as well as the increased amount of
(33). This kinetic mechanism is supported by the observation DM-insoluble, monomeric KcsA seen in our two deletions.

that tetrameric assembly &hakerchannels lacking their Our second major observation is that, in the absence of
T1 domains occurs poorly at “normal” (low) protein con- the putative tetramerization domain, reconstitution into lipid

centration, but becomes more efficient in expression systemsVeSicles of the purified KcsA120—160 deletion protein in

yielding a higher concentration of channel subunits. a predominantly monomeric form secures tetramerization

In principle, the above notions seem consistent with our very efiiciently. The h|gh efficiency of th|s_ phenomenon is :
findings on the tetrameric assembly of KcsA, except that it unp_recedented gnd .relnforces the_gmerglng concept that, n
is the C-terminal segment of KcsA that appéars to play the addition to contributing to the stability or the conformation

role of the N-terminalShakefT1 domain. Such a possibility of oligomericynembrane proteifis, proteilipid interactions

is not unprecedented since it is known that other potassiummfr’1y be igipgiant in promoting ohgomenzapon of such pro-
. ! 4 teins and in allowing intramembrane domain interactions to
channels different fromShaker have their C-terminals

involved in tetramerization. For instance, in the EAG (“ether- determine a correct oligomeric assembly (38). In particular

" tamil hich likeShakerbel B lled for KcsA, it has been shown that, as long as the monomers
a-gogo’) amily, WiICh K - B U F § fre previously membrane-inserted, tetramers can be assem-
6TM1P (six transmembrane domains, one pore region)

tasSi h Is. the deleti i a.short.d . th bled in pure lipid bilayers as target membranes in an in vitro
polassium crlanne’s, MesSeiataiaiiuaint A Ml Atk ranscription and translation syste®),(this process being
C-terminus impairs tetramerizatior34). Kir (inwardly

. . h | hich lik | more efficient in the presence of negatively charged phos-
rectifying) potassium channels, which like KcsA belong to phatidylglycerol 4). Also, the in vitro refolding into tetra-

the 2TM1P-type channels, also have tetramerization domainsyars of previously trifluoroethanol-unfolded KcsA mono-
at their C-terminals (35). _ mers has been found to occur only when in the presence of
Regardless of their location at the N- or C-terminal, a key |ipid vesicles, but in this case with a low (280%) effici-
feature of putative tetramerization domains should be t0 gncy and without any specific lipid requiremesj. The
mediate intersubunit interactions so that compatible subunitsqyiying forces in this “lipid-facilitated” tetramerization of
may recognize each other and be properly oriented for thekcsa should be equivalent to those promoting the well-
subsequent occurrence of hydrophobic interactions betweennown oligomerization of compatible, synthetic transmem-
transmembrane regions of the protein, which are major prane segments of oligomeric membrane prote3ay (vhich
determinants in holding the oligomer together. Such priming opviously occurs in the absence of any cytoplasmic tetramer-
intersubunit interactions seem to be attained differently in jzation domain.
different channels. For instance, in the N-terminal, T1  |n conclusion, we found that the lack of the cytoplasmic
domains of Shaker (33), as well as in the C-terminal  C-terminal domain of KcsA and, most critically, the 120
tetramerization domains of EAG channels, intersubunit 124 sequence stretch prevents tetramerization of monomeric
contacts are based on coiled-coil structur®$)(while no  channel subunits in aR. coli expression system. We also
coiled coils have been detected in the large cytoplasmic observed that, once the KcsA tetramer is assembled, its in
C-terminal of a prokaryotic KirBac1.1 channd@f), which  vitro stability does not depend to a large extent on whether
has been structurally determined at high resolution and formsthe putative tetramerization domain continues being part of
intersubunit 3-structures. In KcsA and according to our the protein, but is further increased by the presence of lipids.
molecular modeling, it seems likely that multiple hydrogen Finally and most interestingly, we also found that, in the
bonding involving the 1286124 residues and N- and C- absence of such a critical C-terminal domain, reconstitution
terminal regions of adjacent subunits could be a priming into membrane lipids facilitates very efficiently tetramer-
event leading to tetramerization. Site-directed mutagenesisization of KcsA subunits, which is likely mediated by
experiments are currently in progress in an attempt to provideallowing proper interactions among intramembrane protein
further evidence for this hypothesis. sites in the hydrophobic reconstitution medium.
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1.3 Trabajo adicional

La linea de investigacion desarrollada en esta publicacidn, centrada en el estudio de la
oligomerizacion de KcsA, se continué desarrollando tras la publicacién del articulo correspondiente. Asi,
estudios de mutagénesis posteriores comprobaron la implicacidon de esta regién en la tetramerizacién
de KcsA y la bondad del modelo propuesto en Molina et al (2004). Ademas, se determino el papel del N-
y del C-terminal en la agrupacién y el acoplamiento funcional de los canales, propiedad de KcsA que se
caracteriza en la Publicacidon 2. Estos resultados, pendientes de su publicacién, se resumen en el

apartado de Avances Relevantes.
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2.1 CLUSTERING Y GATING ACOPLADO MODULAN LA ACTIVIDAD DE KcsA, UN

CANAL DE POTASIO MODELO

Molina, M.L., Barrera, F.N., Ferndndez, A.M., Poveda, J.A., Renart, M.L., Encinar, J.A., Riquelme, G,
and Gonzdlez-Ros, J.M. (JBC, 2006)

RESUMEN

Diferentes patrones de actividad de los canales han sido detectados mediante patch clamp de
parches de membrana escindidos de liposomas gigantes reconstituidos que contienen KcsA purificado,
un canal de potasio de origen procariota. El patron mas frecuente tiene una caracteristica baja
probabilidad de apertura del canal (patrones LOP) y exhibe muchas otras caracteristicas publicadas para
KcsA reconstituida en bicapas lipidicas planas, incluyendo una moderada dependencia de voltaje, el
bloqueo por Na*, y una estricta dependencia de pH acido para la apertura del canal. El evento de gating
predominante en este patrén de baja probabilidad de apertura corresponde al acoplamiento positivo de
dos canales KcsA. Sin embargo, también han sido detectados otros patrones de actividad, que se
caracterizan por una alta probabilidad de apertura del canal (patrones HOP), el acoplamiento positivo
de principalmente cinco canales, y cambios profundos en otras caracteristicas de KcsA, incluyendo una
diferente voltaje dependencia, la apertura de los canales a pH neutro, y la ausencia de bloqueo por Na*.
La diversidad funcional anterior se corresponde con el ensamblaje supramolecular heterogéneo de KcsA
en grupos (o clusters). La agrupacién de KcsA depende de la concentracién de proteinas y se produce en
solucion de detergente y mas marcadamente en membranas reconstituidas, incluyendo liposomas
gigantes, donde algunos de los grupos (o clusters) son lo suficientemente grandes (hasta varias micras)
para ser observados por microscopia confocal. Al igual que en las respuestas de expansion
conformacional alostéricas observadas en la agrupacion de receptores (Bray, D. and Duke, T. (2004)
Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 33, 53—73), nuestro principio es que la agrupacion fisica de canales
de KcsA estd detras del multiple acoplamiento de canales observado y de las diversas respuestas

funcionales.
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Different patterns of channel activity have been detected by patch
clamping excised membrane patches from reconstituted giant lipo-
somes containing purified KcsA, a potassium channel from pro-
karyotes. The more frequent pattern has a characteristic low chan-
nel opening probability and exhibits many other features reported
for KcsA reconstituted into planar lipid bilayers, including a mod-
erate voltage dependence, blockade by Na*, and a strict dependence
on acidic pH for channel opening. The predominant gating event in
this low channel opening probability pattern corresponds to the
positive coupling of two KcsA channels. However, other activity
patterns have been detected as well, which are characterized by a
high channel opening probability (HOP patterns), positive coupling
of mostly five concerted channels, and profound changes in other
KcsA features, including a different voltage dependence, channel
opening at neutral pH, and lack of Na* blockade. The above func-
tional diversity occurs correlatively to the heterogeneous supramo-
lecular assembly of KcsA into clusters. Clustering of KcsA depends
on protein concentration and occurs both in detergent solution and
more markedly in reconstituted membranes, including giant lipo-
somes, where some of the clusters are large enough (up to microm-
eter size) to be observed by confocal microscopy. As in the allosteric
conformational spread responses observed in receptor clustering
(Bray, D.and Duke, T. (2004) Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 33,
53-73) our tenet is that physical clustering of KcsA channels is
behind the observed multiple coupled gating and diverse functional
responses.

During the last decades, the use of high resolution electrophysiologi-
cal techniques to study ion channels has provided a large amount of
information on functional aspects of these important membrane pro-
teins. Such a detailed information on channel function, however, has
not been accompanied by structural knowledge until recently, when
several structurally simpler homologues of mammalian ion channels
found in extremophyle bacteria or Archaea and remarkably resistant to
harsh experimental conditions, have been purified, crystallized and
their structure solved at high resolution by x-ray diffraction methods
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(1-4). AK" channel from the soil bacteria Streptomyces lividans named
KcsA* (1), a homotetramer made up of identical 160-amino acid sub-
units, was the first of such structures to be solved (5, 6), and, although
the x-ray structure corresponds to a closed channel conformation, it has
contributed much to our current understanding of ion selectivity and
permeation. Ironically, there was little or no functional information on
KcsA by the time its structure was solved, and then several groups
undertook the task of characterizing its single channel properties, which
has been surrounded by controversy. For instance, Schrempf’s group,
discoverers of KcsA in S. lividans, reported a strong dependence of
channel opening on acidic pH, multiple conductance states with open-
ing probabilities near 0.5, and unusual permeabilities to Na™, Li*, Ca®*,
or Mg>", along with K* (7-9). In contrast, Miller’s group (10, 11) using
purified KcsA reconstituted into planar lipid bilayers found a single
conductance state with a much lower opening probability, as well as
orthodox ion selectivity and other properties to validate KcsA as a bona
fide K" channel and as a faithful structural model for these molecules.
The above discrepancies were never fully explained but, still, it became
generally accepted that KcsA behaves as a moderately voltage-depend-
ent, K" -selective channel with a characteristic low opening probability
and the peculiar property of opening only in response to very acidic pH
conditions at the intracellular side of the membrane. More recently,
however, it was found that KcsA opens also at neutral pH when sub-
jected to an outward K gradient (12). Furthermore, it has been pro-
posed that a more “physiological” version of KcsA might correspond to
a supramolecular conductive complex in which the channel would co-
assemble with polyhydroxybutyrate and inorganic polyphosphates (13),
which are abundant reservoir materials in many prokaryotes.

In this report we have used excised membrane patches from recon-
stituted giant liposomes containing purified KcsA. Through the analysis
of a large number of patch clamp recordings we found a clearly diverse
functional behavior for the KcsA channel. The more frequent pattern of
activity corresponds to the low opening probability and acidic pH-de-
pendent channel referred above, but other activity patterns have been
detected as well, which are characterized by a high channel opening
probability at both acidic and neutral pH. As an additional salient fea-
ture, the latter recordings show frequent coupled gating involving mul-
tiple channels. These observations are unprecedented, and we interpret
them based on the additional finding that heterogeneous “cluster”-like
supramolecular assemblies of KcsA are formed, into which the channels
adopt different, integrated behaviors.

“The abbreviations used are: KcsA, potassium channel from S. lividans; DDM, dodecy!
B-p-maltoside; LOP pattern, low channel opening probability pattern of KcsA; HOP
pattern, high channel opening probability pattern of KcsA; FRET, fluorescence reso-
nance energy transfer; Alexa 546, Alexa fluor® 546 C5 maleimide; Alexa 647, Alexa
fluor® 647 C2 maleimide; NBD-DMPE, N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-1,2-di-
hexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine; PBS, phosphate-buffered saline.
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Functional Diversity and Clustering in KcsA

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Constructs and Mutants—The wild-type KcsA construct contained
the kcsA gene of S. lividans cloned in-frame into the pQE30 vector
(Qiagen), which provided ampicillin resistance and a N-terminal hexa-
histidine tag (14). The KcsA S22C mutant was obtained (QuikChange
site-directed mutagenesis kit, Stratagene) by generating PCR fragments
using pairs of complementary mutant primers, sense primer 5'-CTC
GGG CGC CAC GGC TGT GCG CTG CAC TGG and antisense
primer 5'-CCA GTG CAG CGC ACA GCC GTG GCG CCC GAG.
The KcsA S22C mutant sequence was verified by dideoxy-nucleotide
sequencing.

Protein Expression and Purification—Expression of the wild-type
KcsA protein and the KesA S22C mutant in Escherichia coli M15
(pRep4) cells, and its purification by affinity chromatography on a
nickel-nitrilotriacetic acid-agarose column, was carried out as
reported previously (14). The purified protein consisted primarily of
the characteristic SDS-resistant tetramer, which is accompanied by
monomeric KcsA as a minor component and in sufficiently loaded
SDS-PAGE gels, by higher molecular weight, SDS-resistant KcsA
multimers. All the above KcsA species were immunoreactive against
commercial anti-His tag monoclonal antibodies (see the inset to
Fig. 8A).

The expression yields and the SDS-PAGE profile of the KesA S22C
mutant were very similar to those exhibited by the wild-type KcsA. The
protein concentration was determined by the DC-Protein colorimetric
assay (Bio-Rad), relative to a bovine serum albumin standard. When
expressed in molar terms, the protein concentration refers to KcsA
tetramers. 1-125 KcsA was prepared by chymotrypsin hydrolysis of
wild-type KcsA as described earlier (14).

Reconstitution of Proteins into Asolectin Lipid Vesicles and Prepa-
ration of Giant Liposomes—Batches of large unilamellar vesicles of
asolectin (soybean lipids, type II-S, Sigma) were prepared at 25
mg/ml as described earlier (15) in 10 mM Hepes, pH 7.0, 100 mm KCI
(reconstitution buffer) and stored in liquid N,. The purified DDM-
solubilized protein (wild-type KcsA, 1-125 KcsA, or fluorescently
labeled KcsA S22C derivatives, depending on the different experi-
ments) was mixed with the above asolectin vesicles previously res-
olubilized in 3 mm DDM. Reconstituted liposomes were formed by
removing the detergent by gel filtration (14). The protein-containing
reconstituted vesicles eluted in the void volume and were pooled,
centrifuged 30 min at 300,000 X g, resuspended at 1 mg of pro-
tein/ml in reconstitution buffer, divided into aliquots, and stored in
liquid N,,.

Multilamellar giant liposomes (up to 50—100 uMm in diameter) were
prepared by submitting a mixture of the reconstituted vesicles (usually
containing 50 ug of protein) and asolectin lipid vesicles (25 mg of total
lipids) to a cycle of partial dehydration/rehydration (15), with the excep-
tion that the dehydration solution used here was 10 mm Hepes (potas-
sium salt) buffer, pH 7, containing 5% ethylene glycol and the rehydra-
tion solution was 10 mM Hepes (potassium salt) buffer, pH 7. As a
control, each of the different batches of asolectin vesicles was also
used to prepare protein-free giant liposomes. Those liposome
batches, posing difficulties to obtain high resistance seals (see below)
or showing erratic baselines in the patch clamp recordings because
of remaining detergent or other reasons, were discarded.

Electrophysiological Recordings—For patch clamp measurements of
channel activity, aliquots (3—6 ul) of giant liposomes were deposited
onto 3.5-cm Petri dishes and mixed with 2 ml of the buffer of choice for
electrical recording (bath solution; usually 10 mm Mes buffer, pH 4,
containing 100 mm KCI). Giga seals were formed on giant liposomes

18838 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

with borosilicate microelectrodes (Sutter Instruments) of 7—10 mego-
hms open resistances, filled with 10 mm Hepes buffer, pH 7, 100 mm KClI
(pipette solution). After sealing, excised inside-out patches were
obtained by withdrawing the pipette from the liposome surface. Stand-
ard patch clamp recordings (16) were obtained using either Axopatch
200A (Axon Instruments, Union City, CA) or EPC-9 (Heka Electronic,
Lambrecht/Pfalzt, Germany) patch clamp amplifiers, at a gain of 50
mV/pA. The holding potential was applied to the interior of the patch
pipette, and the bath was maintained at virtual ground (V = V|, —
Viipette)- AN Ag-AgCl wire was used as the reference electrode through
an agar bridge, and the junction potential was compensated when nec-
essary. Routinely, the membrane patches were subjected to a protocol of
pulses and/or voltage ramps. The protocol of pulses went from —200 to
+200 mV, at 50-mV intervals, and 2 s of recording at each individual
voltage was used, holding the patch back to 0 mV between the different
voltage steps. The voltage ramps went from —200 to +200 mV, during
a 3-s scan. All measurements were made at room temperature. Record-
ings were filtered at 1 kHz, and the data were analyzed off-line with the
pClamp9 software (Axon Instruments).

Recordings from giant liposomes prepared from either 50 or 100 ug
of wild-type KcsA protein and registered under identical experimental
conditions (pH 4 at the bath and pH 7 at the pipette solutions) exhibited
qualitatively similar patterns of ion channel activity but differed in com-
plexity (a larger number of events as the amount of protein increased)
and in the percent of silent patches, which went from only 9% (n = 23)
when using 100 pg of protein, to ~38% (1 = 150) for 50 ug of protein,
respectively. Thus, for practical purposes, we studied in more detail the
giant liposomes made from 50 g of protein, which became our “stand-
ard” experimental condition.

SDS-PAGE and Western Immunoblotting—For SDS-PAGE analysis,
the protein-containing samples were mixed with an equal volume of
electrophoresis buffer sample (20 mm Tris, pH 6.8, 20% glycerol,
0.1% bromphenol blue, and 4% SDS) and applied to a 13.5% acrylam-
ide gel in the presence of 0.1% SDS (17). After electrophoresis, pro-
teins were transferred onto a nitrocellulose membrane. Blots were
incubated with 3% (w/v) bovine serum albumin in PBS-T (phos-
phate-buffered saline, pH 7.4, containing 0.05% Tween 20). The His-
tagged KcsA was detected with a mouse monoclonal anti-Tetra-His
antibody (1:1000 dilution, Qiagen) in PBS-T. After washing, the
immunoblots were incubated with a secondary horseradish peroxi-
dase-conjugated rabbit anti-mouse IgG (1:1000, Sigma) in PBS-T.
Immunoreactive proteins were visualized by chemiluminescent ECL
detection reagent (Amersham Biosciences).

Analytical Ultracentrifugation—Sedimentation velocity experiments
were conducted in a Beckman Optima XL-I ultracentrifuge (Beckman
Coulter) with an An50Ti eight-hole rotor and double-sector Epon-
charcoal centerpieces. DDM-solubilized KcsA samples at protein con-
centrations ranging 0.5-10 uM in 20 mm Hepes buffer, pH 7.0, contain-
ing 100 mM KCl and 5 mm DDM, were centrifuged at 40,000 rpm, 20 °C,
and the absorbance at 280 nm was followed. Differential sedimentation
coefficient distributions, ¢(s), were calculated by least-squares boundary
modeling of sedimentation velocity data by using the program SEDFIT
(18, 19).

Fluorescence Labeling of KcsA—Aliquots of the sulfhydryl-con-
taining mutant KcsA S22C at 7 uM in 20 mm Hepes, pH 7, 100 mm
KCl and 5 mm DDM were treated for 1 h in the dark with a 10-fold
molar excess of Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride to
keep the sulfhydryl groups in a reduced form. The maleimide Alexa
probes (Alexa Fluor® 546 C5-maleimide or Alexa Fluor® 647 C2-ma-
leimide; Molecular Probes) were dissolved in buffer and added in a
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10-fold molar excess to the reduced KcsA samples. After 2-h incu-
bation at 4 °C, an excess of 2-mercaptoethanol was added to react
with the excess free probe. Finally, the fluorescently labeled KcsA
was separated from the free fluorophores by gel filtration on Seph-
adex G-50 (medium), which also eliminates the minor population of
monomeric KcsA present in the purified KcsA preparations. Moni-
toring of the absorbance at either 546 or 647 nm was used to define
the elution profile, while the protein was detected by SDS-PAGE of
the different fractions. Routinely, yields ranging 20 to 30% labeling of
the available sulfhydryls were obtained.

Fluorescence Anisotropy Measurements—Stock solutions of Alexa
546-labeled KcsA in 10 mm Hepes buffer, pH 7.0, 100 mm KCl, and 5 mMm
DDM were subjected to successive dilutions with the same buffer to
attain different protein concentrations. Steady-state fluorescence ani-
sotropy (r) was determined at 25 °C in an SLM-8000C spectrofluorom-
eter equipped with Glan-Thompson polarizers in the “L” format, by
measuring the vertical (I,,) and horizontal (/,;) components of the
fluorescence emission with excitation polarized vertically, as defined by
(20),

(r) = (lyy = G*hy)/(lyy + 2*G*Iy) (Eq. 1)
where the G factor (G = I/Iyyyy) corrects for the transmission bias
introduced by the detection system. Excitation and emission wave-
lengths were 525 and 574 nm, respectively. The protein and DDM con-
centration were low enough to prevent scattering artifacts that could
result in an artificial depolarization of the fluorescence. Similar meas-
urements carried out using Alexa 647-labeled KcsA yielded essentially
identical results.

Fluorescence Resonance Energy Transfer Measurements—Alexa 546-
and Alexa 647-labeled KcsA were used as the donor-acceptor pair for
FRET measurements both in detergent solution (10 mm Hepes buffer,
pH 7, 100 mm KCl, 5 mm DDM) and in reconstituted asolectin lipid
vesicles. For the latter, the reconstituted vesicles were prepared at a
fixed asolectin lipid to total protein weight ratio of 10:1 in 10 mm Hepes
buffer, pH 7, 100 mm KCl. Because the donor concentration (~6 ug of
protein/ml) was not identical in the different samples, particularly in the
reconstituted vesicles, FRET efficiency (E) was not calculated through
the usual method of quenching of donor steady-state emission. Instead,
two other approaches were used. In the first approach, E was deter-
mined by measuring the increase in fluorescence of the acceptor due to
energy transfer and comparing this to the residual donor emission (21).
For this, steady-state emission scans of the samples at different donor to
acceptor ratios were recorded in an SLM-8000C spectrofluorometer at
an excitation wavelength of 525 nm and at emission wavelengths from
540 to 750 nm at 1-nm intervals, and corrected for background and
instrument response. The acceptor emission coming from its direct
excitation at 525 nm was negligible in the reconstituted samples but not
in detergent solution, where such contribution was always subtracted.
Afterward, the spectra were normalized to the donor maximum at 574
nm where there is no acceptor fluorescence. Then, the donor spectrum
was subtracted from each of the donors plus acceptor spectra, and the
integrated areas of the resulting curves were calculated (/,,). The area
under the donor spectrum was also calculated (I,), and then E results
from,

E = (Ian/qn)/(Io/qp + Iao/qa)

where g, (0.80) and g, (0.85 (22)) are the experimentally determined

(Eq.2)

quantum yields of the acceptor and donor, respectively.
The second approach estimates the transfer efficiency in samples
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with different donor concentration from measurements of the donor
fluorescence decay at different donor to acceptor ratios. Fluores-
cence decays were measured in a fluorescence lifetime instrument
(Photon Technology International Inc.) using a proprietary strobo-
scopic detection technique (23, 24). The system used a GL-330
pulsed nitrogen laser pumping a GL-302 high resolution dye laser.
The dye laser output at 525 nm was fitted to the sample compart-
ment via fiber optics. The emission wavelength was 574 nm. Fluo-
rescence decays were analyzed using a non-linear least-squares
regression method. The average decay times, which are proportional
to the steady-state intensities, were calculated from the results of
multiexponential fits by using the expression,

(1) = (2am)/(Za)) (Eq.3)

where a; and 7, represent the pre-exponential factors and the lifetimes,
respectively. From these, E was calculated using the expression (20),

E=1-— TDA/TD (Eq.4)
where 7, , and 7, are the average fluorescence lifetimes of the donor
in the presence and in the absence of acceptor, respectively.

Finally, the theoretical contribution to FRET arising purely from the
random distribution of labeled KcsA donors and acceptors within the
two-dimensional membrane bilayer was estimated according to Capeta
et al. (25). Such calculations take into account three parameters, 8, B,
and B. B,,, the interplanar spacing between donors and acceptors, was
fixed to zero, because both probes are located at cysteine 22 in different
KcsA molecules. B, is the ratio R, /R, where R;, the exclusion distance,
represents the minimal distance between two probes, and R, is the
Forster’s distance. R, was fixed as twice the protein radius (51.9 A in the
KcsA crystal structure), whereas R, was 68 A as calculated from the
spectral overlap and the donor quantum yield. B, the relative enrich-
ment factor for the acceptor in the proximities of the donor was fixed to
1.05, which assumes a random distribution of donors and acceptors in
the bilayer. A similar theoretical curve was also obtained by applying
other models such as that from Wolber and Hudson (26).

Confocal Fluorescence Microscopy—Aliquots (3—6 ul) of giant lipo-
somes containing fluorescently labeled KcsA were deposited on a cov-
erslip mounted on a custom-made chamber and mixed with 1 ml of 10
mMm Hepes buffer, pH 7.0, 100 mM KCl. The samples were visualized
without any further treatment by using an LSM 5 Pascal confocal laser
scanning microscope (Axiovert 200M, Carl Zeiss) and a Plan-Neofluar
40X /1.3 objective. Giant liposomes containing Alexa 546-labeled KcsA
were excited with the 543 nm line of an argon laser, and the emitted light
was filtered through a 560 — 615 nm band pass filter. For giant liposomes
containing Alexa 647-labeled KcsA, the 633 nm line of a He-Ne laser
was used for excitation, whereas the emitted light was filtered through a
650 nm long pass filter. For FRET images, giant liposomes containing
both Alexa 546- and Alexa 647-labeled KcsA, usually at a 1:1 donor/
acceptor ratio, were excited at the above 543 nm emission line of the
argon laser and the emission was filtered through the 650 long pass
filter. These conditions do not require any spectral bleed-through
correction.

Giant liposomes containing the fluorescently labeled phospholipid
NBD-DMPE, added (0.05%) to the asolectin lipids during reconstitu-
tion, were visualized by exciting the NBD-DMPE probe with the 488 nm
emission line of the argon laser and using a 505-560 nm band pass
emission filter.
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RESULTS

Diverse Functional Behavior of KcsA: Low and High Channel Opening
Probability Patterns—Unless stated otherwise, excised membrane
patches from giant liposomes prepared from 50 ug of purified KcsA and
25 mg of asolectin lipids (see “Experimental Procedures”) were always
used in these experiments. The recording bath solution was 10 mm Mes
buffer, pH 4, containing 100 mm KCl, whereas the pipette solution was
10 mMm Hepes buffer, pH 7, 100 mm KCl. Despite the identical experi-
mental conditions, different types of activity were distinguished in these
patches (7 = 93) and classified as “low” or “high” channel opening prob-
ability patterns based on the probability of finding channel opening
events in the recordings (Fig. 1). These experiments used a large number
of different batches of both purified KcsA and asolectin lipids to prepare
the giant liposomes. However, we found no dependence with either
the moment in which the experiments were carried out or with the
different batches used. Moreover, the different activity patterns
illustrated in Fig. 1 were often observed in different patches from the
same preparation of giant liposomes.

Fig. 1 shows typical voltage ramps from protein-free patches used as
a control (Fig. 1A4), as well as from different KcsA-containing patches
representative of the different opening probability patterns observed.
Fig. 1B shows a few openings in the form of bursts of activity, but the
channels are closed most of the time, which are well known reported
features of KcsA (10, 11). Accordingly, we named this pattern “low
channel opening probability” or LOP pattern, seen in 55% of the record-
ings (n = 51). On the contrary, Fig. 1 (C and D) shows examples of
activity patterns in which the most salient feature is that the channels
are opened most of the time. These patches were named as “high chan-
nel opening probability” or HOP patterns and were observed in 45% of
the cases (n = 42), including some instances in which somewhat inter-
mediate behaviors between those depicted in Fig. 1 (C and D) were
detected in the recordings. The predominant HOP pattern corresponds
to thatin Fig. 1C (n = 26), in which similar current is conducted at either
positive or negative potentials, following an almost symmetrical sig-
moid-like voltage dependence. Characteristically, channel closings are
observed at extreme voltages and variable flickering may sometimes be
present at any of the voltages studied. Fig. 1D shows a different HOP
pattern encountered with a lower incidence (# = 10) in which more
current is conducted at negative than at positive voltages, thus showing
an inward rectifier behavior. These latter recordings do not show a
predominance of channel closings at the extreme values in the voltage
ramps, while variable flickering (from moderate to very intense) may
also be present. This variability observed when KcsA is reconstituted
into giant liposomes was not explicitly reported in the earlier character-
ization of KcsA in planar lipid bilayers, but it seems reminiscent of that
referred more recently (27) using the latter reconstituted system.

Regardless of the pattern exhibited, additional experiments carried
out under asymmetrical KCl concentrations (400 and 100 mm KClin the
bath and pipette solutions, respectively, under otherwise identical con-
ditions) yielded very similar reversal potentials, which were near that
corresponding to potassium under these gradient conditions (not
shown).

Curiously, a small population of patches (n = 6) was also found in
which the main feature was that the number of open channels increased
progressively in a “ladder”-like manner during the time course of the
recordings as the protocol of pulses was applied repetitively. This latter
behavior is discussed below under “Results.”

Analysis of the LOP Pattern—In agreement with previous reports,
channel opening in this activity pattern requires acidic pH (811, 28).
Fig. 2A shows that these excised membrane patches do not exhibit
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FIGURE 1. Diverse functional behavior of KcsA. Typical voltage ramps obtained under
identical experimental conditions by patch clamping excised inside-out patches from
reconstituted giant liposomes prepared in the absence (A) or in the presence of the
purified KcsA channel. B, slightly predominant low channel opening probability (LOP)
pattern; C and D, high channel opening probability (HOP) patterns exhibiting either
symmetrical sigmoid-like voltage dependence (C) or inward rectifier-like behavior (D).
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FIGURE 2. Main features of the LOP pattern of KcsA. A, acidic pH dependence of chan-
nel opening. The upper traces illustrate the lack of channel activity when 100 mm KCl
symmetrical solutions at pH 7 were used at both sides of the patch at =150 mV. The
bottom traces were obtained by changing the bath solution to pH 4. In this and all similar
figures, closed channel states are indicated by arrowheads. B, representative long record-
ings of channel activity at =150 mV to illustrate the characteristic rapid gating in the
form of bursts of activity within long-lived silent periods. Unless indicated otherwise, the
pH values of the bath and pipette solutions in this and all following figures were 4 and 7,
respectively (see “Experimental Procedures”). C, voltage dependence of the channel
opening probability (NP,) calculated as the fraction of time during which the channels
are opened in recordings ranging from 30 s to 2 min in length (n = 6). D, open channel
current versus voltage curve, obtained by averaging the current amplitudes from several
different patches (n = 9). The results shown in Cand D and in all other similar figures are
the mean = S.E.

0 4 8 12
Amplitude (pA)

0 4 8 12
Amplitude (pA)

FIGURE 3. Coupled gating of KcsA channels in the LOP pattern. A, a recording con-
taining only the minimal 4-pA single channel currents seen at +150 mV; B, a recording
obtained under identical conditions but containing predominant 8-pA currents result-
ing from coupling of two KcsA channels. The amplitude histograms of each of the above
recordings are shown to the right. The latter 8-pA currents were the predominant events
in most recordings of KcsA taken in LOP patterns. The dashed lines in the two recordings
(labeled ‘1" and '2') are indicative of the 4- and 8-pA current levels.

channel opening events when symmetrical solutions at pH 7 were main-
tained in the bath and pipette sides of the patch. On the contrary, chang-
ing the bath solution to pH 4 causes channel opening activity (Fig. 24,
lower traces), regardless of whether the pipette solution was maintained
at pH 4 or 7. These pH-dependent changes in gating behavior are pro-
duced immediately upon perfusion of the bath solution and are also fully
reversible. Finally, changing the pipette solution to pH 4, while leaving
the bath solution at pH 7, results in only occasional channel openings
(not shown). All the above indicates that the acidic pH-sensing sites in
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FIGURE 4. Main features of a HOP pattern of KcsA, such as that shown in Fig. 1C. A,
shows representative channel currents taken at =100 mV, where the channels are
opened during most of the recording, or at =200 mV in which channel closings are more
likely to occur. Due to the difficulties in identifying the closed state in some of these
recordings, the dashed lines indicate the zero current levels. B, shows the voltage
dependence of the open channel probability (NP,) calculated as the fraction of time
during which the channels are opened in recordings such as those shown in A (n = 6),
which exceeded 0.9 near 0 mV and decreased at the extreme voltages used in these
studies.

200

our excised patches are mostly exposed to the bath solution. Using point
mutations in the KcsA structure, it was elegantly demonstrated that the
characteristic pH sensitivity of this channel was confined to its intracel-
lular portion (10), thus, it should be concluded that our excised patches
are “inside-out,” with the cytoplasmic portion of KcsA oriented toward
the bath side.

Fig. 2B shows representative recordings of channel activity at two
different holding potentials. The recordings typically show rapid gating
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FIGURE 5. Coupled gating of KcsA channels in HOP patterns. A, a representative
recording taken at +150 mV illustrating three successive closings of 20-pA current levels
in a HOP pattern similar to that shown in Fig. 1C. B and C, some regions of the above
recording in more detail, in which, in addition to the main 20-pA current level, openings
and closings of a smaller 4-pA current could also be observed, along with other currents
whose intensities are integer multiples of the smaller 4-pA currents. The main gating
event, however, corresponds to the 20-pA currents, which seemingly result from the
positive coupling of five of the smaller 4-pA current levels. The amplitude histograms of
each of the above recordings are shown to the right. Dashed lines in B and C (flanked by
numbers ‘7’ through '5’) are solely to indicate the 4-, 8-, 12-, 16-,and 20-pA current levels.

in bursts of activity within long-lived silent periods. Channel openings
are somewhat variable in amplitude, particularly at positive voltages,
and quite noisy, mostly at negative voltages. These recordings were used
to calculate the open channel probability (Fig. 2C), as the fraction of
time during which the channels are opened. Such values were lower
than 0.06 (n = 6), which is in fair accordance with reports by others (29)
and exhibited a bell-shaped voltage dependence with a maximum at
~+120 mV. The regions of these recordings showing bursts of activity
were also used to study the voltage dependence of channel current. Fig.
2D shows the channel I/V relationship obtained by averaging the cur-
rent amplitudes at each of the different potentials from several different
patches (n = 9). An estimated mean slope conductance of 75.5 * 3.0 pS
was obtained. Also, it was observed that KcsA showed open channel
rectification with mean chord conductances at +200 and —200 mV of
41.8 £ 1.2 pSand 28.4 *+ 1.2 pS, respectively. These conductance values
are comparable to those reported previously for KcsA reconstituted into
planar lipid bilayers (8, 10, 11, 28, 30).

The routine averaging of the current size measurements used for the
I/V plots, however, might be misleading, as a closer examination of
individual patches reveals that single channel-like openings of clearly
different sizes are present in the recordings. Fig. 3 illustrates such vari-
ability in recordings taken at +150 mV in which either 4-pA (Fig. 3A) or
8-pA (Fig. 3B) currents, can be observed as the almost exclusive gating
events in each case. The latter 8-pA currents were predominant in most
of the patches recorded and in fact, I/V plots obtained from selected
recordings showing almost exclusively such currents yielded conduct-
ance values very similar to those determined from the “average” meas-
urements from above. Regardless of their frequency of appearance, both
the 4- and 8-pA closing and opening events have a single channel-like
appearance as far as instrumental resolution distinguishes. This, along
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FIGURE 6. Channel opening of KcsA in HOP patterns does not depend on acidic pH.
A, shows recordings of channel activity taken at =100 mV using the usual solutions at pH
4 in the bath and pH 7 in the pipette. B, shows recordings taken under identical condi-
tions except that the pH in the bath solution was also 7. The dashed lines indicate the zero
current levels.

with the fact that the larger currents have twice the amplitude of the
smaller ones suggests the possibility that, rather than variability in the
channel currents, we might be dealing with a phenomenon of coupled
gating involving two identical channels acting synchronously. To test
this possibility, we proceeded as reported in Kenyon and Bauer (31) by
analyzing the amplitude distributions in recordings having 0 (closed
states), 4- and 8-pA events to calculate the so-called “coupling param-
eter,” which in all cases yielded values higher than zero, indicating that
indeed the openings of the two single channels involved occur cooper-
atively and are positively coupled. Moreover, we also encountered other
recordings in which currents of either 12- or 16-pA currents were
detected at +150 mV in the absence of the above 4- or 8-pA currents
(not shown) during short but significant periods of time. This suggests
that coupling could occasionally go beyond the association of two KcsA
channels providing an explanation to the apparently controversial find-
ing of several subconductance states reported earlier (7, 8, 30), in which
the possibility of coupled gating as a source of diversity was not consid-
ered. Other previously reported channel properties of KcsA, including
its selectivity for K* or its typical blockade by Na™ added to the bath
solution, mainly at positive voltages, were also found in our experimen-
tal system and will not be described here.

Analysis of the HOP Pattern—HQOP patterns can be readily distin-
guished from the LOP patterns from above, because under identical
experimental conditions, the channels now remain open most of the
time and much more current is conducted through these patches (Fig. 1,
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FIGURE 7. Occasional ladder-like openings
exhibited by a small number of patches from

j

KcsA giant liposomes. The number of open chan- Y
nels increases during the time course of the

recording as the protocol of pulses is applied
repetitively. Number 7 refers to the first sequence
of pulses, while 2, 3, and 4 refer to successive pulse
sequences applied to the patch at 10-to 20-s inter-
vals. The recordings corresponding to +150, 0,
and —150 mV in the successive sequences of
pulses have been highlighted in a thicker trace.

|20 pA
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Cand D). Fig. 4A shows the currents observed at different voltages in the
most frequently found HOP pattern, such as that in Fig. 1C. Estimates of
the open channel probability yielded values as high as 0.9 within the
+100 to —100 mV range, with a maximum near 0 mV and decreasing
both at extreme negative or positive voltages (Fig. 4B). These extreme
voltages, which allow for more clear recordings of both channel open-
ings and closings were used to analyze the gating properties of these
HOP patterns. Fig. 54 shows in detail a representative long recording
taken at +150 mV in which three main current levels were observed,
each of ~20 pA (equivalent to 133 pS at this voltage), closing succes-
sively to finally reach the zero current level. A closer view of the lower
20-pA currentlevel (Fig. 5, Band C) reveals that, indeed, 20-pA currents
were the most frequently observed events and, as far as instrumental
resolution permits, appeared mostly as large, single channel-like open-
ings or closings, going all the way from the closed state to the 20-pA
current level or vice versa. These large 20-pA currents, however, were
accompanied by much less frequent, smaller current levels of ~4, 8, 12,
and 16 pA, i.e. integer multiples of the smaller 4-pA currents. Disregard-
ing the differences in the open channel probability, this is reminiscent of
the coupled gating observed in the LOP pattern from above, except that
in HOP patterns the coupling seemingly involves up to five 4-pA cur-
rents to give rise to the main 20-pA “single” channel events. Unfortu-
nately, the high number of channels involved in this latter putative
coupling process prevents the determination of the coupling parameter
as done in the LOP patterns from above. The apparent coupling
observed in HOP patterns, however, may occasionally be incomplete as
shown in Fig. 5B, in which the lower 0- to 4-pA current level remains
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open for some time, as if temporarily excluded from coupling with the
other four current levels. Additionally, intense variable flickering, span-
ning several current levels such as those shown also in Fig. 5C, was
observed intercalated between regions of coupled gating, as if the
ensemble of unitary currents went through periods of variable stability.

In addition to the differences in open channel probability and its
voltage dependence, as well as in the degree of the apparent coupled
gating, there were other striking differences between HOP and LOP
patterns. For instance, channel activity in HOP patterns does not
depend on acidic pH anymore and is present at either pH 4 or pH 7 in
the bath solution, although the gating features are different (Fig. 6). Also
and most remarkably, HOP patterns are not blocked by Na™, which in
fact becomes a conducting species (data not shown). Blockade by Na™ is
considered a hallmark of potassium channels, although in KcsA in par-
ticular, a significant Na* conduction has been reported previously in
the reconstituted planar bilayer system at extreme voltages, in which a
“punch-through” mechanism was invoked (32), or in protoplast-lipo-
some vesicle preparations from Streptomyces micelia, where a perme-
ability ratio P /Py, of only three was estimated (7). The above observa-
tions on the different pH sensitivity and Na* blockade between HOP
and LOP patterns strongly indicate that some of the previously reported
properties of KcsA may change quite dramatically when in an HOP
pattern.

Ladeder-like Openings: From No Activity to Building a HOP Pattern—
We referred above to a minor population of patches (only 6 out of a total of
93 active patches) in which the main feature is that the number of open
channels increases during the time course of the recording as the protocol
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FIGURE 8. Supramolecular assembly of KcsA in detergent solution. A, apparent sedimen-
tation coefficient distribution derived from sedimentation velocity profiles of detergent-sol-
ubilized KcsA (5 um in terms of KcsA tetramers). Such distribution remained fairly constant
within the protein concentration range studied (0.5-10 um). The inset shows typical SDS-
PAGE (lane 1) and Western anti-His tag immunoblot (lane 2) profiles for the purified KcsA
preparations used in these studies. M, T, and Mul stand for monomeric, tetrameric, and mul-
timeric KcsA, respectively. B, protein concentration dependence of the steady-state fluores-
cence anisotropy of detergent-solubilized, Alexa 546-labeled KcsA at 25 °C, in alower protein
concentration range (0.025-1 um). The anisotropy for the free Alexa probe was 0.069. C,
Western blots from detergent-solubilized KcsA samples to illustrate that tetrameric KcsA
remains as the predominant species even under these conditions of low protein concentra-
tion, but multimeric KcsA species can hardly be seen. Such multimeric KcsA species in the
Western blots, however, can be readily observed at these protein concentrations when
reconstituted KcsA samples, instead of detergent-solubilized KcsA, are used in the experi-
ments (D).
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of pulses is applied repetitively. Fig. 7 shows recordings from one of such
patches in which the first group of pulses (numbered ‘" in Fig. 7) results in
essentially no activity at any of the voltages studied. Subsequent recordings
(numbered ‘2’ to ‘4) taken immediately afterward, however, show that
channel openings begin to appear quite conspicuously on top of one
another in a ladder-like manner, first at —200 mV, but also at most other
voltages in subsequent groups of pulses. Estimation of the size of the cur-
rent “steps” in the ladder-like ensemble allows distinguishing that, in three
out of the six patches showing this behavior, currents corresponding to the
unitary current level seen in the LOP or HOP patterns from above, enter or
leave the ladder mostly one by one, whereas in the remaining three patches
such as that shown in Fig. 7, entering or leaving of pairs of such current
levels was observed. Therefore, the same elemental current events seen in
the LOP or HOP patterns from above seem also responsible for building up
these unusual ladder-like patterns. Eventually, these patches either broke
up or become an inward-rectifier type HOP pattern similar to that depicted
in Fig. 1D, but more importantly, the observation of this ladder-like behav-
ior suggests that the KcsA channels contained in these patches, which are
initially inactive, are subjected to a dynamic process that somehow
makes them interact with each other in response to the voltage
pulses and to acquire a much higher open channel probability.

Evidence for KcsA Clustering—Previous reports on ryanodine (33) or
dihydropyridine receptors (34) correlated functional coupling with
physical clustering of the channels by evidencing the appearance of a
higher sedimentation coefficient species by centrifugation of detergent-
solubilized preparations of the channel protein. Here, we carried out
analytical ultracentrifugation sedimentation velocity studies in DDM-
solubilized KcsA samples at protein concentrations ranging 0.5 to 10
M. The results show that, regardless of the protein concentration,
there is a major sedimenting species of 6.7 S which, depending on the
different KcsA preparations, accounted for 80 —90% of the total protein
(Fig. 8A4). According to the Svedberg equation (35) and assuming a
spherical shape and a 0.73 cm?®/g partial specific volume, the above
sedimentation coefficient corresponds to an apparent molecular mass
of 110 kDa. This fits fairly well to the theoretical molecular mass of 76
kDa for the KcsA tetramer (160 amino acids per monomer in the native
protein, plus 12 additional N-terminal amino acids containing the poly-
histidine tag) bound to a reasonable number of DDM molecules. Such
putative tetrameric species is accompanied by a lighter species, whose
sedimentation coefficient yields an apparent molecular weight similar
to that expected from the KcsA monomer, 19 kDa, and by up to three
heavier species with average sedimentation coefficients of 9.6, 12.4, and
15.0 S (corresponding to ~190, 280, and 370 kDa, respectively), which
altogether accounted for ~10—15% of the total protein in these samples.
These observations are somewhat reminiscent of those made using
SDS-PAGE (14) in which, in addition to a major band of tetrameric
KcsA (the major form in which the purified KcsA runs in SDS-PAGE
from non-boiled samples), there is an accompanying band correspond-
ing to KcsA monomer and additional bands heavier than the tetramer,
which are more apparent upon reconstitution of the purified KcsA into
lipid vesicles and whose molecular weights correspond to the SDS-re-
sistant association into multimers of two or more KcsA tetramers,
respectively (see inset to Fig. 84).

The possible protein concentration dependence of multimer forma-
tion could not be illustrated accurately by analytical centrifugation
because of the low 280-nm absorbance in the lower protein concentra-
tion range. For this reason, we turned out to use more sensitive fluores-
cence measurements to study this low protein concentration range. For
these experiments, a cysteine-substituted mutant at a strategic site in
the KcsA sequence (KcsA S22C) was reacted with sulfhydryl-reactive

VOLUME 281+-NUMBER 27+JULY 7, 2006

GTOZ ‘€T AInC U0 ZIANVYNYIH TANDIN AINN ¥ /610700 mmmy/:dny wol papeojumoq


http://www.jbc.org/

Fluorescence

625 675 725

Wavelength, nm

575

FRET efficiency
o o
i o

O
(N
L

0.4

FIGURE 9. FRET measurements from Alexa 546- and Alexa 647-labeled KcsA as
donor and acceptor pair, respectively. A, illustrates the results obtained with deter-
gent-solubilized samples (labeled proteinsin 10 mm Hepes, pH 7, 100 mm KCl, 5 mm DDM)
at a donor to acceptor ratio of 1:0 and 1:2.1 (discontinuous and continuous lines, respec-
tively). B, results obtained in reconstituted vesicles containing the labeled proteins at
varying donor to acceptor ratios (1:0, 1:0.4, 1:0.6, 1:1.7,and 1:10). The arrow indicates how
the acceptor emission at 675 nm increases as the acceptor is increased with respect to
the donor. C, estimates of FRET efficiency in reconstituted vesicles determined from
either steady-state emission spectra (opened triangles) or from donor lifetime meas
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fluorophores (Alexa 546 or 647 maleimide derivatives) to attain fluores-
cently labeled protein. Fig. 8B shows fluorescence anisotropy measure-
ments obtained from the Alexa 546-labeled KcsA. At protein concen-
trations higher than 0.25 um, the anisotropy values remain constant and
fairly high, as expected from a limited rotational mobility of the rela-
tively large protein species seen in solution. However, at lower concen-
trations there is a clear concentration dependence of the fluorescence
anisotropy, which suggests that the assembly of the larger species from
the predominant KcsA tetramers occurs within that concentration
range. Such an assembly can be partly reversed by simple dilution of the
samples to lower protein concentrations, as shown in Fig. 8. The anisot-
ropy data receive apparent support from simple SDS-PAGE/Western
blots (Fig. 8C), which indicate that, in detergent-solubilized samples,
bands of KcsA multimers can hardly be seen at such low concentrations
unless heavily overexposed, whereas they are more easily detected in
reconstituted samples containing an identical amount of protein.

The fluorescently labeled Alexa 546 and Alexa 647 KcsA derivatives
were also used as donor-acceptor pairs for FRET experiments in deter-
gent solution and in reconstituted vesicles made under identical condi-
tions to those used to prepare the giant liposomes for patch clamp
measurements. The R, (distance at which there is a 50% efficiency of
transfer) was calculated from the spectral overlap as ~68 A, which
seems a sensible distance to monitor supramolecular assembly of KcsA
tetramers. Fig. 9 shows that, upon excitation of the donor, there is an
increase in acceptor emission as the acceptor:donor ratio is increased,
consistent with the occurrence of energy transfer. Such process, how-
ever, is less efficient in the detergent-solubilized samples (Fig. 9A4) than
in the reconstituted vesicles (Fig. 9, B and C), suggesting that reconsti-
tution of the tetrameric KcsA into lipids favors its supramolecular
assembly into clusters.

Giant liposomes were also prepared from the reconstituted vesicles
containing the fluorescently labeled KcsA in an attempt to visualize the
clusters by confocal microscopy. The experimental conditions used in
the preparation of such giant liposomes were essentially identical to
those used for the recording of KcsA activity by patch clamp techniques.
Fig. 10A illustrates that the fluorescently labeled protein is distributed
heterogeneously in the giant liposomes, defining large (up to microme-
ter size) highly fluorescent array-like protein complexes on a more
homogeneous background containing small fluorescent spots and
punctuations of different size throughout. The observed heterogeneity
in the distribution of the labeled protein truly responds to the specific
association of KcsA molecules, because the distribution of an additional
fluorescent phospholipid probe, contained simultaneously in the giant
liposomes (Fig. 10B), shows that the lipid is distributed much more
homogeneously. Thus, the above observations strongly suggest that
extensive, heterogeneous clustering of KcsA occurs upon reconstitution
into the giant liposomes.

Giant liposomes containing both donor- and acceptor-labeled KcsA
at different ratios are also amenable for “in situ” FRET measurements by
exciting at the appropriate donor excitation wavelength and recording
acceptor emission in the confocal microscope (Fig. 11). In agreement
with the FRET measurements in the fluorometer cuvette from above,
these in situ measurements show FRET in the individual giant lipo-
somes between closely arranged donor- and acceptor-labeled KcsA.

urements (closed squares) (see “Experimental Procedures”). The curve in the continuous
line is provided to as a visual guide, whereas the discontinuous trace corresponds to the
expected theoretical contribution to the FRET signal arising from the random distribu-
tion of donor and acceptor molecules in the two-dimensional lipid bilayer. The parame-
ter yin the abscissa measures the acceptor surface density and is equal to the number of
acceptor molecules contained within a disk of radius, Ry, the Forster distance (25).
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FIGURE 10. A, fluorescence microscopy images of KcsA clusters in a confocal cross-sec-
tion of a giant liposome containing Alexa 546-labeled KcsA. Large and highly fluorescent
array-like protein complexes of variable sizes are seen over a more homogeneous pro-
tein fluorescence background. In contrast to the marked heterogeneity in the distribu-
tion of the KcsA protein from above, B shows that the fluorescence of a phospholipid
probe (NBD-DMPE) recorded in the same liposome is distributed much more
homogeneously.

Moreover, these observations suggests that the larger KcsA clusters are
heterogeneous, because they contain regions where energy transfer
occurs, along with adjacent regions within the same cluster, which
exhibit fluorescence from only the donor- or the acceptor-labeled
protein.

DISCUSSION

The more we learn on the different ion channel families, the more we
realize that their functional responses are sometimes exquisitely
dependent on molecular interactions among themselves or with other
cellular components, whose regulatory roles could not be always antic-
ipated from the in vitro characterization of the purified channel pro-
teins. Physical clustering of ion channels into closely packed assemblies

18846 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

is among the possible consequences of such intermolecular interac-
tions, and because it is often accompanied by coupled channel gating
(33, 36 —42) it seems a sensible strategy to secure an optimal ion chan-
nel-mediated signaling in response to the appropriate stimuli.

Herein we report that the purified, tetrameric KcsA assembles into
clusters of different size. In detergent solution, supramolecular cluster-
ing occurs to some extent affecting 10—15% of the total protein. Clus-
tering in detergent solution has been demonstrated by analytical ultra-
centrifugation, fluorescence anisotropy of the covalently labeled
protein, and fluorescence resonance energy transfer using a donor-ac-
ceptor pair of KcsA-bound probes. The analytical ultracentrifugation
studies show that the KcsA multimers are conformed as discrete sedi-
menting species with defined stoichiometries, thus excluding the pos-
sibility of a nonspecific protein aggregation process. Additionally, the
fluorescence anisotropy studies indicate that, even at fairly low protein
concentrations, the detergent-solubilized KcsA is subjected to a partly
reversible, concentration-dependent equilibrium between cluster-as-
sembled and unassembled forms. Likewise, the efficiency of fluores-
cence energy transfer between donor- and acceptor-labeled KcsA,
which is lower in detergent solution when compared with that seen
upon reconstitution of the labeled proteins into lipid vesicles, indicates
that the assembly process is clearly favored in the latter conditions.
Moreover, confocal microscopy experiments in the reconstituted giant
liposomes allow for the visualization of heterogeneous KcsA clusters,
some of which reach micrometer size. Additional retrospective evi-
dence to support the clustering of KcsA comes from SDS-PAGE analy-
sis of the purified protein as prepared by most groups working in this
field: Bands of molecular weight higher than that corresponding to the
characteristic tetramer of four identical subunits (the usual way in
which the SDS-resistant KcsA runs in SDS gels) are present both in
detergent-solubilized preparations and even more markedly, in recon-
stituted membranes (14), attesting to the stability (SDS resistance) of
some of the building blocks in the clustered forms.

All the above indicates that the tetrameric KcsA has an intrinsic tend-
ency to assemble in vitro into heterogeneous supramolecular assemblies or
clusters, particularly when reconstituted into membranes. This implies that
when a membrane patch is excised from the reconstituted giant liposome
for patch clamp recording purposes, there is a finite probability that it
would contain KcsA organized in the form of different supramolecular
entities, from the more complex large protein arrays to the individual tet-
rameric protein. According to the observations made in the clustering of
receptors (43), clustered assemblies provide the means to convert confor-
mational changes from a single origin into intermolecular allosteric behav-
ior. Indeed, some of the best characterized cases of ion channel clustering,
such as ryanodine receptors (33, 37, 38), serotonin 5-hydro-
xytryptamine2C receptors (40), Kir 4.1 (36), or Kv 2.1 (39) potassium chan-
nels, or cystic fibrosis transmembrane conductance regulator chloride
channels (41, 42), show that channel activity is dependent on clustering.
Therefore, assuming that this would also be the case for KcsA, different
channel activity patterns should be expected in the patch clamp recordings
arising from the different supramolecular entities present in the giant lipo-
somes. The experimental observation seemingly complies with such an
expectation, because different channel activity patterns are in fact detected.
The LOP pattern is the most frequently observed and likely represents the
simplest mode of assembly of KcsA, because only single channel openings
or, more often, gating of two positively coupled channels are detected as the
predominant events. The features of the LOP pattern, i.e. an acidic pH- and
voltage-dependent gating, moderate selectivity for potassium, blockade by
sodium, and a very low channel opening probability, essentially coincide
with those reported previously for KcsA reconstituted in planar lipid bilay-
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FIGURE 11. FRET imaging of KcsA clusters. Giant liposomes containing both Alexa 546-
and Alexa 647-labeled KcsA were used in these experiments. Alexa 546 direct emission
and FRET fluorescence were recorded simultaneously using the two available channels
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ers (8,10, 11, 28). Such an apparent equivalence seems consistent with the
present findings, because the concentration of protein that became incor-
porated into planar bilayers is usually very low, and therefore, the protein
concentration dependence of the clustering equilibrium as reported here
should be displaced to favor the less complex forms of assembly of KcsA. It
should be emphasized, however, that the predominant gating event found
in our LOP patterns corresponds to the positive coupling of two KcsA
channels and that the estimated conductance is practically identical to that
reported as the single channel conductance in planar lipid bilayers (see e.g.
Ref. 11). Thus, it seems likely that similar coupling phenomena might serve
to explain previous results (and subsequent discrepancies) on complex,
multiple conductance levels reported occasionally for KcsA (7, 8, 28, 30).

HOP patterns have been detected in different forms and, besides
their characteristic high channel opening probability, they all have in
common frequent events of multiple coupled gating, mostly involv-
ing five single channels acting synchronously, and channel opening
both at neutral and acidic pH. As to the former, regardless of how
many channels might be involved in the concerted multiple openings
seen in the HOP patterns, the minimal currents detected seem iden-
tical in size to that seen in the LOP pattern, suggesting that the same
“building blocks” are used in all possible KcsA assemblies, regardless
of their complexity and behavior. Moreover, because the existing
reports on channel clustering show that it is often accompanied by
coupled gating and increased activity, we interpret our multiple cou-
pled gating and increased channel opening probability in the HOP
patterns as a direct consequence of the clustering process. Indeed,
the ladder-like HOP patterns (Fig. 7) show how the number of open
channels in a given patch increases dramatically during the time
course of the recording, likely as a consequence of clustering of the
existing channels within the patch. Interestingly, a recent report on
clustering of inositol 1,4,5-trisphosphate receptors (44) shows that a
conformational change to the open channel state is required prior to
its assembly into clusters. We do not know whether this would also
be the case for KcsA but, certainly, a similar mechanism should be
invoked to explain the much increased activity. Indeed, this possibil-
ity seems supported by a recent report (45) in which dimers of KcsA
tetramers are formed in detergent solution when at pH 5, which
favors open channel forms of KcsA, but not at pH 7.

As to the change in pH sensitivity, our observations in the HOP patterns
are not completely unprecedented, because the opening of KcsA at neutral
pH was found in KcsA when simply subjected to a transmembrane ionic
gradient (12). More strikingly, KcsA in the HOP patterns seems to have lost
the ability to be blocked by Na™, which is exhibited only by LOP patterns.
Such an apparently controversial finding, however, might be related to
existing reports on an altered ionic selectivity and other properties of KcsA
reconstituted in different conditions (7, 8, 13) or when subjected to extreme
voltages in planar bilayers (32).

The above unexpected changes in the known properties of KcsA when in
a HOP pattern might arise from modification or direct involvement of their
corresponding molecular determinants in the protein-protein interactions
and/or conformational rearrangements involved in the clustering process.
For instance, it is known that inward rectification in Kir channels (46) is
partly determined by the relative proximity between acidic amino acid res-

for simultaneous data acquisition, while direct emission of the Alexa 647-labeled protein
was taken immediately afterward. A-C, respectively, show images of Alexa 546 (donor)
fluorescence, Alexa 647 (acceptor) fluorescence, and the donor to acceptor FRET. The
arrows indicate the presence of clusters containing both Alexa 546- (A) and Alexa 647-
labeled KcsA (B), in which FRET indeed occurs (C). On the contrary, the single asterisk in A
indicates KcsA clusters exhibiting only donor fluorescence; whereas the double asterisk in
Bindicates clusters exhibiting only acceptor fluorescence. As expected from the lack of
either donor- or acceptor-labeled protein within those clusters (C), no FRET occurs at the
single or double asterisk regions in the giant liposomes.
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idues at strategic sites near the cytoplasmic channel mouth. Such an exam-
ple provides a nice correlation between a channel feature (inward rectifica-
tion) and the topology of specific residues, but, because KcsA too has acidic
side chains (Glu-118 and Glu-120) near the inner channel mouth whose
relative positioning might be affected during clustering, it also provides a
plausible hypothesis to explain the inward rectification observed in some of
the HOP patterns reported here.

Concentration-dependent clustering in protein solutions and colloids
has been attributed to a combination of short range attractive and long
range electrostatic repulsive forces (47). In KcsA, both the C- and N-termi-
nal regions in the protein sequence are rich in charged amino acid side
chains, and therefore, they appear as potential candidates to act as molec-
ular determinants for cluster formation and integrated behavior. In this
respect, preliminary experiments using 1-125 KcsA obtained from chymo-
trypsin cleavage of full-length 1-160 KcsA show clustering and HOP pat-
terns undistinguishable from those of the wild-type protein, i.e. indicating
that the large 126- to 160-amino acid C-terminal portion of the protein is
not involved in these processes (not shown). The possible roles of the N-ter-
minal or the transmembrane segments of the protein in these processes are
presently still under investigation, and additional work is needed to reach
more definitive conclusions on this issue.

The finding that KcsA, one of the structurally simplest ion channels
known to date, shows such a complex clustering and coupled gating
behavior “in vitro” is surprising. We do not know enough about the
biology of Streptomyces to be able to say whether these phenomena
would also happen “in vivo” and serve any physiological purpose. How-
ever, the molecular crowding expected in vivo, along with the protein
concentration dependence observed in the in vitro process, makes it
likely that clustering would also occur in the bacterial membrane. Nev-
ertheless, it should be noted that our in vitro observations probably
correspond to deregulated clustering processes, because the putative
anchoring molecules needed in vivo, if any, would not be present in our
purified, recombinant KcsA preparations. In KcsA in particular,
polyphosphates and polyhydroxybutyrate, which are abundant reser-
voir materials in prokaryotic cells, have been reported to interact with
KcsA to form conductive complexes (13, 48). Therefore, these or similar
compounds, such as prokaryotic alternatives to PDZ-domains or other
anchoring proteins observed in the clustering of other channels (33, 41,
42, 49), might provide a clue as to where to start looking for potential
cluster-inducing or cluster-stabilizing molecules. Thus far, however, it
seems reasonable to assume that KcsA clustering, coupled gating, and
channel opening at neutral pH with high probability, may be more bio-
logically meaningful than the currently established view of KcsA open-
ing only at very acidic intracellular pH and with very low probability.
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2.3 Trabajo Adicional

Durante el estudio de la caracterizacién de la actividad y la agrupacion macromolecular de KcsA,
desarrollada en esta publicacion, se obtuvieron resultados adicionales. Asi, se desarrolld una
descripcién mas detallada de los diferentes patrones de actividad LOP y HOP importante para poder
interpretar correctamente resultados posteriores, incluyendo el efecto del pH en la actividad y
agrupacion de KcsA (manuscrito en preparacién) y asi como el cambio de selectividad
K*/Na*(manuscrito en preparacion), pero dada la novedad y posible relevancia de estos resultados no
fueron incluidos en los articulos anteriores para ser incluidos en una publicacion posterior y se resumen

en el apartado de Avances Relevantes.
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3.1 ENSAMBLAJES MACROMOLECULARES DE KcsA SENSIBLES AL

DETERGENTE: ABUNDANCIA RELATIVA E INTERACCIONES IMPLICADAS

Giudici, A.M, Molina, M.L., Ayala, J.L., Montoya, E., Renart, M.L., Ferndndez, A.M., Encinar, J.A.,
Ferrer-Montiel, A.V., Poveda, J.A., and Gonzdlez-Ros, J.M. (JBC, 2006)

RESUMEN

En este trabajo, se expone la capacidad de canal de potasio procariota, KcsA, de ensamblarse en
una variedad de agrupaciones macromoleculares de tamafios definidos que contienen al canal
tetramérico KcsA como la unidad de repeticién. Estos grupos, particularmente los mds grandes, son
marcadamente sensibles al detergente y por tanto, se disocian facilmente con la exposicién a
detergentes de uso comun en la purificacidon de proteinas o en electroforesis convencional. Este es un
proceso reversible, dado que tras la eliminacidon del detergente se produce el reensamblaje de las
agrupaciones y sin la necesidad de afiadir lipidos de membrana. Curiosamente, el ensamblaje dimérico
entre dos moléculas de KcsA tetramérico es bastante resistente a la disociacién por detergente en
moléculas individuales de KcsA tetramérico y junto con éstos ultimos, son probablemente los elementos
basicos a través de los cuales se organizan los grupos mas grandes.

En cuanto a los dominios de la proteina implicados en la agrupacion, hemos observado
disociacion de agrupaciones de KcsA por alquil sulfatos como el SDS. La unidn de estos detergentes a
sitios “no anulares” entre subunidades de la proteina sugiere que éstos sitios también median las

interacciones canal-canal que intervienen en el ensambaje de las agrupaciones.
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In this work, we illustrate the ability of the prokaryotic potassium channel KcsA to assemble into a variety of
supramolecular clusters of defined sizes containing the tetrameric KcsA as the repeating unit. Such clusters,
particularly the larger ones, are markedly detergent-labile and thus, disassemble readily upon exposure to
the detergents commonly used in protein purification or conventional electrophoresis analysis. This is a re-
versible process, as cluster re-assembly occurs upon detergent removal and without the need of added mem-
brane lipids. Interestingly, the dimeric ensemble between two tetrameric KcsA molecules are quite resistant
to detergent disassembly to individual KcsA tetramers and along with the latter, are likely the basic building
blocks through which the larger clusters are organized.

As to the proteins domains involved in clustering, we have observed disassembly of KcsA clusters by SDS-like
alkyl sulfates. As these amphiphiles bind to inter-subunit, “non-annular” sites on the protein, these observa-
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tions suggest that such sites also mediate channel-channel interactions leading to cluster assembly.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

There is increasing evidence to support the notion that ion channels
and neuroreceptors in their native cellular environments are likely to
assemble into supramolecular complexes or clusters in which their func-
tion becomes modulated through homomeric or heteromeric molecular
interactions [1,2]. According to observations on membrane protein re-
ceptors [3], clustered assemblies in which the activity of one receptor
influences that of its neighbors, convert conformational changes from a
single origin into intermolecular allosteric behavior. Indeed, some of
the best characterized cases in this regard show that cooperative,
coupled channel gating depends upon clustering. For instance, ryanodine
receptors, the Ca®™ release channels in sarcoplasmic reticulum in skele-
tal and cardiac muscle, form arrays showing coupled gating as an

Abbreviations: KcsA, potassium channel from Streptomyces lividans; DDM, dodecyl
PB-p-maltoside; SDS-PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of
sodium dodecyl sulfate; PFO, perfluoro-octanoic acid; BN-PAGE, blue native polyacryl-
amide gel electrophoresis; T species, individual KcsA tetrameric channels; nT species,
supramolecular assemblies containing n number of clustered KcsA tetrameric channels
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important regulatory mechanism in excitation—-contraction coupling
[4,5]. Other instances where clustering and coupled gating affect
channel function include inward rectifier Kir 4.1 potassium channels
[6]; cystic fibrosis transmembrane conductance regulator chloride
channels [7], nicotinic acetylcholine receptors [8], IP3 receptor Ca%*
channel [9,10] and several members of the ATP-gated channel and the
G-protein-coupled receptor families [11,12], including rhodopsin [13].
Moreover, cooperative gating of clustered sodium channels has been
used to explain non-Hodgkin and Huxley behavior in the dynamics of
action potential initiation in mammalian neurons [14]. Nonetheless,
the details on the nature and the mechanisms involved in regulating
the assembly/disassembly processes of these biologically-relevant com-
plexes remain largely unknown.

KcsA is a prokaryotic potassium channel structurally simpler than its
eukaryotic counterparts and it has been used extensively to explain ion
selectivity and permeation in ion channels at the molecular level [15].
The crystal structure of KcsA shows a homotetramer in which each
160 amino acids subunit defines two transmembrane segments
connected by a pore region that contains an ion selectivity filter unmis-
takably homologous to the more complex eukaryotic K™ channels [15].
Despite such apparent simplicity, it has been reported that the
membrane-bound KcsA tetramer further assembles into still insuffi-
ciently defined clusters, both in vitro [16-18] and in vivo [19]. Such
clusters form in a protein concentration-dependent manner [16] and
seem responsible for the adoption of different modes of coupled gating,
which causes large changes in channel function [16,17]. Indeed, KcsA
clustering is likely behind the complex activity patterns detected in
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many electrophysiological studies [20-26], which most often have not
been analyzed in detail. The observed clustering of KcsA, along with
the availability of its high resolution structure and the ease to express
it at high yields, makes this protein a potentially good model to study
these phenomena of protein clustering and coupled gating. However,
evidencing KcsA clusters has so far required fairly sophisticated experi-
mental techniques [16,19], which are not too amenable for use on a
routine, quantitative monitoring of assembly/disassembly processes.
Moreover, simpler techniques such as conventional SDS-PAGE of the
expression products from the KcsA construct, renders KcsA as a major
band corresponding to the well-known SDS-resistant tetramer of four
identical subunits (Fig. 1A), but usually accompanied by just a minor
band corresponding to dimers of such tetramers (labeled 2T in the fig-
ure) as the only evidence of supramolecular assembly [16,27-29].
These latter observations suggest that detergents such as those used
in conventional electrophoresis analysis cause cluster disassembly and
therefore prevent the observation of the native clusters.

Here we report on simple electrophoretic methods as alternative ana-
lytical procedures to evaluate rapidly the supramolecular assembly of
KcsA tetramers into clusters. Indeed, instead of the well-known individual
KcsA tetramers, clusters of different sizes are observed as major compo-
nents of the KcsA batches. Such clusters appear to have KcsA tetramers
and dimers of tetramers as the elemental building blocks through which
the larger, cooperative clusters are assembled in a reversible process
which does not need the presence of added lipids or a membrane
environment.
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Fig. 1. Visualization of KcsA clusters by different electrophoretic methods. SDS-PAGE
(A, C), PFO-PAGE (B), and BN-PAGE (D). “Sol” lanes correspond to purified KcsA solu-
bilized in 5 mM DDM (and supplemented with 1 mM SDS in D), while “Rec” lanes cor-
respond to KcsA reconstituted in asolectin vesicles. “Plus” sign lanes correspond to
KcsA samples crosslinked with glutaraldehyde, while “minus” correspond to control
samples without crosslinking. T stands for the KcsA tetramer, while 2T, 3T, 4T, 5T...
nT refer to cluster species having 2, 3, 4, 5 ... n-times the molecular weight of the
KcsA tetramer. MW stands for molecular weight standards.

2. Materials and methods
2.1. Expression, purification and reconstitution of KcsA

Expression and purification of wild-type KcsA were as described
previously [16]. To reconstitute KcsA, batches of large unilamellar vesi-
cles of asolectin (soybean lipids, type II-S, Sigma) were prepared at
25 mg/ml in 10 mM Hepes, pH 7, 100 mM KCl, and stored in liquid ni-
trogen, as described previously [30]. Then, asolectin was solubilized at a
0.8 DDM (Calbiochem)/lipid molar ratio and mixed with purified
DDM-solubilized KcsA in 1 mM DDM at 500:1 lipid to protein molar
ratio. The detergent was removed using Bio-Beads SM-2 (Bio-Rad labo-
ratories) at a mass ratio of 100:1 relative to the detergent in two rounds,
one of 2 h at room temperature and a second one of 12 h at4 °C, which
resulted in the formation of proteoliposomes. Samples were stored in
liquid nitrogen in 10 mM Hepes buffer, pH 7, 100 mM KCl.

Crude membrane extracts were obtained from Escherichia coli M15
(pRep4) cells harvested after 2 h of isopropyl 3-p-thiogalactopyranoside
induction, as described [27].

2.2. SDS-PAGE, PFO-PAGE and crosslinking

SDS-PAGE and PFO-PAGE analysis were carried out as reported
[16,31]. For crosslinking “in vitro”, 15 pg of purified KcsA, either as a sol-
ubilized protein or reconstituted into asolectin lipid vesicles at 1 mg
protein/ml, was reacted with different concentrations of glutaraldehyde
(ranging from 0.001 to 0.5%, w/v) for periods of time from 1 min to
overnight and at room temperature [32]. The conditions chosen for rou-
tine experiments were 0.005% w/v glutaraldehyde and 1 h incubation
at room temperature. For crude membrane extracts, cells were
resuspended in 150 ul PBS, pH 7.4, divided into four aliquots and
reacted with glutaraldehyde at concentrations of 0.005 and 0.0125%
(w/v), for 1 h at 4 °C. These conditions were similar to those used
to crosslink E-cadherin-catenin complexes in epithelial cells [33].
After crosslinking, the cells were lysed by adding lysozyme (final
concentration 0.4 mg/ml) for 5 min and by submitting them to six
temperature cycles (each including 1 min in liquid nitrogen and
1 min at 42 °C), followed by vortexing. Cell lysates were centrifuged
for 15 min at 13,000 xg, the supernatant discarded and the pellet
solubilized in 40 Wl of 10 mM Hepes buffer, pH 7, 100 mM Kdl,
containing 10 mM DDM, followed by several passages through a Ham-
ilton syringe. The resulting homogenates were centrifuged for 15 min
at 13,000 xg and 5 pl aliquots of the supernatants were mixed with
5 Wl of SDS sample buffer and used for SDS-PAGE. Western blot was
done as reported [16], with the exception that the antibody solutions
contained 3% (w/v) bovine serum albumin.

2.3. Blue native PAGE

Blue native PAGE (BN-PAGE) was performed in linear 4-16% (w/v)
polyacrylamide-gradient gels as described [34,35]. Samples consisted
of either reconstituted KcsA in asolectin lipid vesicles, or purified
DDM-solubilized KcsA. When handling reconstituted samples, 30 g
of protein was centrifuged at 18,500 xg for 10 min. Once the superna-
tant was discarded, the pellet was resuspended with either DDM or
SDS, and incubated at4 °C O/N for its solubilization. After centrifugation
at 18,500 xg for 10 min., the supernatant containing the solubilized
protein was collected and supplemented with a 5% Coomassie Brilliant
blue G stock solution in 750 mM aminocaproic acid just before to be ap-
plied onto polyacrylamide gradient gels. For purified DDM-solubilized
KcsA, 20 pg of protein was directly supplemented with alkyl sulfates
(when indicated) and Coomassie Brilliant blue G as above, and applied
onto the gel. Electrophoresis was initiated at 85 V for 30 min, and con-
tinued at 200 V for 2.5 h at 4 °C. The protein bands in the gel were visu-
alized by Coomassie blue staining. All gels were scanned and analyzed
with ImageQuant TL v2005 software (Molecular Dynamics).
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For crude membrane extracts, 200 pg of cell pellet was suspended in
2ml of 20 mM Tris-HCl pH 8, 045 mM sucrose, 8 mM EDTA
supplemented with PMSF (0.3 mg/ml). Cells were lysed and processed
as shown above for the crosslinking experiments except that the solubi-
lization buffer was 80 pl of 50 mM Bis-Tris pH 7, 750 mM aminocaproic
acid, 10% glycerol, 40 mM DDM, and that the solubilized supernatant
was supplemented with a 5% Coomassie Brilliant blue G stock solution
in 750 mM aminocaproic acid and SDS at 1 mM final concentration.
Electrophoresis was carried out as explained above. Proteins were then
electroblotted from the gel onto a PVDF membrane at 30 V overnight.
Blots were treated with 62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 2 % SDS for 1 h at
50 °C, dried and activated in methanol for 30 s to eliminate the
Coomassie blue dye, which interferes in immunodetection. After wash-
ing in TBST (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 25 mM NaCl, 0.05% Tween 20)
blots were processed for Western blot by blocking in 3% (w/v) bovine
serum albumin in TBST, then incubated with a mouse monoclonal
anti-Tetra-His antibody (1:2000, Qiagen) and diluted in the blocking so-
lution. After washing, the immunoblots were incubated with a secondary
horseradish peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse IgG (1:10,000,
Sigma). Immunoreactive proteins were visualized by chemiluminescent
ECL select detection reagent (Amersham Biosciences) in a LIAS ChemlLite
200F/400F (Avegene) imaging system.

2.4. 2D-PAGE

20 pg of purified DDM-solubilized KcsA was submitted to a BN-PAGE
in the first dimension as detailed in Section 2.3. The corresponding gel
strip containing the sample was excised and submitted to a SDS-PAGE
in the second dimension. To do this, the strip was layered on top of a
13.5% polyacrylamide SDS-PAGE resolving gel and a 4% polyacrylamide
stacking gel was polymerized all around the gel strip to fill the gap not
covered by it. An identical gel strip from the BN-PAGE first dimension
was stained and has been included on top of the Fig. 2 as a reference.

3. Results
3.1. Electrophoretic methods to detect KcsA clustering
Fairly sophisticated and time-consuming procedures, such as FRET

between batches of fluorescently-labeled protein [16] or immunogold
staining [19], have evidenced extensive KcsA clustering both “in vivo”

and “in vitro”. Nonetheless, following purification from detergent-
solubilized extracts, KcsA appears mostly as the well known,
SDS-resistant tetrameric protein in conventional SDS-PAGE (Fig. 1A).
Moreover, the only indication of supramolecular assembly is a minor
band corresponding to a dimer of such tetramers (labeled 2T in the fig-
ure), which appears in the gels instead of the expected larger clusters. A
possible explanation to reconcile the above observations is that SDS and
other detergents used to solubilize the samples disrupt the channel-
channel interactions holding together the larger supramolecular assem-
blies, thus, causing the release of the individual KcsA tetrameric mole-
cules. Fig. 1A also shows that the 2T band is more prominent when
these experiments are carried out with samples of KcsA reconstituted
into lipid membranes.

In an attempt to find simple alternatives to SDS-PAGE to assay
KcsA samples without causing a major disruption of clusters, we
first tested PFO-PAGE, very similar to SDS-PAGE but substituting
SDS by a milder detergent such as PFO, which is quite effective in sol-
ubilizing membrane proteins while partly preserving the interactions
within quaternary structures or supramolecular complexes [31,36].
Just as in SDS-PAGE, the electrophoretic mobilities of proteins in
PFO-PAGE are linearly dependant on the logarithm of their molecular
masses [31] although the bands in PFO-PAGE are not as sharp as in
SDS-PAGE and frequently trail off. The tetrameric KcsA in PFO-PAGE
(T species; migrating at an apparent molecular weight of 66 kDa)
still appears as the major component in the DDM-solubilized samples.
Conversely, the profile of samples from KcsA reconstituted into mem-
branes shows more prominent heavier bands than the SDS-PAGE
does, and in particular the 2T band appears now as the most abun-
dant KcsA species seen in the gel (Fig. 1B). A previous study combin-
ing PFO-PAGE and purified KcsA solubilized in decyl-maltoside
(instead of the dodecyl-maltoside used here) already showed a
clear predominance of supramolecular species compared to the indi-
vidual KcsA tetramers [37]. Such a supramolecular population, how-
ever, appeared as a single band larger than 300 kDa which could
not be resolved into clusters of different sizes under the experimental
conditions used in that report.

In order to obtain sharper bands while preserving the KcsA clus-
ters, we have used glutaraldehyde crosslinking techniques in other-
wise conventional SDS-PAGE. The rational here is that disassembly
by SDS of detergent-labile KcsA clusters into isolated tetramers
could be prevented by crosslinking interacting tetramers within the
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Fig. 2. Assignment of cluster bands in BN-PAGE gels by 2D-PAGE. Reconstituted KcsA in asolectin was solubilized with 40 mM DDM and subjected to a 2D-PAGE (see Methods)
consisting first of a BN-PAGE, followed by SDS-PAGE in the second dimension. In the latter, commercial molecular weight standards (MW) and a sample of KcsA reconstituted
in asolectin lipid vesicles (KcsA Rec) were run in separate wells as references (see text). Abbreviations and symbols are as in Fig. 1.
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clusters prior to detergent treatment. This is similar to the approach
used by Failer et al. [32], except that we use milder conditions
(20-fold lower concentrations of glutaraldehyde) in order to prevent
possible unspecific protein crosslinking. Fig. 1C illustrates that our
mild glutaraldehyde treatment causes that molecular weight bands
corresponding to integer values of the KcsA tetramer (labeled as 2T,
3T and so on, in the figure) appear more prominently upon crosslinking,
as it would be expected from the occurrence of KcsA clusters prior to
SDS treatment. Nonetheless, because of our mild cross-linking condi-
tions, it is reasonable to assume that the crosslinked cluster bands
seen in the gels result from detergent-induced disassembly of larger
protein complexes insufficiently crosslinked under our experimental
conditions and therefore, represents an underestimation of clustering.
Again, cluster bands are more apparent when lipid-reconstituted sam-
ples, instead of detergent-solubilized ones, are used in the experiments.
This suggests that KcsA clusters become partly disassembled in the
DDM-solubilized purified samples, and therefore, cannot be crosslinked
so efficiently.

As an additional tool to evaluate KcsA clustering we performed
BN-PAGE, which has become a method of choice to define the oligomer-
ic state of different proteins, and to study the organization of protein
complexes in their native state [34,38-40|. Moreover, this technique
has been used as an alternative to size exclusion chromatography
(SEC) or dynamic light scattering (DLS) in evaluating protein aggrega-
tion states before crystallization [41]. In BN-PAGE, samples are first sol-
ubilized with a mild detergent, usually digitonin or DDM, but it is the
negative charge from the Coomassie Brilliant Blue bound to the hydro-
phobic protein surfaces what determines the protein electrophoretic
mobility. Fig. 1D shows that several bands can be clearly observed by
BN-PAGE, which correspond to different KcsA supramolecular assem-
blies. Also, as observed with the other electrophoretic methods, when
the protein is reconstituted into lipid vesicles (“Rec” line in the figure),
the higher molecular weight bands in BN-PAGE are more intense than
those from DDM-solubilized samples (“Sol” line). These results were
highly reproducible when using different purified protein batches.

A known drawback of the BN-PAGE technique when dealing with
membrane proteins is the difficulty to assign molecular weights to the
gel bands [39], which are usually overestimated because membrane
proteins bind lipids, detergents and Coomassie dye that contribute to
an apparent weight larger than real [39,42]. Indeed, using a standard
set of soluble proteins as molecular weight markers, the estimated mo-
lecular weight for the fastest migrating KcsA band was approximately
140 kD, instead of the theoretical 70 KDa expected for the tetrameric
KcsA (data not shown). This is confusing because one could erroneously
assign such band to the 2T species mentioned above. Therefore, in order
to identify correctly the KcsA oligomers states we performed a
two-dimensional electrophoresis (2D-PAGE), BN-PAGE in the first di-
mension and SDS-PAGE in the second one, since the latter allows un-
equivocal molecular weight assignments. Fig. 2 shows that in the
BN-PAGE dimension there are several KcsA cluster bands that yield T
and 2T species when submitted to the second SDS-PAGE dimension.
The exception to this pattern is the fastest migrating band in
BN-PAGE, which yields only T species in the SDS-PAGE dimension. In
addition to confirming the efficiency of SDS on disassembling KcsA clus-
ters, these observations bear on two important additional facts. First,
they demonstrate that all the heavier bands in BN-PAGE result from
the association of KcsA tetramers and dimers of tetramers (T and 2T
species, respectively). Second, it is confirmed that the fastest migrating
band in the BN-PAGE gels corresponds exclusively to T species (KcsA
tetramers), as it is the only band which does not yield 2T species in
the second dimension.

We also used samples from crude membrane extracts to test the
presence of KcsA clusters in such native environment. In a first ap-
proach, intact E. coli cells expressing the KcsA construct were
crosslinked with glutaraldehyde, lysed and a membrane fraction
obtained by centrifugation. Such fraction was solubilized by DDM

and analyzed by SDS-PAGE and immunoblotting. Fig. 3A shows that,
similarly to the observations on the purified protein (see Fig. 1C),
electrophoretic bands heavier than the KcsA tetramer are observed
in response to increasing the glutaraldehyde concentration, even
under the mild cross-linking conditions used here. In a second ap-
proach, a crude membrane fraction was also obtained from E. coli
cells and analyzed by BN-PAGE and immunoblotting. It can be seen
that the band pattern of a control sample of purified KcsA is compara-
ble to that of the crude membrane extract (Fig. 3B and C) except for
the reduced mobility of bands in the latter, probably due to a larger
amount of lipids bound to KcsA [39,42]. This result shows that the
protein in a native environment is also assembled into similar clusters
to those observed in the purified KcsA preparations. This is consistent
with a recently published manuscript on clustering of membrane pro-
teins in which very similar or identical transmembrane segments
seem required for clustering to occur and therefore, “homoclusters”
containing a single class of membrane proteins should be favored
[43].

3.2. Use of detergents to study the assembly and disassembly of KcsA
clusters

In order to explore how the individual channels are clustered, we
have also used detergents to disassemble KcsA clusters in a progressive,
concentration-dependant manner. This is a similar approach to that
used for decades in unfolding proteins by denaturants or chaotropic
agents from which so much folding information has been derived. In
these experiments we determine the ability of either DDM or SDS, a
milder and a harsher detergent, respectively, i) to solubilize KcsA sam-
ples for electrophoretic purposes and ii) to disrupt channel-channel in-
teractions within the clusters. For these purposes, reconstituted KcsA
samples were exposed to increasing detergent concentrations and the
resulting band patterns analyzed by BN-PAGE. Fig. 4A shows that a min-
imum of 20 to 40 mM DDM is needed to solubilize properly the sample.
The term properly used here means that if less detergent is used, the
protein is mostly lost when the samples are pelleted before being ap-
plied to the gel, or remain at the interface of the separating gel upon
completion of the electrophoresis run (Fig. 4A, first lane). On the
other hand, a concentration of DDM above 150 mM is needed to start
disassembling significantly the KcsA clusters. Then, bands correspond-
ing to 3,4 and 5T KcsA species begin to disappear from the gel, although
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Fig. 3. KcsA clusters in crude membrane extracts from Escherichia coli cells. Immuno-
blot of a 7.5% SDS-PAGE with crude membrane extracts from crosslinked intact E. coli
cells expressing KcsA (A). Immunoblot from a BN-PAGE with 5pg of purified
DDM-solubilized KcsA (B), and a crude membrane extract of E. coli cells expressing
KcsA (C). Abbreviations and symbols are as in Fig. 1. GTA stands for glutaraldehyde.
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Fig. 4. Detergent-induced disassembly of KcsA clusters. Reconstituted KcsA in asolectin was incubated with different concentrations of DDM (A) or SDS (B and C) before being ap-
plied to a BN-PAGE. Samples were solubilized with 40 mM DDM before adding SDS (C). Panel D shows the analysis of BN-PAGE gel bands such as that from C. The results are
expressed as the intensity of each band relative to the sum of all the bands present within each lane. Values represent the average 4+ SEM of 5 different gels. Symbols indicate T
(m), 2T (O), 3T (A), 4T (J) and 5T (@) KcsA species. BN-PAGE was also used to test the reversibility of the assembly/disassembly process (panel E). For that purpose, purified
KcsA solubilized in 20 mM Hepes, pH 7.0, 100 mM KCl, and 5 mM DDM (lane 1) was incubated with 70 mM SDS for 5 min (lane 2) and then dialyzed overnight against the

same buffer but without SDS (lane 3).

the 3T band for instance, is still somewhat visible even at 400 mM DDM
(Fig.4A). These observations indicate a relative resistance to DDM of the
channel-channel interactions in the KcsA clusters.

When SDS was used in these experiments instead of DDM, it was
observed that concentrations of SDS lower than 3 mM do not suffice
to properly solubilize the reconstituted samples. From 3 to 4.5 mM
SDS, large KcsA clusters are detected, although the bands are not
sharp enough and still some protein does not enter the gel. Finally,
when SDS is at concentration above 9 mM the samples are satisfacto-
rily solubilized, but most of the protein appears already disassembled
in the form of T and 2T species, not too different from conventional
SDS-PAGE, where SDS is used at around 70 mM (Fig. 4B).

In designing a more precise monitoring of detergent-induced disas-
sembly of KcsA clusters we have combined the best features of the two

detergents from above. Thus, moderate concentrations of DDM
(40 mM) was first used to properly solubilize the reconstituted mem-
branes while leaving the clusters fairly unaffected, followed by addition
of increasing concentrations of SDS to have a precise monitoring of clus-
ter disassembly in the BN-PAGE. Fig. 4C shows that at the lowest SDS
concentrations, a somewhat continuous trail of protein material is
seen at the top of the gel, suggesting the existence of very large KcsA
clusters under those conditions. Clusters corresponding to 2, 3, 4 and
5T species are also seen at those low SDS concentrations as defined
bands in the gel. Monitoring the intensity of the individual bands as
the SDS concentration is increased (Fig. 4D), shows an increase in the
T band concomitant with a decrease in most other bands, following an
apparent precursor-to-product relationship. It seems that the larger
the clusters, the more detergent-labile they are; for instance, at around
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4.5 mM of SDS, the trail of larger KcsA clusters and the 5T species have
practically disappeared from the gel, while the 4T and 3T species, al-
though diminished, remain quite noticeable. In contrast, the 2T species
exhibits a different behavior which is worth mentioning. First, it is more
abundant than the other clusters bands, in fact, quite similar to that of
the T band when no SDS is present. Second, 2T species are much more
resistant to SDS than any other cluster, as it remains fairly noticeable
even at the highest SDS concentrations, when all other clusters have
long disappeared. Third, the 2T species show a moderate but reproduc-
ible increase at low SDS concentrations, while all other clusters de-
crease. This unique feature suggests that when disassembled by the
detergent, larger cluster species such as 3T, 4T or 5T give rise to 2T, in
addition to T species. This interpretation is also supported by the
two-dimensional gel in Fig. 3, where both T and 2T species are observed
from the disassembly of the larger clusters when subjected to the sec-
ond dimension, SDS-PAGE.

Extending the parallelism with the studies on unfolding/refolding of
proteins by denaturants, we decided to evaluate the reversibility of the
clustering process by exploring the possible re-assembly of
detergent-disassembled Kcsa clusters upon detergent removal. To do
s0, solubilized KcsA treated with 70 mM SDS, where the larger clusters
have disassembled into T and 2T species, was dialyzed against a DDM
buffer to eliminate SDS. This results in the re-assemble of KcsA into larg-
er clusters of 3T, 4T, and 5T, indicating that the assembly/disassembly of
clusters is indeed a reversible process (Fig. 4E).

3.3. Effect of alkyl sulfates of different chain length on KcsA clustering

As shown above, SDS is quite efficient in disassembling KcsA clus-
ters. However, we previously reported on the ability of SDS to stabi-
lize the tetrameric structure of the individual KcsA channel by
binding to the so called “non-annular” sites [44], which correspond
to crystallographically-characterized inter-subunit crevices within
the protein quaternary structure [45]. In an attempt to evaluate in
more detail the correlation between these two phenomena, we have
studied the effects of SDS-like alkyl sulfates, ranging 8 to 14 carbon
atoms chain length, on the cluster pattern of DDM-solubilized KcsA
by BN-PAGE. Fig. 5 shows that the disassembly of clusters by the
alkyl sulfates is strongly dependent on their chain lengths. Thus, in-
creasing concentrations of octyl sulfate have little or no effects on
KcsA clusters. On the contrary, clusters disassemble to a certain ex-
tent in presence of decyl sulfate at high concentrations, or much
more effectively, in presence of the dodecyl or tetradecyl analogues,
even at fairly low concentrations. These effects of the alkyl sulfates
in destabilizing KcsA clusters, closely parallel those reported for
these molecules in stabilizing the KcsA tetramers [44], suggesting
that the occupancy of the inter-subunit “non-annular” sites by the
alkyl sulfates interferes with channel-channel interactions involved
in clustering.

4. Discussion

Simple electrophoretic assays that minimize the effects of deter-
gents on protein cluster assembly including PFO-PAGE, crosslinking/
SDS-PAGE and BN-PAGE have been used here to address clustering of
KcsA channels, including the relative abundance of the various species
detected, their stability against different detergents, or the reversibility
of the process. Despite specific advantages or disadvantages for a given
application, all these assays illustrate the ability of KcsA to assemble into
avariety of defined, detergent-labile supramolecular complexes or clus-
ters. Such clusters are readily detected either in solubilized preparations
of purified KcsA, in reconstituted samples, and in intact cells, suggesting
that they represent the native, membrane-bound KcsA species existing
“in vivo”. The detection of clustering by these procedures is also in
agreement with more complex and time-consuming studies, such as
those based on FRET [16], AFM [18], or in situ immunogold staining

[19], as well as with functional measurements from patch-clamping
reconstituted KcsA in giant liposomes [16], where single channel events
represent just a fraction of the observed KcsA gating events, which are
dominated by different modes of coupled gating resulting likely from
channel clustering.

An interesting feature of KcsA clustering is the variety of the
resulting supramolecular assemblies. Such assemblies appear always
more abundant when analyzing KcsA reconstituted into membranes in-
stead of detergent-solubilized samples, suggesting that a membrane
milieu could favor a shift in the equilibrium towards the assembled
KcsA species.

In addition to the T species, (i. e., the individual KcsA tetrameric
channel), at least 2T, 3T, 4T and 5T species have been clearly detected.
All these protein bands show reactivity in Western blots against
anti-His antibodies, thus confirming them as expression products of
the KcsA construction (Fig. 3B). Such diversity is reminiscent of that
seen in the voltage-dependent anion channel from the mitochondria
outer membrane (VDAC), which assembles into clusters containing
anywhere from 1 to 20 individual molecules, seemingly related to a di-
versity of functional capabilities of this protein [46-48].

KcsA clusters are detergent-labile, as they disassemble mostly to the
well-known KcsA tetramer depending upon detergent type and treat-
ment. On the contrary, such tetramers are extremely resistant to deter-
gents and other protein denaturants [45] and therefore, KcsA tetramers
could be considered an “artifactual” final product from all detergent-
based treatments, including those used in the solubilization and purifica-
tion of the protein bacterial lysates. That is the reason why purified KcsA
in conventional SDS-PAGE (where SDS is present at approximately
70 mM or higher concentration) shows the SDS-resistant, T species
as the major component ([16,27-29], and Fig. 1A). In fact, the
detergent-lability of the KcsA clusters constitutes also a drawback in
the electrophoretic techniques used here, as they all use a given deter-
gent at a given concentration. In this respect, SDS has been found to be
particularly disruptive of the channel-channel interactions supporting
clustering, but DDM or even PFO are disruptive too, although to a lesser
extent. Therefore, the estimated KcsA cluster sizes and the relative abun-
dances reported here are likely to represent an underestimation of clus-
tering because of partial detergent-induced disassembly. Detergent-
lability, on the other hand, can also be used as a tool to explore how
individual KcsA molecules are packed into clusters. The progressive dis-
assembly by SDS under controlled conditions (Fig. 4C) shows that the
larger clusters are more detergent-labile than the 2T species, which in-
deed could be considered detergent-resistant. This suggests that KcsA
tetramers are packed differently into clusters depending on the number
of KcsA units clustered and involves different channel-channel interac-
tions with variable resistance to disruption by SDS. In addition to a deter-
gent resistance higher than any other cluster, the 2T species is unique in
that along with the T species, it seems a final product from the disassem-
bly of larger clusters. Interestingly, the mixture of T and 2T species
resulting from detergent disassembly can re-assemble back into the larg-
er clusters upon detergent removal, thus, indicating the reversibility of
the assembly/disassembly process even in the absence of lipids. The pe-
culiarities of the 2T KcsA species are also reminiscent of the dimeric spe-
cies of VDAC [49]. The high resolution structure of VDAC in a native-like
bilayer environment shows a tightly packed dimer, which acts as a build-
ing block to form larger protein clusters. However, inter-dimer interac-
tions in the VDAC clusters are weaker than intra-dimer ones and
therefore, facilitate the dynamic assembly/disassembly of dimer units
to and from those protein clusters. We believe that 2T species of KcsA,
along with the individual T species, could play a similar role to that of
VDAC dimers as building blocks of the larger KcsA clusters. Indeed, this
would be in agreement with the “ladder-like” activity pattern observed
by patch-clamp of reconstituted KcsA giant liposomes (see Fig. 7 in refer-
ence [16]). “Ladder-like” recordings are occasional observations (only 6
recordings from of a total of 93 patches exhibiting ion channel activity)
in which the number of open channels within the patch increases during
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Fig. 5. Effect of different sodium alkyl sulfates on KcsA clusters. Purified DDM-solubilized KcsA was incubated with increasing concentrations of n-alkyl sulfates of different chain
lengths before being applied to BN-PAGE (A, B, C and D). Panel E shows the analysis of the gel bands, expressed as the intensity of the tetramer relative to the sum of all the bands
present within each lane. Values represent the average 4 SEM of 5 different gels. Symbols indicate sodium alkyl sulfates with a different chain length: octyl (M), decyl ([J), dodecyl

(@), and tetradecyl (O).

the time course of the recording in response to repetitive electrical stim-
ulation, illustrating how a complex coupled-gated array of KcsA channels
becomes assembled at the tip of the patch-pipette. Interestingly, the size
of the current steps entering or leaving the “ladder-like” ensemble of
channel activity reveals currents corresponding either to the unitary
KcsA current level (T species) or to twice as much such unitary currents
(2T species), each in approximately 50% of the cases. This apparent cor-
relation between cluster analysis and functional data from patch-clamp
experiments, suggests that clustering is a reversible and dynamic process
in which the establishment of channel-channel interactions causes pro-
found changes in channel activity.

As to putative KcsA domains involved in clustering, we have studied
the effects of SDS-like alkyl sulfates to gain information on this issue.
We previously showed that these molecules bind to inter-subunit
“non-annular” sites on the protein, stabilizing the tetrameric structure
of individual KcsA molecules [44]. Hydrophobic interactions seem to

be critical, since acyl chain carbons from C9 to C14 are necessary for
this process to occur [44]. Through BN-PAGE, we also find that acyl
chain longer than eight carbons are necessary to destabilize KcsA clus-
tering, showing a clear antagonism between i) the ability of SDS-like
alkyl sulfates to bind these non-annular sites and stabilize the KcsA tet-
rameric structure and ii) their ability to destabilize protein clusters. We
conclude from these studies that such sites mediate channel-channel
interactions leading to cluster assembly and that binding of the
amphiphylic ligands to such sites shifts the equilibrium to promote
cluster disassembly.

5. Conclusions
The highlights of this study are i) the observation that cluster for-

mation is reversible and can be induced in DDM without lipids being
present, ii) the documentation that dimers of tetramers are more
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stable than other clustered forms and iii) that destabilization of the
tetramer dimers by alkylsulfates is correlated to stabilization of the
tetramer itself, in line with effects resulting from non-annular bind-
ing of these alkylsulfates.

The finding that KcsA, one of the structurally simplest ion channels,
already shows such a complex clustering behavior and its relation to
functionally-relevant coupled gating reinforces the idea that supramo-
lecular assemblies of ion channels and the interactions that hold them
together may be more important than originally thought for the under-
standing of the biological processes they mediate. In such endeavor,
KcsA might again be an excellent model to identify structural motifs re-
sponsible for clustering-mediating, channel-channel interactions or to
establish the mechanisms by which such interactions lead to coupled
gating of ion channels.
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4.1 INACTIVACION DE TIPO N DEL CANAL DE POTASIO KcsA POR EL PEPTIDO
“BOLA” DE SHAKER B:
MAPEO DEL EPITOPO DE UNION DEL PEPTIDO INACTIVANTE

Molina, M.L., Barrera, F.N., Encinar, J.A,, Renart, M.L., Fernandez, A.M., Poveda, J.A., Santoro, J., Bruix,
M., Gavilanes, F., Fernandez-Ballester, G., Neira, J.L, and Gonzalez-Ros, J.M. (JBC, 2008)

RESUMEN

Se ha estudiado el efecto del péptido inactivante del canal de potasio eucariota Shaker B (el
péptido ShB) en el canal procariota KcsA mediante métodos de patch-clamp. Los datos muestran que el
péptido induce la inactivacion rapida, de tipo N, en KcsA a través de un proceso que incluye el
desacoplamiento funcional de los canales. También hemos empleado métodos de RMN, como el STD
(del inglés “saturation transfer difference”), que permiten asignar las interacciones moleculares entre el
péptido inactivante y su diana en el canal. Los resultados indican que la unién del péptido ShB a KcsA
implica los protones orto y meta de la Tyr8, que exhiben los efectos mas fuertes del STD; el HC4 en el
anillo de imidazol de la His16; los protones metilicos de las Val4, Leu7, y Leul0, y los protones amino de
la cadena lateral de uno, o los dos, residuos de Lys18 y Lys19. Cuando se utiliza el mutante no-
inactivante SHB-L7E en los estudios, la unién a KcsA todavia se observa, pero implica diferentes
aminodcidos. Asi, los efectos mads fuertes de STD se ven ahora en los protones metilicos de Val4 y Leul0,
mientras que la His16 parece afectada de forma similar a anteriormente. Por el contrario, los efectos en
Tyr8 estan fuertemente reducidos, y los de Lysl8 y/o Lys19 han desaparecido. Ademas, la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier de KcsA en presencia de derivados peptidicos
13C sugiere que el péptido SHB, pero no el mutante SHB-L7E, adopta una estructura de horquilla B
cuando se une al canal KcsA. De hecho, el docking de una estructura en horquilla B en un modelo de
canal de potasio abierto para simular el complejo inactivante péptido/canal predice interacciones de

acuerdo con las observaciones experimentales.
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The effects of the inactivating peptide from the eukaryotic
Shaker BK* channel (the ShB peptide) on the prokaryotic KcsA
channel have been studied using patch clamp methods. The data
show that the peptide induces rapid, N-type inactivation in
KcsA through a process that includes functional uncoupling of
channel gating. We have also employed saturation transfer dif-
ference (STD) NMR methods to map the molecular interactions
between the inactivating peptide and its channel target. The
results indicate that binding of the ShB peptide to KcsA involves
the ortho and meta protons of Tyr®, which exhibit the strongest
STD effects; the C4H in the imidazole ring of His'®; the methyl
protons of Val%, Leu’, and Leu'® and the side chain amine pro-
tons of one, if not both, the Lys'® and Lys'® residues. When a
noninactivating ShB-L7E mutant is used in the studies, binding
to KcsA is still observed but involves different amino acids.
Thus, the strongest STD effects are now seen on the methyl
protons of Val* and Leu'®, whereas His'® seems similarly
affected as before. Conversely, STD effects on Tyr® are strongly
diminished, and those on Lys'® and/or Lys'® are abolished.
Additionally, Fourier transform infrared spectroscopy of KcsA
in presence of >C-labeled peptide derivatives suggests that the
ShB peptide, but not the ShB-L7E mutant, adopts a 3-hairpin
structure when bound to the KcsA channel. Indeed, docking
such a B-hairpin structure into an open pore model for K* chan-
nels to simulate the inactivating peptide/channel complex pre-
dicts interactions well in agreement with the experimental
observations.
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Inactivation of ion channels limits the duration of channel
openings and is essential in shaping and regulating cellular
excitability. Early studies on N-type inactivation in voltage-de-
pendent Na™ or K™ channels envisioned this process as a con-
sequence of the occlusion of the channel mouth by a flexible
cytoplasmic domain, located either at the N-terminal end of the
channel protein or at an associated 8 subunit, which acts as an
open channel blocker. This proposal, known as the “ball and
chain” hypothesis of channel inactivation (1), received plenty of
experimental support, and indeed, several “ball” peptides have
been identified in different channels. In the Shaker B K™ chan-
nel, the inactivating ball peptide (the ShB peptide) corresponds
to the first 20 amino acids of each of the subunits forming the
tetrameric channel (MAAVAGLYGLGEDRQHRKKQ) (2, 3).
Synthetic peptides derived from the ShB peptide sequence
restore inactivation in deletion Shaker B channels lacking the
inactivation peptide (4) and also inactivate a variety of other K™
channels (5—10). From such observations it was concluded that
channel inactivation has a rather unconstrained basis in terms
of primary structure and also that there must be two domains,
complementary to those in the ball peptides, configuring the
site for the inactivating peptide in the channel protein: (i) a
hydrophobic pocket accessible only upon channel opening and
separated from the cytoplasm by (ii) a region with a negative
surface potential (3, 11). Such conclusions seem supported by
the known crystal structures of K* channels (12-15) in which
the central cavity and inner pore are lined by hydrophobic
amino acids, whereas the surrounding cytoplasmic domains
contain acidic residues to favor electrostatic interaction with
the positively charged C-terminal segment of most ball pep-
tides. Nonetheless, no crystallographic data are yet available on
a channel-ball peptide complex, and therefore, issues such as
the identity of the peptide-binding site within the channel pro-
tein or the conformation adopted by the channel-bound inac-
tivation peptide must await future studies. In the absence of
such information, different electrophysiological studies (13, 16)
suggest that the inactivating ball peptide snakes into the cyto-
plasmic channel mouth and stays there during inactivation in
an almost linear, extended conformation. On the other hand,
the conformational propensity of both the ball peptide of the K,
3.4 channel (17, 18) and the ShB peptide (19 —22) has been stud-
ied spectroscopically in solution and in the presence of anionic
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phospholipid vesicles that, similar to the presumed inactivation
site on the channel protein (3, 11), contain a hydrophobic
domain (the acyl chains in the lipid bilayer), separated from the
aqueous media by the negatively charged vesicle surface.
These studies show that ball peptides are poorly structured
in solution but adopt a B-structure when challenged by the
channel-mimicking model target (19-21). Such B-structure
has been identified as a B-hairpin that readily inserts into the
hydrophobic domains provided by the lipid bilayer model
target (20, 21, 23, 24).

Here we first demonstrate the occurrence of N-type inacti-
vation mediated by the ShB peptide in KcsA, a prokaryotic
potassium channel from Streptomyces lividans (25). Interest-
ingly, KcsA inactivation is associated to functional uncoupling
of channels that exhibited positively coupled gating prior to the
addition of the ShB peptide (26). Also, saturation transfer dif-
ference (STD)® NMR methods (27-29) have been used to iden-
tify interactions at atomic resolution in the KcsA-ShB complex.
STD spectra are obtained after selective saturation of reso-
nances of the KcsA protein, whereby the magnetization redis-
tributes within the protein via intramolecular spin diffusion.
Then, ifa bound ligand is present, magnetization transfers from
the protein to the ligand via "H-'H dipolar contacts. An effi-
cient intermolecular magnetization transfer from protons of
the protein to the ligand requires very short distances, and
therefore, ligand binding is strictly required for the transfer
phenomenon. Our results demonstrate that indeed the wild-
type ShB peptide binds to KcsA and also distinguish which
amino acid residues are involved in binding. Finally, Fourier
transform infrared spectroscopy using *C-labeled ShB pep-
tide supports the notion that the inactivating ShB peptide
adopts a B-hairpin structure when channel-bound. More-
over, docking such a B-hairpin into the open channel con-
formation of KcsA modeled after MthK (14), a prokaryotic
channel taken as a model for open K* channels, predicts
interactions that are well in agreement with those deter-
mined in the STD-NMR experiments.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Peptide Synthesis and Characterization—The wild-type ShB
and the mutant ShB-L7E peptides were synthesized as C-termi-
nal amidated peptides in an automatic multiple synthesizer
(AMS 422, Abimed, Lanfengeld, Germany) by using a solid
phase procedure and standard Fmoc chemistry (19). The pep-
tides were also acetylated at their N termini. The peptides were
purified by reverse phase HPLC to better than 95% purity, and
their composition and molecular mass were confirmed by
amino acid analysis and mass spectrometry (19). The residual
trifluoroacetic acid used in peptide synthesis and HPLC purifi-
cation was removed by repeated lyophilization-solubilization in
10 mm HCL. For the synthesis of the *C-labeled ShB and ShB-
L7E peptide analogs, L-alanine-N-Fmoc (1-'*C, 99%) and
L-leucine-N-Fmoc (1-'3C, 99%) (from Cambridge Isotope Lab-

5> The abbreviations used are: STD, saturation transfer difference; DDM, dode-
cyl B-p-maltoside; NOE, nuclear Overhauser effect; Fmoc, N-(9-fluoren-
yl)methoxycarbonyl; HPLC, high pressure liquid chromatography; MES,
4-morpholineethanesulfonic acid.

JUNE 27, 2008+ VOLUME 283 -NUMBER 26

Binding of the Shaker B Ball Peptide to KcsA

oratories, Inc.) were used, instead of the regular r-alanine and
L-leucine reagents, under otherwise identical experimental
procedures.

Protein Expression and Purification—Expression of the wild-
type KcsA protein with an added N-terminal hexahistidine tag
in Escherichia coli M15 (pRep4) cells and its purification by
affinity chromatography on a Ni** -nitrilotriacetic acid-agarose
column was carried out as reported (30). The final buffer used
with the purified protein was 20 mm Hepes, pH 7.0, containing
100 mm KCl and 1 mm DDM. 1-125 KcsA was prepared by
chymotrypsin hydrolysis of wild-type KcsA and characterized
by matrix-assisted laser desorption ionization tryptic-peptide
mass fingerprinting (30).

Reconstitution of KcsA into Asolectin Lipid Vesicles—Large
unilamellar vesicles of asolectin (soybean lipids, type II-S;
Sigma) were prepared at 25 mg/ml in 10 mm Hepes, pH 7.5, 100
mMm KClI (reconstitution buffer) and stored in liquid N, (31).
The purified, DDM-solubilized KcsA protein was mixed with
the above asolectin vesicles previously resolubilized in 3 mm
DDM at a lipid:protein subunit molar ratio of 500:1, for 2 h.
Reconstituted liposomes were formed by removing the deter-
gent by gel filtration on Sephadex G-50 (fine, 15-20-ml bed
volume) previously swollen overnight in buffer without deter-
gent. The detergent-solubilized lipid/protein mixture (2 ml)
was loaded on top of the column, and the reconstituted lipo-
somes were eluted in the void volume. The protein-containing
reconstituted fractions were pooled and centrifuged for 30 min
at 300,000 X g. The pellet was suspended into reconstitution
buffer to a protein concentration of 1 mg/ml, divided into
50-ug aliquots, and stored in liquid N, (30).

Electrophysiological Recordings in Reconstituted Giant
Liposomes—Multilamellar giant liposomes (up to 50-100 wm
in diameter) were prepared by submitting a mixture of the
reconstituted vesicles from above (usually containing 50 ug of
KcsA protein) and asolectin lipid vesicles (25 mg of total lipids)
toa cycle of partial dehydration/rehydration (26, 30, 31). Stand-
ard inside-out patch clamp recordings (32) were carried out on
excised patches from giant liposomes containing the wild-type
KcsA, as reported previously (26). Recordings were obtained
using either an Axopatch 200A (Axon Instruments) or an
EPC-9 (Heka Electronic, Lambrecht/Pfalzt, Germany) patch
clamp amplifier, at a gain of 50 mV/pA. The holding potential
was applied to the interior of the patch pipette, and the bath was
maintained at virtual ground (V= V},,4, = Vjipette)- The record-
ings were filtered at 1 kHz, and the data were analyzed with the
Clampfit-9 software (Axon Instruments). An Ag-AgCl wire was
used as the reference electrode through an agar bridge. All of
the measurements were made at room temperature. The
pipette (extracellular) solution contained 10 mm Hepes buffer,
pH 7, 100 mm KCl, and the bath (intracellular) solution con-
tained 10 mm MES buffer, pH 4, 100 mm KCIL.

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy—One-dimensional
'H NMR experiments were recorded at 283 K on a Avance Bruker
DRX-500 using a z axis gradient by using BBO or TXI probeheads.
Two-dimensional NMR spectra were recorded in the phase sensi-
tive mode by using the States time proportional phase incremen-
tation method (33). All of the experiments were carried out
using the WATERGATE pulse sequence for water suppression

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 18077

GTOZ ‘€T AInC U0 ZIANVYNYIH TANDIN AINN ¥ /610700 mmmy/:dny wol papeojumoq


http://www.jbc.org/

Binding of the Shaker B Ball Peptide to KcsA

(34). Two-dimensional "H-'H total correlation spectra were
recorded by using a MLEV-17 spin-lock sequence (35) with a
mixing time of 80 ms. NOE spectroscopy experiments were
recorded with mixing times of 100 and 250 ms. Typically, spec-
tra were acquired with 512 ¢, increments, 2048 data points, and
a relaxation delay of 1 s. The spectral width was 6000 Hz in all
cases. The spectra were processed using the BRUKER-XWIN-
NMR software working on a PC work station. All of the spectra
were zero-filled in the F, spectral dimension to 1024 data
points, and a squared sine bell window function was applied in
both dimensions prior to Fourier transformation. Sequential
assignments of proton resonances of ShB and ShB-L7E pep-
tides were based on characteristic sequential NOE connectivi-
ties between the H_, of a particular residue, and the amide pro-
ton of the next residue in the NOE spectra was referred to
internal 3-(trimethylsilyl) propionic acid-2,2,3,3-*H,-sodium
salt.

In the STD experiments, 2 mg of freeze-dried peptide were
dissolved in 500 wl of buffer (50 mm d,-acetic acid, 100 mm KCl,
10% D,0), containing KcsA either reconstituted in asolectin
vesicles or solubilized in 5 mm of the detergent DDM. Deuter-
ated acetic acid and its sodium salt were purchased from Sigma.
Peptide and KcsA final concentrations were 2 mm and 45 um,
respectively. The one-dimensional "H STD NMR (27-29) spec-
tra of ShB or ShB-L7E peptides-KcsA complexes were recorded
with usually 4000 scans. Selective saturation of protein reso-
nances was set at —3 ppm (on resonance). Control experiments
at this frequency showed that the entire protein (either in
reconstituted lipid vesicles or solubilized in DDM micelles) can
be saturated uniformly and then efficiently used for the STD
NMR technique. In this region, the methyl resonances of the
protein appear, and irradiation at protein methyl groups has
previously been found to yield the most effective saturation
(36); furthermore, this frequency is far away from the most
up-field shifted methyl protons of the peptides (see Ref. 22 and
our own observations), such that no perturbation of this signal
can be induced by the selectively shaped pulse. Investigation of
the time dependence of the saturation transfer with saturation
times ranging from 0.2 to 2.5 s showed that 1.5 s were needed
for efficient transfer saturation from the protein to the ligand
protons. STD NMR spectra were acquired using a series of
equally spaced 50-ms Gaussian-shaped pulses for selective sat-
uration. The radio frequency field strength of the Gaussian-
shaped pulses was ~100 Hz, with a 1-ms delay between the
pulses. Residual water signal was eliminated by using excitation
sculpting procedures (37). A spin-lock sequence was applied
before the excitation sculpting sequence to remove the signals
of KcsA (27, 38). The reference STD spectra were recorded with
the off resonance set at 30 ppm. The saturated spectra were
subtracted from the reference spectra via phase cycling. Exper-
iments with ShB-L7E peptide were only carried out with KcsA
reconstituted in asolectin vesicles.

To ensure that the observed signals arose from the STD
effect, the following controls were carried out. STD-NMR
experiments with the on and off resonance frequencies set
either at —3 and 30 ppm, respectively, were acquired with sam-
ples containing the ShB peptide in the absence of KcsA, either
in plain aqueous buffer or in the presence of DDM,; the satura-
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tion time was 2 s. No signals were present in the difference
spectra, indicating that the effects observed in the presence of
KcsA were due to true saturation transfer. In addition, we
recorded control experiments in a sample of DDM micelles
with on and off saturation frequencies set to identical values
(either at —3 or 30 ppm). The difference spectra did not contain
any signals, proving that good subtraction was achieved.

To allow for comparison among the different signals in the
STD experiments, the signal intensities of the different protons
were analyzed by the use of the fractional STD amplification
factor, which expresses the signal intensity in the STD spec-
trum, I, — I, as a fraction of an unsaturated reference spec-

sat:

trum, /,, and the excess of added ligand (28).

(IO - lsat)

. X [ligand excess]
0

STD amplification factor =

(Egq. M)

The errors in the STD amplification factor were estimated from
the determination of the STD effects measured in two identical
samples at 1.5 s and processed simultaneously. The differences
obtained were lower than 10% for all the measured resonances.

Fourier Transform Infrared Spectroscopy—Lyophilized ali-
quots of synthetic peptides, with or without the desired lipid
vesicles, were processed in D,O buffer as reported earlier (20).
For the samples containing detergent-solubilized KcsA, both in
the presence and in the absence of added ShB or ShB-L7E pep-
tides, aliquots of KcsA in 10 mm Hepes buffer, pH 7.0, 100 mm
KCI, and 1 mm DDM were processes as described earlier (39),
except that 10 mm acetate buffer, pH 4.0, 100 mm KCI, 1 mm
DDM was used for the washings. Routinely, amide I’ bands in
these experiments were 0.4 absorbance units or larger.

For spectral acquisition, the aliquots of 20 ul of each sample
were placed between a pair of CaF, windows separated by a
50-um-thick mylar spacers and mounted in a Harrick (Ossin-
ing, NY) demountable cell. Temperature (~22 °C) was main-
tained constant with a circulating water bath. The spectra were
recorded on a Bruker IF66s instrument equipped with a DTGS
detector, and the sample chamber was continuously purged
with dry air. A minimum of 600 scans/spectra were taken, aver-
aged, apodized with a Happ-Genzel function, and Fourier-
transformed to give a nominal resolution of 2 cm ™" (40). Three
spectra were recorded for each sample, and the buffer contri-
bution was subtracted. Derivation was performed using a
power of 3 and a breakpoint of 0.3. Self-deconvolution was per-
formed using a Lorenztian bandwidth of 18 cm ™" and a resolu-
tion enhancement factor of 2.0 (39).

Modeling the ShB-KcsA Complex—The modeling of KcsA in
the open conformation was done by homology, using the crystal
structure at 3.3 A resolution of the calcium-gated potassium
channel MthK as a template (Protein Data Bank code 1LNQ).
The multiple sequence alignment was made with CLUSTALW
at the European Bioinformatics Institute site and manually
supervised (final 24% identity and 40% similarity). The homol-
ogy modeling was performed in the Swiss-Model Protein Mod-
eling Server at the ExXPASy Molecular Biology site. For model
refinements, the orientation and optimization of the side chains
was carried out in two steps. First, those residues making van
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FIGURE 1. Inactivation of the KcsA channel by the ShB peptide. The two
traces in each panel correspond to different recordings, both taken at +150
mV, for the same experimental condition. A, representative control record-
ings from excised giant liposome patches containing reconstituted KcsA
channel displaying the typical activity seen in a low opening probability pat-
tern (26). The channels in such low opening probability patterns of KcsA are
closed most of the time and open in bursts of activity, such as shown in the
figure. Notice that current levels corresponding mostly to the concerted (cou-
pled) gating of two KcsA channels are observed in these control conditions
(26). B, addition of the ShB peptide (25 um) to the solution bathing the patch
(cytoplasmic side of the channel) results in the uncoupling of channel gating
and in channel inactivation in a peptide concentration-dependent manner.
C, washing off the added ShB peptide results in the recovery of channel elec-
trical activity and in the reappearance of coupled channel gating. D, addition
of the noninactivating ShB-L7E peptide (25 um) to the solution bathing the
patch, under otherwise identical conditions to those used in B. The discontin-
uous line in all panels and the arrowheads indicate the zero current level,
whereas the dotted lines are indicative of the current levels corresponding to
one or two single channel openings.

der Waals’ clashes were selected and fitted with “Quick and
Dirty” algorithms; second, models were energy minimized (100
steps of steepest descent and 100 conjugate gradient, cut-off of
10 A for nonbonded interactions) with Insight II (Biosym/MSI,
Accelrys Software Inc.). Structure editions were made with
Swiss Protein Data Bank viewer v3.7 (41).

The protein-protein docking interaction prediction was
accomplished with GRAMM-X v.1.2.0 (42) using default con-
ditions. The protein complex was tested in terms of energy with
FoldX (43, 44) at the CRG site and evaluated with PROCHECK
(45), showing 81.8% of residues in most favored regions and
17% in additional allowed regions of the Ramachandran plot.
The molecular graphic representations were created with
PyMOL.

RESULTS AND DISCUSSION

The Inactivating ShB Peptide Uncouples and Inactivates
KcsA—The prokaryotic potassium channel KcsA behaves in
many respects similarly to its structurally more complex
eukaryotic counterparts (46), including the occurrence of slow,
C-type inactivation (47). Perhaps for these reasons and also
because of the promiscuity of the ShB ball peptide in inducing
N-type, rapid inactivation in many different potassium chan-
nels (4-10), it has been assumed that the ShB peptide should
also induce N-type inactivation in KcsA (13). Nonetheless, no
experimental evidence on this matter has been reported to date.
Here, we have used patch clamp techniques to study the effects
of synthetic ShB peptide on KcsA reconstituted into asolectin
giant liposomes. Fig. 1 illustrates the effects of the addition of
the ShB peptide to the bath solution (cytoplasmic side of the
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channel) in an excised, inside-out membrane patch exhibiting a
low opening probability pattern, the most frequent functional
pattern exhibited by the reconstituted KcsA channel (27). No
effects on the ion currents were observed when the ShB peptide
was added into the pipette solution (extracellular side of the
channel).

Prior to the addition of the peptide (Fig. 14), KcsA exhibits
“single channel-like” currents of different sizes (mainly 8 pA,
but also a few 12 pA events at +150 mV), which are integer
multiples of the smaller, truly KcsA single-channel current of 4
pA, and result from the simultaneous (coupled) gating of two or
three KcsA channels (see Ref. 27 for more details on the positive
coupling of KcsA). Also, as in the original report on the inacti-
vation of Shaker B A6 — 46 channel by the synthetic ShB peptide
(4), inactivation of KcsA occurs in a peptide concentration-de-
pendent manner and most noticeably at positive (depolarizing)
voltages, where the peptide (Fig. 1B) causes only a few, uncou-
pled 4 pA currents to remain that eventually disappear as the
peptide concentration is increased, leaving little or no activity
in the recording. An apparently similar uncoupling of channel
gating seemed also present in the original report on the effects
of the ShB peptide on the Shaker B A6 —46 channel (see Fig. 3 in
Ref. 4), although it was not discussed by the authors. On the
other hand and also similar to the report on the Shaker B chan-
nel, only minor effects of the inactivating peptide were
observed at negative (up to —200 mV) voltages (not shown).
Moreover, Fig. 1C shows that washing the ShB peptide off the
membrane patch by replacing the bath solution with fresh pep-
tide-free buffer results in the recovery of channel activity and in
the reappearance of coupled gating. Finally, no significant
effects on the currents are seen at any voltage when, instead of
the wild-type ShB peptide, the noninactivating ShB-L7E pep-
tide mutant is used in the experiments (Fig. 1D), which is also
reminiscent of the original report on the inactivation of the
Shaker B A6 —46 channel by ShB peptide derivatives (4).

NMR Assignments and Peptide Structure—The above dem-
onstration that the ShB peptide induces N-type inactivation of
the KcsA channel, along with the fact that both the channel and
the synthetic peptide can be prepared easily and in sufficiently
large amounts, makes this an unique experimental system to
learn on the molecular interactions behind the rapid inactiva-
tion phenomena through the application of spectroscopic tech-
niques. Here, we have used STD-NMR methods in an attempt
to explore such interactions between the inactivating peptide
and KcsA as the ion channel target. To this end, we first
assigned the resonances seen in the proton NMR spectra of the
wild-type ShB peptide in aqueous solution at pH 5.0. Such
acidic conditions (pH 4 -5.5) have been reported as optimal for
opening the KcsA channel (27, 46, 48-51), and indeed, the
inactivation patch clamp experiments from above were con-
ducted at pH 4 in the solution bathing the membrane patches.
Proton assignment was carried out by using homonuclear
standard two-dimensional total correlation spectroscopy and
NOE spectroscopy experiments (52). Chemical shifts essen-
tially agreed with those reported previously by Kalbitzer and
co-workers at pH 7.2 (see Table 1 in Ref. 22), except for small
changes in the side chains of the amino acid His'® and its neigh-
boring residues, probably because of protonation of the imid-
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azole ring at the acidic pH used here. Under our experimental
conditions and in apparent agreement with previous reports
(22), the ShB peptide in aqueous solution adopts a mainly dis-
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FIGURE 2. Summary of NMR data and conformational shifts for the ShB
peptides. A, sequential NOEs between different atoms of successive residues
(dans Hol) — HNG + 1), and dgy, Hgli) — HNG + 1)) for the wild-type ShB
peptide. NOEs are classified into strong, medium, or weak, according to the
thickness of the bar underneath the sequence, and their intensity was judged
by visual inspection in the spectra. The dotted lines indicate ambiguous
observed NOEs caused by spectral overlapping. B, conformational shifts of
the H,, protons for the wild-type ShB (blank squares) and ShB-L7E (filled
squares) peptides. The resonances of Lys'® and Lys'® could not be unambig-
uously assigned. The dashed lines indicate the usually accepted range of devi-
ations from random coil conformational shifts.
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ordered conformation, as concluded from: (i) the absence of
medium or long range NOEs (Fig. 2A); (ii) the small H_, confor-
mational shifts that, with the exception of residues D13 to
GIn'®, are within the usually accepted limits for random coil
conformations (Fig. 2B) (53, 54); and (iii) the absence of chem-
ical shift dispersion in both the amide and the methyl group
regions of the spectra (data not shown).

In the presence of KcsA reconstituted into asolectin vesicles,
the spectrum of the ShB peptide experienced a significant line
broadening with compared with that in solution, although the
chemical shifts of the different protons were not modified (data
not shown). We interpret such broadening as a clear indication
of an interaction between ShB and KcsA, particularly because it
occurs at a high ShB peptide to KcsA molar ratio (2 mm of
peptide versus 45 um of KcsA), where the spectral features are
dominated by signals arising mostly from the free form of the
peptide. Interestingly, either in aqueous solution or in the pres-
ence of KcsA reconstituted into asolectin vesicles, the methyl
protons of Val* appeared at the same chemical shift (0.98 ppm),
but those of Leu” (0.85 and 0.91 ppm) and Leu'® (0.93 and 1.00
ppm) appeared at different chemical shifts, suggesting some
preferred local orientations, as reported in other random coil
ensembles (53, 54).

Proton assignments were also obtained for the noninactivat-
ing ShB-L7E mutant peptide both in aqueous solution and in
the presence of KcsA reconstituted into lipid vesicles. In either
condition, the ShB-L7E peptide showed similar chemical shifts
to those exhibited by the wild-type ShB peptide, except for
amino acids Gly® and Tyr®, which are adjacent to the mutation
site. Despite the similarities, two observations were made in the
ShB-L7E peptide that differed from those made in the wild-type
ShB. First, the line broadening of peptide signals observed in the
presence of KcsA was not as large as that observed for the wild-
type ShB (Fig. 3, A and B), suggesting a weaker binding of the
ShB-L7E peptide to the KcsA channel. Second, the resonances
of the methyl groups of Leu'® were
degenerated in the ShB-L7E, sug-
gesting that the preferred local con-
formation observed in the wild-type
ShB peptide around these methyl
groups is disrupted in the noninac-
tivating mutant.

Probing Wild-type ShB Peptide-
KcsA Channel Interactions in STD-
NMR Experiments—Fig. 3 shows
the amide region of a reference,
nonsaturated 'H NMR spectrum of
a sample containing the wild-type
ShB peptide and KcsA reconstituted

I mv v
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T
95 9.0 85 50 75 70 ppm 95 9.0 85 8.0 75 7.0  ppm

FIGURE 3. STD in the interaction of KcsA and the peptides ShB (left side) and ShB-L7E (right side). A and B
show the reference spectra of ShB and ShB-L7E, respectively, in the presence of KcsA reconstituted into asolec-
tin vesicles. Cand D show the STD-NMR spectrum after a saturation of 1 s, whereas E and F show the STD-NMR
spectrum at a saturation time of 2.5 s. In C-F, KcsA resonances were selectively saturated by irradiation at —3
ppm. The roman numerals indicate the proton resonances from the different amino acids showing strong STD
effects: |, amide proton of Ala® /], the side chain NH protons of Lys'® and/or Lys'® (7.70 ppm); /il the C4H of His'®
(7.36 ppm); IV, the ortho protons of Tyr® (7.20 ppm); V, meta proton of Tyr® (6.88 ppm). The peptide concentra-
tion was 2 mm, whereas the concentration of KcsA reconstituted in asolectin vesicles was 45 um in 50 mm
acetic/acetate, 100 mm KCl, pH 5.5.
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into asolectin vesicles (Fig. 3A),
along with STD-NMR spectra from
the same sample, taken at different
times of saturation (1 s, panel C and
2.5 s, panel E). Several resonances
can be observed within the one-di-
mensional "H-STD NMR spectra,
which (i) are sufficiently resolved
from the rest of the peptide reso-
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FIGURE 4. STD amplification factors for ShB and ShB-L7E. The STD ampli-
fication factors at different saturation times were calculated for the interac-
tion of wild-type ShB (A) and ShB-L7E (B) to KcsA reconstituted into asolectin
lipid vesicles. The different symbols correspond to the ortho (blank circles)
and meta (filled circles) protons of Tyr?; the methyl protons of Val?, Leu’ (not
present in ShB-L7E), and Leu'® (blank squares); and the C4H proton of the
imidazole ring of His'® (filled squares). The errors at each experimental point
were lower than 10%, as concluded from two different experimental series of
STD measurements.

nances as to be accurately monitored and (ii) show changes in
the intensity of the STD signals with the different times of sat-
uration used in the experiments (Fig. 44). In particular, the
ortho (at 7.20 ppm) and meta (at 6.88 ppm) protons of Tyr® are
among the ShB peptide resonances showing the largest STD
effects. This seems consistent with previous findings indicating
that Tyr® is a critical residue for the ShB peptide to retain its
ability to inactivate channels, as well as to adopt a defined,
B-hairpin conformation upon binding to anionic phospholipid
vesicles, a model target mimicking some of the presumed fea-
tures of the inactivating peptide-binding site on the channel
protein (23, 55). Interestingly, a conservative Y8F mutation was
shown to retain the ability of the wild-type peptide to inactivate
potassium channels (16), thus lending support to our findings
that the protons at the bulky aromatic ring of Tyr® are impor-
tant in the interaction of the peptide with the target channel
during inactivation.
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We also observed a strong STD effect on the C4H of the
imidazole ring of His'® (at 7.36 ppm), as well as a much weaker
STD effect on the amine protons of the side chains of Lys'®
and/or Lys'® (at ~7.70 ppm and close to one of the protons of
the side chains of GIn'® and GIn*°). Finally, the amide proton of
Ala® (at 8.85 ppm) also shows STD effects, but they were
smaller than any other described here and will no be further
discussed. Moreover, the methyl protons of Val*, Leu’, and
Leu'? also experienced significant STD effects (Fig. 4), although
their magnitude was not as large as those observed for the aro-
matic protons of Tyr®. Taken together, the above results indi-
cated that binding of the ShB peptide to KcsA reconstituted
into lipid vesicles involved mainly the aromatic rings of both
Tyr® and His'® in the inactivating peptide.

When the experiments were performed using DDM-solubi-
lized KcsA as the target for the ShB peptide, instead of the
reconstituted KcsA vesicles, a similar line broadening of the
ShB peptide signals was observed. Moreover, practically iden-
tical STD effects were seen in such samples, suggesting that
KcsA in the detergent-solubilized form is as capable as the
reconstituted KcsA in allowing binding of the ShB peptide.
Unfortunately, however, the presence of signals in the aliphatic
region arising from the detergent overlapped with some of the
peptide signals, thus preventing an adequate integration.
Therefore, we decided not to study any further the detergent-
solubilized system.

STD-NMR Monitoring of the Interaction of the Noninacti-
vating ShB-L7E Peptide with KcsA Reconstituted into Lipid
Vesicles—As concluded from the above patch clamp experi-
ments, the ShB-L7E peptide does not inactivate the KcsA chan-
nel, which also resembles the original observation by Aldrich
and co-workers (4) on the Shaker B A6 —46 channel. Interest-
ingly, despite such dramatic functional differences between the
noninactivating ShB-L7E peptide and the wild-type ShB, both
peptides are able to bind to the KcsA channel, as suggested by
the line broadening observed in the NMR spectral bands (see
above). However, the STD effects are quite different from those
observed in the ShB peptide (Figs. 3 and 4). For instance, the
STD effects on the aromatic protons of Tyr® are clearly smaller
in the mutant ShB-L7E peptide than in the wild-type ShB pep-
tide. Conversely, STD effects on the methyl groups of Val* and
Leu'® are clearly more important in the mutant peptide than in
its wild-type counterpart, despite the fact that in the latter, this
contribution includes also that of Leu”, which is obviously lack-
ing in the mutant L7E peptide (Fig. 4). Furthermore, the side
chains of Lys'® and/or Lys'® displayed STD effects in the wild-
type ShB peptide but do not give rise to any STDs in the ShB-
L7E peptide, indicating that the side chains of these residues do
not participate in the binding of the mutant peptide to KcsA.
Therefore, the main conclusion from these experiments is that
binding of the noninactivating ShB-L7E peptide to KcsA results
in less important STD effects on the key residue Tyr®, as well as
none at all on Lys'® and/or Lys'?, being the interaction between
the KcsA protein with the aliphatic Val* and Leu'® methyl
groups clearly more intense. Finally, the involvement of the
aromatic moiety of His'® in the binding to the channel protein
remains similar, within experimental error, for both peptides.
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channel/peptide mixtures. Also, the
chymotryptic  derivative 1-125
KcsA was used in these experiments
instead of the wild-type channel,
because it was found that cleavage
of the cytoplasmic C terminus facil-
itated channel inactivation by the
ShB peptide and allows the use
of lower peptide concentrations.”
Finally, because the relevant infra-
red bands in both the peptide and
the channel protein are fully over-
lapped, we performed these experi-
ments using a heavy isotope-labeled
ShB peptide, in which all the alanine
(Ala? Ala®, and Ala®) and leucine
(Leu” and Leu'®) residues were sub-
stituted by their 1-'>C analogs.

\n
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© ]
o 1
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Fourier self-deconvolution and derivative of the spectrum, respectively.

Does the ShB Peptide Adopt a Defined Conformation when
Bound to the KcsA Channel?—The above NMR measurements
suggested that the inactivating ShB peptide and the noninacti-
vating ShB-L7E peptide mutant associate in different manners
to the KcsA channel protein. Hypothetically, such a different
association could be due to the adoption of different conforma-
tions by the peptides once they become channel-bound. Thus,
we thought of characterizing such putative peptide structures
by means of NOE transfer measurements (56). Unfortunately,
however, no such transfer NOEs could be obtained, even when
employing different channel to peptide ratios (ranging from
45:1 to 15:1, in molar terms) and mixing times (ranging from
100 to 400 ms). Detection of transfer NOEs requires a fast
exchange between free and bound forms of the peptide ligand
(57), and therefore, it is conceivable that they could not be
detected here, because of an unfavorable slow exchange of the
ligand from the ShB-KcsA complex. This could perhaps be the
case, because the dissociation constant estimated from fluores-
cence titrations of the binding of ShB peptide to the KcsA chan-
nel is of ~4 X 10~7 m.° Whatever the reason might be, we
turned out to conformation-sensitive Fourier transform infra-
red spectroscopy measurements as an alternative means to
detect the possible adoption of a defined structure by the ShB
peptide upon interaction with the KcsA channel. For technical
simplicity, because the interaction of ShB with KcsA reconsti-
tuted into asolectin vesicles is similar to that seen in detergent
solution (see above), the Fourier transform infrared spectros-
copy measurements were carried out on detergent-solubilized

Wavenumber, cm™”

FIGURE 5. Infrared studies on the conformation of ShB bound to KcsA. A and B show the amide I" infrared
spectral region of the ShB peptide in plain buffer (10 mm Hepes, pH 7, 100 mm NaCl) (A) as well as in the presence
of dimyristoyl phosphatidic acid vesicles (B), under otherwise identical conditions. The lower traces in both
panels correspond to the "*C-labeled ShB peptide derivative, while the upper traces correspond to the nonla-
beled, wild-type ShB. C shows the infrared spectrum of a sample containing a mixture of '*C-labeled ShB
peptide and DDM-solubilized KcsA at a 1:1 molar ratio of peptide per KcsA subunit in acetate buffer, pH 4, 100
mm KCl, 5 mm DDM. The upper trace is the original spectrum, whereas the middle and lower traces represent the

Under such conditions, an isotopic
shift to lower vibrational frequen-
cies in the infrared bands of the
heavy isotope-labeled peptide is
expected, which should permit its
monitoring separately from the
spectral bands arising from the non-
labeled channel protein or other
sample components.

Fig. 5A shows that the amide I’
band of the nonlabeled ShB peptide in aqueous solution, where
the peptide is known to adopt a random conformation (see
above) (20), is indeed dominated by a 1644 cm ™! spectral com-
ponent, assigned to nonordered secondary structure. In the
13C-labeled peptide, an additional shoulder at 1610 cm ™" was
observed, thus allowing for the separate detection of >*C=0
and '"®C=0 vibrations, which differed in ~33 ¢cm™'. Such
extent in the isotopic shift was further confirmed by spectra of
the ShB peptide taken in the presence of anionic lipid (dimyr-
istoyl phosphatidic acid) vesicles (Fig. 5B), which is known to
induce the adoption of a B-hairpin structure in the ShB peptide
with a characteristic band at 1624 cm ™ * (20). In the *3C-labeled
peptide, this spectral component was shifted to ~1593 cm™*
(Fig. 5B). Similar results were obtained with DMPG vesicles
(data not shown). Interestingly, the spectra of the labeled ShB
peptide in the presence of anionic lipid vesicles showed little or
none of the nonlabeled B-hairpin band at 1624 cm ™", suggest-
ing that the amino acid residues substituted by their **C-la-
beled counterparts are precisely those contributing the most to
the observed B-hairpin peptide structure.

Fig. 5C shows the results obtained when using the **C-la-
beled ShB peptide in presence of the KcsA channel. Despite the
extent of the isotopic shift from above, the amide I’ band arising
from the detergent-solubilized KcsA is too large and still over-
laps considerably with the spectral region where the amide I’
band from the '3*C-labeled ShB peptide is expected to appear
(Fig. 5, A and B). Nevertheless, despite overlapping, use of res-

S F. N. Barrera, unpublished observation.
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FIGURE 6. Structural model of the ShB peptide/KcsA channel complex as obtained by GRAMM (see
“Experimental Procedures” for details). The ShB peptide has been modeled as a B-hairpin, as reported
previously (21), whereas modeling of KcsA in the open conformation has been done by homology, using the
crystal structure at 3.3 A resolution of the calcium-gated potassium channel MthK as the template (14) (Protein
Data Bank code 1LNQ). A shows a side view of the complex in which one of the KcsA subunits has been removed
to facilitate the observation. The ShB peptide is drawn in dark blue, whereas three potassium ions inside the
selectivity filter appearin brown. Bis a top view zooming of part of the internal vestibule of the peptide/channel
complex, as viewed down from the N-terminal end of the selectivity filter. The side chains of Phe103 and Thr'®”
have been drawn to indicate that those two residues from the four KcsA subunits make up the site of interac-
tion for most of the hairpin moiety of the ShB peptide. C is a side view zooming on the putative interactions
between the C-terminal moiety of the ShB peptide and the initial part of the cytoplasmic, C-terminal domain of
KcsA that follows the TM2 transmembrane fragment. Again, in this panel we have removed one of the KcsA
subunits for clarity. Binding energy calculation on the model structure shown in the figure yields values of 7.75
Kcal/mol, corresponding to a dissociation constant of ~2 um.

despite the difficulties arising from
spectral overlap, we interpret such
spectral component as truly derived
from the acquisition of a B-hairpin
or similar structure by a presumably
small population of '*C-labeled-
ShB peptide bound to the KcsA
channel during the course of the
experiment. A potential candidate
for such a structure could be the
B-turn resulting from Asp'?, Arg'%,
and GIn'®, as suggested by the slight
deviation from the accepted ran-
dom coil conformational shifts.
This, however, seems unlikely
because the only '*C-labeled resi-
due near such putative turn is Leu'®,
which should not be able to produce
the infrared component seen at
1596 cm ™" A more likely possibility
is that such structure corresponds
to a B-turn similar to that causing
the B-hairpin seen when the ShB
peptide is confronted to anionic
lipid vesicles, a much simpler exper-
imental model system mimicking
certain physicochemical features of
the cytoplasmic channel mouth
(21). This seems supported by the
similarity observed in the wave
number of the spectral components
seen in the '*C-ShB when bound to
the KcsA channel (1596 cm™!) and
in the ">C-ShB peptide in presence
of anionic lipid vesicles (1593
cm ™ Y). Furthermore, the B-hairpin
structures resulting from a B-turn
either at VAGL (residues 4—7) or at
AGLY (residues 5-8) (21) include
hydrogen bonding of all the *>C-la-
beled amino acid residues in ShB,
namely, Ala®, Ala®, Ala®, Leu’, and
Leu', thus making it possible to
produce the observed 1596 cm™*'
component in the infrared spec-
trum. In either case, the putative
B-hairpins would define a mostly
hydrophobic domain comprising

olution enhancement techniques, such as Fourier self-decon-
volution or derivation, allowed the detection of a spectral com-
ponent at ~1596 cm %, i.e. at approximately the same wave
number corresponding to the B-hairpin structure detected in
the '*C-labeled ShB peptide (Fig. 5B). The 1596 cm ™' compo-
nent was not found in control experiments (i) where the *C-
labeled peptide was dissolved either in detergent micelles or in
the presence of asolectin vesicles without KcsA or (ii) when a
13C-labeled ShB-L7E peptide was used in the experiments
instead of the wild-type derivative (data not shown). Therefore,

JUNE 27, 2008+ VOLUME 283 -NUMBER 26

the N-terminal half of the ShB peptide that, as indicated in the
Introduction section, should have a complementary domain
into the cytoplasmic channel mouth, into which it should be
able to enter and bind when the channel is in the open state. Size
seems not to be a problem, because the width of a B-hairpin
would not exceed that of the cytoplasmic mouth of KcsA (14).

In an attempt to integrate the above experimental informa-
tion, we carried out docking of the ShB peptide modeled as a
B-hairpin, into an open channel conformation of KcsA mod-
eled after the x-ray structure of MthK, the open K* channel

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 18083

ST0Z ‘€T AINC U0 ZAANVYNYIH T3NSI AINN R /B10°0q [mmmwy/:diy wouy papeojumoq


http://www.jbc.org/

Binding of the Shaker B Ball Peptide to KcsA

model (Fig. 6). The amino acid residues indicated in the figure
and their numbering correspond to the KcsA sequence after the
homology alignment on the MthK sequence. Fig. 64 shows that
the ShB hairpin predictably enters into the pore up to the
hydrophobic pocket provided mainly by the Phe'®® and Thr'®”
residues from all four KcsA subunits, ~8 -9 A below the N-ter-
minal end of the selectivity filter. The docking model foresees
interactions involving Val*, Leu”, Tyr®, and Leu'® in the ShB
peptide and Phe'®® and Thr'®” in KcsA (Fig. 6B). Likewise, the
model predicts that His'® and possibly Lys'® in the ShB peptide
may be hydrogen-bonded to Glu''® and Glu'?°, respectively, in
the KcsA channel (Fig. 6C). Interestingly, the energy estimates
for the modeled ShB peptide/KcsA channel complex yield
binding affinities in the micromolar range, similar to that deter-
mined experimentally by patch clamp measurements. More-
over, a previous report based on a double mutant cycle analysis
(13) using the « subunit of rat K, 1.4 channel, a mammalian
homolog of Shaker, and the construct 8 12 subunit as the inac-
tivation gate, predicted that peptide binding to the channel
should involve the residues equivalent to Ala®, Gly®, or Leu” in
the ShB peptide and Thr'®” or Ala''! in the KcsA channel,
which is in apparent agreement with our expectations from the
docking model. Thus, the predictions from the docking model
seem consistent with the experimental data and lend further
support to both the identity of the amino acid residues con-
forming the ShB peptide-binding epitope and the adoption of
the B-hairpin conformation when the inactivating peptide is
channel-bound.

Conclusions and Final Remarks—Rapid inactivation of KcsA,
a prokaryotic potassium channel, by a synthetic peptide (the
ShB peptide) having the sequence of the inactivating ball pep-
tide of the eukaryotic Shaker B K* channel is reported. We
found that channel inactivation is associated to functional
uncoupling of positively coupled KcsA channels and exhibits
similar features to those reported originally for the inactivation
by the ShB peptide of Shaker and other K" channels of eukary-
otic origin. Such similarity emphasizes the conservation
through evolution of important functional domains in these
channels and further confirms KcsA as a bona fide model for
studying potassium channels.

This report also introduces STD-NMR methods to study ion
channel inactivation, drawing important information on
molecular events that were largely unknown up to now. Thus, it
is observed that regardless of whether the wild-type ShB pep-
tide or the noninactivating ShB-L7E mutant peptide is used in
the experiments, there is always peptide binding to the KcsA
channel. However, clear differences in the binding of both pep-
tides to KcsA were detected. For instance, Tyr® in the ShB pep-
tide displays a stronger interaction with KcsA than its homolog
Tyr® in the noninactivating ShB-L7E peptide. Furthermore,
qualitative differences were observed for the side chains of
Lys'® and/or Lys'?, because the STDs observed for these resi-
dues in the ShB peptide were not observed in the ShB-L7E pep-
tide. Finally, the STD effects obtained for the methyl groups of
Val* and Leu'® were clearly more intense in the mutant than in
the wild-type peptide. These results indicate that the mutation
at position 7 alters not only the binding of the peptide to the
KcsA channel, but also the topology of the peptide atoms within
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the KcsA binding site. Unfortunately, transfer NOEs could not
be obtained, and therefore, the adoption of preferred confor-
mations by either peptide when bound to the KcsA channel
could not be assessed by means of NMR. On the contrary, Fou-
rier transform infrared spectroscopy measurements using *>C-
labeled peptides could be applied successively, and although
not fully conclusive because of spectral overlap, they suggest
that the ShB peptide, but not the noninactivating ShB-L7E
mutant, adopts a B-hairpin structure when bound to the KcsA
channel. Indeed, such conclusions seem supported by the
observations derived from docking the ShB peptide as a B-hair-
pin into a KcsA open channel model, which predicts the occur-
rence or interactions very similar to those observed
experimentally.
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4.3 Trabajo adicional

Como consecuencia del analisis de la inactivacion de KcsA por el péptido bola de Shaker,
desarrollada en esta Publicacién 4, se descubre un péptido activante de canales de potasio que podria
ser la base para el desarrollo de nuevos farmacos para enfermedades que cursan con hiperexcitabilidad
celular (pendiente de patente). Ademas se obtienen datos que inducen a proponer una hipdtesis del
mecanismo de inactivacion rdpida o de tipo N basada en un acoplamiento activacién e inactivacion
similar al descrito en la inactivacidn de tipo C (manuscrito en preparacion). Estos resultados no fueron

incluidos en la publicacién anterior para ser incluidos en una publicacion y posible patente posterior y se
resumen en el apartado de Avances Relevantes.
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A.2 LA COMPETENCIA DE INTERACCIONES LiPIDO-PROTEINA Y PROTEINA-
PROTEINA DETERMINAN LA AGRUPACION Y LOS PATRONES DE ACTIVIDAD

EN KcsA
M.L. Molina', A.M. Giudici’, J.A. Povedd®, G. Ferndndez-Ballester, E. Montoya, M.L. Renart, A.M.

Ferndndez, J.A. Encinar, G. Riquelme, A. Morales®, and J.M. Gonzdlez-Ros (Enviado a JBC)

RESUMEN

Cada vez hay mas evidencias que apoyan la idea de que las proteinas de membrana, en lugar de
ser componentes aislados que flotan en un ambiente de lipidos, podrian estar agrupadas en complejos
macromoleculares que participan en una amplia variedad de funciones celulares cooperativas. Las
interacciones lipido-proteina y proteina-proteina son un factor determinante en el ensamblaje y la
dindmica de este tipo de complejos de membrana. Aqui, nosotros informamos del papel de los
fosfolipidos anidénicos en la agrupacién de KcsA, un modelo de canal de potasio. La
asociacion/disociacion de las agrupaciones se produce, al menos en parte, como consecuencia de la
competencia de las interacciones lipido-proteina y proteina-proteina en sitios no anulares de unién de
lipidos en la superficie del canal y provoca grandes cambios en las propiedades de gating. Nuestros
resultados sugieren que tales efectos de los lipidos anidnicos estdn mediados a través de la triada de

inactivacion W67-E71-D80 y su relacion con el filtro de selectividad.
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Background: Membrane
supramolecular ~ complexes
cooperative cellular functions.
Results: Clustering of KcsA results from
competing lipid-protein and protein-protein
interactions at non-annular sites and changes its
gating.

Conclusion: Clustering effects on gating occur
via the W67-E71-D80 inactivation triad and its
bearing on the selectivity filter.

Significance: These interactions are potential
targets for designing ion channel modulators.

proteins
that

ABSTRACT

There is increasing evidence to support the
notion that membrane proteins, instead of being
isolated components floating in a fluid lipid
environment, can  be  assembled into
supramolecular complexes that take part in a
variety of cooperative cellular functions. The
interplay between lipid-protein and protein-protein
interactions is expected to be a determinant factor
in the assembly and dynamics of such membrane
complexes. Here we report on a role of anionic
phospholipids on determining the extent of
clustering of KcsA, a model potassium channel.
Assembly/disassembly of channel clusters occurs,
at least partly, as a consequence of competing
lipid-protein and protein-protein interactions at
non-annular lipid binding sites on the channel
surface and brings about profound changes in the
gating properties of the channel. Our results
suggest that these latter effects of anionic lipids
are mediated via the W67-E71-D80 inactivation
triad within the channel structure and its bearing
on the selectivity filter.
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INTRODUCTION

Since the elucidation of the X-ray structure
of KcsA? (1-3) this potassium channel from the
Gram-positive  soil  bacterium  Streptomyces
lividans (4) has become an experimental system of
choice in many ion channel and membrane protein
studies. From the functional view point, the
characterization of the KcsA single channel
properties has been surrounded by certain
controversy. Schrempf’s group, discoverers of
KcsA, reported a dependence of channel opening
on acidic pH, multiple conductance states with
fairly high opening probabilities and unusual
permeabilities to different cations besides K* (4-
6). In contrast, Miller’s group (7,8) using KcsA
reconstituted into planar lipid bilayers, found a
single conductance state with a much lower
opening probability, as well as orthodox ion
selectivity to validate KcsA as a bona fide K*
channel model. Such discrepancies were never
fully explained but still, it became accepted that
KcsA behaves as a moderately voltage-dependent,
K*-selective channel with low opening probability
and the peculiar property of opening in response
to intracellular acidic pH. Later on, however,
different modes of KcsA activity have been
reported, which differ greatly on their opening
probability and channel kinetics (9). Moreover, it
was found that KcsA may also open at neutral pH
when subjected to certain experimental conditions
(10). Also, it has been proposed that a more
“physiological” version of KcsA might correspond

to a supramolecular complex in which the
channels would coassemble with
polyhydroxybutyrate and inorganic

polyphosphates (11), which are reservoir materials



in prokaryotes. In our hands, purified KcsA
reconstituted into giant liposomes made from
asolectin  phospholipids, exhibits two major
patterns of activity in patch-clamp recordings
from excised, inside-out membrane patches: i) a
Low Opening Probability (LOP) pattern, seen in
approximately 55% of the recordings, in which
channel openings are scarce and result primarily
from single channel events or from coupled gating
of a few channels, and ii) a High Opening
Probability (HOP) pattern observed in the
remaining 45% of the patches, in which the
channels are opened most of the time and exhibit
positive cooperativity through coupled gating of a
larger number of channels (12). Because abundant
channel clusters were also detected in the giant
liposomes, it was speculated that the different
functional patterns could arise from “non-
clustered” or “clustered” KcsA channels and that
the assembly of such supramolecular entities
would somehow determine changes in the
integrated behaviour of the channels involved.
Interestingly, KcsA clusters have also been
detected “in vivo” both, in S. lividans and in E.
coli, suggesting that clusters may be the native
form of KcsA in the bacterial membranes (13).
From the structural view point, KcsA is
arranged as a homotetramer with subunits of 160
amino acids, each comprising N- and C-terminal
cytoplasmic domains and two transmembrane
alpha-helices, TM1 and TM2, connected by a
short “pore” helix and a P-loop containing the
characteristic TVGYG sequence of the selectivity
filter in potassium channels. A  further
examination of the KcsA crystal structure reveals
that it contains non-covalently bound lipid (2,14),
identified as phosphatidylglycerol (PG) (15).
Tight binding prevents these lipids from
dissociating appreciably from the protein by
treatments such as detergent solubilization and
indeed, they co-crystallize with the protein and
can be seen in the X-ray structure. The
crystallographic evidence and other studies (16)
conclude that the PG binding sites in KcsA have
the features of the so called “non-annular” sites
(17), which usually correspond to clefts or
grooves between transmembrane helices or at
protein-protein interfaces (18,19). In particular,
non-annular sites in KcsA include a deep cleft on
the protein surface, between the pore helix and
TM2 of adjacent subunits, which bind “in vitro”
other anionic phospholipids, besides PG, in a
rather unspecific manner (16,20,21) and their
occupancy seems important for a number of KcsA
features. These include its folding,
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tetramerization, structural stability and channel
function and therefore, makes it extremely
interesting to study the interactions involved (22-
24), which might even be potentially useful targets
for the design of ion channel modulators.

Here we report on a role of anionic
phospholipids on determining the extent of KcsA
clustering, which seemingly occurs as a
consequence of competing lipid-protein and
protein-protein interactions at the non-annular
sites of the channel and brings about changes in
the gating properties. In regard to the latter, our
results suggest that such changes are mediated via
the W67-E71-D80 inactivation triad within the
channel structure and its bearing on the selectivity
filter.

MATERIALS AND METHODS

Cholesterol and asolectin (L-o-
Phosphatidylcholine from soybean type 2-S) were
purchased from Sigma. DOPC, 1,2-dioleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine; DOPG, 1,2-dioleoyl-
sn-glycero-3-[phospho-rac-(1-glycerol)]; PA, L-
o-phosphatidic acid (egg chicken); PC, L-o-
phosphatidylcholine (egg, Chicken); PE, L-o-
phosphatidylethanolamine (egg, Chicken) and PG,
L-a-phosphatidylglycerol (egg, chicken) were
purchased from Avanti Polar Lipids. Alexa
Fluor®647 C2-maleimide was from Molecular
Probes. DDM was from Calbiochem.

Cloning and mutagenesis of KcsA

The pT7-837KcsA containing the R64A-
KcsA gene mutant was kindly donated by
Professor A. Killian (Utrecht University,
Holland). The R89A-KcsA mutant was obtained
through site-directed mutagenesis, using the wild-
type gene inserted into the pQE30 (Qiagen)
plasmid as a template. The S22C-KcsA mutant
was prepared as described previously (12). All
mutations were confirmed by dideoxynucleotide
sequencing.

Overexpression and purification of KcsA
Expression of the wild-type KcsA protein,
S22C and R89A mutants were performed in
Escherichia coli M15 (pRep4) cells, whereas
R64A mutant was expressed in E. coli strain
BL21(ADE3). Purification and determination of
protein  concentrations were performed as
described (25). Yields ranging 1-2 mg of purified,
DDM-solubilized, tetrameric KcsA per liter of
culture were obtained. The purified protein
batches were also analyzed by SDS-PAGE (25).



Blue native PAGE

Blue native PAGE (BN-PAGE) was
performed in linear 4%-16% (wiv)
polyacrylamide-gradient gels (26-28). Shortly

before starting BN-PAGE, DDM-solubilized
KcsA was incubated in the absence or in the
presence of increasing concentrations of the
corresponding phospholipids as mixed micelles
containing 5 mM DDM. Just before their
application onto the gel, sample aliquots
containing 10 ug of DDM-solubilized protein
were mixed with 5% Coomassie Brilliant blue G
stock solution in 750 mM aminocaproic acid and
1ImM SDS to a final 4:1 (by weight) DDM to
Coomassie ratio. Electrophoresis was initiated at
85 V for 30 min, then continued at 200 V for 2.5
h, at 4 °C. After electrophoresis, the gels were
stained overnight with colloidal Coomassie Blue
G 250 (CCB) (29). All gels were scanned and
analyzed with ImageQuant TL v2005 software
(Molecular Dynamics).

Reconstitution of KcsA

Large unilamellar vesicles were prepared
either from i) asolectin, ii) PC:PG:Chol mixtures
(both, at 50:25:25 and 70:5:25 molar ratios) or iii)
PC:PA:Chol mixtures (both, at 50:25:25 and
70:5:25 molar ratios), at 25 mg/ml in 10 mM
Hepes, pH 7.5, 100 mM KCI (reconstitution
buffer) and stored in liquid N, (30). DDM-
solubilized wild-type KcsA or mutant proteins
were incubated during 30 minutes with the above
vesicles previously resolubilized in 3 mM DDM at
a lipid:tetrameric KcsA protein molar ratio of
500:1 and proteoliposomes were formed by
detergent removal by gel filtration, as described
(12). The reconstituted samples were centrifuged
for 30 min at 300,000xg. The pellet was
resuspended into reconstitution buffer to a protein
concentration of 1 mg/ml, divided into 50 ug
aliquots, and stored in liquid N, (25).

Electrophysiology

Multilamellar giant liposomes (up to ~100
um in diameter) were prepared by submitting a
mixture of the reconstituted vesicles from above
(containing 50 pg of wild-type KcsA or mutants at
a lipid to tetrameric protein molar ratio of 500:1)
and either asolectin, PC:PA:Chol or PC:PG:Chol
lipid vesicles (25 mg of total lipids), to a cycle of
partial dehydration/rehydration (12). Cholesterol
was included in the phospholipid mixtures to
facilitate giant liposome formation and handling.
The resulting giant liposomes have a final
lipid:tetrameric protein molar ratio of 46,800:1.
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Standard, inside-out patch-clamp recordings (31)
were carried out on excised patches from the giant
liposomes, as reported previously (12). The
pipette (extracellular) solution contained 10 mM
Hepes buffer, pH 7, 100 mM KCI, and the bath
(intracellular) solution contained 10 mM MES
buffer, pH 4, 100 mM KCI. Voltage ramps or
different holding potentials were routinely
imposed on the membrane patches to record
channel currents (see details in Figure legends).

Supported lipid bilayers (SLB) containing
fluorescently-labeled KcsA

The sulfhydryl-containing mutant KcsA
S22C was fluorescently labeled with a maleimide
Alexa probe (Alexa Fluor®647 C2-maleimide,
Molecular Probes, OR), as reported (12). Planar
bilayers were prepared as in Chiantia et al. (32).
Briefly, Alexa-labelled KcsA was reconstituted at
10,000:1, lipid to protein molar ratio in lipid
vesicles of the indicated compositions. After a
dilution to 0.7 mg/ml of lipid in 10 mM Hepes pH
7, 100 mM KCI, the sample was bath-sonicated
for approximately 15 minutes to obtain small
unilamellar vesicles. 150 pL of the sample were
then placed on a freshly cleaved mica substrate
glued to a glass coverslip within an open chamber.
To induce vesicle fusion and SLB formation, 3
mM Ca®* was added, rapidly diluted with 400 pl
of buffer and incubated for 15 min at 37°C. Then
the chamber was rinsed thoroughly with pre-
warmed buffer to remove Ca** and non-fused
vesicles. Control experiments to check for the
homogeneity of lipid distribution in the SLBs
were done always before measuring KcsA
distribution (not shown). To do that, the
fluorescent probe DiO C18(3) was incorporated in
the liposomes, by its addition to the lipid mixtures
when in the chloroform:methanol (2:1) solution
used in the initial stages of the liposome formation
protocol (30).

Confocal microscopy was performed on an
laser scanning microscope Meta 510 system (Carl
Zeiss, Jena, Germany) using a 40 x NA 1.2 UV-
VIS-IR C Apochromat water-immersion objective.
SLB samples with Alexa-labelled KcsA were
excited with the 633 nm line of a He-Ne laser and
the emitted light filtered through a 650 nm long-
pass filter. In control experiments, DiO C18 (3)
was excited with the 488 nm line of an Ar laser
and the emitted light filtered through a 505-550
nm band-pass filter. Images were processed and
analyzed with Scion Image (Scion Corp.).

Molecular modeling



KcsA-DPPA complexes were built using
the KcsA structure having co-crystallized lipids
(2) (PDB code 1K4C). The partial lipid structures
seen in the crystal were used as a scaffold to build
the entire DPPA lipid molecule. Lipid-protein
contacts were optimized by energy minimization
(see below).

Modeling of KcsA in  the open
conformation was done by homology, using the
crystal structure of the open calcium-gated
potassium channel MthK as a template (33) (PDB
code 1LNQ). The sequence alignment was made
with  CLUSTALW (34) at the European
Bioinformatics Institute site
(http://www.ebi.ac.uk/) and manually supervised
(final 24% identity and 40% similarity). The
homology modeling was performed in the Swiss-
Model Protein Modeling Server (35) at the
EXPASyY Molecular Biology site
(http://kr.expasy.org/) under the Project Mode.
Structure preparation for modeling was made
using DeepView v4.1 (36). The model was
evaluated using PROCHECK to show the residues
in the allowed regions of the Ramachandran plots
(37). Model refinements were carried out as in
Molina et al. (38), followed by energy
minimization. This latter process involved an
initial short steepest descent minimization to
remove bumps. Next, we performed a simulated
annealing minimization in which the simulation
cell was slowly cooled towards 0 K by
downscaling the atom velocities. The entire
system was subject to an equilibration process
before the molecular dynamics simulation. The
equilibration consisted of an initial minimization
of the fixed backbone atoms. Next, the restrained
a-carbon atoms were minimized and a short
molecular dynamics (10 ps) minimization was
performed to reduce the initial incorrect contacts
and to fill the empty cavities. Finally, under
periodic boundary conditions in the three
coordinate directions, the full system was
simulated at 310 K for 0.2 ns. All dynamic
simulations were performed using Yasara (39)
with the force field AMBERO3 (40). The cutoff
used for long-range interactions was set at 10 A.

The above open KcsA model was used to
predict dimeric KcsA-KcsA interactions. The
docking prediction was accomplished with
GRAMM-X v.1.2.0
(http://vakser.bioinformatics.ku.edu/) using
default conditions. The solutions were checked
and filtered manually, discarding those without
biological significance, then evaluated in terms of
energy. The final model chosen was that having
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the highest interaction energy and the lowest van
der Waals clashes. Finally, we perform molecular
dynamic simulation on the resulting dimeric
KcsA, following the protocol stated above.

As an alternative to build a dimer of open
KcsA channels, we used the crystal structure of
the dimeric potassium transporter TrkH (41) (PDB
code 3PJZ) as a scaffold to superimpose the 3-D
structures of two open KcsA channels. The criteria
for the superimposition were the correct alignment
of the pore filter and the base of the pore helix.

The energy of the models and the docking
complexes were tested using FoldX (42,43) on the
CRG site: http://foldx.crg.es. Molecules were
edited and reconstructed with the general purpose
molecular modeling software Yasara (39). The
final molecular graphic representations were
created using PyMOL v1.6
(http://www.pymol.org/).

RESULTS
Modelling lipid-protein versus protein-protein
interactions

Specific interactions of anionic
phospholipids with non-annular binding sites at
inter-subunit crevices in the KcsA homotetramer
were first evidenced crystallographically (2) and
more recently modelled (21). Figure 1A focuses
on the details of such interaction at the level of the
extracellular membrane-water interphase and
shows that R89 at one of the KcsA subunits and
R64 at the contiguous subunit forming the inter-
subunit crevice, interact with the phospholipid,
“clogging” the crevice’s entrance and forcing the
side chain of W67 towards the channel core,
where it interacts with E71 and D80. Such W67-
E71-D80 triad has been reported to play a critical
role on the dynamics and conformational stability
of the channel’s selectivity filter and to determine
inactivation in KcsA (44), an analogous process to
C-type inactivation in eukaryotic K, channels. The
involvement of R89 and mainly R64 residues in
the interaction with anionic lipids at these non-
annular channel sites has been confirmed by NMR
experiments (23) and MD simulations (45).

On the other hand, KcsA is known to self-
associate into clusters, both in vivo and in vitro
(12,13,46,47). Our hypothesis is that such clusters
are responsible for the observed HOP patterns of
KcsA activity, where the channels are opened
most of the time and exhibit coupled gating (12).
Therefore, in an attempt to explain how the
individual channels could be assembled into
clusters to give raise to channel activity with a
high opening probability, we performed molecular
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docking between two adjacent KcsA molecules,
using an open channel model of KcsA based on
the X-ray open channel structure of MthK as a
template (33). The reason for choosing MthK for
these studies is that it still remains as the only
crystal structure of a potassium channel having
open both, the inner and outer channel gates.
Presence of lipid at the non-annular binding sites
prevents docking between the two channels and
therefore, lipids were eliminated from the model.
In the absence of the competing lipids (Figure
1B), the inter-subunit crevice defining the non-
annular sites in each channel, becomes now wider
(the distance between the a-carbons of P63 in the
pore helix and W87 in M2 segment increase 1-2
A, as predicted by the model), being occupied by
the N-terminal end of transmembrane M2 from the
other channel, which contributes W87 to the
interaction network. As a consequence of docking,
the W67 side chain rotamer pointing away from
the channel central core becomes now favoured,
thus, disrupting the interactions within the W67-
E71-D80 triad. Moreover, R64 and mainly R89
interact now with E71 and D80, further
contributing to the disassembly of the W67-E71-
D80 triad responsible for channel inactivation. In
other words, the model predicts that a “clustered”
KcsA channel should have different gating and
inactivation properties than those seen when
anionic phospholipids occupy the non-annular
sites of the channel. Similar results as to the
observed disruption of the inactivation triad as a
consequence of clustering were also obtained
when the open, inactivated X-ray structure of
KcsA (PDB code 3F5W, (48)), instead of the
MthK-derived model, was used for docking (data
not shown).

As a second approach to test the above
hypothesis, we took advantage of the reported X-
ray structure of the potassium transporter TrkH
(41), which already crystallizes as a dimer and
therefore, does not require any docking procedure
to be applied. In this case, it is the N-terminal end
of the pore helix of one channel (instead of the
M2, as mentioned above) what goes closer to the
also wider inter-subunit crevice in the adjacent
channel  (Figure 1C). Nonetheless, the
consequences of such interaction on the W67-
E71-D80 triad are practically identical to those
predicted from the docking above, as the
positioning of the W67, R64 and R89 side chains
in the dimer structure contribute similarly to
disrupt the interactions within the inactivation
triad.
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From the above observations, two related
predictions can be made: i) binding of anionic
lipids to the non-annular sites should compete
with KcsA clustering, and ii) assuming that
clustering is indeed a determinant factor of gating
behaviour, anionic phospholipids should be
expected to influence the frequency of appearance
of LOP or HOP activity patterns. These two
predictions are tested below.

Effects of lipids on the assembly/disassembly of
KcsA clusters

Mixed micelles containing the purified
KcsA channel protein solubilized in DDM and
different concentrations of specific lipids have
been used here to evaluate the extent of KcsA
clustering by BN-PAGE, a method of choice to
study the organization of protein complexes
(27,49-51) including KcsA (26). In BN-PAGE,
samples are first solubilized with a mild detergent,
usually digitonin or DDM, but it is the negative
charge from the Coomassie Brilliant Blue bound
to the hydrophobic protein surfaces what
determines the electrophoretic mobility. Figure 2
shows that in the absence of added lipids, the
DDM-solubilized protein (left-hand lane in all
gels) exhibits several bands able to enter the gel,
which  correspond  to  different  KcsA
supramolecular assemblies, which remain as such
in spite of detergent presence (26). The fastest
migrating band in the gels is the well-known
KcsA homotetramer (labeled as T species in the
Figure), while the other gel bands correspond to
supramolecular clusters comprising 2, 3, 4, and 5
tetrameric channels (labeled 2T, 3T, 4T and 5T in
the Figure). Figure 2 also shows that increasing
the amount of zwitterionic phospholipids (PC or
PE in upper panel, respectively) in the mixed
micelles, regardless of the phospholipid to protein
ratio, have no significant effects on the relative
abundances of the KcsA species detected by BN-
PAGE. Conversely, when anionic phospholipids
(PG or PA in lower panel) are used in the
experiments, disassembly of the larger clusters
occurs progressively as the phospholipid to
protein ratio is increased, so that eventually the
gels show mostly T and 2T KcsA species instead
of the more complex starting population of
clustered species. Quantitative analysis of cluster
disassembly caused by the anionic phospholipids
shows no apparent differences between the effects
of either PG or PA, suggesting that the
concentration-dependent process requires just a
negatively-charged anionic phospholipid to take
place.



In addition to the mixed micelles from
above, SLBs have also been used as an
experimental system to assess the concentration-
dependent effects of anionic phospholipids on
KcsA clusters. SLBs are likely to model native
membranes better than mixed micelles and also
lack  detergents, thus  providing  data
complementary to those from above. Figure 3
shows that fluorescently-labeled KcsA in the
SLBs forms indeed clusters of variable sizes, up to
1-2 microns in diameter. The abundance of such
clusters decreases dramatically and their size
decreases slightly when the presence of anionic
lipids in the supported bilayer is increased, thus,
gualitatively confirming the observation from the
mixed micelles above on the ability of high levels
of anionic phospholipids to interfere on the
assembly of KcsA into clusters.

Effects of lipids on KcsA function

We reconstituted KcsA into giant liposomes
made from mixtures of different phospholipids to
assess their effects on channel function by patch-
clamp techniques. Figure 4A and B show that
under these conditions the reconstituted KcsA still
exhibits both LOP and HOP patterns of channel
activity, comparable in all aspects to those
described in detail when wusing asolectin
phospholipids for reconstitution of wild-type
KcsA  (12). However, the frequencies of
appearance of such activity patterns are now found
to be dependent on the relative proportion of
anionic to zwitterionic phospholipids used in the
experiments (Figure 4C). Thus, giant liposomes
containing only 5% of either PA or PG in a
PC/cholesterol matrix have a high percent of
patches exhibiting HOP patterns of activity (~70%
of the recordings, taking together the two
populations of PA- and PG-containing giant
liposomes; n=84). Conversely, giant liposomes
containing 25% of either PA or PG in the lipid
matrix show an increased presence of LOP
patterns, i.e., a marked decrease in the frequency
of appearance of HOP patterns (which account for
only ~30% of the recordings; n=91; p<0,01 when
compared against the group of 5% anionic lipids,
z-test). Interestingly, the frequency of appearance
of HOP patterns reported in asolectin lipids (12),
which is between those found in the lipid media
containing 5 or 25% anionic phospholipids from
above (Figure 4C), seems consistent with the
report that asolectin lipids contain 10-13% anionic
phospholipids (52). These observations indicate
that the ability of KcsA to exhibit HOP patterns of
channel activity is inversely related to the
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concentration of anionic phospholipids within the
reconstituted membrane bilayer. In any case, it
should be noted that at comparable concentrations,
PA was always more efficient than PG in
decreasing the percent of HOP patterns.

The presence of anionic phospholipids in
the lipid matrix has an additional effect on the
observed HOP currents: While the samples
containing 5% anionic lipids, in which HOP
patterns are predominant, show a clear inward
rectification at negative potentials (see lower
(HOP) traces in Figure 4A), those containing 25%
anionic lipids show HOP currents with a lesser
inward rectification (see lower (HOP) traces in
Figure 4B). Such different features were
previously observed as variants of HOP patterns
upon reconstitution of KcsA in asolectin lipids
(12).

Analysis of KcsA single mutants

In the previous paragraphs we hypothesized
that the different patterns of channel clustering
and gating observed in the presence of increasing
concentrations of anionic phospholipids, could be
explained on the basis of differential interactions
involving key amino acid residues, namely R64,
R89 and W67, that bear on the integrity of the
W67-E71-D80 inactivation triad and thus, on the
properties of the selectivity filter. Therefore, we
conducted experiments with several mutants of
KcsA to test our hypothesis.

The electrostatic interaction  between
anionic phospholipids and positively-charged
amino acid residues in the KcsA sequence is
believed to constitute the basis for lipid binding to
the non-annular sites (16,20). Therefore,
substitution of the R64 or R89 residues by
uncharged amino acids in KcsA mutants should
disfavor the stabilization of anionic phospholipids
at such sites and according to our working
hypothesis, such mutants should be expected to
display an altered pattern of channel clustering
and gating. Figure 5 shows that compared to the
wild-type channel in Figure 2, the R64A KcsA
mutant is indeed relatively insensitive to the effect
of anionic phospholipids on the disassembly of
channel clusters observed by BN-PAGE.
Conversely, the R89A mutant still shows a partial
response of cluster disassembly by anionic
phospholipids, more markedly to PA than to PG,
suggesting that lipid interaction and the
subsequent cluster disassembly, relates mainly to
the presence of the R64 residue in the channel
sequence.



As to the functional responses, the two
arginine mutant channels have in common a
marked loss of their ability to inactivate. Figure
6A and B show that the predominant pattern seen
in the R64A mutant is very similar to the HOP
pattern exhibited by the wild-type channel (68%;
17 out of 25 patches), including the characteristic
coupled gating observed in channel openings and
closings within the HOP recordings. Single
channel recordings taken from this mutant channel
(Figure 6C) shows that the channel conductance is
also similar to that reported for the wild-type
channel (12), but the channel opening probability
is greatly increased, as expected, approaching that
reported by others for this and other mutant
channels such as the E71A mutant (53),
considered an archetypical “non-inactivating”
channel. As different from the above, the R89A
channel mutant shows unusual HOP patterns
(73%; 30 out of 41 patches), with lower overall
current levels throughout the voltage ramps,
particularly at negative potentials (Figure 6D), and
a marked loss of the coupled gating feature
(Figure 6E), as if the ensemble of channels within
the clusters were now opening and closing in a
mostly independent manner. We termed this
behaviour of the R§9A mutant as an “uncoupled”
HOP pattern, which is similar to that reported by
Perozo’s group for several KcsA mutant channels
(53). Nonetheless, the R89A mutant has in
common with the R64A mutant, a similar
conductance and channel opening probability in
single channel recordings (Figure 6F).

In spite of having been reported by others
(44,53), W67F and E71A KcsA mutants were also
prepared in our lab to compare their behaviour
under our experimental conditions with the
arginine mutants from above. In agreement with
such reports, we found that, even more markedly
than in the R89A mutant, HOP recordings in both
the E71A and W67F mutants, have an even lower
extent of channel coupling, i.e., were also
“uncoupled” HOPs, and when recorded as single
channels, exhibited also a high Po, as expected
from these two amino acid residues being part of
the WG67-E71-D80 inactivation triad (data no
shown).

Finally, it should be noted that the
“uncoupled” HOPs seen in the R89A mutant, as
well as those in the W67A and E71A mutants,
showed I/V curves with outward rectification,
instead of the inward rectification or almost ohmic
behaviour seen in conventional HOP patterns from
either the wild-type KcsA or the R64A mutant.
Outward rectification is a hallmark feature of
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KcsA single channels (5,8,12), thus, further
supporting that the “uncoupled” HOP recordings
arise from channels that, despite of forming
clusters, act independently.

DISCUSSION

Channel activity in KcsA results from a
concerted equilibrium between two defined ion
gates within the protein structure (54). The inner
gate is formed by the intracellular transmembrane
helix bundle crossing, which is destabilized at
acidic pH, shifting the equilibrium towards its
open conformation. On the other hand, the outer
gate at the selectivity filter defines primarily the
channel’s opening probability and may shift its
conformation equilibrium from the permeation
state towards a non-permeation state, causing
channel inactivation. Both, the conformational
state and functional responses of KcsA seem
strongly modulated by its surrounding membrane
milieu (43,55-57), probably through an alteration
of one or both gating equilibria. So far, different
mechanisms have been proposed to explain such
effects. On one hand, although still controversial,
non-specific electrostatic interactions between
anionic lipids and the N-terminal portion of the
protein are proposed to favor the open
conformation of the channel’s inner gate (58),
resulting in an increased activity. On the other
hand, specific interactions of anionic lipids with
the non-annular binding sites of KcsA have been
proposed to modulate ion channel function
through its influence on the outer gate (45,57),
although there is not a clear explanation for such
effect. In this work, we propose that a competition
between lipid-protein  and  protein-protein
interactions at the non-annular binding sites

constitutes a central element in such KCcsA
modulation.

Both “in vivo” (13) and “in vitro”
(12,25,46,47), KcsA assembles into

supramolecular clusters, which could even be the
predominant forms in which this channel is
present in bacterial membranes (12,25). Here we
report that both, in a mixed lipid/detergent
micellar system and in supported bilayers, the
presence of anionic phospholipids modulates
assembly/disassembly of such KcsA clusters. So,
low proportions of anionic phospholipids allow
KcsA to remain associated into clusters, whereas
higher concentrations lead to cluster disassembly.
Moreover, such conditions of high or low
proportion  of anionic  phospholipids in
reconstituted giant liposomes containing KcsA,
increases the frequency of appearance of either



LOP or the more complex HOP patterns of
channel activity, respectively, in patch clamp
recordings. Thus, the effects of the anionic
phospholipids on the assembly/disassembly of
clusters and on the appearance of HOP/LOP
patterns of activity are correlative and suggest that
the more complex HOP recordings arise indeed
from large channel clusters, while LOP recordings
originate mostly from non-clustered,
phospholipid-bound KcsA channels. It should be
noted here that experimental variables such as the
presence of detergent, lipids or the lipid to protein
ratios used in reconstitution, greatly influence
KcsA assembly and therefore, the comparison of
results from the different experimental approaches
used here should only be done in gqualitative terms.

In an attempt to find a cause-and-effect
relationship for the above phenomena, we
modelled the consequences of the interaction of
either an anionic phospholipid or another
tetrameric channel at the non-annular site of
KcsA. Fortunately, these interactions are partly
documented from X-ray crystallographic data of
both, the anionic phospholipid-KcsA complex (2)
and that of the dimeric potassium transporter TrkH
(40), thus, providing a valuable experimental
support to our models. Opposite to the channel-
channel interaction, binding of the phospholipid to
the non-annular site on the channel allows W67 to
form the W67-E71-D80 triad, which should leave
the  phospholipid-bound channel prone to
inactivate. Because KcsA is a homotetramer, there
are four identical non-annular sites, each of them
acting on just one out of the four rows of T75-
V76-G77-Y78-G79 residues from each subunit,
which contribute their carbonyl groups to
configure the selectivity filter. It is to be expected
that anionic lipids disrupt channel-channel
interactions at more than one of such sites to affect
sufficiently the selectivity filter conformation as to
make inactivation a truly effective process, whose
occurrence should be dependent on the
phospholipid concentration. Obviously, a readily
inactivating channel should produce recordings
characterized by a low channel opening
probability, i.e., a LOP pattern of activity, as it has
been found experimentally.

On the contrary, because the inactivation
triad in clustered KcsA is predictably disrupted as
channel-channel interaction causes that W67
swings away from its E71 and D80 partners, these
clustered channels would not be expected to
inactivate as readily as the phospholipid-bound,
non-clustered KcsA channel does. This is indeed
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the case in the observed HOP patterns of channel
activity.

Finally, site-directed mutagenesis at
specific residues involved in the interaction with
the anionic phospholipids was carried out to
provide additional evidence to support or to
discard our working hypothesis. In this regard,
R64 and RB89 residues are claimed to be
responsible for electrostatic interaction with the
anionic phospholipids at the non-annular protein
sites and their substitution by alanine should be
expected to minimize such interactions, partly
preventing cluster disassembly and channel
inactivation. This seems clearly the case in the
R64A mutant, which does not disassemble
significantly when in presence of anionic
phospholipids, as shown by the BN-PAGE assay,
and exhibits an essentially non-inactivating pattern
of channel activity, very similar to the HOP
patterns in wild-type KcsA, in which coupled-
gated currents are observed throughout. These
results further evidence a major role of R64 in
lipid interaction.

Conversely, the R89A mutant shows
clusters that partly disassemble in response to the
presence of anionic phospholipids, more markedly
to PA than to PG, and exhibits lower current
levels and less coupled gating than the wild-type
KcsA. The larger effect of PA over PG on cluster
disassembly could be due to that, in the
appropriate environment, PA could become a
dianionic species, which may further favour the
interaction with the positively-charged groups in
the protein. Indeed, PA has been reported to have
a higher affinity than PG to bind to the non-
annular sites of KcsA (21). As to the decrease in
current level observed in the R89A mutant, we
found that both, the single channel conductance
and the opening probability in these two arginine
mutants were similar and therefore, the lower
current levels observed in the R89A mutant should
be mainly attributed to a diminished capacity to
recruit individual channels into the coupled-gated
clusters. Therefore, the behaviour of the R89A
mutant channel suggests that the R89 residue is
important  to  maintain  gating  features
characteristic of HOP patterns in wild-type KcsA,
as its absence results in “uncoupled” HOP patterns
with an outward rectification. This is also
similarly observed in the W67F and E71A mutants
and therefore, it seems that the residues involved
in determining channel inactivation, including
R89, are also involved in conferring channel
coupling and current rectification properties
through a still undefined mechanism.



The above experimental observations as
well as the predictions from the models are
depicted in a simplified manner in Scheme 1.
Interaction with the anionic phospholipid, in
which R64 is heavily involved, impedes cluster
assembly and leaves W67, E71 and D80 residues
free to form the inactivation triad, resulting in
individual, lipid-bound channels (LOP patterns of
channel activity). On the contrary, -cluster
assembly displaces W67 from the inactivation
triad. Such a displacement seems difficult to
reverse as the remaining inactivation triad
members (E71 and D80) are now predictably
stabilized by interaction with R89, which swings
into the channel core as a consequence of channel-
channel interaction. This results in clustered
channels quite unable to inactivate, which may
exhibit either i) coupled gating, as in the
conventional HOP patterns characteristic of wild-
type KcsA, or ii) “uncoupled” HOPs, when in the
absence of strategic amino acid residues, as seen
in some of the mutants above. Interestingly,
altering interactions among residues equivalent to
those configuring the inactivation triad in KcsA,
has been found to change selectivity, block and
current rectification properties in a Kir channel
(65).

KcsA clusters have been detected “in vivo”
(13) and indeed, they might account for the
complex patterns of electrical activity reported
earlier for this channel (4,5). Nonetheless, the
assembly of clusters “in vitro” upon membrane
reconstitution from purified channel preparations
is a protein concentration-dependent phenomenon
(12) and therefore, the experimental conditions
used in reconstitution by the different authors,
particularly the lipid to protein ratios used, which
ranges within more than an order of magnitude,
should be expected to greatly influence the
occurrence of clustering and its functional
consequences. For instance, clustering might go
unnoticed under conditions such as those used to
obtain recordings in black lipid membranes, which
use a very low concentration of KcsA, sometimes
in the presence of detergents or organic solvents,
which may also compete for binding to the KcsA
non-annular sites. Indeed, the low opening
probability mode of KcsA is believed to be
predominant in planar bilayer experiments (9). In
any case, considering that the molar ratio of KcsA
to phospholipids in our giant liposome samples
ranged approximately from 1:10,000 to 1:46,800,
it becomes obvious that the affinity of KcsA to
associate with other KcsA channels to form
clusters above a certain threshold of protein
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concentration, is much higher than that to bind the
anionic phospholipids contained in the bilayer and
therefore, cluster formation should be favoured
under our experimental conditions.

All the evidence from above seemingly
completes an scenario in agreement with the
starting hypothesis, in which competing lipid-
protein or protein-protein interactions at the non-
annular sites of KcsA determine both, the
occurrence of clustering and changes in gating
behaviour. The latter changes seemingly result
from interfering with the assembly of the W67-
E71-D80 inactivation triad, which in turn bears on
the conformation of the selectivity filter. In other
words, “clustered” KcsA channels have different
dynamics and conformational stability at the
selectivity filter than “non-clustered”,
phospholipid-bound KcsA. Both, clustering- and
lipid-related effects in gating behaviour have also
been reported for other channels (59-64) and
although diverse mechanistic explanations have
been given, it may be possible that phenomena
similar to that reported here might also underline
some of those observations.
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Chicken); PG, L-a-phosphatidylglycerol (egg, Chicken); SLB, supported lipid bilayers; T species,
individual KcsA tetrameric channels.

FIGURE LEGENDS

Figure 1. Lipid-protein and protein-protein interactions at non-annular lipid binding sites. Panel
A shows a top view (normal to the membrane plane) of an extracellular portion comprising amino acid
residues 62 to 101 (roughly indicated by the box on the small diagram to the right of panel A) in the
crystallographic structure of KcsA (PDB code 1K4C) defining one of the four intersubunit crevices
acting as non-annular lipid binding sites. A DPPA molecule (atoms represented as spheres) has been
drawn bound to such site, using as a scaffold the partial lipid structure appearing in the protein crystal
(see Methods). Adjacent protein subunits defining the non-annular site are coloured in light brown and
green. The one letter code and numbering in the KcsA sequence for the main amino acid residues
involved in the interactions have been included. Hydrogen bonds are indicated by red dashed lines. It
should be noted that the W67-E71-D80 inactivation triad is fully configured and that the lipid polar
head interacts primarily with R64 and R89. Panel B shows the results from computer docking two
KcsA channels in an attempt to model a cluster. In this case, the KcsA sequence was previously
modelled on the basis of homology onto the open structure of MthK (see Methods). The non-annular
binding sites, flanked by the pore helix and M2 in each channel, interact now with the M2 from the
adjacent channel (Channel 2; subunits coloured in light blue and pink), while the inactivation triad has
been disrupted. Panel C shows the results of modelling the two KcsA channel cluster based on the X-
ray structure of the potassium transporter TrkH, which already crystallizes as a dimer (see Methods).
Notice that in this case, the non-annular binding site interacts with the pore helix from the adjacent
channel, but the effect of such interaction on the disruption of the inactivation triad is identical.

Figure 2. Blue Native PAGE analysis of phospholipid effects on the disassembly of KcsA clusters
in mixed micelles. Mixed micelles containing KcsA and either PC, PE, PG and PA at the indicated
phospholipid to KcsA molar ratios were prepared and analyzed by BN-PAGE. Representative gels for
each condition and the results from densitometry expressed as the percentage of T (close squares) and
nT (open squares) bands relative to the sum of all the bands present within each gel lane are shown. T
stands for the KcsA tetramer, while nT refers to the sum of 2T, 3T, 4T, 5T cluster species having 2, 3,
4, 5-times the molecular weight of the KcsA tetramer. Values represent the average + SEM of 5
different gels from each condition.

Figure 3. KcsA clusters in supported bilayers. Representative fluorescence microscopy images of a
confocal cross-section (parallel to the bilayer plane) of SLBs containing Alexa 647-labeled KcsA. (A)
SLBs made from a DOPC:DOPG mixture at a 95:5 molar ratio. (B) SLBs of pure DOPG. Large and
highly fluorescent array-like protein complexes of variable sizes are seen in both cases. (C) Size
distribution of KcsA clusters in the two SLBs samples from above. Bars represent the number of
clusters observed per image in the pure DOPG (filled) and in the DOPC:DOPG (open) samples.
Values are the average £ SEM of 4-9 images from each of three different SLB samples prepared in
each condition.

Figure 4. Effects of anionic phospholipids on the gating patterns of KcsA reconstituted into giant
liposomes. Panels A and B show representative voltage ramps (—200 to 200 mV from a 0 mV holding
potential, 133 mV/s) showing typical Low Opening Probability (LOP) and High Opening Probability
(HOP) activity patterns of KcsA obtained by patch clamping excised, inside-out patches from giant
liposomes containing KcsA reconstituted into 5 or 25 % of anionic lipid (PA or PG; see Methods). The
dashed lines indicate the closed channel states. Channel openings appear as upward (at positive
voltages) or downward (at negative voltages) deflections over the closed state line. Thin continuous
lines indicate zero current level. Panel C shows the percentage of patches showing HOP patterns in
each of the above groups. Giant liposomes containing only 5% (black columns) of either PA or PG in
the PC/cholesterol matrix showed 58,3% (n=14 from 24 patches) or 75,0% (n=45 from 60 patches) of
patches exhibiting HOP patterns of activity, respectively; while giant liposomes containing 25% (grey
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columns) of either PA or PG in the lipid matrix show 17,9% (n=7 from 39 patches) or 38,5% (n=20
from 52 patches) HOP patterns of activity, respectively. To compare the occurrence of a characteristic
of interest between two groups, we used the z-test. Asterisks indicate significant differences (p<0,05)
in the occurrence of HOP pattern activity in samples containing different proportions of the same
anionic lipid. The effect of anionic lipids on HOP activity occurrence was even more evident when
comparing together the data of PA and PG for the two concentrations tested (see the Results section
for details). The right side column in panel C, termed ASO, indicates the percent of HOP patterns
found when reconstituting KcsA into giant liposomes made from asolectin lipids (45,7%; n=75 from
164 patches).

Figure 5. Blue Native PAGE analysis of the effects of phospholipids on the disassembly of
clusters of KcsA arginine mutants in mixed micelles. Mixed micelles containing the indicated KcsA
arginine mutants and either PC (upper row of gels), PA (middle row) or PG (bottom row), at the
indicated phospholipid to KcsA molar ratios, were analyzed by BN-PAGE. Experimental conditions
and details within the Figure are as in Figure 2.

Figure 6. Gating patterns observed in R64A and R89A KcsA mutants. Panel A and D show
representative voltage ramps illustrating the predominant activity patterns of the R64A (panel A; 17
out of 25 patches, 68% of the cases) and the R89A (panel D; 30 out of 41 patches, 73% of the cases)
KcsA mutants, respectively, reconstituted into giant liposomes made from asolectin lipids.
Experimental conditions and drawing details are as in Figure 4. Notice that the R64A mutant shows
HOP patterns of activity very similar to those seen in wild-type KcsA (12) and exhibits coupled
gating, as illustrated in the continuous recording taken at +150 mV shown in Panel B. None of these
features are clearly present in the R89A mutant (panels D and E) which exhibits mainly “uncoupled”
HOPs (see the Results section). Panels C and F show single channel recordings taken also at +150 mV
of the two mutant channels to illustrate that in spite of the above differences, the channel conductance
and opening probability when analyzed at the single channel level, are similar in both cases.
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Figure 2

PC/KcsA PE/ KcsA

0 12 18 25 37 57 78100 120 137 0 12 18 25 37 57 78100120 137

!

5T
4T
3T

o7 |} -

380:@§§%@“@@o R EEER NN
*

S0l PH B E .

=’ * U SERRSERN

PA/KcsA PG/KcsA

0 12 18 25 37 57 78 100 120 137 0 12 18 25 37 57 78100120137

Relative amount (%)

175



Figure 3

80 l C
704
60;
50-

40

30+

Number of clusters

20+

01 02 03 04 20.5 06
cluster size, um

176



Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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A.4 Trabajo adicional

La linea de investigacién desarrollada en este manucrito, centrada en la modulacién de la
actividad y agrupacion de KcsA por lipidos anidnicos, contiene datos suplementarios no incluidos en
el articulo correspondiente que se incluyen en el apartado de Avances Relevantes. Ademas, como
consecuencia de este estudio, se descubrid una posible nueva estrategia farmacoldgica de
modulacién funcional de canales basada en péptidos “anticluster” (manuscrito en preparacion). Estos

datos, pendientes de su publicacidn se resumen en el apartado de Avances Relevantes.
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Avances relevantes Resumen

AVANCES RELEVANTES

En este apartado se resumen los datos suplementarios y los avances madas relevantes
obtenidos durante y tras las publicaciones de los Capitulos de Resultados, dado que son importantes
para poder interpretar correctamente los resultados o constituyen evidencias causa-efecto y pruebas
adicionales que corroboran los resultados de esta Tesis Doctoral. Algunos de los Avances Relevantes
forman parte de manuscritos en preparacién o estan pendientes de patente.

1- Avances en la caracterizacion de la actividad y agrupacion de KcsA desarrollado en el Capitulo 1:

1) Se desarrollé una descripcién mas detallada de los diferentes patrones de actividad LOP y
HOP importante para poder interpretar correctamente resultados posteriores. Asi, algunas

propiedades detalladas son:

(a) Ambos tipos de actividad LOP y HOP estdan compuestos por diferentes agrupaciones

del canal unitario KcsA, que resulta ser un canal 6hmico de 26 pS aprox. (Figura 1);

(b) Se compararon las propiedades de canal Unico que muestran canales independientes y
canales acoplados en la actividad de tipo LOP, observandose que la probabilidad de apertura y su
voltaje-dependencia son diferentes en canales acoplados y en canales independientes (no mostrado).
Esto indica que el acoplamiento funcional entre los canales afecta a los aminodcidos implicados en la

probabilidad de aperturay en la voltaje-dependencia de los canales;

(c) Se describe la dinamica de autoasociacién de canales inducida por voltaje en los
registros de tipo escalera ya que puede proporcionar indicios de los elementos esenciales que
favorecen o permiten que se produzca el acoplamiento funcional entre canales. Asi, los registros de
tipo escalera muestran que la apertura de un nuevo nivel o canal requiere la presencia de una
subconductancia asociada al acoplamiento funcional de los canales (no mostrado).

a) Patrén HOP Patrén LOP b)
Grupos de 5 canales acoplados Canales independientes o
en una agrupacion mayor grupos de menos de 5 cahales acoplados
20 pA 6-
15s 4
(]
oA |
"""" ‘ Hllﬂm ﬂj Il \:::|:H:::::::[:<
* * * * ok * N —
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2 V (mV)
5
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znoJms 4 4
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Figura 1. |-V de canal unico real. Ambos tipos de actividad LOP y HOP-s estan compuestas por el mismo tipo de canal
unitario y se diferencian en el nimero de canales que estan acoplados en su apertura. a) Comparacion de registros LOP y
HOP a +150 mV. Se sefialan con asteriscos eventos del registro similares a los eventos ampliados debajo. En rosa se dibuja
un esquema de las agrupaciones de canales que podrian dar lugar a la actividad observada. b) Curva |-V de canal Unico real
obtenida a partir del promedio de las amplitudes minimas de LOP y HOP (N = 19 sellos). Se ajusta a una recta de pendiente
m=0,026 indicando que KcsA es un canal 6hmico de 26 pS. Las barras de error standard estan incluidas en los puntos.
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2) Se estudio el efecto del pH en la actividad y agrupacion de KcsA descubriéndose que la
acidificacion extracelular o intracelular modula la actividad de KcsA mediante el desacoplamiento
funcional y fisico de las agrupaciones de canales (no mostrado). Dado que los protones (H*) tienen
una importante funcidn como neuromoduladores y neurotransmisores en el Sistema Nervioso
Central y Periférico, hay un especial interés en conocer el mecanismo de modulacién de los H en los
diferentes canales y receptores. Se observd que la acidificacion modula la actividad de KcsA
mediante el desacoplamiento funcional y fisico de las agrupaciones de canales y este mecanismo de
modulacién podria ser extrapolable a otros canales y receptores modulados por pH, dado que
muchos de ellos estdan modulados por acoplamiento funcional entre canales agrupados (ver Tabla 6
del Apéndice). Dada la novedad y posible relevancia de estos resultados no fueron incluidos en la
publicacion Molina et al (2006) para ser incluidos en una publicacion posterior (manuscrito en
preparacion).

3) Se estudié en detalle el bloqueo por sodio en LOP obteniéndose una IC;; de 6 mM + 1,5
mM (n=5) y se observd que esta asociado al desacoplamiento funcional de los canales (no mostrado).
En cambio, en HOP no bloquea y podria pasar por el filtro de selectividad. Estas y otras observaciones
de selectividades alteradas (Meuser et al, 1999) no concuerdan con la conduccién y selectividad de
iones propuesta por el cristal de KcsA y muestran una flexibilidad del filtro de selectividad que podria
depender de las interacciones entre los canales agrupados. Asi, cambios en la estructura del anillo
aromatico del filtro de selectividad observada en canales agrupados podrian explicar los cambios de
selectividad entre LOP y HOP (manuscrito en preparacion).

2- Avances en el papel del N- y C-terminal de KcsA en su oligomerizacion v actividad desarrollado en
el Capitulo 2:

1) Mediante mutagénesis dirigida se corroboré el modelo de tetramerizacién de la region C-
terminal que proponemos en Molina et al (2004) y se revelaron dos etapas en el proceso de
tetramerizacidn que sugieren que el tetrdmero de KcsA podria ser un dimero de dimeros.

2) Tal y como se anuncié en Molina et al (2006), se determiné el papel del N- y el C-terminal
en la agrupacion y actividad acoplada de KcsA descubriéndose que:

(a) KcsA en ausencia del N- o del C-terminal continla agrupandose y funcionando
acopladamente indicando que los determinantes moleculares necesarios para la actividad acoplada
estan en la regién transmembrana (no mostrado);

(b) La ausencia del C-terminal aumenta la frecuencia de las aperturas en la actividad de
tipo LOP indicando que en canales individuales, los C-terminales interaccionan entre si estabilizando
el estado cerrado de la actividad de tipo LOP, en concordacia con lo hallado por Perozo et al (1998) y
por nosotros (Molina et al, 2004); en cambio, en la actividad de tipo HOP, la ausencia del C-terminal
inestabiliza el estado abierto y el acoplamiento funcional indicando que cuando los canales estan
agrupados, los C-terminales interaccionan con los canales adyacentes (no mostrado; manuscrito en
preparacion); y
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(c) La alteracion estructural del N-terminal en el mutante KcsA L5/12R impide la
agrupacion y el acoplamiento funcional entre canales y muestra actividad homogénea compuesta
Unicamente de aperturas de canales individuales y con baja Po. Esto demuestra que las agrupaciones
de canales son responsables de la compleja actividad basada en el acoplamiento funcional entre
canales de KcsA. Ademas, la ausencia de actividad con alta Po en ausencia de agrupaciones sugiere
que la interaccidon entre canales induce la estabilizacién del estado abierto, indicando que el
mecanismo de estabilizaciéon del filtro de selectividad en estado abierto podria estar asociado al
mecanismo de acoplamiento funcional entre canales (no mostrado; manuscrito en preparacion).

3- Avances en la modulacion de la actividad y agrupacion de KcsA por lipidos anidnicos desarrollado
en el Capitulo 3:

1) Se obtienen datos suplementarios adicionales del efecto de lipidos anidnicos en cuanto a
la formacidn de agrupaciones y en cuanto a su actividad:

(a) En cuanto a la formaciéon de agrupaciones se comprobd el efecto de los lipidos
anidnicos mediante entrecruzado con glutaraldehido de forma alternativa a los experimentos de
“blue-native”. Mediante entrecruzado se detectaron los efectos detectados por el “blue-native”,
corroborandolos, como que las agrupaciones se disocian con el aumento de la concentracién de
lipido anidnico, pero también se detectaron otros efectos adicionales, como que bajas
concentraciones de lipidos aumentan la proporcidén y el tamafio de agrupaciones de KcsA en
comparacién a las presentes en KcsA solubilizado, y que las agrupaciones se disocian también con la
longitud de los lipidos anidnicos (no mostrado).

(b) En cuanto al efecto sobre su actividad, se observd que la alta concentraciéon de lipido
anidnico, ademas de reducir la proporcion de sellos con actividad de tipo HOP, aumenta el nimero
de canales acoplados en las aperturas de tipo LOP, y la actividad de tipo HOP es mas inestable frente
al voltaje, llegando a transformarse ocasionalmente en actividad de tipo LOP tras la aplicaciéon de
rampas de voltaje sucesivas. Estas tres caracteristicas de la actividad parecen estar asociadas entre si
como consecuencia de la disociacion o reduccidn del tamafio de las agrupaciones.

3) Descubrimiento de una posible nueva estrategia farmacolégica de modulacién funcional
de canales basada en péptidos anticluster. Resultados preliminares muestran que péptidos
“anticluster” disefiados para interferir en la region de interaccion entre canales de KcsA son capaces
de disociar las agrupaciones y reducir la actividad de KcsA por desacoplamiento funcional de los
canales (no mostrado). La amplia bibliografia existente de evidencias de agrupaciones entre canales,
receptores y proteinas de membrana eucariotas (Lillemeier et al, 2006; Spira et al, 2012; TABLA 6)
indica que estas interacciones podrian ser utilizadas como una nueva diana farmacoldgica. El
desarrollo de péptidos anticluster especificos de cada canal, receptor o proteina de membrana es
una posible nueva estrategia para el descubrimiento de farmacos (manuscrito en preparacion),
incluyendo posibles tratamientos especificos o como estrategias preventivas para evitar la
propagacion de las enfermedades neurodegenerativas asi como aquellas que tengan que ver con la
agregacion de proteinas (como las cataratas o la Diabetes de tipo ).
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4- Avances en el mecanismo de inactivacion de KcsA por el péptido inactivante de Shaker, ShB,

desarrollado en el Capitulo 4:

1) En el estudio de la inactivacién de KcsA sin C-terminal por el péptido ShB se descubre un
péptido activante de canales de potasio (pendiente de patente) que podria ser la base para el
desarrollo de nuevos farmacos para enfermedades que cursan con hiperexcitabilidad celular (Figura
2). En KcsA wt y en el canal de potasio Shaker B se obtuvieron resultados similares, aunque en KcsA
wt se necesitd mayor concentracion de péptido y el efecto fue mas transitorio, probablemente
debido al impedimento estérico del C-terminal y el papel de éste ultimo en la estabilizacién del
estado cerrado del canal (no mostrado).

Control + 10 uM Péptido activante

10 pA

30s

el

Figura 2. Hallazgo de un péptido activante de canales de potasio. lzquierda: Registro de KcsA A125-160 a +200 mV en
condiciones control (100 mM KCI, 10 mM Mes, pH 4 intracelular; 100 mM KCI, 10 mM Hepes, pH 7 extracelular). Derecha:
registro del mismo sello tras la adicién de 10 uM de péptido activante en el bafio (lado intracelular).

y =N ow

2) Se descubren dos etapas en el proceso de inactivacion rapida por el péptido inactivante de
Shaker, ShB: una etapa de activacidon previa a la inactivacién que permite la proposicién de una
hipotesis detallada del mecanismo de inactivacidn rapida que podria ser extrapolado a sus
homodlogos eucariotas y que engloba todos los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral (no
mostrado). Los resultados del estudio de la inactivacion rapida de KcsA por el péptido ShB sugieren
que podria ocurrir de forma similar al conocido acoplamiento entre la activacidn y la inactivacién de
tipo C propuesto por Cuello et al (2010a y b) para KcsA y otros canales de potasio. Asi, los resultados
permiten plantear la hipdtesis de un mecanismo de inactivacién rdpida basada en un acoplamiento
activacidon e inactivacion, donde los principios mecanisticos de la inactivacién rapida en su
propagacion hacia el filtro de selectividad podrian ser los mismos que los obervados en la
inactivacién de tipo C (Cuello et al, 2010a y b), es decir, a través de la F103 y provocando el
desacoplamiento funcional de los canales, tanto en KcsA como en sus homdlogos eucariotas
(manuscrito en preparacion).
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Discusion Tetramerizacion de KcsA

1. Implicacidn del C-terminal en la tetramerizacion de KcsA

En el Capitulo 1 comprobamos el papel del C-terminal en la oligomerizacion del canal. Para
ello, se realizaron diversas deleciones del C-terminal (KcsA 1-125, KcsA A125-160, KcsA A120-160 y
KcsA A115-160) y se obtuvo con sorpresa la ausencia de tetramerizacién en KcsA A120-160, y mas
criticamente en ausencia de la secuencia 120-124, ERRGH, que forma parte de la regién de hélices
cruzadas del C-terminal (Molina et al, 2004). También se observé que la estabilidad del tetramero de
KcsA frente a su disociacion por temperatura se incrementa tras la reconstitucion en lipidos, incluso
en ausencia del C-terminal.

En total, se han detectado diversas regiones implicadas en la tetramerizacién de KcsA a lo
largo de todo el canal, desde la regidon mas extracelular que incluye la Y82 del vestibulo extracelular
(Meuser et al, 2001), pasando por la region del filtro de selectividad (Meuser et al, 2001), la regidn de
hélices cruzadas del C-terminal que incluye los aminodacidos 120-124 detectados por nosotros
(Molina et al, 2004), y recientemente, aminodcidos hidrofébicos de regiones mas distales del C-
terminal (Kamnesky et al, 2014).

En el canal de potasio eucariota activado por voltaje, Shaker, homdlogo a KcsA, la
tetramerizacidn estda mediada por el lamado T1 o primer dominio de tetramerizacion (Kreusch et al,
1998). Zerangue et al (2000) proponen que la tetramerizacidn tiene lugar en un proceso de multiples
pasos en el que primero se produce una rapida tetramerizacién de la region T1, y luego implica a los
dominios transmembrana de las subunidades de los canales compatibles con T1 en estrecha
proximidad para permitir la plena tetramerizacién del canal.

En principio, las nociones anteriores parecen coherentes con nuestros descubrimientos sobre
el ensamblaje tetramérico de KcsA, salvo que es el segmento C-terminal de KcsA el que parece
desempenar el papel del segmento N-terminal T1 de Shaker. Otros canales de potasio diferentes de
Shaker tienen sus C-terminales implicados en tetramerizacion, como la familia EAG ("Ether-a-gogo";
Jenke et al, 2003) o los canales de potasio Kir (rectificadores de entrada; Tinker et al, 1996).

El modelaje molecular de KcsA predice que la secuencia 120-124 del C-terminal de cada
mondmero de KcsA puede formar hasta 5 puentes de hidrégeno con aminodacidos del N- y C-terminal
de subunidades adyacentes (Molina et al, 2004). Una de las interacciones mas fuertes que predice
dicho modelo es la interaccién por puente de hidrégeno entre los aminodcidos E118 y R121 de
subunidades adyacentes, dado que soporta 3 de las 5 interacciones predichas por el modelo.
Posteriormente se comprobd que, efectivamente, la eliminacidn de dichas interacciones en el doble
mutante KcsA E118C-R121C impide la tetramerizacion confirmando la prediccién del modelo descrito
en Molina et al (2004) y, en cambio, forma dimeros lo que sugiere que el tetrdmero de KcsA podria
ser un dimero de dimeros revelando dos etapas en el proceso de tetramerizacién (no mostrado).

Multitud de canales y receptores eucariotas se ensamblan como dimero de dimeros aunque
el mecanismo de tetramerizacién se desconoce (Salussolia et al, 2013; Saedi et al., 1991; Blount et
al., 1990; Green and Claudio, 1993; Doms et al.,, 1993; Tu and Deutsch, 1999) y los resultados
obtenidos aqui pueden ofrecer luz en el mecanismo de biogénesis y tetramerizacién de canales y
receptores eucariotas.
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Recientemente, estudios de simulaciones de dindmica molecular muestran que estructuras
tetraoligoméricas de haces helicoidales embebidas en una bicapa lipidica son mas estables en
estructuras compuestas por “dimero de dimeros” con un minimo de dos contactos hidrofilicos
fuertes entre un par de hélices adyacentes en el sistema de dimero a tetramero, y sugieren que estos
resultados son aplicables a estructuras mas complejas de canales idnicos, proporcionando
informacidn sobre la estabilidad y ensamblaje de canales idnicos (Nquyen et al, 2013).

2. Hallazgo de una gran capacidad de modulacion de la actividad de KcsA basada en el
acoplamiento funcional de los canales

Cuanto mas aprendemos sobre las distintas familias de los canales iénicos, mas nos damos
cuenta de que sus respuestas funcionales son a veces exquisitamente dependientes de las
interacciones moleculares que realizan entre los mismos canales o con otros componentes celulares,
cuyo papel en la regulacion de los canales no puede ser siempre anticipado a partir de la
caracterizacién “in vitro” de los canales purificados.

En el Capitulo 2 presentamos el hallazgo de una gran capacidad de modulaciéon de la
actividad de KcsA basada en la agrupacién y el acoplamiento funcional de los canales, y se clasifica en
dos principales patrones de actividad muy diferentes: LOP (del inglés “Low Open Probability
pattern”) y HOP (del inglés “High Open Probability pattern”) (Molina et al 2006). Estos resultados
podrian reconciliar la controversia existente en la diferente caracterizacion funcional de KcsA
descrita previamente por otros grupos de investigacion (grupo de Miller versus grupo de Schrempf).

El patrén LOP es el que se observa con mas frecuencia en esta Tesis Doctoral vy
probablemente representa el modo mas simple de agrupaciones de KcsA dado que sélo se detectan
aperturas desde un canal individual hasta cuatro canales acoplados, siendo mas frecuente las
aperturas de dos canales acoplados. Las caracteristicas del patréon LOP, es decir, muy baja
probabilidad de apertura, activada por pH acido, selectividad moderada por potasio y bloqueo por
sodio coinciden esencialmente con los publicados previamente para KcsA reconstituida en bicapas
planas (Meuser et al, 1999; Heginbotham et al, 1999; LeMasurier et al, 2001; Cuello et al, 1998). Tal
equivalencia aparente parece coherente con los resultados aqui obtenidos debido a que la
concentracién de proteina que se incorpora en bicapas planas suele ser muy baja, y por lo tanto, el
equilibrio de las agrupaciones con la concentracién de proteinas debe estar desplazada a favorecer
las agrupaciones mas pequefias. De hecho, las condiciones de baja concentracién de proteina
utilizadas en dichas condiciones de registro favorecen la aparicién de actividad de tipo LOP
(Chakrapani et al, 2007). Cabe destacar, sin embargo, que el evento predominante que se encuentra
en nuestros patrones LOP corresponde al acoplamiento funcional de dos canales de KcsA y que la
conductancia estimada es practicamente idéntica a la publicada como la conductancia de un solo
canal en bicapas planas (véase por ejemplo, LeMasurier et al, 2001). Por lo tanto, parece probable
que fendmenos de acoplamiento similares podrian servir para explicar resultados previos (y
discrepancias posteriores) sobre multiples niveles de conductancia descritos ocasionalmente para
KcsA (Schrempf et al, 1995; Meuser et al, 1999; Cuello et al, 1998; Meuser et al, 2001).
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Se han detectado diferentes patrones de actividad de tipo HOP (sigmoidal simétrica,
rectificadora de entrada y en escalera) y, ademds de su caracteristica de alta probabilidad de
apertura de los canales, todos ellos tienen en comun eventos de multiples canales acoplados,
agrupaciones grandes frecuentemente formadas a su vez por grupos de cinco canales acoplados que
actuan de forma sincrénica dentro de la agrupacién mayor, con apertura de los canales a pH neutro y
pH acido. Independientemente del nimero de canales acoplados en las aperturas de los patrones de
tipo HOP, la amplitud de apertura minima detectada parece idéntica a la observada en el patrén LOP,
lo que sugiere que se utilizan las mismas unidades de construccién (“building blocks”) en todas las
posibles agrupaciones de KcsA, independientemente de su complejidad y comportamiento.
Posteriormente a la publicacion Molina et al (2006), la observacién de que ambos tipos de actividad
LOP y HOP estan formados por unidades acopladas del mismo canal, nos llevd a determinar la curva
I-V de canal Unico real teniendo en cuenta Unicamente la amplitud minima de las aperturas
registradas obteniéndose que el canal individual es un canal 6hmico con una conductancia unica de
26 pS aproximadamente (Figura 1 de Avances Relevantes). Por tanto, las curvas |-V de amplitud de
canal Unico aparente en LOP y HOP publicadas en Molina et al (2006) corresponden en realidad al
promedio de canales acoplados en funcién del voltaje.

Las diferentes curvas |-V obtenidas en LOP y HOP indican que el acoplamiento funcional
entre los canales podria afectar a los aminoacidos implicados en la probabilidad de apertura y en la
voltaje-dependencia de los canales. De hecho, se compararon las propiedades de canal Unico que
muestran canales independientes y canales acoplados en la actividad de tipo LOP, observandose que
la probabilidad de apertura y su voltaje-dependencia son diferentes en canales acoplados y en
canales independientes (no mostrado).

Por otra parte, debido a que las publicaciones existentes sobre la agrupacién de canales
muestran que a menudo se acompafia de acoplamiento funcional y de modulacién de la actividad,
nosotros interpretamos nuestro multiple acoplamiento funcional y la mayor probabilidad de
apertura en los patrones de tipo HOP como una consecuencia directa de la agrupacion. De hecho, el
patron de actividad HOP de tipo escalera muestra como el nimero de canales abiertos en un
determinado parche aumenta drasticamente durante el tiempo y la aplicacion de voltaje,
probablemente como consecuencia de la agrupacion de los canales existentes en el parche. Existen
otros canales en la bibliografia que muestran también actividad cooperativa entre canales con
registros de tipo escalera, como los canales HCN (Dekker and Yellen, 2006).

Los registros de tipo escalera pueden proporcionar indicios de los elementos esenciales que
favorecen o permiten que se produzca el acoplamiento funcional entre canales. En este sentido, una
descripcién mas detallada de la dinamica de autoasociacion de canales en los registros de tipo
escalera muestra que la apertura de un nuevo nivel o canal requiere la presencia de una
subconductancia (no mostrado). Esta subconductancia podria corresponder a cambios
conformacionales o a interacciones entre los canales que hacen al canal capaz de abrirse. Existen
precedentes similares en la bibliografia, como el receptor de inositol 1,4,5-trisfosfato (IPs) que
también funciona en grupos acoplados funcionalmente y la formacién de grupos de receptores de IP;
requiere su transicion al estado abierto (Tateishi et al, 2005). No sabemos si esto también podria ser
el caso de KcsA pero, sin duda, un mecanismo similar podria explicar tal actividad.
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En cuanto al cambio de sensibilidad al pH, nuestras observaciones en la actividad de tipo HOP
tiene precedentes dado que se observd apertura de KcsA a pH neutro cuando simplemente se
somete a un gradiente idnico transmembrana (Schrempf et al, 1995; Zakharian y Reusch, 2004a).
Mas sorprendentemente, el canal KcsA con actividad de tipo HOP parece haber perdido la capacidad
de ser bloqueado por Na“, caracteristica que se observa solamente en la actividad de tipo LOP. Tal
hallazgo aparentemente controvertido, sin embargo, podria estar relacionado con las publicaciones
existentes sobre una selectividad idnica y otras propiedades de KcsA alteradas cuando se
reconstituye en diferentes condiciones (Schrempf et al, 1995; Meuser et al, 1999; Zakharian y
Reusch, 2004b) o cuando se somete a tensiones extremas en bicapas planas (Nimigean y Miller,
2002). También el receptor de IP; cambia sus propiedades cuando se agrupa (Rahman et al, 2009) y
ocurre de forma similar en muchos otros canales y receptores, que muestran propiedades de gating
diferentes cuando estan agrupados (ver Tabla 6 del Apéndice).

3. El funcionamiento acoplado de los canales se correlaciona con la capacidad de agrupacion de
KcsA

El funcionamiento acoplado hallado en KcsA deberia corresponderse con la observacion de
agrupaciones que expliquen el acoplamiento funcional de los canales y la observacién experimental
cumple con esa expectativa ya que, efectivamente, se detectan distintas agrupaciones de KcsA.

En el Capitulo 1 se demuestra el ensamblaje de KcsA en grupos de diferentes tamafios en
soluciéon de detergente y en vesiculas lipidicas por diferentes metodologias que incluyen
ultracentrifugacién analitica, imagen de microscopia de fluorescencia mediante confocal, anisotropia
de fluorescencia de KcsA marcada con Alexa 546, y resonancia de fluorescencia por transferencia de
energia usando el par donador-aceptor Alexa 546 y Alexa 647 unido a KcsA. Mediante todas estas
metodologias se comprobd que KcsA tiene una tendencia intrinseca a ensamblarse en grupos
supramoleculares (Molina et al, 2006). Posteriormente, mediante métodos electroforéticos mas
simples como el BN-PAGE, PFO-PAGE y SDS-PAGE de KcsA entrecruzada, se comprobd que las
agrupaciones de KcsA son predominantes frente al canal individual cuando se reconstituye en
membranas lipidicas y se demostrd asi mismo la presencia de agrupaciones de KcsA in vivo en la
membrana de E coli (Giudici et al, 2013).

De forma adicional se observd que tales agrupaciones parecen estar formadas a partir del
canal tetramérico individual KcsA (T) y de dimeros de canales (2T) como los bloques de construccion
elementales a través de los cuales se forman los grupos mas grandes, que se ensamblan en un
proceso reversible que no necesita la adicién de lipidos ni de una membrana lipidica (Giudici et al,
2013). Ocurre de forma similar en VDAC donde los dimeros parecen ser los bloques de construccion
de las agrupaciones mas grandes (Ujwal et al, 2009).

Las agrupaciones de KcsA se disocian con detergente, principalmente hasta el canal
tetramérico (T) dependiendo del tipo de detergente y del tratamiento. Por el contrario, el canal
tetramérico es extremadamente resistente a los detergentes y otros agentes desnaturalizantes de
proteinas (Valiyaveetil et al, 2002) y, por lo tanto, el canal tetramérico de KcsA podria considerarse
un producto final "artefactual" de todos los tratamientos basados en detergentes, incluidos los
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utilizados en la solubilizacién y purificacion de la proteina a partir de lisados bacterianos. Esa es la
razén por la que KcsA purificada en SDS-PAGE muestra el tetrdmero (T) como el componente
principal (Molina et al, 2004 y 2006; Heginbotham et al, 1997; Cortes y Perozo, 1997; Giudici et al,
2013). De hecho, la disociacidn por detergente de las agrupaciones de KcsA también constituye un
inconveniente en las técnicas electroforéticas utilizadas aqui, ya que todas ellas utilizan detergente.
En este respecto, se ha observado que el SDS es particularmente perjudicial para las interacciones
entre los canales que sostienen la agrupacién porque la disocia facilmente, y el DDM o incluso el PFO,
aunque también son perjudiciales, lo son en menor medida. Por lo tanto, los tamafos y la proporcién
estimada de agrupaciones de KcsA estan probablemente subestimados debido a la disociacion parcial
inducida por detergente.

Por otro lado, existen multitud de evidencias de canales y receptores que concuerdan bien
con la regulacién de la actividad que se propone aqui. De acuerdo a observaciones en receptores de
membrana, las agrupaciones en las que la actividad de uno de los receptores influencia el de sus
vecinos, los cambios conformacionales originados en una molécula se propagan transformandose en
un comportamiento alostérico intermolecular de toda la agrupacion (Bray and Duke, 2004). De
hecho, algunos de los mejores casos caracterizados en este sentido muestran que la actividad
acoplada o cooperativa necesita y depende de la agrupacién de los canales. Por ejemplo, los
receptores de rianodina, canales de liberacién de Ca®*" en el reticulo sarcoplasmico del musculo
esquelético y cardiaco, forman redes que muestran acoplamiento funcional como un importante
mecanismo de regulacién en el mecanismo de acoplamiento excitacidon-contraccion (Marx et al, 1998
y 2001; Laver et al, 2004). Otros casos en los que la agrupacién y el acoplamiento funcional afectan la
actividad del canal incluyen los receptores quimiotacticos procariotas (Skoge et al, 2006), los canales
de potasio rectificadores de entrada de células gliales, Kir 4.1 (Horio et al, 1997), los canales de
potasio activados por voltaje neuronales, Kv2.1 (Misonou et al, 2004 y 2005), los canales de cloruro
reguladores de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica, CFTR (Krouse y Wine, 2001),
los receptores de acetilcolina (Schindler et al, 1984; Huh y Fuhrer, 2002; Keleshian et al, 2000), los
receptores de serotonina (Herrick-Davis et al, 2005), el receptor de IP3 (Tateishi et al, 2005; Rahman
et al 2009), el canal aniénico activado por voltaje de la membrana externa mitocondrial (VDAC;
Manella et al, 1983), los canales idnicos activados por ATP como los P2X (Fujiwara y Kubo, 2004), la
familia de los receptores acoplados a proteinas G, GPCR (Rios et al, 2001), incluyendo los P2Y (Lee y
O’Grady, 2003) o la rodopsina (Mansoor et al, 2006), e incluso los canales de sodio responsables de la
generacion de los potenciales de accién neuronales (Naundorf et al, 2006). Estos y muchos mas se
incluyen en la Tabla 6 del Apéndice.

En este punto merece destacar el sorprendente hallazgo de que la dindmica de iniciacién del
potencial de accidn observada en neuronas corticales de mamifero (su rapida iniciacidn y potenciales
de inicio variables) estd fuera del rango de comportamientos descritos por la teoria clasica de
Hodgkin y Huxley que parte de la suposicién de un comportamiento independiente de los canales de
sodio (Naundorf et al, 2006); en cambio, un nuevo modelo basado en un comportamiento
cooperativo de los canales de sodio reproduce la dindmica de iniciacion del potencial de accién
observada y experimentos in vitro confirman esta predicciéon, apoyando la hipdtesis de que la
dindmica de la iniciacién del potencial de accidn en las neuronas corticales se produce por la
activacion acoplada de los canales de sodio (Naundorf et al, 2006). Sin embargo, los detalles sobre la
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naturaleza y los mecanismos implicados en la regulacién de los procesos de
ensamblaje/desensamblaje de estas agrupaciones bioldgicamente relevantes siguen siendo en gran
parte desconocidos, y los datos que ofrece KcsA en esta Tesis Doctoral aportan luz en este tema.

La formacion de agrupaciones de canales idnicos en intimo contacto y su funcionamiento
acoplado o cooperativo parece una estrategia razonable para garantizar una eficiente y 6ptima via de
sefalizacion mediada por canales idnicos en respuesta a los estimulos apropiados.

Sin embargo, cabe sefalar que nuestras observaciones “in vitro”, probablemente,
corresponden a procesos de agrupacion desregulados porque las posibles moléculas de anclaje
necesitadas “in vivo”, en su caso, no estarian presentes en nuestras preparaciones purificadas de
KcsA. En KcsA en particular se ha publicado que polifosfatos (PoliP) y polihidroxibutirato (PHB), que
son materiales de reservorio abundantes en las células procariotas, interaccionan con KcsA formando
complejos para la conduccidn de iones (Zakharian y Reusch, 2004b; Reusch, 1999). El equivalente en
células eucariotas podrian ser los dominios PDZ, dado que son parte importante del sistema de
anclaje molecular que no solamente posiciona correctamente unos canales o receptores con otros,
sino que ademas, al hacerlo modula su actividad (Bezprozvanny y Maximov, 2001). Por lo tanto, los
PoliP y PHB o compuestos similares, como alternativos procariotas a los dominios PDZ u otras
proteinas de anclaje observados en la agrupacién de otros canales (Marx et al, 2001; Raghuram et al,
2001; Marx et al, 1998), podrian proporcionar una pista sobre dénde buscar posibles moléculas
inductoras, inhibidoras, estabilizantes, o capaces de modular la formacién de agrupaciones. Hasta
ahora, sin embargo, parece razonable suponer que la agrupaciéon de KcsA, el funcionamiento
acoplado, y la alta probabilidad de apertura de los canales a pH neutro caracteristico de la actividad
de tipo HOP puede ser mas biolégicamente significativo que la visidon actualmente establecida para
KcsA consistente en muy baja probabilidad de apertura y sélo a pH intracelular muy 4cido,
caracteristico de la actividad de tipo LOP.

De hecho, también se comprobdé que la acidificacién extracelular o intracelular disocia las
agrupaciones y desacopla funcionalmente los canales de KcsA (no mostrado). Generalmente se
piensa que los protones tienen efectos inespecificos transitorios debido a su propiedad de elevada
difusién y a la existencia de amplios mecanismos tamponantes. Sin embargo, recientemente se ha
propuesto que los protones, bajo circunstancias muy concretas, podrian actuar como moléculas de
sefializacion para procesos celulares especificos (Almanza et al, 2008). Por ello, y debido a que los
protones ejercen multitud de acciones que afectan a la excitabilidad celular, se ha propuesto que los
protones extracelulares conforman un sistema de sefalizacién intercelular con una importante
funciéon como neuromoduladores, e incluso como neurotransmisores, en el Sistema Nervioso Central
y Periférico (Mercado et al, 2005) y hay un especial interés en conocer el mecanismo de modulacion
de los protones en los diferentes canales y receptores.

En este sentido, se observé que la acidificacién modula la actividad de KcsA mediante el
desacoplamiento funcional y fisico de las agrupaciones de canales. Este mecanismo de modulaciéon
podria ser extrapolable a otros canales y receptores modulados por pH, dado que muchos de ellos
estan modulados por acoplamiento funcional entre canales agrupados (ver Tabla 6 del Apéndice).
Dada la novedad y posible relevancia de estos resultados no fueron incluidos en la publicacién
Molina et al (2006) para ser incluidos en una publicacién posterior (manuscrito en preparacion).
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4. Importancia de la ratio lipido/proteina en la obtencion de diferentes patrones de actividad

Se han detectado agrupaciones de KcsA "in vivo" (Hegermann et al, 2006) y, de hecho,
podrian ser las responsables de los complejos patrones de actividad de este canal (Schrempf et al,
1995; Meuser et al, 1999). Sin embargo, el ensamblaje de grupos "in vitro" tras la reconstitucion de la
membrana de preparaciones purificadas de KcsA es un fenédmeno dependiente de la concentracion
de proteina (Molina et al, 2006) y por lo tanto, las condiciones experimentales utilizadas en la
reconstitucidn por los diferentes autores, en particular las relaciones de lipido/proteina utilizada que
varia en mas de un orden de magnitud, podrian influir en gran medida en la aparicién de
agrupaciones y en sus consecuencias funcionales.

De hecho, existe una clara correlacidn entre las diferentes relaciones molares lipido/proteina
(L/P) utilizadas por diferentes autores en la reconstitucién lipidica de KcsA y el tipo de actividad
observada (LOP o HOP) y sus propiedades de selectividad. Cuanto mayor es la relacién molar L/P en
la reconstituciéon, mayor es la probabilidad de obtener actividad de tipo LOP y mayor es la
selectividad K'/Na*. Asi, mediante extraccion de protoplastos de Streptomyces y adicién posterior de
asolectina (1:1 en volumen) en ausencia de detergentes se obtiene actividad similar a nuestra
actividad de tipo HOP y una extremadamente baja selectividad K'/Na* de sélo 3 (Schrempf et al,
1995). En nuestras condiciones de reconstitucion estandar se emplea una relacién molar muy baja
L/P 500 (Molina et al, 2006), que permite obtener aproximadamente un 50% de cada tipo de
actividad (LOP y HOP), y obtenemos que el sodio bloquea en LOP pero no en HOP estando por
determinar su tasa de permeabilidad K’/Na*. Con relaciones molares intermedias como la L/P 2500
utilizada por el grupo de Schrempf en Meuser et al (1999) se obtiene actividad con propiedades
intermedias entre LOP y HOP y una selectividad K*/Na* de 11. En cambio, cuando utilizamos una
mayor relaciéon molar L/P 10000 (L/P 100 en peso) para los registros de corrientes macroscépicas de
KcsA wt (no mostrado), asi como con relaciones molares L/P muy elevadas como el rango de 100000-
250000 utilizado por el grupo de Miller en LeMasurier et al (2001) o el grupo de Perozo (Chakrapani
et al, 2007), se obtiene principalmente actividad de tipo LOP y una elevada selectividad K’/Na* >150.

En nuestras preparaciones de liposomas gigantes utilizamos una elevada relacion
lipido/proteina, en torno a L/P 50000, pero teniendo en cuenta que en la reconstitucion previa a la
formacion de L.G. utilizamos una relaciéon molar L/P de 500, se hace evidente que la afinidad de KcsA
por asociarse con otros canales KcsA para formar agrupaciones es mucho mas alta que el de unir los
fosfolipidos contenidos en la bicapa y, por tanto, la formacidn de agrupaciones debe estar favorecida
bajo nuestras condiciones experimentales.

Por tanto, los resultados aqui obtenidos podrian reconciliar la controversia previa observada
por diferentes grupos de investigacién en la caracterizacion de la actividad de KcsA, dado que las
diferentes condiciones de reconstituciéon de la proteina hace que unos investigadores obtengan la
proteina mas disociada dando actividad principalmente de tipo LOP, mientras que otros
investigadores obtienen la proteina mas agrupada dando principalmente actividad de tipo HOP, con
sus diferentes propiedades.
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5. Determinantes moleculares implicados en la oligomerizacion y agrupacion de KcsA

El hallazgo de que KcsA, uno de los canales idnicos estructuralmente mas simples, muestre
un comportamiento complejo basado en la agrupacién y el acoplamiento funcional refuerza la idea
de que las agrupaciones supramoleculares de los canales idnicos y las interacciones que las
mantienen unidas pueden ser mds importantes de lo que originalmente se habia pensado para la
comprension de los procesos bioldgicos que median. En tal empefio, KcsA puede ser de nuevo un
excelente modelo para identificar los motivos estructurales responsables de las interacciones entre
los canales que posibilitan las agrupaciones, asi como para establecer los mecanismos por los que
estas interacciones conducen al acoplamiento funcional entre los canales.

La agrupacién dependiente de la concentracidn en soluciones de proteinas y coloides se ha
atribuido a una combinacién de fuerzas atractivas de corto alcance y fuerzas repulsivas
electrostaticas de largo alcance (Stradner et al, 2004). Los N- y C-terminales de KcsA son ricos en
aminoacidos con carga, y por lo tanto, parecen candidatos potenciales para actuar como
determinantes moleculares importantes para la formacién de agrupaciones y el comportamiento
acoplado.

En cuanto a los posibles dominios de KcsA implicados en la agrupacidon, nos ofrecen
informacion los efectos del SDS que publicamos previamente. Anteriormente publicamos que el SDS
se une a sitios "no anulares" entre las subunidades de la proteina estabilizando la estructura
tetramérica de los canales de KcsA individuales (Triano et al, 2010). Las interacciones hidrofébicas
parecen ser criticas, ya que se necesitan cadenas acilicas de 9 a 14 carbonos (C9 a C14) para la
estabilizacion (Triano et al, 2010). En el Capitulo 3, mediante BN-PAGE también encontramos que se
necesita una cadena acilica mayor de ocho atomos de carbono para desestabilizar las agrupaciones
de KcsA (Giudici et al 2013) mostrando un antagonismo claro entre i) la capacidad del SDS para unirse
a los sitios no anulares y estabilizar la estructura tetramérica de KcsA y ii) su capacidad para
desestabilizar las agrupaciones.

De estos estudios se concluye que los sitios no anulares median interacciones entre canales
implicadas en la formacién de agrupaciones y que la unién de moléculas en tales sitios disocia las
agrupaciones. La observacién de moléculas de lipido cristalizadas en los sitios no anulares de KcsA
sugiere que también las moléculas de lipido podrian disociar las agrupaciones de KcsA.

Como apoyo a estas conclusiones, se comprobd que KcsA en ausencia del N- o del C-terminal
continla agrupandose y funcionando acopladamente, tanto en LOP como en HOP, tras la
reconstitucion en lipidos, indicando que los determinantes moleculares necesarios para la actividad
acoplada estan en la regién transmembrana, donde se sitlan los sitios no anulares (ver Avances
Relevantes).
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6. Modulacion de la actividad y agrupacion de KcsA por lipidos anidnicos

6.1 El exceso de lipidos anidnicos disocia las agrupaciones y desacopla funcionalmente los
canales de KcsA

Estudios funcionales de KcsA comprobaron que el fosfolipido negativo es necesario para la
actividad de KcsA (Heginbotham et al.,, 1998). Dado que la actividad de KcsA se modula por
acoplamiento funcional entre canales y su agrupacién macromolecular (Molina et al, 2006), se
decidié estudiar si los fosfolipidos anidnicos eran capaces de modular la agrupacién macromolecular
de KcsA y su acoplamiento funcional.

Tanto "in vivo" (Hegermann et al, 2006) como "in vitro" (Molina et al, 2006; Giudici et al,
2013; Raja y Vales, 2009; Seeger et al, 2009), KcsA se ensambla en grupos supramoleculares, que son
probablemente las formas predominantes en las que este canal estad presente en las membranas
bacterianas (Molina et al, 2006; Giudici et al, 2013). En el Anexo mostramos que, tanto en un sistema
micelar mixto compuesto por lipido y detergente como en bicapas lipidicas (soportadas sobre mica),
la presencia de fosfolipidos anidnicos modula el ensamblaje y desensamblaje de dichas agrupaciones
de KcsA. Asi, bajas proporciones de fosfolipidos anidnicos permiten la asociaciéon de KcsA en grupos,
mientras que altas concentraciones producen la disociacién de los grupos. Por otra parte, tales
condiciones de alta o baja proporcidn de fosfolipidos anidnicos en liposomas gigantes que contienen
KcsA, aumenta la frecuencia de aparicién de los patrones de actividad de tipo LOP o de tipo HOP,
respectivamente, en los registros de patch-clamp. Por lo tanto, los efectos de los fosfolipidos
anidnicos en el ensamblaje y desensamblaje de las agrupaciones y en la aparicién de patrones de
actividad de tipo HOP y LOP son aparentemente correlativos y sugieren que la actividad de tipo HOP
surge a partir de grupos grandes de canales, mientras que la actividad de tipo LOP se origina
principalmente a partir de canales de KcsA principalmente no agrupados que interaccionan con
fosfolipidos. Cabe sefialar aqui que las variables experimentales tales como la presencia de
detergente, lipidos asi como la ratio lipido/proteina utilizados en la reconstitucion, influyen en gran
medida en el ensamblaje de las agrupaciones de KcsA y, por lo tanto, la comparacién de los
resultados de las diferentes aproximaciones experimentales utilizadas aqui sélo se debe hacer en
términos cualitativos.

En cuanto a la formacién de agrupaciones, se comprobd el efecto de los lipidos anidnicos
mediante entrecruzado con glutaraldehido (no mostrado) de forma alternativa a los experimentos de
“blue-native” mostrados en el Anexo (Molina et al, enviado), debido a que ésta metodologia podria
alterar las agrupaciones por la solubilizacidn parcial en detergente que sufren las muestras, mientras
que el entrecruzado es una sencilla metodologia ampliamente utilizada que detecta agrupaciones de
proteinas en membranas intactas sin solubilizar. Por una parte, el entrecruzado confirmé los efectos
de los lipidos anidnicos en las agrupaciones de KcsA detectados por el “blue-native”, dado que
también detectd que las agrupaciones se disocian con el aumento de la concentracion de lipido
anidnico (no mostrado); y por otra parte, detectdé también otros efectos adicionales que la
metodologia de “blue-native” impide detectar (probablemente por la solubilizacién de las muestras
en el detergente DDM). Se detecté que bajas concentraciones de lipidos anidnicos aumentan la
proporcién y el tamafio de las agrupaciones de KcsA en comparacion a las presentes en KcsA
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solubilizado, asi como en comparacion a las presentes en asolectina (no mostrado). Esto concuerda
con el aumento de la proporcién de sellos con actividad de tipo HOP a baja concentracién de lipido
anidnico con repecto a la obtenida en asolectina.

En cuanto al efecto sobre su actividad, de forma adicional a lo mostrado en el Anexo (Molina
et al, enviado), se observd que la alta concentracion de lipido anidnico, ademas de reducir la
proporcién de sellos con actividad de tipo HOP, aumenta la frecuencia de aperturas y el nimero de
canales acoplados en las aperturas de tipo LOP, y la actividad de tipo HOP es mas inestable frente al
voltaje, llegando a transformarse ocasionalmente en actividad de tipo LOP tras la aplicacion de
rampas de voltaje sucesivas (no mostrado). Estas tres caracteristicas de la actividad también
aparecen en KcsA sin C-terminal y parecen estar asociadas entre si como consecuencia de la
disociacion o reduccidn del tamafio de las agrupaciones.

El aumento de la frecuencia de aperturas y del nimero de canales acoplados en las aperturas
de tipo LOP causa un incremento en la probabilidad de apertura y en la corriente total de este tipo
de sellos similar a la obtenida por otros autores (Weingarth et al, 2013; lwamoto and Oiki, 2013;
Marius et al, 2008) en el estudio del papel de los lipidos anidnicos en el aumento de la actividad del
canal. Sin embargo, este efecto de los lipidos anidnicos en el incremento de la actividad de tipo LOP
es insignificante en comparacion con la reduccién de la actividad de tipo HOP, y globalmente, resulta
en un descenso de la corriente.

6.2 La competencia de las interacciones lipido-proteina y proteina-proteina en el sitio no
anular determina la agrupacion y el acoplamiento funcional de KcsA

El efecto del aumento de la concentracidn de los lipidos anidnicos en la disociacion de las
agrupaciones y el desacoplamiento funcional de la actividad de KcsA se explica cuando modelamos al
canal KcsA interaccionando con lipidos aniénicos, o bien, con otro canal (Anexo y Figura 1).
Afortunadamente, los modelos de interaccidon estan parcialmente documentados por datos de
cristalografia de rayos X en ambos casos, en el complejo fosfolipido anidnico-KcsA por la propia
estructura cristalizada de KcsA (Zhou et al, 2001), y en la interaccién entre canales por un
transportador de K* de estructura similar a KcsA, TrkH, que cristaliza como dimero (Cao et al, 2011),
proporcionando un apoyo experimental a nuestros modelos.

Existen multiples evidencias de que los sitios no anulares del canal KcsA individual
interaccionan con lipidos anidnicos, y nosotros hemos modelado dicha interaccién en KcsA utilizando
los datos cristalograficos, con la puerta intracelular cerrada, como se muestra en el Anexo (Figura
1A). Ademas, aungue no se incluyd en el articulo, también modelamos dicha interaccidn en KcsA con
la puerta intracelular abierta, que simula una apertura de KcsA pH-dependiente que caracteriza la
actividad de tipo LOP (Figura 1b). Para ello, se modeld KcsA en la estructura del canal de potasio
MthK (Molina et al, 2008), que muestra la flexion o “bending” de la regién intracelular del M2 (flecha
en Figura 1B) detectada en la apertura del canal individual inducida por el pH (Jiang et al, 2002;
Cuello et al, 2010).
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Por otro lado, se modelé la interaccién de dos KcsA abiertos simulando canales acoplados
estructuralmente como los componentes de una agrupacion de multiples canales, pero se modeld
solo la interaccion entre dos canales para mayor claridad. Tal y como se describe en el Anexo, se
proponen dos modelos de interaccion entre canales, uno obtenido mediante “docking” entre canales
de KcsA (Figura 1C) modelados con la puerta intracelular abierta (Molina et al, 2008) y otro por
superposicion con el dimero cristalizado del transportador de potasio, TrkH (Figura 1D). Como
resultado se obtuvo que, en ambos modelos, los canales encajan perfectamente uno con otro y la
zona de interaccion incluye la zona no anular de ambos canales, que en canales individuales
interacciona con el lipido aniénico, de forma que la interaccién entre canales es incompatible con la
presencia de lipido anidnico en el sitio no anular.
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Figura 1. Modelos de KcsA interaccionando con lipidos anidnicos (PA) en el sitio no anular o con otro KcsA. A) Modelo de
KcsA con la puerta intracelular cerrada (PDB: 1K4C) interaccionando con PA (Anexo). B) Modelo de KcsA con la puerta
intracelular abierta basado en MthK (Molina et al, 2008) interaccionando con PA. C) Modelo de interaccion entre dos KcsA
(MthK) obtenido por “docking” (Anexo). D) Modelo de interaccidn entre dos KcsA (MthK) obtenido por superposicidn sobre
el dimero cristalizado de TrkH (Anexo). En cada figura se muestra en pequefio un esquema de cada canal con sus cuatro
subunidades visto desde arriba, tanto en canal aislado (A y B), como formando parte de una agrupacion (C y D), y visto
desde el lateral, en este ultimo se muestran dos subunidades de cada canal para mayor claridad. Se destaca el W67 de la
hélice del poro y el W87 del M2 de cada subunidad. Las flechas en C y D indican el movimiento de apertura del M2 en
contacto con el canal adyacente que produce un aumento de la distancia entre la hélice del poro y el M2 que flanquean al
sitio no anular entre 1y 2 Amstrongs.
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Si miramos los modelos desde la cara extracelular, en el modelo de “docking” los canales
interaccionan en sentido horario, de forma que la hélice del poro de un canal encaja en el sitio no
anular entre la hélice del poro y el M2 del canal adyacente, donde las multiples interacciones entre
los canales estan lideradas en la region extracelular por el W87 de un canal que interacciona con el
W67 del canal adyacente (Figura 1C); en cambio, en el modelo de superposicién, los canales
interaccionan en sentido anti-horario, de forma que ahora es el M2 de un canal el que encaja en el
sitio no anular del canal adyacente, donde las multiples interacciones entre los canales estdn
lideradas en la regién extracelular por el W67 que interacciona con otro W67 del canal adyacente
(Figura 1D).

Ambos modelos de interaccion entre canales son diferentes dado que la regién que
interacciona con el sitio no anular es diferente, pero de forma interesante, en ambos modelos, los
canales interaccionan de forma simétrica uno con otro y producen el mismo fendmeno, el aumento
del hueco del sitio no anular por flexion del M2 en su regidn extracelular (flechas en Figura 1Cy D), y
la salida del W67 hacia el canal adyacente.

Esto explica que un exceso de lipido anidnico pueda romper las interacciones entre los
canales, desestabilizando las agrupaciones y el acoplamiento funcional entre los canales de KcsA,
dando asi, el resultado observado de que a mayor proporcidn de lipido aniénico, menor proporcién
de agrupaciones, menor porcentaje de sellos con actividad de tipo HOP acoplado, y menor
estabilidad frente al voltaje de la actividad de tipo HOP resultando en una mayor inactivacién de los
canales. Los modelos de interaccidn corroboran asi que la actividad de tipo HOP se obtiene en grupos
grandes de canales, que en su regidn no anular extracelular contactan principalmente con otros
canales, mientras que la actividad de tipo LOP se obtiene en canales de KcsA principalmente
individuales o en grupos de pocos canales, que en su regidon no anular extracelular contactan
principalmente con fosfolipidos anidnicos

7 Los modelos de interaccion permiten proponer una hipotesis que explica la actividad de tipo
LOP, la actividad de tipo HOP y el acoplamiento funcional entre canales de KcsA

La observacion en detalle de los modelos de interaccién revela que la interaccién en el sitio
no anular, tanto del lipido anidnico como de otro canal, afecta directamente a la triada de
inactivacién W67-E71-D80 que gobierna la actividad del canal (Figura 2).

La actividad del canal KcsA resulta de un equilibrio concertado entre dos puertas definidas
(Blunck et al, 2006). La puerta intracelular estd formada por la regién de hélices cruzadas del C-
terminal, que se desestabiliza a pH acido desplazando el equilibrio hacia su conformacién abierta.
Por otro lado, la puerta extracelular en el filtro de selectividad, gobernada por la triada W67-E71-
D80, define principalmente la probabilidad de apertura del canal y puede variar su conformacion de
equilibrio desde el estado permeante hacia un estado no permeante, causando inactivacion del
canal. Ambos, el estado conformacional y las respuestas funcionales de KcsA parecen fuertemente
moduladas por su medio circundante (Triano et al, 2010; Heginbotham et al, 1999; Imai et al, 2012;
Marius et al, 2008), probablemente, a través de una alteraciéon de uno o ambos equilibrios de
“gating”.
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Hasta ahora, se han propuesto diferentes mecanismos para explicar la apertura y cierre de
las dos puertas. Por un lado, aunque todavia controvertido, se propone que las interacciones
electrostaticas no especificas entre los lipidos anidnicos y la porcion N-terminal de la proteina
favorecen la conformacion abierta de puerta intracelular del canal (lwamoto y Oiki, 2013), resultando
en un aumento de la actividad. Por otra parte, se ha propuesto que las interacciones especificas de
lipidos anidnicos con los sitios de unidn no anulares de KcsA modulan la funcién del canal iénico a
través de su influencia en la puerta extracelular (Weingarth et al, 2013; Marius et al, 2008), aunque
no hay una explicacion clara para tal efecto.

En el Anexo se muestra que la competencia de interacciones lipido-proteina o proteina-
proteina en los sitios no anulares de KcsA constituye un elemento central de la modulacién de la
actividad de KcsA, que determina, tanto la ocurrencia de agrupaciones como cambios en el
comportamiento de “gating” como resultado de interferir con la triada de inactivacién W67-E71-D80,
gue a su vez influye en la conformacion del filtro de selectividad. La triada W67-E71-D80 forma una
red de puentes de hidrégeno que modula la inactivacién de tipo C ejerciendo un papel critico en la
dindmica y estabilidad conformacional del filtro de selectividad de KcsA, que puede servir como un
modulador general del “gating” del filtro de selectividad en otros miembros de la familia de canales
de potasio (Cordero-Morales et al, 2011). En el Anexo se introduce cémo las interacciones predichas
por los modelos de interaccién lipido-proteina y proteina-proteina en el sitio no anular, respaldados
por datos cristalograficos, podrian modular el estado de la triada explicando la actividad de tipo LOP,
de tipo HOP y el acoplamiento funcional entre canales. Asi, el estado asociado o semi-asociado de la
triada W67-E71-D80 en los modelos de interaccién con lipidos anidnicos explica las aperturas
inestables en estado prdcticamente inactivado caracteristico de la actividad de tipo LOP; mientras
que su estado disociado estable en los modelos de interaccién entre canales explica las aperturas
estables de la actividad de tipo HOP asi como el mecanismo de acoplamiento funcional entre canales
de KcsA. Para poner a prueba nuestra hipdtesis se realizaron mutaciones de los aminodcidos
implicados comprobandose que, efectivamente, corroboran los modelos de interaccion.

7.1 Los modelos de interaccion lipido-proteina explican la actividad de tipo LOP

La actividad de tipo LOP son aperturas pH-dependientes de canales individuales o en grupos
pequefios con una Po muy baja que se abren en rafagas inestables entre largos periodos en estado
cerrado. En el canal de KcsA cristalizado individual las regiones no anulares extracelulares
interaccionan con lipidos anidnicos, y los modelos disefiados en esta Tesis de interaccién con lipidos
anidnicos en la zona no anular impiden la disociacidon de la triada W67-E71-D80 manteniéndola
asociada o semi-asociada explicando la extremadamente baja Po de la actividad de tipo LOP.

Asi, en el modelo de interaccién con lipidos basado en la estructura cristalizada de KcsA con
la puerta intracelular cerrada (Anexo; PDB: 1K4C; Figura 2A,B), el lipido interacciona con las argininas
R64 y R89 y, mas importante, mantiene al W67 interaccionando con E71 y D80, lo que estabiliza la
triada W67-E71-D80 que induce el estado inactivado del filtro de selectividad.

La interaccién electrostatica entre los fosfolipidos anidnicos y los aminodacidos cargados
positivamente en la secuencia KcsA constituyen la base para la unidn de los lipidos a los sitios no
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anulares. Por lo tanto, la sustitucidn de R64 o R89 por aminodcidos no cargados debe desfavorecer la
estabilizacién de los fosfolipidos anidnicos en dichos sitios y de acuerdo con nuestra hipétesis de
trabajo, se espera que tales mutantes muestren un patrén alterado de la agrupacion de canales y de
su actividad. Efectivamente, el mutante KcsA R64A no muestra disociacion de las agrupaciones con el
aumento de la proporcidn de lipidos anidnicos observado por BN-PAGE. Por el contrario, el mutante
KcsA R89A todavia muestra disociacion parcial de las agrupaciones en respuesta a los lipidos
anidnicos, mas notablemente a PA que a PG, lo que sugiere que la R64 tiene mayor interaccién con
los lipidos aniénicos que la R89. Esto concuerda con la mayor implicacién que muestra la R64 en su
interaccion con el lipido en los modelos de interaccidn en el sitio no anular (Figura 2A-D).

El grupo de Perozo ha propuesto que el mecanismo de apertura de KcsA en rafagas activado
por pH, caracteristico de la actividad de tipo LOP, se debe a la reorientacién de la cadena lateral de
E71. Asi, el voltaje positivo reorienta a E71 hacia el lado intracelular del canal y lo aleja de D80
debilitando la triada, de forma que el D80 puede “flipar” y producir la apertura inestable de la triada
W67-E71-D80 que promueve la desestabilizacion del estado inactivado del filtro de selectividad. En
cambio, voltajes negativos reorientan E71 hacia D80, reforzando la interaccién de la triada y por
tanto la inactivacion del canal (Cordero-Morales et al, 2006b; Cordero-Morales et al, 2011). Pero, a
diferencia de la interaccion por puente de hidrégeno entre E71 y D80, muestran que el puente de
hidrogeno entre el W67 y el D80 estd conservado entre la mayoria de los canales de K" (W434-D447
en Shaker; W366-D379 en Kv1.2) y constituye otra interaccion critica que determina la tasa y
extension de la inactivacion de tipo C (Cordero-Morales et al, 2011).

Nuestro modelo de KcsA con la puerta intracelular abierta basado en MthK (Molina et al,
2008, Figura 2C y D), se utilizd para comprobar el estado de la triada en la conformacién del canal
que simula la actividad de tipo LOP dado que simula una apertura pH-dependiente. Se observd que
concuerda con el mecanismo de modulacidn por voltaje propuesto por el grupo de Perozo (Cordero-
Morales et al, 2006-b y 2011), dado que muestra el D80 preferentemente en su orientacion “flipada”
en la que deja de interaccionar con E71 que permitiria la apertura del canal, pero muestra la triada
semi-asociada, dado que el D80 mantiene su interaccidon con el W67 lo que explica que el canal
permanezca principalmente en el estado cerrado caracteristico de la actividad de tipo LOP. En este
modelo con la puerta intracelular abierta, el lipido aniénico estda menos encajado en el sitio no anular
que en el modelo con la puerta intracelular cerrada y se desplaza sensiblemente hacia la hélice del
poro, de forma que deja de interaccionar con R89, situada en el M2, e interacciona débilmente con
R64 y T61, ambos en la hélice del poro. La R89 interacciona ahora con D80 contribuyendo a
estabilizar la posicion “flipada” de éste ultimo. Otros grupos, efectivamente, han detectado un
puente salino entre D80 y R89 de subunidades adyacentes que estabiliza el tetrdmero, no presente
en la estructura cristalizada (Guidoni et al, 1999). Ademas, en este modelo, la R64 presenta una
posicion inestable alternante entre la posibilidad de interaccionar con D80 o con el lipido (Figura 2Cy
D, flecha). Esta posicidn alternante de la R64 unido al desplazamiento del lipido y a la reorientacion
del E71 inducida por el voltaje positivo podria debilitar la interaccién de D80 con W67, permitiendo
breve salidas del W67 que abririan la triada de forma fugaz e inestable, explicando la apertura
inestable en rafagas caracteristica de la actividad de tipo LOP. Esto explica la mayor probabilidad de
apertura a voltajes positivos que a voltajes negativos, que produce la caracteristica rectificacion de
salida en las rampas de voltaje de la actividad de tipo LOP.
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Figura 2. Los modelos de interaccion lipido-proteina y proteina-proteina en el sitio no anular explican la actividad de tipo
LOP, de tipo HOP y el acoplamiento funcional entre canales de KcsA. Detalles de los modelos de KcsA interaccionando con
el fosfolipido DPPA (A, B, E y F) o con otro KcsA (C, D, G y H) en el sitio no anular. Centro: esquema del canal individual o
dos canales. Para mayor claridad, se muestran dos subunidades de cada canal y se encuadra la parte ampliada a derecha e
izquierda; lzquierda: vista superior extracelular; Derecha: vista lateral de la triada de gating. A y E) Modelo de KcsA
cristalizado con la puerta intracelular cerrada (PDB=1K4C) interaccionando con DPPA. B y F) KcsA modelado en la estructura
de MthK la puerta intracelular abierta (Molina et. Al, 2008) interaccionando con DPPA. Cy G) Modelo de interaccion entre
dos canales de KcsA realizado mediante docking del modelo en (B). D y H) Modelo de interaccidn entre dos canales de KcsA
realizado mediante superposicion del modelo en (B) en el cristal de TrkH (ver Mat. y Mét. de Molina et al, enviado; Anexo).
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7.2 Los modelos de interaccion proteina-proteina explican la actividad de tipo HOP

Por otra parte, la actividad de tipo HOP son aperturas pH-independientes de grupos grandes
de canales supuestamente acoplados por contacto directo entre ellos que permanecen
principalmente en estado abierto. Los dos modelos disefiados de interaccidn entre canales, el
obtenido por “docking” y el obtenido por superposicion con el dimero cristalizado de TrkH (Figuras
2E-H), contactan a lo largo de la regidn transmembrana que incluye la regidon no anular provocando
la disociacion completa y estable de la triada W67-E71-D80, lo que induce la conformaciéon no
inactivante del filtro de selectividad y la elevada probabilidad de apertura caracteristica de la
actividad de tipo HOP.

Segln ambos modelos de interaccion entre canales, la interaccion de la regién no anular de
un canal con un segundo canal adyacente aumenta entre 1 y 2 Amstrongs la distancia entre el
carbono alfa de P63 en la hélice del poro y el carbono alfa de W87 en el M2 que flanquean al sitio no
anular (Figuras 1y 2). La interaccién con el canal adyacente favorece la salida del W67 provocando su
disociacién estable de E71 y D80. Ademas, las argininas R64 y R89 realizan ahora interacciones
estables con E71 y D80, donde sobretodo la R89 entra hacia el filtro y se interpone entre E71 y D80
contribuyendo a estabilizar la posicion disociada entre E71 y D80 vy fijando la posicién de E71. Por
tanto, la interaccién con el canal adyacente podria inducir y estabilizar la salida del W67 y la entrada
de la R89, provocando la disociaciéon estable de la triada y fijando la posicidon de E71, que explica las
caracteristicas de la actividad de tipo HOP como es la estabilidad de las aperturas, la elevada
probabilidad de apertura y la mayor estabilidad frente al voltaje.

En los modelos correspondientes de la Figura 2 se muestra sdlo la interaccidn entre dos
canales para mayor claridad, donde sélo uno de los cuatro sitios no anulares de un canal contacta
con el canal adyacente vy, por tanto, sélo una de las cuatro triadas en cada canal estd afectada por el
canal adyacente; pero la actividad de tipo HOP corresponde a grupos grandes de canales donde cada
canal tetramérico contacta con canales en sus cuatro sitios no anulares estabilizando las cuatro
triadas del filtro de selectividad permitiendo, asi, la apertura estable del filtro de selectividad
caracteristica de la actividad de tipo HOP.

7.3 Los modelos de interaccion proteina-proteina explican el acoplamiento funcional entre
canales de KcsA

Los modelos de interaccién entre canales permiten proponer una hipétesis que explica como
los canales podrian afectarse mutuamente dando lugar al funcionamiento sincronizado o acoplado
entre ellos. Ambos modelos de interaccidn entre canales son diferentes dado que la region que
interacciona con el sitio no anular es diferente, pero de forma interesante, en ambos modelos, los
canales interaccionan de forma simétrica uno con otro y producen el mismo fenémeno, el aumento
del hueco del sitio no anular por flexién del M2 en su regidn extracelular y la salida del W67 hacia el
canal adyacente.

Ambos modelos permiten proponer una misma hipétesis del mecanismo de acoplamiento
funcional entre canales de KcsA, dado que, en ambos modelos, la interaccion con el canal adyacente
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induce la apertura estable de la triada W67-E71-D80 mediante la salida del W67 y la entrada de la
R89 de forma directa y reciproca en ambos canales (Figura 2E-G). De esta forma, la interaccidn entre
canales adyacentes estabiliza directa y simultdneamente el estado abierto de la triada y del filtro de
selectividad de ambos canales explicando el funcionamiento acoplado de los canales. La interaccidn
entre los multiples canales de una agrupacién donde cada canal tetramérico contacta con canales en
sus cuatro sitios no anulares estabilizaria las cuatro triadas del filtro de selectividad a la vez
permitiendo la apertura estable y coordinada del filtro de selectividad, mediante un mecanismo
todavia desconocido, de todos los canales de la agrupacién que explica la actividad de alta
probabilidad de apertura y acoplada de multiple canales que caracteriza la actividad de tipo HOP.

7.4 La mutagénesis dirigida corrobora la hipdtesis que explica la actividad de tipo LOP, de
tipo HOP y el acoplamiento funcional entre canales de KcsA

En los parrafos anteriores, planteamos la hipdtesis de que los diferentes patrones de
actividad y de agrupaciones del canal observados en presencia de concentraciones crecientes de
fosfolipidos aniénicos podrian explicarse sobre la base de las interacciones diferenciales que implican
aminodcidos clave, como R64, R89 y W67, que tienen que ver la integridad de la triada de
inactivacién W67-E71-D80 v, por tanto, sobre las propiedades del filtro de selectividad .

Para comprobar nuestra hipétesis que explica la actividad de tipo LOP, de tipo HOP vy el
acoplamiento funcional entre canales de KcsA se estudiod la presencia y estabilidad de la actividad de
tipo HOP y la presencia de actividad acoplada de KcsA con mutaciones en los principales aminodacidos
gue los modelos predicen implicados en los modelos de interaccidn con lipidos: R64A y R89A, y en los
modelos de interaccién entre canales: R89A, W67F y E71A.

En ausencia de las argininas R64 y R89 (en los mutantes R64A y R89A), que los modelos de
interaccion predicen que interaccionan con el lipido anidnico, el canal muestra una elevada
probabilidad de apertura a nivel de canal Unico (NP0>0,5). Esto concuerda con la menor atraccién de
lipido anidnico por el sitio no anular, dado que podria permitir la salida del W67 produciendo la
rotura de la triada, lo que a su vez provoca la apertura del filtro de selectividad explicando el
aumento de la Po.

En cuanto al acoplamiento funcional, el mutante KcsA R64A presenta una actividad acoplada
de tipo HOP similar a KcsA wt vy, al igual que éste, la actividad de tipo HOP es principalmente estable
frente al voltaje aplicado en rampas sucesivas (no mostrado). Esto, efectivamente, concuerda con la
ausencia de disociacién de las agrupaciones en el mutante R64A detectado mediante “blue-native”
(Anexo) que otorga un papel principal a la R64 en la interaccion con lipidos anidnicos. En ausencia de
la R64, el lipido anidnico no se ve atraido por el sitio no anular evitando la disociacién de las
agrupaciones y manteniéndose una actividad acoplada estable.

Pero a diferencia del mutante R64A, el mutante R89A presenta un evidente desacoplamiento
funcional de los canales a pesar de estar agrupados, segun muestra el “blue-native”. La ausencia de
acoplamiento funcional en el mutante R89A indica que, efectivamente, este aminoacido esta
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también implicado en el mecanismo de acoplamiento funcional entre un canal y otro, tal y como
predicen los modelos de interaccién entre canales.

Lo mismo ocurre en los mutantes de los otros aminoacidos que los modelos predicen
afectados por la interaccién entre canales en el sitio no anular, es decir, los mutantes W67F y E71A.
Ambos mutantes también muestran una actividad principalmente desacoplada (no mostrado). Esto
corrobora el papel de estos aminodcidos en la apertura estable de la actividad de tipo HOP inducida
por interaccion con el canal adyacente y en el acoplamiento funcional, tal y como predicen ambos
modelos de interaccién entre canales de KcsA.

Todos los mutantes que muestran actividad desacoplada también muestran que su actividad
es inestable frente al voltaje aplicado en rampas sucesivas (no mostrado). El acoplamiento funcional
entre canales otorga estabilidad frente al voltaje. Dado que E71 es el sensor de voltaje de KcsA
(Cordero-Morales et al, 2006b), esta estabilidad podria estar relacionada con la interaccién entre R89
y E71 que predicen los modelos de interaccion entre canales.

Tal y como se esperaba, los canales que presentan mutaciones en los aminoacidos que
forman parte de la triada de inactivacion W67-E71-D80, como W67F y E71A, muestran una elevada
probabilidad de apertura (NP0o>0,5) sobretodo a voltajes positivos, mucho mayor que la obtenida
para KcsA wt (NPo<0,1). Este aumento de la probabilidad de apertura se debe se debe a la ruptura de
la triada W67-E71-D80 que induce una conformacidn no inactivante del filtro de selectividad, tal y
como demostroé el grupo de Perozo (Cordero-Morales et al, 2006 y 2011). Nosotros denominamos a
este tipo de actividad, un patrén de actividad de tipo “HOP desacoplado”, que resulta similar al que
muestra el grupo de Perozo en dichos mutantes.

El tercer aminoacido componente de la triada, el D80 no se pudo mutar porque al parecer su
alteracion impide obtener un canal funcional, aunque la mutacién conservativa D378E en Kv2.1,
equivalente a D80 en KcsA, afectd a la estabilidad del estado abierto (Chapman et al, 2006).

Por ultimo, cabe sefalar que la actividad de los mutantes R89A, W67A y E71A mostraron
curvas I/V con rectificacidén de salida, en lugar de la rectificacion de entrada o casi comportamiento
6hmico caracteristico de la actividad de tipo HOP acoplado observado en KcsA wt (Molina et al, 2006)
o el mutante R64A. La rectificacidén de salida es un rasgo distintivo de la actividad de canal Unico de
KcsA en canales individuales (Meuser et al, 1999; LeMasurier et al, 2001; Molina et al, 2006), y por lo
tanto, constituye una evidencia mds que apoya que los registros de estos mutantes corresponden a
canales "desacoplados" funcionalmente que, a pesar de formar agrupaciones, se abren de forma
independiente.

Las mutaciones de los aminodcidos implicados reproducen los efectos de los lipidos aniénicos
y desacoplan funcionalmente los canales corroborando la hipétesis de los modelos de interaccion.
Las mutaciones reproducen los efectos de la elevada proporcion de lipido anidnico, asi, las
mutaciones que reducen la proporcion de sellos de tipo HOP, también reducen el acoplamiento
funcional entre canales y también reducen la estabilidad de la actividad frente al voltaje. Esto
confirma que estos efectos estdn asociados entre si y corrobora que la actividad de tipo HOP de
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KcsA, caracterizada por elevado nimero de canales acoplados con elevada Po y estable frente al
voltaje, se debe a la interaccién entre canales.

Todas las evidencias de arriba aparentemente completan un escenario de acuerdo con
nuestra hipotesis en la que la competencia de interacciones lipido-proteina o proteina-proteina en
los sitios no anulares de KcsA determinan tanto la ocurrencia de agrupaciones como los cambios en
la actividad resultantes de interferir con la triada inactivacién W67-E71-D80, que a su vez afecta a la
conformacion del filtro de selectividad. En otras palabras, los canales KcsA "agrupados" tienen
diferente dindmica y estabilidad conformacional en el filtro de selectividad que los canales KcsA
"individuales", unidos a fosfolipidos.

En resumen, la mutagénesis corrobora la hipdtesis que explica la actividad de tipo LOP, la
actividad de tipo HOP y el acoplamiento funcional entre canales de KcsA planteada a partir de los
modelos de interaccién lipido-proteina y proteina-proteina. Asi, la unidn del fosfolipido aniénico en
el sitio no anular impide la formacidn de agrupaciones y mantiene la triada W67-E71-D80 asociada,
gue induce la conformacidn inactivante del filtro de selectividad, resultando en canales individuales o
de apertura independiente propensos a inactivarse (actividad de tipo LOP). Por el contrario, la
interaccion con el canal adyacente podria inducir la salida del W67 y la entrada de R89 que
interacciona con E71 y se interpone entre E71 y D80, en lugar del W67, provocando la disociacién
completa y estable de la triada W67-E71-D80, que induce la conformacién no inactivante del filtro de
selectividad. Esto resulta en canales agrupados con apertura acoplada estable, incapaces de
inactivarse facilmente (actividad de tipo HOP). La interaccidon entre multiples canales adyacentes
induce la disociacion estable de las triadas W67-E71-D80 de las cuatro subunidades de forma directa
y reciproca entre los multiples canales adyacentes (mediante una interaccidon horaria o mediante una
interaccion anti-horaria entre los canales), que provoca la apertura simultanea acoplada del filtro de
selectividad de todos canales mediante un mecanismo desconocido todavia.

El hecho de que los canales con los aminodcidos de la triada mutados presenten actividad
principalmente desacoplada indica que la triada W67-E71-D80 estd implicada en el mecanismo de
acoplamiento funcional. Dado que la triada W67-E71-D80 modula la inactivacién de tipo C de KcsA
(Cordero-Morales et al, 2006 y 2011), la implicacién directa de los aminoacidos de la triada en el
mecanismo de acoplamiento funcional sugiere que la inactivacién de tipo C podria estar asociada al
desacoplamiento funcional de los canales.
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7.5 Similitud entre KcsA y los Kir en la modulacion de la triada de inactivacion

Los cambios inesperados en las propiedades conocidas de KcsA cuando estd en un patrén
HOP a diferencia de cuando esta en LOP, como la pH-dependencia de su apertura, el bloqueo por
sodio, o la voltaje-dependencia de la curva |-V, podrian surgir de la modificacidon o la participacion
directa de los determinantes moleculares correspondientes a las interacciones entre canalesy / o los
cambios conformacionales implicados en el proceso de agrupacion.

De forma interesante, se ha observado en un canal Kir que la alteracién de las interaciones
entre aminoacidos equivalentes a los que configuran la triada de inactivacidon en KcsA, cambian la
selectividad, el bloqueo y las propiedades de rectificacion del canal (Dibb et al, 2003).

Asi, en el canal quimera Kir3.1/Kir3.4 comprueban que el puente salino formado entre E139-
R149 de Kir3.1 y E145-R155 de Kir3.4 (equivalentes a E71 y D80 en KcsA), confiere rigidez al filtro de
selectividad restringiendo la flexibilidad de esqueleto carbonado del lazo formado por los 10
aminodcidos que engloba el puente salino en cada subunidad a modo de cuerda de arco, donde el
motivo GYG queda en la parte mds estrecha del poro, de forma que el canal es altamente selectivo a
K" y muestra rectificaciéon de entrada por bloqueo por poliaminas (putrescina y espermina). En
cambio, la ruptura del puente salino por mutagénesis (E145Q) aumenta la flexibilidad del lazo y
aumenta el didmetro del filtro de selectividad permitiendo la pemeabilidad de otros cationes,
incluyendo poliaminas que produce un cambio en la rectificacion del canal.

La ruptura de la interaccién E71-D80 en KcsA también aumenta la flexibilidad del filtro, segun
detecto el grupo de Perozo en el mutante no inactivante E71A (Cordero-Morales et al, 2006). Dicho
grupo detectd grandes reorganizaciones del esqueleto carbonado del filtro de selectividad junto con
cambios en la posicion y ocupacion de los iones de K, y sugieren que el estado conductor del filtro
de selectividad puede adoptar un amplio rango de conformaciones, donde la estructura cristalizada
del mutante E71A con la triada de inactivacion en estado abierto (D80 en posicion flipada)
representa una conformacion conductora intermedia. Concluyen que el filtro de selectividad puede
sufrir cambios conformacionales mucho mas grandes que los descritos inicialmente.

8. Flexibilidad del filtro. El filtro tiene estructuras diferentes en el canal aislado y agrupado que
podrian explicar el cambio de selectividad K'/Na* observado entre LOP y HOP

El bloqueo por sodio intracelular es una reconocida propiedad clasica de los canales de
potasio que en KcsA ha causado cierta controversia. El grupo de C. Miller obtuvo bloqueo por sodio a
voltajes positivos con una permeabilidad relativa K'/Na" de 150 (Heginbotham et al, 1999); mientras
que el grupo de H. Schrempf no obtenia bloqueo, mostrando una permeabilidad relativa K'/Na* de
so6lo 11 (Meuser et al, 1999) o incluso 3 en preparaciones de vesiculas de protoplastos de micelios de
Streptomyces (Schrempf et al, 1995; para mas info sobre Streptomyces ver Apéndice 1).

Se ha descrito que las propiedades de KcsA definidas por el cristal (Doyle et al, 1998; Zhou et
al, 2001) no coinciden con las determinadas en estado abierto del filtro de selectividad (Meuser et al,
1999). Asi, caracterizaciones electrofisioldgicas y de dinamica molecular han detectado que: 1) los
iones de potasio pasan por el filtro del canal abierto en un estado altamente hidratado (nH20 2 6); 2)
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que no es tan selectivo al K* porque la selectividad K'/Na* es solo de 11; y 3) que el filtro debe tener
un didmetro de unos 6 A, mayor que el cristalizado (aprox. 2 A), porque pasan por él compuestos
amonio hasta del tamafio del trimetilamonio, mientras que el tetrametilamonio lo bloquea (Meuser
et al, 1999). Por todo ello, el grupo de Schrempf concluyd que el cristal refleja las propiedades del
canal en estado cerrado, pero no en estado abierto (Meuser et al, 1999).

Nosotros hemos observado que el canal se bloquea y se desacopla con sodio cuando esta en
conformacion LOP, es decir, principalmente cerrado, pero no cuando esta en conformaciéon HOP, es
decir, principalmente abierto con alto nimero de canales acoplados. Por tanto, algo debe cambiar en
el filtro cuando los canales estdn abiertos y agrupados que permite la conduccién del sodio. Por
tanto, équé es lo que cambia en el filtro de selectividad, que cuando los canales estdn agrupados y
abiertos, el sodio no bloquea, sino que pasa por el filtro?

Un candidato podria ser un pequefio cambio en la V76, cuya sustituciéon por alanina en el
aminodcido correspondiente de Shaker (V443) produce un canal no selectivo (Heginbotham et al,
1994). Por otro lado, Krishnan et al (2008) mantienen que la T75 controla la selectividad K'/Na* al
observar que cuando se muta a alanina y cisteina, el Na* en lugar de desestabilizar KcsA, lo estabiliza
térmicamente, por lo que se puede extrapolar que el canal cambia su selectividad y conduce Na®.

Nuestros datos indican que el filtro tiene una estructura diferente en estado cerrado (LOP) y
en estado abierto (HOP). Dado que la actividad de tipo LOP corresponde a canales individuales o
grupos pequeiios de canales que interaccionan principalmente con lipidos anidnicos, y la actividad
HOP a grupos grandes de canales que interaccionan principalmente con otro canal, nuestros
resultados indican que las propiedades de conduccion y selectividad cambian en funcién de las
interacciones lipido-proteina o proteina-proteina que se establezcan. Nuestro modelo de “docking”
entre dos canales de KcsA abiertos aporta datos que podrian explicar por qué el sodio no bloquea
cuando el canal esta abierto de forma estable (HOP).

En el cristal del canal con la puerta intracelular cerrada (Doyle et al, 1998, PDB 1BL8; Zhou et
al, 2001, PDB 1K4C) aparece una red de aminoacidos aromaticos que rodean al filtro de selectividad
fijando su diametro: la Y78 que contacta mediante puentes de hidrégeno y fuerzas de van der Waals
con W67 y W68 de la hélice del poro. Esto se puede ver en una seccidén perpendicular al filtro de
selectividad, visto desde el citoplasma, como muestran en la Figura 8 de Doyle et al, 1998 (Figura 3A).

Pero existen muchas evidencias de flexibilidad del filtro de selectividad, que indican que el
filtro cambia en estado abierto (Meuser et al, 1999; Cordero-Morales et al, 2006). Ademas, el cristal
de KcsA E71A (Cordero-Morales et al, 2006; PDB 2ATK), donde el canal tiene la puerta intracelular en
un estado abierto intermedio (como los autores reconocen), detecta una mayor flexibilidad del filtro
y muestra que el W67 puede reorientarse entre dos rotdmeros con energias similares, apoyado por

el descenso en los "factores " del W67 en el cristal del mutante E71A (Cordero-Morales et al, 2006).

En nuestro modelo de “docking” entre canales de KcsA con las puertas intracelular y
extracelular abiertas (basado en MthK), la posicidn de las T75 es similar a la encontrada en KcsA con
la puerta intracelular cerrada; pero en cambio, la Y78 ha variado de posicidén con respecto a los W67
y W68, ya que no esta en disposiciéon de formar puentes de hidrégeno con el W68. Al igual que en el
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cristal del mutante E71A abierto, comprobamos que el W67 puede cambiar el rotdmero sin
impedimento alguno, pasando de estar mirando hacia el filtro de selectividad, a mirar hacia el W87
del canal adyacente en las agrupaciones permitiendo mayor flexibilidad al filtro de selectividad, y que
ademas, en esa posicion puede interaccionar con el W87 del canal adyacente. Aqui no parece que la
Y78 sea capaz de formar puentes de hidrégeno con W68, ya que estan lejos (5.3 A) y no parece tener
la geometria mds idénea para ello (Figura 3B). En el modelo de interaccién entre canales realizado
por superposicién con TrkH ocurre de forma similar (no mostrado). Por tanto, el W67 orientado hacia
el W87 del canal adyacente podria permitir un desplazamiento de las Y78 aumentando el didmetro
del filtro. Dicho aumento del didmetro al agruparse los canales alteraria la conformacién de la T75,
entre otros aminodcidos del filtro, permitiendo posiblemente el paso de iones de sodio y potasio
hidratados y explicaria el mayor didmetro (unos 6 A), la menor selectividad entre ambos iones, v el
paso de moléculas tan grandes como el trimetilamonio detectado por el grupo de Schrempf (Meuser
et al 1999), asi como la ausencia de bloqueo por sodio de nuestros registros de tipo HOP.

En resumen, nuestros datos obtenidos por modelaje y por electrofisiologia sugieren que el
filtro tiene una estructura diferente en estado individual, principalmente cerrado (LOP), y en estado
agrupado, principalmente abierto (HOP), y muestran una plasticidad del poro en funciéon de su
estado de agrupacion, de forma que la agrupacion podria inducir el aumento del didmetro del filtro
de selectividad explicando los cambios de selectividad detectados en LOP y en HOP.
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Figura 3. Diferente estructura del anillo aromatico del filtro en LOP y en HOP. A) Red de aminodcidos aromaticos que
rodean al filtro de selectividad en el cristal de KcsA individual fijando su diametro: la Y78, que contacta mediante puentes
de hidrégeno y fuerzas de van der Waals con W67 y W68 de la hélice del poro. Tomado de Doyle et al, 1998 (PDB 1BL8). B)
Red de aminodcidos aromaticos que rodean al filtro de selectividad en el modelo de docking de dos KcsA agrupados: la Tyr
78 ( ) ha variado de posicion con respecto a los W, y no esta en disposicién de formar puentes de H con el W68
(en azul), ya que estan lejos (5.3 A). Esta estructura podria permitir el aumento del didmetro del poro, si los cuatro W67 (en
rojo) se voltean para interaccionar con los W87 ( ) de canales adyacentes.
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9. El “docking” entre canales de 6TM sugiere que la hipdtesis de modulacion de la actividad por
interaccion con el canal adyacente podria aplicarse también a canales de 6TM

El mecanismo de apertura y cierre de KcsA estd gobernado por una red de puentes de
hidrogeno formada por la triada W67-E71-D80, que ejerce un papel critico en la dinamica vy
estabilidad conformacional del filtro de selectividad. Observaciones similares en Shaker y Kv1.2
sugieren que podria ser un modulador general de la apertura y cierre del filtro de selectividad a
través de la superfamilia de los canales de potasio (Cordero-Morales et al, 2011). Ademas, existen
multiples evidencias de que los canales eucariotas también cambian su actividad cuando estan
agrupados (Tabla 6 del Apéndice). Esto implica que el mecanismo de estabilizacion del estado abierto
inducido por el canal adyacente que proponemos en esta Tesis Doctoral podria estar conservado a
través de la evolucién, resultando ser un mecanismo de apertura, posiblemente, mas generalizado
de canales y receptores de membrana.

Por ello, una vez realizados los modelos de interaccién entre canales de KcsA, de cuatro
segmentos transmembrana, se comprobd si podrian interaccionar de forma similar canales de seis
segmentos transmembrana (6TM) que caracteriza a muchos canales eucariotas. Para ello, se llevd a
cabo modelado de interaccién por docking de forma similar al realizado en KcsA en dos ejemplos de
canales cristalizados de 6TM: el canal de potasio eucariota Kv1.2, cristalizado con la puerta
intracelular abierta (Long et al, 2005; Figura 4A) y el canal de potasio procariota MlotiK1, un canal
homalogo a los Kv con 6TM, cristalizado con la puerta intracelular cerrada (Clayton et al, 2008; Figura
4A).

Efectivamente, el resultado de “docking” entre dos canales 6TM (eucariotas como Kv1.2 o
procariotas como MlotiK1) muestra que encajan bastante bien y predice que también son capaces de
formar agrupaciones de canales acoplados similares a KcsA (Figura 4B y C). Segun el docking, los
canales Kv1.2, cristalizados en estado abierto, interaccionan en sentido horario; mientras que los
canales MlotiK1, cristalizados en estado cerrado, interaccionan en sentido anti-horario. Segun
nuestros modelos, tanto los canales Kvl.2 como los MilotiK1l podrian ser capaces de acoplarse
fisicamente, de forma que el “gating” del filtro de selectividad podria estar modulado por el canal
adyacente de una forma similar a KcsA. Esto implica que el mecanismo de acoplamiento funcional y
de estabilizacién de la conformacién abierta del filtro de selectividad a través de la interaccidén con el
canal adyacente podria ser extensivo a canales de 6TM, tanto procariotas como eucariotas.

No existe evidencia en la bibliografia de que estos canales funcionen de forma acoplada, pero
las multiples evidencias de que los canales eucariotas también cambian su actividad cuando estan
agrupados (Tabla 6 del Apéndice), hace pensar que sea también el caso de estos canales. Si,
efectivamente ese fuera el caso, el mecanismo de acoplamiento funcional entre estos canales es
desconocido, pero la diferente disposicion del segmento transmembrana S4 en ambos canales
cerrado y abierto puede ofrecer una pista.

Ambos canales (Kv1.2 y MilotiK1) muestran diferencias en la orientacién del segmento
transmembrana S4, que contiene los aminoacidos con carga positiva, responsables del sensor de
voltaje (Figura 4A). Kv1.2, que esta abierto, tiene los aminodcidos cargados del S4 mirando hacia el
hacia el lipido, en una posiciéon aparentemente inestable, mientras que MlotiK1, que estad cerrado,
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tiene los aminoacidos cargados del S4 mirando hacia la propia proteina (Clayton et al, 2008; Figura
4A). Con estos canales existe la pregunta abierta de é¢por qué las cargas del S4 en el canal abierto
(Kv1.2) estdn mirando hacia el lipido, en una posicién en teoria inestable, y en cambio en el canal
cerrado (MlotiK1) estan mirando hacia el propio canal? y équé papel juega la diferente orientacién
del S4 en estado abierto y cerrado? (Clayton et al, 2008).

El “docking” entre canales podria darnos la respuesta. El S4 de Kv1.2, cuya posicidn
cristalizada con los residuos cargados mirando hacia el lipido no se entiende, segin el modelo de
“docking” interacciona con el canal adyacente, con el que podria estabilizar sus cargas y modular asi
la actividad de los canales. El S4 parece interaccionar con el canal adyacente en estado abierto, pero
no en estado cerrado dado que el S4 en MlotiK1 interacciona con el propio canal (Figura 4By C). Por
tanto, el modelo de modulacién de la actividad a través de la interaccidn con los canales adyacentes
podria aplicarse también a canales eucariotas.

Dada la recientemente descubierta organizacidon de la membrana plasmatica en “patchwork
membrane” o membrana en multidominios auto-organizados (Spira et al, 2012; Mueller et al, 2012),
apoyado por la deteccién de multitud de canales cuya agrupacion modula su actividad (Tabla 6 del
Apéndice), es esperable que el acoplamiento estructural y funcional entre canales de membrana sea
un mecanismo de organizacion generalizado.

A)

C) MlotiK1 — MlotiK1

Figura 4. El “docking” entre canales de 6TM predice que también son capaces de formar agrupaciones de canales
acoplados. A) Estructura cristalizada del canal procariota MlotiK1 visto desde el lado extracelular (en blanco y rojo) y una
subunidad del canal eucariota Kv1.2 (en cyan) superpuestos via la region del poro. Las esferas verdes representan K*
(tomado de Clayton et al, 2008). B) Docking entre dos canales eucariotas Kv1.2 (PDB 2A79; Long et al, 2005). C) Docking
entre dos canales procariotas MlotiK1 (PDB 3BEH; Clayton et al, 2008).
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10. La modulacion de la actividad de KcsA por agrupacion y por lipidos se correlaciona con
evidencias en otros canales y con el modelo emergente de “patchwork membrane” indicando
que puede ser un fendmeno generalizado en las proteinas de membrana

Efectos en la actividad de los canales relacionados con la agrupacién asi como con los lipidos
también se han observado en otros canales, tanto procariotas, como los canales mecanosensibles
MscL (Ursell et al, 2007; Powl et al, 2008; Grage et al, 2011), los canales de gramicidina A (Goforth et
al, 2003), la rodopsina (Botelho et al, 2006), o receptores quimotacticos de E. coli (Skoge et al, 2006);
como eucariotas, como los canales de sodio (Naundorf et al, 2006), el receptor de potencial
transitorio TRPM8 (Morenilla-Palao et al, 2009), el receptor de acetilcolina (Poveda et al., 2002;
Fernandez-Carvajal et al, 2006; Morales et al, 2006), etc. (ver Tabla 6 del Apéndice), y aunque se han
proporcionado diversos mecanismos para explicarlo, es posible que fenédmenos similares a los
revelados en esta Tesis Doctoral puedan también estar detras de algunas de dichas observaciones.

De hecho, cada vez hay mads evidencias que apoyan la idea de que las proteinas de
membrana, en lugar de ser componentes aislados que flotan en un ambiente de lipidos fluidos, como
el propuesto por el modelo de "mosaico fluido", en cambio, estdn ensambladas en complejos
supramoleculares que participan en una variedad de funciones celulares cooperativas.

Asi, la unién de canales eucariotas a través de dominios PDZ provoca el aumento de la Po de
los canales. Existen proteinas solubles que tienen dominios PDZ o SH2 que unen proteinas de
membrana (como el canal de potasio Shaker) mediante el reconocimiento de tirosinas fosforiladas en
el extremo C-terminal de estas proteinas de membrana. Y Ultimamente se estd comprobando que
estos dominios no sélo agrupan las proteinas de membrana en un lugar concreto, sino que ademas
aumentan la probabilidad de apertura y de forma concertada, es decir, los canales estdan acoplados
estructural y funcionalmente, abriéndose y cerrandose a la vez (Bezprozvanny and Maximov, 2001).

Uno de los mejores ejemplos caracterizados actualmente de conjunto de proteinas que
funcionan de forma acoplada en eucariotas lo constituye el acoplén. El acoplén se ha denominado
como el conjunto de proteinas de membrana que interaccionan entre si y que forman unidades
funcionales de liberacién de Ca”* intracelular en el acoplamiento excitacién-contraccién, tanto en
musculo cardiaco como esquelético. Forman parte del acopldn los receptores de rianodina, los
receptores de dihidropiridina, y proteinas de membrana que unen calsecuestrina en el interior del
reticulo sarcoplasmico, como la triadina o la juntina. Las acoplopatias son una nueva categoria de
patologias que afectan al acoplén y alteran su funcionamiento (Rios et al, 2015).

Al igual que en KcsA, se han cristalizado lipidos formando parte integral de la estructura del
canal-quimera Kv1.1-Kv2.1 situados justo entre el sensor de voltaje S4 y el linker S4-S5, que
transmite el movimiento del sensor de voltaje al médulo del poro que abre o cierra el canal (Long et
al, 2007). La situacién tan estratégica de los lipidos haciendo interacciones especificas con el canal se
ha postulado que probablemente influya en la estructura y funcién del canal, y de hecho, se ha
publicado que la eliminacién de la cabeza polar de los fosfolipidos inmobiliza al sensor de voltaje de
Kv2.1 (Xu et al, 2008).
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De la misma forma, se ha sugerido que el segmento M4 del receptor de acetilcolina, que
también forma agrupaciones y funciona en dimeros acoplados funcionalmente (Keleshian et al,
2000), funciona como un sensor lipidico traduciendo las propiedades de la bicapa en una alteracién
funcional del receptor (daCosta and Baenziger, 2009).

La microscopia de molécula Unica ha revelado microdominios de la membrana plasmatica
creados por redes proteina-proteina (Douglass and Vale, 2005); la microscopia electrénica de
membranas celulares muestra que todas las proteinas de membrana estan agrupadas (Lillemeier et
al, 2006); y recientemente se ha comprobado que las proteinas de membrana se distribuyen de
forma no homogénea en patrones que van desde grupos separados hasta redes casi continuas
fuertemente influenciadas por la composicion lipidica de la membrana plasmatica, es la denominada
“patchwork membrane” donde ademads, las proteinas con secuencias transmembrana similares o
idénticas tienden a colocalizar y la asociacién de las proteinas de la membrana plasmatica tiene un
impacto en su actividad (Spira et al, 2012). Este modelo emergente de membrana auto-organizada en
multi-dominios denominado modelo de "patchwork membrane" estd sustituyendo al anterior
modelo de membrana en “mosaico fluido” (Mueller et al, 2012).

Este modelo emergente de una membrana autoorganizada en multi-dominios o "patchwork
membrane" y evidencias de otros canales concuerda bien con la regulacién de la actividad que se
propone en esta Tesis Doctoral basada en la competencia lipido-proteina y proteina-proteina. Aqui,
ademads se propone que esta regulacién de la actividad se produce en sitios de interaccién no
anulares especificos, y todas las pruebas anteriormente citadas sugieren que éste podria ser un
fendmeno generalizado entre las proteinas de membrana.
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11. Inactivacion de tipo N de KcsA por el péptido inactivante de Shaker, ShB

11.1Interacciones y estructura del pépido inactivante en horquilla  cuando se une a su diana
de inactivacion en el canal

En la Publicacién 4 se muestra que el canal de potasio procariota KcsA es capaz de mostrar
inactivacién rapida, o de tipo N, mediante la aplicacién del péptido sintético, ShB, que tiene la
secuencia del péptido inactivante del canal de potasio eucariota Shaker B. Se observd que la
inactivacién de KcsA estd asociada al desacoplamiento funcional de los canales y muestra
caracteristicas similares a la inactivacion rdpida producida por el péptido ShB originalmente descrita
en Shaker y otros canales de K* de origen eucariota (Molina et al, 2008). Esta similitud enfatiza la
conservacién a través de la evolucion de los dominios funcionales importantes en estos canales y
confirma a KcsA como un excelente modelo para el estudio de los canales de potasio (Figura 5).

Para conocer las interacciones y la estructura que adopta el péptido inactivante cuando se
une a su diana en el canal idnico para inducir la inactivacion se realizé STD-RMN (resonancia
magnética nuclear por diferencia de transferencia de saturacion) y se compard con el péptido no
inactivante ShB-L7E detectandose diferencias claras en la unién de ambos péptidos a KcsA. Como
resultado, el péptido ShB muestra siete aminodcidos que interaccionan con la diana: los orto y meta
protones de la Y8 (que realizan la interaccién mas fuerte); el CH, del anillo imidazol de la H16; los
protones metilo de V4, L7 y L10; y los protones del grupo amino de la cadena lateral de K18 y/o K19.
En cambio en el no inactivante ShB-L7E desaparecen las interacciones de K18 y K19, la interaccién de
la Y8 es mds débil y se intensifican las interacciones de V4 y L10, indicando que la mutacién L7E
altera la union del péptido al canal KcsA y la topologia de los atomos del péptido en el sitio de unién
al canal (Molina et al, 2008).

COOH

Figura 6. Modelo de topologia de membrane de una subunidad del canal de K+ Shaker que muestra la zona donde se une el
péptido (linea gruesa). Tal y como se indica, las regiones $5-P-56 corresponden a la secuencia homdloga con el canal de K*
KcsA. (Tomado de del Camino et al, 2000)

Ademas de las interacciones que el péptido inactivante establece con su diana en el canal
idnico para inducir la inactivacion, el STD-RMN permite dilucidar la estructura que adopta el péptido
cuando se une a su diana, a través de la obtenciéon de NOEs de transferencia (del inglés, Nuclear
Overhauser Effect). Desafortunadamente, no se pudieron obtener NOEs de transferencia con el
péptido inactivante ShB cuando se une al canal KcsA y por tanto no se pudo hallar su estructura
mediante éste método. Para solventar éste problema se utilizaron medidas de espectroscopia de
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infrarrojo por transformada de Fourier utilizando péptidos marcados con C13 y afortunadamente,
aunque no es del todo concluyente debido a cierto solapamiento espectral, los resultados sugieren
que el péptido ShB, y no el mutante no inactivante ShB-L7E, adopta una estructura en horquilla 8
cuando se une al canal KcsA (Molina et al, 2008).

Los resultados obtenidos mediante STD-RMN parecen apoyados por el “docking” del péptido
ShB estructurado en horquilla § interaccionando con un modelo de canal abierto KcsA, dado que
predice la ocurrencia de interacciones muy similares a las observadas experimentalmente. Segun el
modelo de interaccidn, el péptido estructurado en horquilla B entra en un bolsillo hidrofébico del
canal formado principalmente por las F103 y T107 de las cuatro subunidades, sélo 8-9 A por debajo
de la base del filtro de selectividad. El modelo de “docking” predice que los aminoacidos V4, L7, Y8 y
L10 de la region hidrofdbica del péptido ShB interaccionan con las F103 y T107 de KcsA; mientras que
las H16 y K18 podrian interaccionar con los E118 y E120 de KcsA (Molina et al, 2008).

En conclusién, se determind que el péptido ShB adopta estructura en horquilla § cuando se
une a su diana de inactivacién en el canal y esta estructura estd asociada a su capacidad para
producir la inactivacion dado que el péptido no inactivante ShB-L7E difiere del ShB en las

interacciones que realiza con el canal y no adopta dicha estructura en horquilla f3.

En la actualidad se estan llevando a cabo experimentos de STD-RMN con péptidos
inactivantes que permitan obtener NOEs de transferencia para dilucidar la conformacion exacta del
péptido en su diana de inactivacién. Esto permitira el desarrollo de farmacos mediante la obtencion
de moléculas moduladoras que imiten o impidan su efecto.

Asi, se ha utilizado el péptido inactivante mutante ShB-Y8K que muestra 12 veces menos
afinidad de unidn al canal que el péptido ShB, con la esperanza de que tal disminucion en la afinidad
esté acompanada por un aumento en la tasa de disociacion, de forma que permita obtener NOEs de
transferencia y con ello, determinar la estructura del péptido en su diana de inactivacién. Como
resultado, al igual que el péptido original ShB, el péptido ShB-Y8K esta poco estructurado en solucién
y muestra sélo sefiales débiles de NOEs de transferencia (no mostrado); en cambio, su unién al canal
KcsA reconstituido en membrana provoca la aparicion de fuertes NOEs intra-moleculares que llevan a
la conclusidon de que el péptido se pliega como una horquilla B en su estado unido al canal (no
mostrado). La mayor parte de estos aminoacidos que interactian aparecen agrupados en un lado de
la estructura y coinciden en gran medida con los identificados previamente en la interaccién entre el
canal KcsA y el péptido inactivante ShB (Molina et al, 2008).

Previamente, nuestro grupo halld que la sustitucién de la Y8 por su esterecisomero D-
tirosina que rompe la estructura secundaria del péptido ShB impide realizar su actividad inactivante,
indicando que el péptido necesita adoptar la estructura en horquilla B en su unién con la diana para
ejercer la inactivacién del canal (Encinar et al, 2003). Y por otro lado, recientemente se ha publicado
la estructura cristalizada de KcsA con TBA revelando el sitio de unién del bolsillo hidrofébico, que
parece implicar la 1100 y la F103 y la base del filtro de selectividad compuesto por la T74 y T75
(Lenaeus et al, 2014) y coincide basicamente con nuestro modelo de unién de KcsA con el péptido
ShB. Un sitio de unién similar con TBA se detectd previamente también por el grupo de MacKinnon
(zhou et al, 2001).
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Los datos aportados aqui sobre los aminoacidos del péptido implicados en la inactivacion del
canal (es decir, en la interaccion directa con el canal), asi como de su localizacidon y distancias
espaciales relativas (determinado a partir de la estructura del péptido unido al canal) proporcionan
también la base para el disefio racional de moduladores del canales iénicos. Por otra parte, debido a
que los péptidos inactivantes son promiscuos por su capacidad de inactivacion de muchos canales
diferentes y dado que la unién con el canal implica a multiples puntos de interaccion, parece factible
qgue las mutaciones o deleciones de tales puntos deben dar lugar en un futuro a posibles farmacos
capaces de lograr la selectividad hacia un gran nimero de canales activados por voltaje.

11.2 La inactivacion de tipo N en KcsA muestra caracteristicas muy similares al mecanismo de
inactivacion de tipo C

La posible implicacién de la F103 en la diana de interaccidn del péptido inactivante ShB en el
vestibulo intracelular de KcsA junto a la asociacion de la inactivacion rapida al desacoplamiento
funcional de los canales sugiere que el mecanismo de inactivacién rdpida o de tipo N podria
compartir la misma via de propagacion alostérica hacia el filtro de selectividad que la inactivacién de
tipo C, pero acelerada por la interaccion del péptido ShB en su diana.

En conjunto, estos resultados muestran caracteristicas muy similares a la inactivacidn de tipo
C de KcsA, que se caracteriza por 1) una via de propagacion de cambios conformacionales iniciados
en la F103 del vestibulo intracelular a consecuencia de la apertura del inner gate que se transmiten
hacia el filtro de selectividad produciendo la inactivacion de tipo C (Cuello et al, 2010a y b), en
concreto, estructuras cristalizadas de KcsA con el inner gate en diferente grado de apertura muestran
gue la flexién y rotacion del TM2 en el inner gate provoca el movimiento de la F103 que se inclina
hacia los aminoacidos T74 y T75 de la hélice del poro y hacia la 1110 de la subunidad vecina,
favoreciendo la interaccién entre los aminodcidos de la triada W67-E71-D80 que desestabiliza el
filtro de selectividad y provoca su entrada en el estado no conductor caracteristico de la inactivacion
de tipo C (Cuello et al, 2010a; Cordero-Morales et al, 2006 y 2007); y 2) la implicacion directa de los
aminodacidos de la triada en el mecanismo de acoplamiento funcional detectado en esta Tesis
Doctoral sugiere que la inactivacién de tipo C podria estar asociada al desacoplamiento funcional de
los canales (Anexo).

Por tanto, los resultados permiten proponer una hipétesis del mecanismo de inactivacion
rapida o de tipo N por el péptido inactivante de Shaker, que podria ser extrapolado a sus homdlogos
eucariotas, que muestra caracteristicas muy similares al conocido mecanismo de la inactivacion de
tipo C de KcsA y otros canales de potasio.

Existen datos en la bibliografia que apoyan la observacion de que la inactivacién de tipo N
podria compartir la misma via de propagacion que la inactivacién de tipo C. Asi, la subunidad Kvf1.1
acelera la inactivacion tipo-N de los canales Kv1.1, Kvl.2 y Kv1.4 y la tipo-C del canal Kv1.5; y las
subunidades KvB1.2 y Kvp1.3 aceleran tanto la inactivacidn tipo N como la C de los canales Kv1.4
(Hanlon and Wallace, 2002; Pourrier et al, 2003).
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Esta hipdtesis del mecanismo de inactivacién rapida planteada en detalle engloba los
resultados obtenidos durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral y abre un camino para comprobarla
en un futuro, asi como hallar los determinantes moleculares clave que ejercen el efecto activante, de
posible aplicacidn terapéutica para enfermedades que cursan con excitabilidad.

12. Simil de los canales idnicos con un engranaje

En esta Tesis Doctoral se ha demostrado que los canales de KcsA se abren de forma éptima
en grupos de canales que interaccionan entre si con apertura sincronizada o acoplada como si de un
engranaje se tratara.

En el simil de los canales en contacto como un engranaje, los lipidos anulares se podrian
corresponder con la grasa que facilita que el engranaje funcione correctamente, y los lipidos no
anulares o un exceso de lipidos en sitios no anulares se podria corresponder con el exceso de grasa
gue causa que el engranaje resbale y el movimiento de una rueda no se transmita correctamente a la
siguiente.

Figura 6. Simil de los canales ionicos con un engranaje.

Los canales, al igual que las ruedas, deben posicionarse correctamente entre si para
transmitir el movimiento de unos a otros de forma simultanea y eficiente. Una interaccién no dptima
entre los canales causaria que el movimiento de apertura de un canal no se transmita eficientemente
al canal adyacente y se produzca un retraso en la apertura de éste, como el que observamos en los
registros de tipo escalera. En este posicionamiento optimo parecen contribuir los triptéfanos
mediante su interaccidn con los lipidos o con las proteinas adyacentes que se corresponderian con
los dientes del engranaje, que transmiten el movimiento de una rueda a la siguiente, como la
apertura de un canal se transmite al canal adyacente. La aplicacidon de péptido inactivante cierra los
canales con actividad de tipo HOP en saltos de 20 pA, indicando que los canales se cierran de cinco
en cinco, como un engranaje eficiente en el que con la aplicacién de un freno en una sola rueda,
dejan de moverse todas. El péptido inactivante seria el “freno” en este simil.

Ejemplos bien conocidos de proteinas de membrana y canales que funcionan como
auténticas “maquinas moleculares” bien engranadas lo constituyen el flagelo bacteriano (Zhao et al,
2014) y el acopldn, conjunto de proteinas de membrana que forman las unidades funcionales de
liberaciéon de Ca** intracelular en el acoplamiento “excitacién-contracciéon” de musculo cardiaco y
esquelético (Rios et al, 2015).
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13. Las subconductancias observadas en la actividad de los canales idnicos podrian corresponder
a aperturas basadas en el acoplamiento funcional de los canales

Desde un principio se ha asumido que los canales se abren de forma independiente
(Sigworth, 1981), interpretando las subconductancias observadas en la actividad de los canales
idnicos como aperturas parciales del poro, o incluso como procedentes de un canal compuesto por
varias vias paralelas de conducién de iones (“co-canales”) (Krouse et al, 1986; Hunter and Giebisch,
1987); y en cambio, no se ha contemplado la posibilidad de que correspondan a aperturas de varios
canales acoplados en su apertura.

La primera observacién de corrientes de canal Unico fue realizada por Neher y Sakmann en
1976 y correspondia a corrientes del receptor de acetilcolina en fibras denervadas de musculo de
rana. Las corrientes aparecian como pulsos rectangulares de igual amplitud. Con el incremento de la
resolucidn en tiempo y amplitud de la técnica de patch-clamp (Hamill et al, 1981) se reconocid que
las corrientes de canal Unico son mas complejas. Asi, Hamill y Sakmann (1981) observaron, en células
de musculo de rata, que el receptor de acetilcolina mostraba multiples conductancias de menor
amplitud que el estado abierto principal. Las llamaron “subconductancias”. Ademds observaron que
las subconductancias tenian mayor ruido que los estados completamente abierto y cerrado.
Posteriormente, se han observado subconductancias en registros de alta resolucién de otros
multiples canales idnicos, como canales de sodio, de potasio, de cloruro, etc.

Dado que los canales estan formados por subunidades, donde cada una contribuye a la
formacién del poro, Chapman et al (1997) propusieron la hipdtesis de que los niveles de
subconductancia de los canales de potasio corresponde a conformaciones heteroméricas del poro,
que producen aperturas parciales del poro del canal en el que algunas, no todas, las subunidades
estan en estado abierto. El niumero de subconductacias se relaciond, asi, con el niumero de
subunidades activadas (Chapman et al, 1997).

Esta hipdtesis ha sido testada posteriormente mediante la construccion de un dimero en
tdndem que une dos subunidades de canales de potasio con sensores de voltaje de diferentes
umbrales de activacion. Fuertes despolarizaciones del potencial de membrana producian el
comportamiento binario caracteristico abierto-cerrado, mientras que despolarizaciones entre los
umbrales de activacion de las diferentes subunidades producian la apertura frecuente de dos niveles
de conductancia intermedios entre el estado abierto y cerrado observado a mayores
despolarizaciones. Estos dos niveles de subconductancia se asociaron con la activaciéon de una y dos
subunidades (Chapman y VanDongen, 2005).

En general, los niveles de subconductancias son mucho mads frecuentes a potenciales
denominados de la regién umbral, donde la probabilidad de apertura del canal es pequefia. Bajo
estas condiciones, sélo una o dos subunidades hacen la transicion al estado activo. Esto lleva a
proponer una hipdtesis razonable que dice que los niveles intermedios son el resultado de canales
gue tienen una menor conductancia debido a que la via de conduccién de iones esta formada sélo
por una o dos de las subunidades en lugar de las cuatro requeridas para la conductancia completa.
Los ajustes revelaron que el mejor modelo requiere que las subconductancias sean canales
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parcialmente activados donde uno o dos sensores estdn activados y las constantes de velocidad de
apertura y cierre dependen del nimero de subunidades activadas (Bezanilla, 2005).

Zheng vy Sigworth (1997, 1998) describieron niveles intermedios de subconductancias en
mutantes del canal de potasio Shaker y encontraron que dichos subniveles tenian diferente
selectividad que el estado completamente abierto del canal.

Ademas, Zheng y Sigworth (1998) proponen por primera vez la existencia de dos puertas de
activacion en el canal de potasio Shaker, una relacionada con el filtro de selectividad y otra
relacionada con el haz de hélices del S6 intracelular. Dos evidencias principales sugerian la existencia
de la puerta del filtro de selectividad. En primer lugar, la observacién del grupo de Sigworth de que el
mutante de Shaker W434F produce un canal predominantemente en estado inactivado por
inactivacién de tipo C (Yang et al, 1997). El W434 en Shaker equivale al W67 en KcsA y su mutacion
WG67F también provoca que el canal se inactive rapidamente (Cordero-Morales et al, 2011), ademas
muestra actividad principalmente desacoplada, segin observamos en esta Tesis Doctoral (Anexo). Y
en segundo lugar, como se dice en Blunck et al (2006), las indicaciones mas fuertes de un mecanismo
de apertura y cierre en el filtro de selectividad es la existencia de niveles de subconductancias al
inicio de las aperturas y durante la desactivacion de drkl (Chapman et al, 1997) y en el mutante de
Shaker T442S (Zheng and Sigworth, 1997, 1998), donde T442 equivale a T75 en KcsA. Posteriormente
Blunck et al (2006) detectan, efectivamente, dos puertas de conduccién en el canal de potasio KcsA.

Los datos obtenidos en la presente Tesis Doctoral sobre la apertura y cierre de la puerta
extracelular de KcsA, apoyados por multiples evidencias de la bibliografia, sugieren que lo que en un
origen se ha interpretado como "subconductancias" en muchos canales o receptores, en una buena
parte de los casos podrian corresponder en realidad a aperturas de varios canales acoplados
funcionalmente.

Teniendo esta posibilidad en mente, tras realizar una revisién extensa y en detalle de la
bibliografia existente sobre el origen de las subconductancias en diferentes canales, desde que por
primera vez fueran observadas por Hamill y Sakmann (en 1981) gracias a la mejora de la resolucién
de la técnica de patch-clamp (Hamill et al, 1981), asi como de bibliografia que incluye registros de
canales idnicos a nivel de canal Unico, se llega a la conclusién de que la mayoria de los registros se
podrian interpretar a través de una apertura acoplada de los canales, mediante dos mecanismos
principales: 1) En la mayoria de los casos, no se puede descartar que lo que se interpreta como
diferentes subconductancias correspondan en realidad a aperturas de varios canales acoplados, y 2)
en otros casos, donde las subconductancias podrian, efectivamente, corresponder a aperturas
parciales de un canal debidas a las subunidades activadas en estado abierto, no se puede descartar
que dichas aperturas parciales no sean inducidas por la interaccidn con canales adyacentes
acoplados funcionalmente.

Un ejemplo destacado del primer caso, en el que las subconductancias podrian corresponder
en realidad a la apertura de varios canales acoplados, lo vemos en el propio canal de potasio Shaker,
donde se detectd que las subconductancias tienen selectividades idnicas diferentes a la conductancia
principal (Zheng y Sigworth 1997, 1998), al igual que nosotros observamos bloqueo por sodio en LOP
pero no en HOP.
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Y un ejemplo del segundo caso, en el que las subconductancias podrian corresponder a
aperturas parciales de un canal inducidas por las subunidades que contactan con canales adyacentes,
lo constituyen los propios registros de tipo escalera de KcsA (Molina et al, 2006). Aqui observamos
qgue los canales se abren sucesivamente uno tras otro vy, visto en detalle, se observa que la apertura
completa de un nuevo canal depende de la presencia de una subconductancia (ver Avances
relevantes), que podria corresponder a la activaciéon de una o dos subunidades del canal adyacente,
en concordancia con los datos de Chapman y VanDongen (2005), pero que comprobamos que esta
asociada al acoplamiento funcional entre los canales.

Ademas, hay ejemplos que apoyan que las subconductancias proceden de aperturas
parciales del poro, por conformaciones heteroméricas de las subunidades del canal de potasio
(Chapman y VanDongen, 2005), que se pueden explicar incluso mejor por el acoplamiento funcional
entre los canales, donde la conformacidn abierta de cada subunidad podria ser inducida por un canal
adyacente.

Dadas las multiples evidencias actuales de agrupacién y acoplamiento funcional de proteinas
de membrana (Tabla 6 del Apéndice), estas dos interpretaciones del origen de las
“subconductancias” basadas en el acoplamiento funcional de los canales (bien correspondientes a
varios canales acoplados, o bien correspondientes a aperturas parciales del filtro por acoplamiento
de una o varias subunidades con canales adyacentes) podrian explicar mas casos de
“subconductancias” que la interpretaciéon cldsica de subestados basados en una apertura
independiente de los canales.

Desde un principio, en la historia de la interpretacion de las corrientes de canal Unico se ha
asumido que los canales y receptores se abren de forma independiente (Sigworth, 1981), y ello ha
llevado a desarrollar metodologias para aislar los canales y estudiar su actividad de canal Unico. Pero
la creciente evidencia de que los canales en general podrian funcionar acopladamente o estar
modulados por la interaccidn directa con otros canales sugiere que el estudio de la actividad de los
canales individuales podria dar lugar a una interpretacién errénea de muchos resultados sobre el
funcionamiento de los canales idnicos. Este tema es importante, dado que las diferentes ecuaciones
que se estan utilizando para el analisis de canales idnicos en general (Apéndice 3), se han
desarrollado asumiendo una apertura independiente de los canales y, por lo tanto, podrian no ser
totalmente aplicables si se tiene en cuenta el funcionamiento acoplado de los canales idnicos.

En este punto merece destacar el sorprendente hallazgo de que la dindmica de iniciacion del
potencial de accion en algunas neuronas es demasiado rdpida para ser explicada por un
comportamiento independiente de los canales de sodio, como postula la teoria clasica de Hodgking-
Huxley (Naundorf et al, 2006); en cambio, un nuevo modelo basado en un comportamiento
cooperativo de los canales de sodio reproduce la dindmica de iniciacién del potencial de accién
observada y experimentos in vitro confirman esta prediccion, apoyando la hipdtesis de que la
dindmica de la iniciacién del potencial de accidn en las neuronas corticales se produce por la
activacion acoplada de los canales de sodio (Naundorf et al, 2006).

Y por ultimo, dada la recientemente descubierta organizacion de la membrana plasmatica en
“patchwork membrane” o membrana en multidominios auto-organizados (Spira et al, 2012; Mueller

223



Discusion Subconductancias

et al, 2012), apoyado por la deteccidn de multitud de canales cuya agrupacion modula su actividad
(Tabla 6 del Apéndice), es esperable que el acoplamiento estructural y funcional entre canales de
membrana sea un mecanismo de organizacion generalizado.
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14. Traslacion de los resultados en moléculas moduladoras, dianas y estrategias farmacoldgicas
para el disefio de moléculas moduladoras de canales idnicos

La investigacidn traslacional consiste en facilitar la transferencia del conocimiento generado
por la investigacién bdsica en aplicaciones clinicas que redunden en beneficio de la saludy de Ia
calidad de vida, y esta Tesis Doctoral realiza varias contribuciones en ese sentido.

El conocimiento generado en la realizacién de esta Tesis Doctoral sobre la modulacién
funcional del canal de potasio procariota, KcsA, uno de los canales de potasio de referencia para
entender como funcionan los canales eucariotas, nos ha permitido descubrir moléculas que nos
permiten modular los canales, activdndolos o inactivandolos a voluntad, y revelar posibles dianas y
estrategias para disefiar moléculas que permitan modular los canales (ver Avances Relevantes).

Dado que el funcionamiento acoplado de KcsA podria ser un mecanismo generalizado en el
funcionamiento de canales y receptores de membrana, como los que estan siendo objeto de estudio
para el desarrollo de nuevos farmacos por su importante papel como diana farmacolégica, las
moléculas descubiertas y las estrategias reveladas para modular los canales de KcsA podrian tener
una importante aplicacion en canales, receptores y proteinas de membrana eucariotas en la
busqueda de nuevos farmacos en beneficio de la salud y de la calidad de vida.

Se han obtenido dos tipos de moléculas moduladoras, una estrategia farmacoldgica, y una
diana farmacoldgica que nos permitirian modular la actividad de canales y proteinas de membrana:

1-Molécula moduladora: Péptido activador de canales de potasio, pendiente de patente, que
aplicado tépicamente podria tratar la artritis reumatoide en corto plazo, asi como prevenir dafos en
las articulaciones y mejorar la movilidad de personas que ejercitan mucho, como deportistas.
Ademas, podria ser un farmaco neuroprotector ideal para el tratamiento de enfermedades con
hiperexcitabilidad celular o neurodegenerativas como: dolor, epilepsia, hipertensién pulmonar y
arterial, diabetes, esquizofrenia, etc, carentes de tratamiento efectivo en la actualidad.

2-Estrategia farmacoldgica: Disefio de péptidos inhibidores o activadores, basados en la prevencién
de la interaccidon no deseada de proteinas que produce determinadas patologias. Estos péptidos,
basados en la metodologia de los péptidos anticlusters (ver Avances Relevantes), podrian ser los
cabezas de serie que podrian ser desarrollados como posibles tratamientos especificos o como
estrategias preventivas para las patologias basadas en la agregacién de proteinas, como las
enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, Huntington, etc), cancer, dolor, artritis
reumatoide, ateroesclerosis, patologias auditivas, asma, neumonia, para promover la regeneracion
axonal, prevencioén de cataratas, Diabetes de tipo Il, etc.

3-Diana farmacoldgica: Sitios no anulares especificos de canales y proteinas de membrana, de
posible unién a lipidos anidnicos, como posibles dianas moduladoras de la actividad de canales y
proteinas de membrana en general a través de la modulacidon de su agrupacién y su acoplamiento
funcional.

4-Molécula moduladora: Moléculas (lipidos o péptidos) especificas de sitios no anulares de canales y
proteinas de membrana en general, potencialmente moduladores de su actividad.
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CONCLUSIONES

1-Se determind que la regién de hélices cruzadas del C-terminal, y mas criticamente la secuencia
120-124, ERRGH, estd implicada en la tetramerizacion de KcsA. El modelaje molecular predice que esta
region podria establecer hasta 5 enlaces por puente de hidrégeno con el N- y C-terminal de la subunidad
adyacente.

2-Se ha descrito la capacidad de modulacion de la actividad de KcsA mediante la agrupacion y el
acoplamiento funcional de los canales. Mediante patch-clamp de parche escindido de liposomas
gigantes que contenian KcsA purificado se han obtenido dos principales patrones de actividad
diferentes: uno que denominamos de tipo LOP (del inglés, Low Opening Probability), que muestra muy
baja probabilidad de apertura y las caracteristicas tipicas descritas para KcsA en bicapas planas, como su
rectificacion de salida, bloqueo por Na* intracelular y su dependencia de pH &cido intracelular para su
apertura; y otro que denominamos de tipo HOP (del inglés, High Opening Probability), que muestra
elevada probabilidad de apertura, bien con actividad simétrica a voltajes positivos y negativos, o bien
con rectificacién de entrada, que se abre a pH 4cido y neutro y no se bloquea por Na*.

3-La diversidad funcional observada se correlaciona con la observacion de agrupaciones de
canales de KcsA. Asi, todos los tipos de actividad LOP y HOP parecen estar compuestos por diferentes
agrupaciones del canal unitario KcsA, que resulta ser un canal dhmico de 26 pS aprox. Los eventos del
patron LOP corresponden a aperturas de canales individuales o acopladas de grupos pequefos de
menos de cinco canales, siendo predominantes las aperturas de dos canales acoplados. Los eventos del
patron HOP corresponden a aperturas acopladas frecuentemente de cinco canales acoplados dentro de
una agrupacion mayor.

4-Se obtienen agrupaciones de KcsA solubilizado incluso en detergente, pero las agrupaciones
pasan a ser predominantes frente a los canales individuales cuando se reconstituyen en membranas,
incluyendo liposomas gigantes, donde algunos de los grupos son lo suficientemente grandes (hasta
varias micras de tamafo) para ser observados por microscopia confocal. El detergente produce
disociacion reversible de las agrupaciones, siendo el dimero de canales bastante resistente a su
disociacion en canales individuales indicando que los canales individuales junto con los dimeros son,
probablemente, los bloques basicos de construccién de grupos mas grandes.

5-Los cambios en las propiedades de conduccion (Po, dependencia con el voltaje) y selectividad
(K*/Na*) del canal cuando esta aislado (LOP) y cuando estd acoplado en agrupaciones (HOP) indican que
el filtro de selectividad tiene una estructura diferente en uno u otro estado, que sugiere una plasticidad
del poro en funcidn de su estado de agrupacién.

6-En cuanto a los dominios de la proteina implicados en la agrupacion de KcsA, hemos
observado la disociacion de los mismos por alquilsulfatos como el SDS. Dado que estas moléculas se
unen a sitios no anulares localizados entre las subunidades del canal, estos resultados indican que los
sitios no anulares también median interacciones entre canales implicadas en la formacién de
agrupaciones.
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7-La competencia entre interacciones lipido-proteina y proteina-proteina en el sitio no anular
determina la agrupacion y los patrones de actividad de KcsA mediante la modulacion de la triada de
inactivacién W67-E71-D80 y su relacion con el filtro de selectividad. Asi, la interaccién con lipidos
anidénicos, donde la R64 esta fuertemente implicada, impide la formacion de agrupaciones resultando en
canales individuales o principalmente unidos a lipido, y permite la asociacién de la triada de inactivacion
W67-E71-D80 que induce la conformaciéon no conductora del filtro de selectividad y deja al canal
propenso a inactivarse, como se observa en la actividad de tipo LOP. Por el contrario, la interaccidn con
otros canales desplaza al W67 de la triada de inactivacidn, y permite la internalizaciéon de la R89 para
interaccionar con E71 y D80. Esto predice una disociacion completa y estable de la triada que induce la
conformacion conductora del filtro de selectividad y resulta en canales agrupados que no se inactivan,
como se observa en la actividad de tipo HOP.

8-Los estudios de mutagénesis y de modelado molecular indican una implicacidn directa de los
aminodacidos de la triada de inactivacién W67-E71-D80 en el mecanismo de acoplamiento funcional, de
forma que la inactivacién de tipo C podria estar asociada al desacoplamiento funcional de los canales.
Asi, la disociacidn estable de las triadas de una forma directa y reciproca entre los multiples canales
agrupados, podria explicar el acoplamiento funcional observado.

9-El contacto directo entre canales en la agrupacién induce la estabilizacién del estado abierto
del filtro de selectividad que otorga la elevada Po a pH neutro fisioldgico del patrén de actividad de tipo
HOP de KcsA. Por tanto, estos resultados sugieren que el estimulo nativo especifico que abre el canal
KcsA en condiciones fisiolégicas podria ser el contacto de KcsA con otros canales KcsA.

10-La inactivacion rapida o de tipo N del canal procariota KcsA por el péptido inactivante del
canal de potasio eucariota Shaker B, el péptido ShB, confirma la homologia estructural de KcsA con el
canal de potasio Shaker, y muestra que el mecanismo de inactivaciéon rdpida incluye, ademas, el
desacoplamiento funcional de los canales.

11-Mediante espectroscopia de infrarrojo se determiné que el péptido ShB adopta estructura en
horquilla B cuando se une a su diana en el canal, y que dicha estructura en horquilla B es necesaria para
producir la inactivacién rapida. Los datos de STD-RMN indican que el epitopo con el que el péptido ShB
interacciona con su diana en KcsA estd formado, en su region hidrofdbica, por los protones orto y meta
de la Y8 y los protones metilo de la V4, L7 y L10; y en su region polar, por el C4H del anillo imidazol de la
H16 y los protones amino de la cadena lateral de la K18 y/o K19. Ademas, el “docking” del péptido ShB
en horquilla B con el vestibulo intracelular de un modelo de KcsA abierto para simular el complejo
inactivante péptido/canal, predice interacciones que concuerdan con las observaciones experimentales
anteriores y sugiere que la diana de interaccion contiene un bolsillo hidrofébico formado principalmente
por el anillo aromatico de la F103 y la T107 situado justo debajo del filtro de selectividad.

12-La agrupacion y el acoplamiento funcional de KcsA observado en esta Tesis Doctoral,
respaldado por la revision bibliografica de numerosos canales y receptores aparentemente afectados
por un fendmeno similar, asi como por la deteccién de la organizacidon general de la membrana en
grupos de proteinas, denominada “patchwork membrane”, indica que el fendmeno de agrupacion y
acoplamiento funcional pudiera ser una propiedad intrinseca de los canales idnicos y receptores de
membrana en general.
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1-The lack of the cytoplasmic C-terminal domain of KcsA, and most critically the 120-124
sequence stretch ERRGH, impairs tetrameric assembly of channel subunits in a heterologous E. coli
expression system. Molecular modelling of KcsA predicts that, indeed, such sequence stretch provides
intersubunit interaction sites by hydrogen bonding to amino acid residues in N- and C-terminal
segments of adjacent subunits.

2-The activity of KcsA is modulated through the clustering and functional coupling of the
channels. We have observed two main different activity patterns by patch clamping excised membrane
patches from reconstituted giant liposomes containing purified KcsA. The first and more frequent
pattern has a characteristic low channel opening probability (LOP pattern) and exhibits many other
features reported for KcsA reconstituted into planar lipid bilayers, including an outward rectification,
blockade by Na®, and a strict dependence on intracellular acidic pH for channel opening. The second
activity pattern is characterized by a high channel opening probability (HOP pattern), with different
voltage dependence, either showing symmetrical activity to positive and negative voltages or inward
rectification, channel opening at neutral and acidic pH, and lack of Na* blockade.

3-The above functional diversity occurs correlatively to the heterogeneous supramolecular
assembly of KcsA into clusters. The gating event in the LOP pattern corresponds to individual channels,
which turns out to be an ohmic channel of about 26 pS, or to the positive coupling of small clusters
containing more often two coupled channels. The predominant gating event in the HOP pattern
corresponds to the positive coupling of mostly five channels operating within a larger cluster.

4-Clusters were found even in detergent-solubilized KcsA, but become a predominant
phenomena upon reconstitution into membranes, including giant liposomes, where some of the clusters
are large enough (up to micrometer size) to be observed by confocal microscopy. Detergent produces
reversible dissociation of clusters, being the dimer of channels quite resistant to dissociation into single
channels. This indicates that the single channels along with channel dimers are likely the basic building
blocks of larger clusters.

5-Changes in conduction properties (Po, voltage-dependence) and selectivity (K'/Na‘) of the
channel when isolated (LOP) and when assembled into large clusters (HOP) indicates that the selectivity
filter has a different structure in both states, and suggests a pore plasticity depending on their degree of
clustering.

6-As to the proteins domains involved in clustering, we have observed disassembly of KcsA
clusters by SDS-like alkyl sulfates. As these amphiphiles bind to inter-subunit, “non-annular” sites on the
protein, these observations suggest that such sites also mediate channel-channel interactions leading to
cluster assembly.

7-Competition between lipid-protein and protein-protein interactions at the non-annular sites of
KcsA determines both, the occurrence of clustering and the changes in gating behaviour. The latter
changes seemingly result from interfering with the assembly of the W67-E71-D80 inactivation triad and

231



Conclusiones

its bearing on the selectivity filter. Thus, the interaction with the anionic phospholipid, in which R64 is
heavily involved, impedes cluster assembly resulting in individual, mostly lipid-bound channels, and
leaves W67, E71 and D80 residues free to form the inactivation triad that leaves the channel prone to
inactivate, as in the LOP pattern of channel activity. On the contrary, channel-channel interaction in
cluster assemblies displaces W67 from the inactivation triad and allows R89 to enter into the channel
core by interacting with E71 and D80. This predictably stabilizes the dissociation of the triad, which
induces the conductive conformation of the selectivity filter, resulting in clustered channels quite unable
to inactivate, as in the HOP activity pattern.

8-Mutagenesis and molecular modelling studies suggest a direct involvement of the inactivation
triad W67-E71-D80 in the functional coupling mechanism, indicating that C-type inactivation could be
associated with functional uncoupling of channels. Thus, the stable dissociation of triads in a reciprocal
basis between multiple adjacent channels, could explain the observed functional coupling of the
clustered channels.

9-Direct contact between clustered channels induces the stabilization of the selectivity filter in
the open state to produce the high Po at physiological pH of the HOP activity pattern in KcsA. Therefore,
these results suggest that the specific native KcsA stimulus that opens the channel under physiological
conditions is the contact of KcsA with other KcsA channels.

10-The effects of the inactivating peptide from the eukaryotic Shaker B K* channel (the ShB
peptide) on the prokaryotic KcsA channel confirm the structural homology of KcsA with Shaker
potassium channel and, in addition, show that N-type inactivation in KcsA includes functional uncoupling
of channels gating.

11-Fourier transform infrared spectroscopy of KcsA suggests that the ShB peptide adopts a -
hairpin structure when bound to its target in the KcsA channel and that such -hairpin structure should
be required to produce the inactivation. Saturation transfer difference (STD) NMR methods indicate that
the binding epitope with which the ShB peptide interacts when bound to KcsA, involves the ortho and
meta protons of Y8; the C4H in the imidazole ring of H16; the methyl protons of V4, L7, and L10 and the
side chain amine protons of one, if not both, the K18 and K19 residues. In addition, docking such a B-
hairpin structure into the intracellular vestibule of an open model of KcsA to simulate the inactivating
peptide/channel complex predicts interactions well in agreement with the experimental observations
and suggests that the target of the ShB peptide includes a hydrophobic pocket formed mainly by the
aromatic ring of F103 and T107 situated just below of the selectivity filter.

12-Clustering and functional coupling of KcsA described in this thesis, along with numerous
reports on the literature on other channels and receptors apparently affected by a similar phenomenon,
along with the proposal of the general membrane organization in clustered proteins, called "patchwork
membrane", indicates that the phenomenon of clustering and functional coupling could be a general
feature intrinsic to ion channels and membrane receptors.
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REFLEXION FINAL

Esta Tesis Doctoral se inicid con la puesta a punto de los sistemas de expresidn, purificacién y
reconstitucion del canal de potasio KcsA; se comenzé con el estudio de la tetramerizacion de KcsA;
seguidamente se llevd a cabo su caracterizacién funcional, mediante medidas de patch-clamp en
parche escindido de membrana de liposomas gigantes que contenian KcsA purificado, observandose
una sorprendente capacidad de modulacién de su actividad funcional por agrupaciéon y acoplamiento
funcional; se continud con la determinacion de elementos claves implicados en la agrupacién y el
acoplamiento funcional; se determind el papel de los lipidos anidnicos en la modulacidén de su
actividad mediante una competencia de interacciones lipido-proteina y proteina-proteina ofreciendo
una hipétesis que explica el mecanismo de gating de la actividad de tipo LOP, de tipo HOP vy el
acoplamiento funcional; y finalmente se estudid la inactivacion de KcsA por el péptido inactivante de
Shaker concluyéndose con el descubrimiento de posibles nuevos farmacos, dianas y estrategias
farmacoldgicas.

La conclusidon mas importante de esta Tesis Doctoral radica en el descubrimiento de que los
canales se abren de forma dptima a pH fisiolégico cuando estdn altamente agrupados y acoplados
funcionalmente, y en cambio, cuando estan individuales o en grupos pequefios necesitan pH 4acido
para poder abrirsecon una extremadamente baja probabilidad de apertura. Esto indica que el
estimulo nativo que abre KcsA en condiciones fisioldgicas podria ser el estar rodeado de otros KcsA.

La propiedad intrinseca de agrupacion y acoplamiento funcional de KcsA observado en esta
Tesis Doctoral, respaldado por la revisidon bibliografica de numerosos canales y receptores afectados
por el mismo fendmeno, asi como por la deteccién de la organizacién de la membrana en grupos de
proteinas organizados, denominada “patchwork membrane”, indica que el fenédmeno de agrupacién
y acoplamiento funcional pudiera ser una propiedad generalizada intrinseca de los canales idnicos y
receptores de membrana.

El canal individual se ha considerado cldsicamente como la unidad funcional, dado que
supuestamente contiene todos los elementos necesarios para poder funcionar. Pero, dado que un
canal individual de KcsA no es capaz de abrirse de forma estable, sino que necesita de canales
adyacentes que estabilicen su apertura, se puede decir que la unidad funcional necesita de
retroalimentacion para ser completamente funcional. Por tanto, la unidad funcional podria no ser un
canal individual, sino que podria ser una red de canales, donde cada subunidad de cada canal
interacciona con un canal adyacente.

Existen muchas evidencias de agrupacién y acoplamiento funcional entre canales de
membrana, pero el mecanismo de acoplamiento entre los canales es desconocido. Aqui, nosotros
somos los primeros que proponemos un mecanismo de interaccién proteina-proteina mediante el
cual la interaccién de una proteina podria modular la actividad de la proteina adyacente.

La siguiente conclusién importante es el evidente cambio de las propiedades de conduccidn
(Po, sensibilidad al pH, dependencia con el voltaje) y selectividad (K'/Na*) del canal cuando estd
aislado (LOP) y cuando esta agrupado (HOP). Este cambio implica una flexibilidad del filtro de
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selectividad, una plasticidad del poro en funcidn de su estado de agrupacién, de forma que la
agrupacion podria inducir el aumento del diametro del filtro de selectividad explicando los cambios
de selectividad detectados en LOP y en HOP. Un efecto similar se ha detectado en los canales Kir,
donde la ruptura de los aminoacidos equivalentes a la triada aumenta la flexibilidad del poro
aumentando el diametro del filtro de selectividad que provoca un cambio en la selectividad y en la
rectificacion de los canales (Dibb et al, 2003).

Una reflexiéon importante es el hallazgo de que todos los mecanismos de modulacién de los
canales de KcsA conocidos hasta ahora (mediante iones, pH, lipidos o péptidos) parecen ejercer su
efecto mediante un mismo fenédmeno: el acoplamiento o desacoplamiento de los canales que
produce la activacién o inactivacién de los mismos.

La evidencia posterior del hallazgo que apunta a que todas las proteinas de membrana,
incluyendo canales y receptores, estan agrupados indica que este mecanismo de acoplamiento
funcional podria ser mas generalizado de lo que comunmente se piensa.

Esto tiene implicaciones importantes en el estudio de los canales idnicos, dado que las
ecuaciones que se utilizan para la interpretacion de las corrientes idnicas estdn basadas en la
asuncién de que los canales se abren de forma independiente, y este estudio junto con las multiples
evidencias de la bibliografia muestra que podria no ser asi.

Los datos obtenidos en la presente Tesis Doctoral sobre el gating de la puerta extracelular de
KcsA, apoyados por las multiples evidencias de la bibliografia de agrupacién y acoplamiento funcional
de proteinas de membrana, sugieren que lo que en un origen se ha interpretado como
"subconductancias" de los canales en general debidas a aperturas parciales del poro en la apertura
independiente de los canales, podrian corresponder en realidad a aperturas basadas en el
acoplamiento funcional de los canales, en unos casos, correspondientes a varios canales acoplados, y
en otros casos, correspondientes a aperturas parciales del filtro por acoplamiento de una o varias
subunidades con canales adyacentes.

Se alerta, por tanto, la necesidad de tener en cuenta la posibilidad del funcionamiento
acoplado de los canales, tanto en las ecuaciones aplicadas como en el andlisis e interpretacion de los
registros de corrientes y de los resultados en la actividad y comportamiento de los canales,
receptores y proteinas de membrana en general, en lugar de asumir un funcionamiento
independiente de los canales.

Por ello, acabo la reflexidn final de esta Tesis Doctoral enfatizando la necesidad de estudiar
las proteinas de membrana, no como moléculas individuales, sino como moléculas agrupadas, dado
que es preferentemente asi como se encuentran en su entorno natural. Dicho estudio deberia
aplicarse a las diversas tecnologias y técnicas de estudio de las proteinas de membrana, tanto a nivel
estructural (cristalizacidn, etc.) como funcional (electrofisioldgico, etc.), asi como tenerse siempre en
cuenta en la interpretacién de los resultados.
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El “milagro” de la vida

La extrema rapidez con la que acontecen los procesos bioldgicos en los organismos vivos,
observados en su maxima expresion, por ejemplo, en el desarrollo de un feto, o en el propio
pensamiento, implican una serie de reacciones moleculares en las que estan implicados los canales
idnicos a tal velocidad que es dificil pensar que dependan de la apertura al azar de los canales
idnicos.

En cambio, la formacidon de agrupaciones de canales idnicos en intimo contacto y su
funcionamiento acoplado o cooperativo parece una estrategia razonable para garantizar una
eficiente y éptima via de sefializacién mediada por canales idnicos en respuesta a los estimulos
apropiados.

Ya lo decia Leonardo da Vinci (1452-1519) en sus ““Principios para el desarrollo de una mente
completa: Estudiar la ciencia del arte. Estudiar el arte de la ciencia. Desarrollar tus sentidos,
especialmente aprender a ver. Darse cuenta de que todo estd conectado con todo lo demds.”
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PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir de los datos obtenidos durante la realizacion de esta Tesis Doctoral, en primer lugar,
se prevee la transformacién en articulos cientificos de muchos de los resultados incluidos en el
apartado de Avances Relevantes, la mayoria de los cuales estdn ya como manuscritos en
preparacion; y en segundo lugar, se abren nuevas lineas de investigacion, tanto basica para contribuir
al conocimiento del funcionamiento y la modulacién de los canales idnicos, como traslacional,
aplicada a la generacidon de moléculas bioactivas susceptibles de patente.

En primer lugar, se resume los manuscritos en preparacion cuya publicacién podria llevarse a
cabo en breve:

1) La publicacién de los resultados que muestran que la acidificacion modula la actividad de KcsA
mediante el desacoplamiento funcional y fisico de las agrupaciones de canales.

2) La publicacién de los resultados sobre el estudio del papel del N- y el C-terminal en la agrupacién
y actividad acoplada de KcsA.

3) La publicacién de los resultados de comprobacion de la hipdtesis del mecanismo de gating que
explica la actividad de tipo HOP y el funcionamiento acoplado de KcsA.

4) La publicacion de una posible nueva estrategia farmacolégica de modulacién funcional de canales,
receptores y proteinas de membrana especificos basada en péptidos anticluster.

5) La publicacidon y posible patente del descubrimiento de un péptido activante de canales de
potasio que podria ser la base para el desarrollo de nuevos farmacos para enfermedades que
cursan con hiperexcitabilidad celular.

6) La publicacion del descubrimiento de una etapa de activacion inicial en el mecanismo de
inactivacién rapida por el péptido inactivante de Shaker B, ShB.

Y en segundo lugar, se resumen las lineas futuras de investigacidn surgidas a partir de los
datos obtenidos durante la realizacién de esta Tesis Doctoral:

1) Las observaciones en la diferente sensibilidad al pH y al bloqueo por Na* entre los patrones HOP y
LOP indican que algunas de las tipicas propiedades publicadas de KcsA pueden cambiar bastante
dramaticamente cuando esta en conformacién HOP. Por ello, nuestros resultados no otorgan a la
estructura cristalizada de KcsA un papel relevante para explicar la conduccién de K porque
comprobamos una plasticidad del poro en funcién del estado de agrupacion del canal.

Estos resultados sugieren que las propiedades de conduccidon varian en funcion del acoplamiento
funcional de los canales y no se corresponde con una estructura fija del filtro de selectividad. Asi,
las interacciones entre canales adyacentes en agrupaciones con actividad de tipo HOP estabilizan
el filtro de selectividad de forma que responde de forma diferente a los iones presentes en el
medio. Es importante hallar qué tipo de interacciones cambian en el filtro de selectividad como
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2)

3)

4)

5)

consecuencia de la agrupacion de los canales para poder entender mejor las propiedades de
conduccién y selectividad de los canales.

Por ello, caracterizar en un futuro la actividad de tipo LOP y HOP en presencia de diferentes
moléculas e iones, y la mutagénesis dirigida de aminoacidos del filtro de selectividad permitird
una mejor caracterizacion de las propiedades de conduccién y selectividad de los canales.

Cristalizar KcsA en estado agrupado en un entorno lipidico. Nuestros datos obtenidos por
modelaje y por electrofisiologia sugieren que el filtro tiene una estructura diferente en estado
individual (LOP) y en estado agrupado (HOP), y muestran una plasticidad del poro en funcién de
su estado de agrupacién, de forma que la agrupacién podria inducir el aumento del diametro del
filtro de selectividad explicando los cambios de selectividad detectados en LOP y en HOP. La
cristalizacidon de KcsA en estado agrupado en un entorno lipidico permitira hallar las propiedades
de conduccién y selectividad del canal agrupado.

Comprobacién de la hipdtesis del mecanismo de gating de tipo HOP y del acoplamiento funcional
propuesto en esta Tesis Doctoral, asi como el posible papel del D80 y la Y82 en la transmisién de
la apertura de la triada W67-E71-D80 al estado abierto no inactivante del filtro de selectividad.
Mediante mutagénesis dirigida y la cristalizacién bidimensional de KcsA en membrana de lipidos
funcionales se podrd discernir si se produce la interacciéon “horaria” entre los canales predicha por
el modelo de docking o la interacciéon “antihoraria” predicha por el modelo basado en TrkH.
Multiples evidencias de agrupaciones entre canales eucariotas, como la detecciéon de Ia
“patchwork membrane” (Spira et al, 2012), la prediccion del docking entre canales eucariotas y la
implicacion de la triada también en el gating de canales eucariotas (Cordero-Morales et al, 2011)
sugiere que el mecanismo que explica la estabilizacién del estado abierto y el acoplamiento
funcional en KcsA podria ser extensivo a canales eucariotas.

Dilucidar con mas exactitud las regiones y aminoacidos de los N- y C-terminales implicados en la
interaccion entre canales que estabilizan el acoplamiento funcional.

Desarrollo de la prometedora estrategia farmacolégica de modulacidon funcional de canales
basada en moléculas anticluster especificas de canales, receptores y proteinas de membrana
eucariotas. Resultados preliminares desarrollados durante esta Tesis Doctoral muestran que
péptidos anticluster disefiados para interferir en la regidn de interaccién sugerida por los modelos
entre canales de KcsA son capaces de disociar las agrupaciones y reducir la actividad de KcsA por
desacoplamiento funcional de los canales.

La amplia bibliografia existente de evidencias de agrupaciones entre canales, receptores vy
proteinas de membrana eucariotas (Lillemeier et al, 2006; Spira et al, 2012) indica que las
interacciones entre canales, receptores o proteinas de membrana podrian ser utilizadas como una
nueva diana farmacoldgica, y el desarrollo de moléculas anticluster especificas de cada canal,
receptor o proteina de membrana como una posible nueva estrategia para el descubrimiento de
farmacos (manuscrito en preparacién).

De hecho, péptidos equivalentes a los péptidos anticluster de esta Tesis Doctoral han permitido
comprobar que la formacién de agrupaciones es necesaria para la funcion del transportador
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6)

7)

humano de aniones orgdnicos (hOAT1). El transportador humano, hOAT1, que juega un papel
critico en la disposicidon corporal de farmacos de importancia clinica, como los anti-HIV, anti-
tumorales, antibiodticos, anti-hipertensivos, y anti-inflamatorios, existe en la membrana plasmatica
como homooligémero, posiblemente trimeros u oligdmeros de mayor orden de magnitud (Hong
et al, 2005). Posteriormente, el mismo grupo comprobd (mediante crosslinking con BS3
visualizado en SDS-PAGE y mediante coinmunoprecipitaciéon) que un péptido con la secuencia de
un segmento transmembrana del propio transportador impide la formacién de agrupaciones, su
transporte a la membrana y su actividad (Duan et al, 2011).

A) Entrecruzado B)
Ratio péptido:KcsA 60
NOEC C_P1 P2 P3 P4 PS PG _ Control Péptido 6 (1 uM)
w;ﬁ,.:-,:;-‘.:r--;vu iy g HOP LOP
e (D oo oo omm D @9 —W
__20pA
: 50 mv

Figura X. Los péptidos anticluster disocian las agrupaciones y desacoplan funcionalmente los canales de KcsA. A) SDS-
PAGE al 7,5 % de KcsA reconstituido en asolectina (L/P 500) y entrecruzada con 0,005% de glutaraldehido en presencia
de péptidos anticluster (numerados de P1 a P6) a una relacion molar péptido:KcsA (tetramero) de 60. “noEC” = proteina
sin entrecruzar; “C” = control, KcsA entrecruzada sin péptidos. B) Registros de KcsA en asolectina mediante rampas de
voltaje procedentes de un mismo sello en ausencia (izquierda) y en presencia de 1 um de péptido 6 (derecha). Rampas
registradas en el rango de +200 mV. Las lineas discontinuas indican el nivel cerrado de los canales.

El transplante de KcsA en membranas de ovocitos abre un camino alternativo al sistema de patch-
clamp utilizado en esta Tesis para estudiar la actividad de tipo HOP de KcsA a pH 7 fisiolégico y el
efecto de moléculas potencialmente moduladoras, como los péptidos anticluster o analogos a los
lipidos anidnicos, que, a diferencia del patch-clamp, pueden ser facilmente aplicados tanto en la
cara extracelular como intracelular.

De hecho, en etapas tempranas de la realizacidon de esta Tesis Doctoral se comprobd la actividad
de KcsA reconstituido en vesiculas de asolectina y transplantado en membranas de ovocitos. Para
ello, se siguié un protocolo similar al optimizado para el receptor de acetilcolina (Morales et al.,
1995). Mediante inmunoblot anti-HIS se detectd en la membrana de ovocitos y se comprobd la
obtencidn de corrientes a pH 7 supuestamente procedentes de KcsA tras la aplicacion de un
protocolo de voltajes despolarizantes. La creencia inicial de que KcsA sélo se abria a pH acido hizo
desestimar estos experimentos.

Disefio de péptidos inhibidores diversos, basados en la prevencién de la interaccidn no deseada
de proteinas, que producen determinadas patologias. Estos péptidos, basados en la metodologia
de los péptidos anticluster serian los cabezas de serie que podrian ser aplicados como posibles
tratamientos especificos o como estrategias preventivas para las patologias basadas en la
agregacion de proteinas, como las enfermedades neurodegenerativas, cancer, dolor, artritis
reumatoide, ateroesclerosis, patologias auditivas, asma, neumonia, para promover la

regeneracién axonal, prevencidn de cataratas, Diabetes de tipo II, etc.
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8)

9)

Se ha demostrado que las enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson, el Alzheimer, la
enfermedad de Huntington, o la esclerosis lateral amiotrofica (ELA), implican la formacién de
agregados de proteinas patogénicas que pueden propagarse de célula a célula, de forma similar a
las enfermedades pridnicas (como la enfermedad de las vacas locas y su homodlogo humano, la
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob), en los que proteinas mal plegadas perjudiciales se propagan a
través de largas distancias y causan que otras moléculas se plieguen inadecuadamente (Pecho-
Vrieseling, et al, 2014). Se estan buscando tratamientos capaces de bloquear la propagacién, o
incluso estrategias preventivas en el caso de que la propagacién se produzca extracelularmente,
mediante la inmunizacién de los pacientes contra la proteina patégena (Taylor, 2014)

Los datos aportados aqui sobre los aminoacidos del péptido inactivante ShB implicados en la
inactivacidn del canal (es decir, en la interaccidn directa con el canal), asi como de su localizaciéon
y distancias espaciales relativas (determinado a partir de la estructura del péptido unido al canal)
proporcionan la base para el diseino racional de moduladores del canales idnicos. Por otra parte,
debido a que los péptidos inactivantes son promiscuos por su capacidad de inactivaciéon de
muchos canales diferentes y dado que la interaccion con el canal implica a multiples puntos de
interaccion, parece factible que las mutaciones o deleciones de tales puntos deben dar lugar en
un futuro a posibles farmacos capaces de lograr la selectividad hacia un gran nimero de canales
activados por voltaje.

Los resultados estructurales, electrofisioldgicos y de modelaje del péptido inactivante ShB unido a
su diana en el vestibulo intracelular de KcsA permiten plantear la hipdtesis del mecanismo de
inactivacién rdpida o de tipo N basada en un acoplamiento activacion e inactivacién, donde los
principios mecanisticos del acoplamiento en su propagacion hacia el filtro de selectividad podrian
ser los mismos que en la inactivacién de tipo C, a través de la F103 y provocando la asociacién de
la triada W67-E71-D80 que facilita la entrada del filtro de selectividad en el estado no conductor
asociado al desacoplamiento funcional de los canales, tanto en KcsA como en sus homadlogos
eucariotas, pero acelerados por la presencia del péptido inactivante. Esta hipdtesis del
mecanismo de inactivacién rapida planteada en detalle abre un camino para comprobarla en un
futuro.

10)El péptido activante de canales de potasio descubierto en esta Tesis Doctoral ha sido valorado

muy positivamente por la Oficina Espafola de Patentes y Marcas, y hallar los determinantes
moleculares clave que ejercen el efecto activante facilitard su posible patente, de posible
aplicacion terapéutica para enfermedades que cursan con excitabilidad (pendiente de patente).
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1. La bacteria Streptomyces lividans

El canal de potasio objeto de estudio de esta Tesis Doctoral se aislé de la bacteria
Streptomyces lividans (Schrempf et al, 1995), denominandose “Potassium Channel of Streptomyces
A”, KcsA.

Streptomyces lividans son bacterias gram-positivas habitantes del suelo con un complejo
ciclo de vida que implica crecimiento micelial y formacién de esporas asexuales. “Streptomyces”
significa “Hongos doblados o enroscados” debido a que en un principio se clasificaron erréneamente
como hongos, dada su similitud. Forman parte de las actinobacterias, importantes por su produccién
de compuestos farmacos que incluyen agentes antitumorales, inmunosupresores, fungicidas y sobre
dos tercios de los antibidticos producidos por microorganismos disponibles actualmente. Se incluye
en el Orden Actinomycetales (o Actinomicetos), suborden Streptomycineae (o Estreptomicinos), la
familia Streptomycetaceae (o Estreptomicetos), el género Streptomyces (o Estreptomices).
Streptomyces coelicolor es el modelo representativo de los Actinomicetos.

El Instituto Sanger completd la secuencia del genoma de Streptomyces coelicolor en el afio
2002 en colaboracién con el Prof. David Hopwood del Centro John Innes. El cromosoma es de
8,667,507 pares de bases de longitud con un contenido en G+C del 72.1% y se predice que contiene
7825 genes que codifican a proteina.

El ciclo de vida de los Estreptomicetos (Figura 1) se inicia por la germinacidn de esporas. Esto
produce la extensién de hifas ramificadas, que lleva a la formacién de una red extendida de
filamentos, el micelio. En ausencia de nutrientes, se elevan hifas aéreas, en las que se produce la
formacién de septos. Los compartimentos resultantes contienen DNA gendmico y se desarrollan en
esporas. Condiciones de sequia o frio provocan que las esporas permanezcan en una etapa
durmiente que dura mientras los nutrientes no estén disponibles. (Para mas informacién, ver la
revision de Kutzner, 1981).

Figura 1. Ciclo de vida
de los Estreptomicetos
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Galeria de fotos de S. coelicolor y S. lividans

Colonias de Streptomyces coelicolor con micelios aéreos y esporas. El area
de la foto representa unos 2x3 cm. Los halos azules alrededor de las
colonias es actinorrodina secretada. La actinorrodina es un antibiético (no
usado en clinica) que es azul en condiciones alcalinas y rojo en condiciones
acidicas. La actinorrodina es un poliquétido hecho de multiples
condensaciones de acetato por una poliquétido sintetasa de Tipo Il (Centro
John Innes, Departamento de Fotografia).

Cadenas de

Superficie
de agar

Colonia de Actinomicetos

Micelio aéreo rizado de Streptomyces coelicolor Micelio joven vegetativo de Streptomyces creciendo
(diametro 1 um; Micrografia electrénica, Mark en medio liquido broth (didmetro 1 pum; microscopio
Buttner, Kim Findlay, Centro John Innes). claro, Gabriella Kelemen, Centro John Innes).

Hifas aéreas de Streptomyces lividans (didmetro Micelio aéreo y esporas de Streptomyces coelicolor. El

1 um; Micrografia electrdnica) micelio y las esporas tienen aprox. 1lum de ancho,
tipico de bacterias y mucho mas pequefias que las
hifas y esporas funjicas. (Micrografia electrénica, Mark
Buttner. Kim Findlav. Centro John Innes).
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2. Estructura y propiedades de los aminodcidos

Estructura general de los aminodcidos

Los aminodcidos son las unidades estructurales bdsicas de las proteinas. La estructura
general de un a-aminodcido (Figura 1) se establece por la presencia de un carbono central (alfa)
unido a un grupo carboxilo (-COOH; rojo en la figura), un grupo amino (-NH2; verde), un atomo de
hidrégeno (en negro) y la cadena lateral (R; azul).

amino acido carboxilico

Figura 1. Estructura de un aminoacido

"R" representa la cadena lateral especifica para cada aminoacido. Tanto el carboxilo como el
amino son grupos funcionales susceptibles de ionizacién dependiendo de los cambios de pH, por eso
ningun aminodcido en disolucidn se encuentra realmente en la forma representada en la figura, sino
que se encuentra ionizado (Figura 2).

A pH bajo (acido), los aminodcidos se encuentran mayoritariamente en su
forma catidnica (con carga positiva), mientras que a pH alto (basico) se encuentran en su forma
anidnica (con carga negativa). Para valores de pH intermedios, como los propios de los medios
bioldgicos, los aminodcidos se encuentran habitualmente en una forma de ion dipolar
o zwitteridn (con un grupo catidnico y otro anidnico).

zwitterion

Figura 2. Formas ionizadas de los aminoacidos

Estereoquimica

En todos los aminodcidos, excepto la glicina, el carbono a estd unido a cuatro sustituyentes
diferentes (grupo amino, carboxilo, cadena lateral (R) e hidrégeno). Debido a esto, el carbono a. (Ca)
constituye un centro quiral (sitio donde es posible tener dos configuraciones diferentes, que son
imagenes especulares no superponibles, llamadas enantiomeros). Los enantidmeros se pueden
distinguir porque rotan de manera diferente el plano de la luz polarizada. Todos los aminodcidos que
forman parte de las proteinas son enantidmeros L. Algunos D-aminoacidos se encuentran en
péptidos sintetizados fuera de los ribosomas (Figura 3).
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Figura 3. Enantidmeros de los aminoécidos.
Propiedades dcido-base

Todos los aminoacidos tienen por lo menos dos grupos ionizables, y por lo tanto, su carga
neta depende del pH del entorno. Los grupos carboxilo del Co. tienen valores de pKa entre 1.8 y 2.8,
siendo mas acidos que los acidos monocarboxilicos simples. Los valores de pKa de los grupos amino
varian entre 8.8 y 10.6. A pH neutro, los aminodcidos en disolucién se encuentran como iones
dipolares (zwitteriones), es decir, el grupo amino se encuentra protonado y el grupo carboxilo
disociado (Figura 1). Los aminodcidos acidos y basicos también tienen grupos ionizables en su cadena
lateral, sus valores de pKa se indican en la Figura 5. Para ilustrar la dependencia de la carga neta de
un aminoacido con respecto al pH del entorno, se considerara al aminoacido histidina.

Ademds de los grupos carboxilo y amino en el Ca, (valores de pKa de 1.8 y 9.2,
respectivamente), la histidina tiene un anillo de imidazol en su cadena lateral con un valor de pKa de
6.0. Por lo tanto, la carga neta (la suma de las cargas positivas y negativas) cambia de +2 a -1 a
medida que se incrementa el pH. A pH de 7.6, la carga neta es cero aunque la molécula contiene dos
grupos casi completamente ionizados bajo estas condiciones.

Al valor de pH donde la carga neta es cero, se llama punto isoeléctrico (Figura 4).

Cagameta
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Figura 4. Curva de titulacién de la histidina.
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Estructura

Los veinte tipos de cadenas laterales de los aminoacidos que conforman las proteinas, varian
en tamaio, forma, carga, capacidad de formar puentes de hidrégeno y reactividad quimica. La
clasificacién de aminodcidos se hace con base en la estructura y polaridad de sus cadenas laterales
(Figura 5).

Aminoacidos con cadenas laterales alifaticas

COo0"
1| N X i coo coo
cOoo" (I:oo " ) | H;N-C~H *HN-C-H |+ :
1 HsN=C~CO0 | i H;N——C~-H
.H;N—?—H HSN-CI-H E CH, H=C~CHy I
o~ !
: CHy | Hc on, CH il R
N c
HiC' 'CHy o ’
Glicina Alanina Valina Leucina Isoleucina Prolina
(Gly. G) (Ala, A) (Val, V) (Leu, L) (Hle, I) (Pro, P)

Aminoacidos con cadenas laterales aromaticas

Aminoacidos con cadenas laterales basicas
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CH CH, CH CH;
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|
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I
NH
OH NH," 1
Fenilalanina Tirosina ’7 Triptofano Lisina Arginina Histidina
(Phe, F) (Tyr. Y) (Trp, W) (Lys. K) (Arg, R) (His, H)
[ pK=108 | pK=125 [ pK=6.0

Aminoacidos con cadenas laterales

Aminoacidos con cadenas laterales

azufradas hidroxiladas
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|
H CH;
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Aminoacidos con cadenas laterales acidas y sus amidas respectivas
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[ pK=40 || pK,=43

Figura 5. Estructura de los aminoacidos
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3. Interacciones moleculares

Uno de los triunfos de la quimica del sigo XX ha sido explicar las propiedades de los
elementos quimicos en términos de sus estructuras atdmicas. Los protones tienen cargas positivas y
los electrones negativas. Asi, el nucleo de un &tomo, compuesto de protones y neutrones, posee una
carga positiva (igual a su numero atémico) que esta compensada por las cargas negativas de la nube
electrénica que lo rodea. Los electrones son anadidos progresivamente en diferentes niveles de
energia o esferas. Asi, la primera esfera contiene hasta 2 electrones (1 electrdn tiene el hidrégeno, y
2 electrones el helio y 4tomos mas grandes), la segunda esfera hasta 8 electrones (1 electrén tiene el
litio, 2 el berilio, 3 el boro, 4 el carbono, etc), y asi en sucesivas esferas.

El enlace quimico entre atomos separados implica solo los electrones de la esfera mas
externa; estos son conocidos como electrones de valencia.

Se forma un enlace covalente cuando dos dtomos comparten dos electrones de valencia, y
los electrones compartidos completan la esfera externa de ambos atomos. Un ejemplo es la molécula
de agua, donde un atomo de oxigeno y dos de hidréogeno comparten sus electrones de valencia
completando las esferas externas de ambos atomos:

Figura 1. El enlace covalente en la molécula de agua.

El enlace iénico, en cambio, se forma cuando un atomo cede un electrén a otro dtomo para
completar ambos sus esferas externas. El atomo que cede el electrén, pierde una carga negativa y
gueda con carga positiva, y el &tomo que gana el electrén queda con carga negativa. Ambos atomos
son ahora iones y se crea una fuerte atraccidn electrostatica entre ellos, que hace energéticamente
favorable su estado de ionizacidon. Un ejemplo es el cloruro sédico, donde el i6on sodio cede un
electréon y es por tanto el catidn, y el idn cloro, que lo gana, es el anidn:

Figura 2. El enlace idnico en la molécula de cloruro sédico.

Hasta ahora hemos visto interacciones interatdmicas. Estas interacciones pueden formar
ademas dipolos moleculares, generando una molécula polar. Un ejemplo de dipolo es la molécula de
agua, Aqui, los dos pares de electrones compartidos estan dirigidos hacia el atomo de oxigeno,
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acumulando mas carga negativa en un lado de la molécula que en el otro. Se ha formado un dipolo,
una molécula polar. Los dipolos moleculares generados en las interacciones interatémicas dan lugar
a interacciones intermoleculares.

Una interaccion intermolecular es la interaccién ién-dipolo. Ocurre cuando son atraidos un
idn positivo y la regidn negativa de un dipolo, o un ién negativo y la regidén positiva de un dipolo. La
interaccion dipolo-dipolo es una atraccidn entre los dipolos de moléculas adyacentes.

Una interaccion intermolecular de gran importancia en la quimica de los sistemas vivos es el
puente de hidrégeno. Los d&tomos de oxigeno, nitrégeno y flior atraen fuertemente a los electrones,
son muy electronegativos. Cuando un atomo de hidrégeno forma un enlace covalente con uno de
estos atomos, los dos electrones que forman el enlace se sitlan mas cerca del atomo
electronegativo. Esto deja al atomo de hidrégeno con una carga positiva parcial, y es entonces capaz
de atraer otro par de electrones de valencia de otro &tomo de oxigeno, nitrégeno o fldor adyacente:

Energia de interaccion

Tipo (kJ/mol)

Enlace covalente 200-800

Enlace iénico 40-400

- Puente de hidrégeno 10-30

Puente hidrofdbico 10-30

van der Waals 3-10

I6n-dipolo 3-10

Figura 3. El puente de hidrégeno Dipolo-dipolo 0.5-3
entre moléculas de agua. Tabla 1. Energias de interaccién molecular (Freifelder, 1985)

Los puentes de hidrégeno son muy importantes en la determinacion de la estructura
tridimensional de moléculas de proteinas, como por ejemplo, de la estructura a-hélice, presente en
la mayoria de los canales idnicos. Muchas sustancias son solubles en agua porque pueden formar
puentes de hidrégeno con ella.

Las sustancias que no pueden formar puentes de hidréogeno (como el benceno) no son muy
solubles y tienden a agruparse juntas en un ambiente acuoso. La fuerza de atraccidn entre tales
moléculas se denomina puente hidrofdbico.

Unas interacciones intermoleculares mucho mas débiles son las fuerzas de van der Waals. Se
generan debido a la atraccidn entre los dipolos permanentes o temporales de moléculas adyacentes.
La posicidon de los electrones en las esferas externas de los &tomos es cambiante y pueden formar
dipolos temporales, incluso en moléculas que no forman dipolos de forma permanente. Asi, un
dipolo permanente o temporal en una molécula puede inducir un dipolo temporal de sentido
opuesto en su vecina, y ambos dipolo se atraen uno a otro. Cuanto mayor sea el tamano de las
moléculas, mayor seran las fuerzan de van der Waals entre ellas.

Las fuerzas relativas de los diferentes tipos de interaccion molecular se indica en la Tabla 1
mediante sus energias de interaccion (o entalpias de interaccidn). Asi, la entalpia de una interaccién
es la energia liberada en su formacién o la energia requerida para romperla, a presidon constante.
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4. Conceptos eléctricos

La existencia de carga eléctrica es uno de los rasgos fundamentales del universo. Las cargas
individuales son particulas subatdmicas individuales: son unitarias y pueden ser positivas o negativas.
Las cargas del mismo signo se repelen y las de distinto signo se atraen. La fuerza de atraccién entre
cargas de distinto signo significa que se requiere una apreciable cantidad de energia para separarlas,
y por tanto, se libera energia cuando se les permite estar juntas otra vez. El estado normal de la
materia es ser eléctricamente neutra, con igual nimero de cargas positivas y negativas.

4.1 Electricidad

La electricidad estdtica es la acumulacién de un exceso de carga eléctrica positiva o negativa
en alguna regién, producido por la separacion de electrones de sus 4tomos. La cantidad de carga, Q,
se mide en culombios (C). La carga positiva de un ién de sodio o potasio (la carga elemental, e;) es
1.602 x 10" C, y un culombio corresponde a la carga en 6.24 x 10" iones univalentes. La carga en un
mol de iones univalentes viene dado por la constante de Faraday, F, que es igual al nimero de
Avogadro, N, (el nimero de iones, 4&tomos o moléculas en un mol, 6.022 x 10%%) multiplicado por la
carga de cada uno de ellos:

F = NAeo

=6.022 X 1023 x 1.602 x 1071°
= 96500 coulombios/mol

La corriente eléctrica es el flujo de cagas de un lugar a otro. La corriente I es igual a dQ/dt, la
tasa de cambio de carga con el tiempo. Se mide en amperios (A). Una corriente de un culombio por
segundo es un amperio:

[ =dQ/de
1A = 1C/1s

Si la corriente a través de un canal de potasio fuese un picoamperio (1 pA o 10" A),
entonces el nimero de iones de potasio por segundo que fluye a su través sera de 6.24 x 10'® x 10,
6.24 millones.

La corriente sélo fluye de un punto a otro si hay una diferencia de potencial (V o E) entre los
dos puntos y una via conductora entre ellos. La diferencia de potencial se mide en voltios (V). Cuando
un culombio se mueve a través de una diferencia de potencial de un voltio, la energia liberada es de
un julio (J).

La ley de Ohm

La corriente que fluye a través de un conductor con una diferencia de potencial concreta estd
determinada por la resistencia del conductor, como fue establecido por Ohm en 1827. La ley de Ohm
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dice que el potencial V (en voltios) es igual a la corriente I (en amperios) multiplicado por la
resistencia R:

V=IR ; I=V/R

La unidad de la resistencia es el ohmio (€2). Lo reciproco de la resistencia es la conductancia,
G, medida en siemens (S).

I=VaG

En condiciones ideales, la corriente que fluye a través de un conductor es linealmente
proporcional al potencial, y la conductancia es una constante, independiente del voltaje, como
promulga la ley de Ohm. En cambio, a veces la conductancia varia con la diferencia de potencial. Si la
conductancia cambia cuando cambia la direccién de la corriente, tal que conduce mds en una
direccidén que en sentido contrario, entonces se llama rectificacion.

Dos placas de material conductor separadas por un aislante forman un capacitor. Si se aplica
una diferencia de potencial a través del capacitor, se crea o almacena una cantidad de carga Q en las
placas. Esta carga es proporcional a la diferencia de potencial, y la constante de proporcionalidad es
la capacitancia, C:

Q=VC

Cuando el voltaje aplicado a través del capacitor es cambiante, las cargas se crean en una

placay fluyen hacia la otra, creando una corriente a través del capacitor, tal que:
I =Ccdv/dt

Donde dV/dt es la tasa de cambio del voltaje con el tiempo.

Las membranas celulares son aislantes finos entre soluciones conductoras, y por tanto,
tienen una capacitancia. La capacitancia de un capacitor es proporcional al area de las placas de las
gue estd hecha. Asi, la capacitancia de una zona de la membrana celular es proporcional a su area.
Por tanto, si la capacitancia por unidad de area es C,,, y el area de la membrana es a, entonces la
capacitancia C viene dada por:

C=aCy
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4.2 Movimiento de iones a través de canales de membrana y Funciones de ajuste utilizadas en el
andlisis de canales idnicos

En este apartado se incluyen las ecuaciones que describen el movimiento de iones a través
de la membrana y los canales iénicos, que son base de la electrofisiologia de la técnica de patch
clamp utilizada en esta Tesis Doctoral.

La membrana plasmatica es la barrera al movimiento de iones, y los canales iénicos son las
proteinas integrales de membrana que permiten el paso de los iones a su través, de una forma
selectiva y regulada. La direccion en la que se mueven estd determinada por el gradiente
electroquimico. En cambio, la velocidad a la que los iones se mueven a través de la membrana esta
determinada por varios factores:

1. la magnitud del gradiente electroquimico.

2. lanaturaleza del ién y las caracteristicas de los canales idnicos (permeabilidad y
selectividad)

3. el ndmero de canales idnicos presentes por unidad de area de membrana.

4. la proporcion de canales abiertos.

El gradiente electroquimico

Determina la direccion en que se mueven los iones de un lado a otro de la membrana a
través de un canal. Si suponemos dos compartimentos que contienen diferente concentracién de una
sal de potasio. El compartimento 1 tiene mayor concentracion que el 2 y ambos estan separados por
una membrana que tiene varios canales catiénicos, de forma que dejan pasar los iones positivos de
potasio, pero no los aniones. Si los canales se abren, los iones de potasio fluirdn a favor de su
gradiente de concentracidn, desde el compartimento 1 hacia el 2. Los iones de potasio acumulan asi
sus cargas positivas en el compartimento 2, mientras el 1 contiene las cargas negativas. Se crea asi
una diferencia de potencial entre los dos compartimentos. Esta diferencia de potencial ahora afecta
al movimiento de los iones de potasio: el exceso de carga positiva en el compartimento 2 tiende a
reconducirlos hacia el compartimento 1. Este sistema alcanza un equilibrio cuando el gradiente de
concentracién, que dirige los iones en un sentido, se balancea con el gradiente eléctrico, que dirige
los iones en el sentido contrario. La diferencia de potencial entre ambos compartimentos en este
punto es el potencial de equilibrio para el idn de potasio (V).

La ecuacion de Nernst

El valor del potencial de equilibrio para cualquier idn, x, puede ser calculado a partir de una
ecuacion, que fue derivada de los principios basicos de la termodindmica por el quimico-fisico
aleman Walter Nernst en 1888, es la ecuacion de Nernst. Por ello, al potencial de equilibrio de un ién
también se le denomina potencial de Nernst. La ecuacidon de Nernst describe la condicién donde
existira equilibrio entre la energia asociada con el voltaje de membrana (V) y la energia asociada con
un gradiente de concentracidén de una especie idnica x.
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v RTl [x]4
x)=—In—
0= 2F ",
donde R es la constante de los gases (8.314 JK"'mol~1), T es la temperatura absoluta (2K; -
273 2C), z es el numero de cargas del ion (+2 para iones de calcio, -1 para iones de cloro, p.ej.) y F es

la constante de Faraday (96500 Cmol™). [x]; y [x], son las concentraciones del i6n x en los dos
compartimentos. V(x) es el potencial en voltios del compartimento 2 medido con respecto al
compartimento 1.

Las ecuaciones de Goldman-Hodgkin-Katz

La selectividad es la comparacion de las permeabilidades del canal a diferentes iones. La
permeabilidad es la tasa a la que una especie particular idnica pasa a través del canal abierto bajo
condiciones estandar.

Hodgkin y Katz en 1949, desarrollaron dos expresiones ampliamente utilizadas que permiten
hallar la permeabilidad absoluta de un ién y la relacién de permeabilidades entre los diferentes
iones. Para desarrollar estas expresiones, se basaron en la teoria de campo constante que David
Goldman postulé en 1943, como modelo para el movimiento de iones a través de la membrana
plasmatica. Goldman asumié que la membrana era homogénea en su naturaleza y que los iones la
cruzan independientemente unos de otros, moviéndose a una tasa proporcional a la que tienen
libres en solucidn, y asumio que el gradiente eléctrico a través de la membrana era lineal.

La ecuacidn que permite hallar la permeabilidad absoluta de un idn es la llamada ecuaciéon de
corriente de Goldman-Hodgkin-Katz, y dice que la corriente que lleva el ién x es igual a su
permeabilidad, P,, multiplicada por una funcién no lineal del voltaje:

EFZ [x]i _ [x]o e(—ZxFE/RT)

—p ,2
Iy = Pz RT 1 — e(—z<FE/RT)

Esta ecuacion permite calcular la permeabilidad absoluta del i6n a partir de la medida de su
corriente, I,, si se conoce la concentracién intracelular [X]; y extracelular [X], del ién y el potencial de
membrana, E.

La otra ecuacion es la llamada ecuacién de voltaje de Goldman-Hodgkin-Katz, y permite

calcular la relacién de permeabilidad entre los diferentes iones a partir del potencial de inversién, es
decir, el potencial de membrana al cual no fluye corriente neta, si las concentraciones de los iones
son conocidas. Si los iones permeantes son Na*, K'y Cl', la ecuacién es:

El?’lPK [K]o + PNa[Na]o + PCI[Cl]i
F  Px [K]; + Pya[Na]; + Pqi[Cl],

Einy =

donde E;;,,, es el potencial de inversién o potencial al nivel de cero corriente; Pk, Pna Y P
son los coeficientes de permeabilidad para los iones de potasio, sodio y cloro. La ecuacidon permite
calcular la ratio de permeabilidad, no permeabilidades absolutas, a partir de medidas de potenciales

de inversidn en concentraciones idnicas conocidas.
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Si solo permea un idn, el E;;,, serad el potencial de Nernst para ese ién. Con varios iones
permeantes, el Ej,, es el peso promedio de todos los potenciales de Nernst. Si sélo existe un ién
permeante a cada lado de la membrana, y ambos iones tienen la misma valencia, el Ej;,, esta dado
por la ecuacion biidnica simple siguiente:

RT P, [A],
Einv =—lIn——7H0m=
zF Py [B];

Cuando permean dos iones pero difieren en su valencia, por ej. Ca** extracelular y K
intracelular, la relacion es mas compleja y puede ser resuelta con P,/ Pk (Fatt and Ginsborg, 1958):

Las ecuaciones de Goldman-Hodgkin-Katz son herramientas muy Utiles para describir las
propiedades de los canales individuales, pero es menos util como guia para la estructura fisica de los
canales y parten de asunciones peligrosamente simplistas y erréneas. Incluye en el Unico parametro
de permeabilidad dos conceptos bastante diferentes de la teoria de solubilidad y difusion: el
coeficiente de particién y la movilidad. Se asume que los canales son homogéneos. Se asume que los
iones no interaccionan ni fisica ni electrostaticamente. Estas asunciones son errdneas, y por tanto,
las predicciones de estas ecuaciones no pueden ser correctas en detalle. Pero aun asi, debido a su
contribucidon en los mayores avances desde 1970, se usan como definiciones de la permeabilidad
absoluta y de las tasas de permeabilidad.

El potencial de membrana

La mayoria de las células poseen un potencial de membrana, esto es, un voltaje a través de la
membrana plasmatica tal que el interior celular es normalmente unas décimas de milivoltios mas
negativo que el exterior. En el axén gigante del calamar es de -60 mV en condiciones de reposo. El
principal responsable de este potencial de reposo son los canales de potasio, puesto que, es el
potencial de equilibrio para los iones de potasio obtenido mediante la ecuacién de Nernst en las
concentraciones idnicas del axén gigante del calamar (20 mM extracelular; 400 mM intracelular), el
gue mas se aproxima al potencial de reposo (Ex =-75 mV).

En células excitables (neuronas y células sensoriales y musculares), el potencial de membrana
cambia muy rdpidamente desde -60 mV en reposo hasta +55 mV aprox., como consecuencia de la
apertura de canales de sodio en respuesta a un estimulo eléctrico.

El gradiente de voltaje o campo eléctrico a través de la membrana es enorme. Si hay una
diferencia de potencial de 60 mV a través de una membrana de 3 nm de espesor, por €j., entonces el
gradiente de voltaje es de 200000 V/cm. Claramente esto debe tener apreciables consecuencias en el
movimiento de iones a través de los canales y en las distribuciones de cargas en los canales.
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Probabilidad de apertura, Po

La probabilidad de un canal de estar abierto (P,) proporciona una indicacién del nivel de
actividad de un canal iénico. En el caso mas simple, en el que hay un Unico canal en el parche, esta
dado por

o~

o

Popen = 7

Donde t, es el tiempo en que el canal se encuentra en estado abierto y T es el tiempo total de
observacién. Si el parche contiene mas de un canal del mismo tipo, entonces

Ty
Popen = ﬁ

donde N es el niumero de canales en el parche, y

T, = Z Lt,

donde L es el nivel de apertura del canal. Se asume que un nivel 2 de apertura, por ejemplo,
es el resultado de dos niveles 1 de apertura del mismo tipo de canal superpuestos, donde se asume
gue el nivel 1 de apertura es la apertura de un canal Unico.

En general, N debe ser asignado un valor igual o mayor que el nimero de niveles en el
registro de canal Unico. No puede asumirse que N es igual al niumero de niveles porque N canales en
un parche pueden generar menos que N niveles si las aperturas de los canales presentes nunca se
solapan durante el curso del registro. Este puede ser facilmente el caso si la actividad del canal es
baja y/o las aperturas son breves. Sin embargo, el nimero minimo de canales en el parche es al
menos el nimero de niveles observados.

Si el nimero de canales no se conoce y hay razdén para sospechar que el nimero de niveles
no refleja con precisién el nimero de canales, la probabilidad de apertura del canal, reflejada como
NP,, se halla mediante

Donde T, es el tiempo total cerrado.
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Funcion de la distribucion binomial

La distribuciéon binomial describe la probabilidad, P, de que un evento ocurra en n ensayos
independientes y se usa, por ejemplo, para determinar la probabilidad de apertura simultanea de un
numero de canales independientes, n, en un parche (Colguhoun, et al, 1995).

n!

f() = PR = P

(n—x)!x!

Funcion de la distribucion Gausiana

Utilizada para datos que pueden ser descritos por una o mas distribuciones normales. Paran
componentes, el ajuste resuelve la amplitud A4, la media gausiana y, la desviacion estandar gausiana
o y la constante C para cada componente i. La funcidn de la distribucion Gausiana se usa
generalmente para describir la distribucion de amplitudes de aperturas de canal Unico (Heinemann,
1995).

D e-(-up?/20}
x) = Aj———+C
£ 2 —

La ecuacion de Hill

La ecuacidn de Hill es una ecuacidon general que puede ser aplicada en muchos tipos de
respuestas farmacoldgicas concentracion-dependientes de un canal idnico frente a la aplicacion de
farmacos. R4, se refiere a la maxima respuesta obtenible con el farmaco S. Por definicién, un
agonista parcial tendrd una R,,,4, menor que la R,,,, del agonista completo. K’ se refiere a la ECs, de
un agente particular, indicativo de su potencia. El valor de n impone algunas limitaciones sobre el
grado de cooperatividad de los procesos dependientes de ligando. En un proceso inhibitorio
concentracion-dependiente, n puede tomar valor negativo. El ajuste resuelve R, 4., K' y 1.

f(S) _ Rmax[s]n +C
K+ [S]"
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TABLA 6. Tabla de bibliografia con ejemplos de canales o receptores

gue muestran cambios en su actividad debido a agrupaciones y/o a lipidos

EVIDENCIAS DE CAMBIOS EN CAMBIOS EN
EVIDENCIASDE | Acop| AMIENTO GATING GATING
AGRUPACIONES .
FUNCIONAL  pPOR AGRUPACIONES POR LIPIDOS
Kir4.1 -Horio et al, 1997 -Horio et al, 1997
Kvl.l -Sheng et al, 1992
-Misonou et al, 2004 )
Kv2.1 -Trimmer et al 1991 -Misonou et al, 2005, review Ja(_:())(?fgtn aelt ZIOOZSO o7
-Zhang et al, 2008 -Misonou et al, 2008 '
-Zhang et al, 2008
Otros canales de K* -Draber et al, 1993

Canales de Na*

HCN

activados por voltaje

-Bhargava et al, 2013

-Naundorf et al, 2006

-Undrovinas et al, 1992

-Huang et al, 2012

-Naundorf et al, 2006

-Undrovinas et al, 1992

-Undrovinas et al, 1992

TRPs

tDekker and Yellen, 2006

Cotransportador de

-Sonkusare et al, 2012

-Beech et al, 2009, review

Na-Cl

Canal de CI' (CFTR)

-De Jong et al, 2003

-James et al, 2010

-De Jong et al, 2003

-Morenilla-Palao et al, 2009

-Welker et al, 2008

Canal aniénico

-Manella, 1982

-Krouse and Wine, 2001

activado por voltaj
(VDAC)

Transportador

humano de aniones

e -Manella et al, 1983

-Manella and Colombini, 1984

-Gongalves et al, 2007

-Betaneli et al, 2012

organicos (hOAT1)

Receptor de

-Hong et al, 2005

-Duan et al, 2011

acetilcolina

Receptores acoplados

-Huh and Fuhrer, 2002

-Kilic ann Rudnick, 2000

-Schindler, 1984
-Schindler et al, 1984

-Keleshian et al, 2000

-Schindler et al, 1984
-Keleshian et al, 2000

-Fong and McNamee, 1986
Da Costa and Baenziger, 2009
-Morales et al, 2006
Ferndndez-Carvajal et al, 2006

a proteinas G

Receptores de ATP
(P2X)

-Rios et al, 2001
-Herrick-Dauvis et al, 2004
-Mansoor et al, 2006

-Fujiwara and Kubo, 2004

-Kilic ann Rudnick, 2000
-Rios et al, 2001
-Herrick-Davis et al, 2005
-Botelho et al, 2006

-Botelho et al, 2006
-Tayebati et al, 2013

Receptor de I1P3

-Rahman et al, 2009

-Ding and Sachs, 2002

-Rahman et al, 2009

-Fujiwara and Kubo, 2004

-Michel and Fonfria, 2007

Receptor de

-Rahman et al, 2009

rianodina

Canales

-Saito et al, 1988
-Yin et al, 2005

-Marx et al, 1998
-Marx et al, 2001

-Glover et al, 2004
-Laver et al, 2004
-Gaburjakova and
Gaburjakova, 2010

-Laver et al, 2004
-Nakamura et al, 2007

mecanosensibles
(MscL)

Gramicidina A

Bialecka-Fornal, et al, 2012

-Ursell et al, 2007
-Grage et al, 2011

-Powl et al, 2008
-Grage et al, 2011

Receptor bacteriano
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