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Resumen

Investigaciones previas indican que los fosfolipidos aniénicos como POPA influyen en la actividad del canal
de potasio KcsA ralentizando su inactivacién. Este estudio examind si el efecto de POPA es directo (por
unién especifica al canal) o indirecto (por cambios en las propiedades fisicas de la membrana) y cémo afecta
a las compuertas que controlan la funcién del canal (compuerta externa (SF) y a la compuerta interna),
utilizando mutantes reconstituidos en liposomas y nanodiscos con o sin POPA. El analisis Homo-FRET reveld
que la afinidad del SF por K* es pH-dependiente. A pH 7 (estado cerrado), SF exhibe una alta afinidad por
K*, mientras que a pH 4 (estado abierto/inactivado), esta afinidad disminuye. La modulacion por POPA
incrementa la afinidad de SF por K* a pH 4, estabilizando asi el estado conductor. Concomitantemente,
POPA promueve la apertura de la puerta interna a pH neutro mediante el aumento del pKa de este proceso
conformacional. Utilizando la mutacién KcsA R64A, que bloquea el SF en conformacién conductora se
puede concluir que POPA modula de forma independiente las compuertas del canal de potasio KcsA. Este
trabajo demuestra que los fosfolipidos aniénicos modulan las transiciones conformacionales del canal KcsA
de manera directa, actuando de forma independiente sobre el filtro de selectividad y la compuerta interna,

y que los nanodiscos constituyen un sistema modelo valido para estos estudios.

Key Words:

lon channels, fluorescence anisotropy, Homo-FRET, anionic phospholipids, nanodiscs.

Abstract

Previous research indicates that anionic phospholipids such as POPA influence the activity of the KcsA
potassium channel by slowing its inactivation. This study examined whether the effect of POPA is direct (by
specific binding to the channel) or indirect (by changes in the physical properties of the membrane) and
how it affects the gates that control channel function (external gate (SF) and internal gate), using mutants
reconstituted in liposomes and nanodiscs with or without POPA. Homo-FRET analysis revealed that the
affinity of SF for K* is pH-dependent. At pH 7 (closed state), SF exhibits a high affinity for K*, while at pH 4
(open/inactivated state), this affinity decreases. Modulation by POPA increases the affinity of SF for K* at
pH 4, thus stabilizing the conductive state. Concomitantly, POPA promotes the opening of the internal gate
at neutral pH by increasing the pKa of this conformational process. Using the KcsA R64A mutation, which
blocks SF in the conducting conformation, it can be concluded that POPA independently modulates the
gates of the KcsA potassium channel. This work demonstrates that anionic phospholipids directly modulate
the conformational transitions of the KcsA channel by acting independently on the selectivity filter and the

internal gate, and that nanodisks are a valid model system for these studies.



1. Introduccion
1.1 Canales iénicos
Los canales idnicos son una superfamilia de proteinas integrales de membrana presentes en todos los
organismos vivos, desde procariotas hasta eucariotas. Todos los canales iénicos comparten una
estructura y funcionalidad basica a pesar de que intervienen en diversas funciones fisioldgicas tales
como la excitabilidad celular, la contraccion muscular, la sefializacion celular o la transmision sinaptica

[1].

Los iones como Na*, K, Ca** o CI' pasan a través de estos canales siguiendo un gradiente
electroquimico, determinado por la combinacidon del campo eléctrico y el gradiente quimico de la
membrana plasmatica. Este flujo es extremadamente rapido, llegando a velocidades cercanas a 10° -
10% iones por segundo [2]. La apertura o cierre del canal estd regulada a su vez por diversos estimulos,
que pueden ser el potencial eléctrico de la membrana (canales activados por voltaje), la unién de
ligandos (canales activados por ligandos) o estimulos mecanicos (canales mecanosensibles) [3]. Los

canales no permanecen abiertos de manera continua, una vez activados, tienden a inactivarse

espontaneamente, lo que interrumpe el flujo idnico [4].

La disfuncidn de estos canales puede dar lugar a enfermedades conocidas como canalopatias, que
afectan a sistemas como el nervioso, cardiovascular y respiratorio. Dada su importancia en la
sefializacion eléctrica y en procesos como la liberacién de insulina y el control del volumen celular,

entre otros, los canales idnicos son objetivos terapéuticos clave [5].

1.2 Estructura del canal de potasio KcsA
KcsA es un canal de potasio (K*) procariota de la bacteria Streptomyces lividans, estudiado
principalmente por su similitud estructural con los canales de K* eucariotas. De este modo, este canal
se considera un modelo para tratar de describir la estructura, funcidon y mecanismos de los canales de

K*, asi como para explorar cémo las interacciones lipido-proteina pueden modular su actividad [3].

Este canal es una proteina integral de membrana formado por cuatro subunidades idénticas,
organizadas en un homotetramero alrededor de un poro central acuoso por donde fluyen los iones [6].
La apertura del canal esta regulada por dos compuertas que controlan el paso de los iones de manera
rapida y selectiva. El poro tiene una amplia regién llamada vestibulo, que anticipa al filtro de
selectividad que es la parte mas estrecha y se encarga de seleccionar los iones que pueden o no pasar
a través del canal. El filtro de selectividad (SF), con la secuencia consenso de aminoacidos 75-TVGYG-
79, homdloga a la de los canales eucariotas de K*, es responsable de la unién de los iones K* en el poro,

bloqueando el paso de otros iones como Na* [7].



Cada una de las cuatro subunidades, denominadas mondémeros, contiene un extremo amino (N-
terminal) orientado hacia el citoplasma, dos hélices transmembrana (TM1 y TM2) conectadas por una
hélice corta que forma la regién del poro, responsable de la selectividad del canal hacia los iones K*, y
una region carboxilo terminal (C-terminal) ubicada en el citoplasma, que actia como compuerta
interna sensible a pH [8,11]. La estructura de KcsA, determinada mediante cristalografia de rayos X,
ofrece una vision detallada a nivel atdmico que ha permitido desentrafiar los mecanismos de

selectividad y regulacién de los canales de K* [10] (figura 1).
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Figura 1: Esquema de la estructura del canal KcsA. (A) Estructura cristalogrdfica en estado cerrado de
KcsA (base de datos PDB: 3EEF). (B) Estructura del filtro de selectividad, secuencia consenso, y triada

de inactivacion (E71-D80-W67) en dos conformaciones distintas, conductora y no conductor [8].

Gracias al analisis de la estructura cristalografica, se ha mostrado que KcsA tiene una conformacién de
cono invertido, con una cavidad central que actia como un depdsito de K* en el lado intracelular [6].
La regién transmembrana de la proteina tiene aproximadamente 34 A de longitud, con un poro que se
estrecha en el lado extracelular, lo que contribuye a su capacidad de selectividad idénica. Ademas, el
dominio C-terminal de la proteina que estd compuesto por aproximadamente 40 aminodcidos, esta
implicado en la regulacidon del canal adoptando una conformacidon helicoidal que da lugar a

interacciones entre las cuatro subunidades por puentes de hidrégeno [20].

1.3 Actividad del canal KcsA
El canal KcsA es activado en condiciones de pH acido en el lado intracelular, lo que provoca la apertura
de la compuerta interna formada por los C-terminales de las hélices TM2 [11,12]. Este proceso estd
principalmente mediado por la protonacién de residuos especificos que induce un cambio

conformacional permitiendo el paso de los iones K* a través del canal [11,13]. Sin embargo, esta



activacion es transitoria y el canal tiende a inactivarse rapidamente lo que provoca que entre en un
estado no conductor que implica cambios en la conformacidn del filtro de selectividad, por lo que se

considera la compuerta externa del canal [13] .

El canal presenta una comunicacion alostérica entre estas dos compuertas que define el ciclo de
actividad de este [15,16]. Este consta de cuatro estados conformacionales: cerrado/conductor,
abierto/conductor, abierto/inactivado y cerrado/no conductor. En el estado cerrado/conductor, que
ocurre a pH neutro (pH 7) y en presencia de K*, los C-terminales de los segmentos TM2 se entrecruzan,
formando una barrera o compuerta interna que impide el paso de los iones de K*, mientras que la
compuerta externa (SF) se encuentra en una conformacion conductora [15,16]. Debido a la
protonacion de los residuos involucrados cuando el pH intracelular se acidifica la compuerta interna
se abre, haciendo que el canal pase a un estado abierto/conductor y permita el flujo de iones [11,13],
aungque este estado no es estable y tan solo dura unos segundos, ya que el SF pasa a un estado inactivo,
impidiendo el paso de los iones provocando que el canal se encuentre en el estado abierto/inactivado
[8,14]. Este estado de inactivacién estd mediado por la triada de inactivacién, compuesta por tres
residuos clave en cada mondmero de KcsA: E71, D80 y W67 (Figura 1). Estos residuos se encuentran
en contacto con el SF y estabilizan el estado inactivado mediante la formacién de puentes de hidrégeno
[11,13,18]. Cuando el pH vuelve a valores neutros, la compuerta interna se cierra, lo que impide el
paso de iones y hace que el canal adopte un estado no conductor. Al mismo tiempo, el SF recupera su
capacidad de conduccién, completando asi el ciclo de regulacién del canal (Figura 2). Esta coordinacion
entre la compuerta interna y la compuerta externa asegura un control preciso sobre la actividad del
canal, permitiendo su regulacién en respuesta a cambios tanto en el pH como en la concentracion de

K* [8,14,16] .

pH4
H*
CERRADO/CONDUCTOR AB,ERTO/CON;,UCTOR Figura 2: Ciclo de actividad del canal KcsA,
representando los 4 estados conformacionales que
Afinicsl:d K* inesf:ue puede adoptar KcsA a altas concentraciones de K* en
funcién del pH: estado cerrado/conductor a pH 7,
):{ ~& abierto/conductor y estado abierto/inactivado a pH 4,
e y estado cerrado/no conductor a pH 7 [16].
CERRADO/NO CONDUCTOR ABIERTO/INACTIVADO



El SF de KcsA presenta cuatro sitios de unién para el K* (5S1-S4), donde los carbonilos del esqueleto de
la proteina interactian con los iones. Dependiendo de la concentracién de K*, este filtro puede adoptar
dos conformaciones diferentes: una conformacién colapsada, no conductora, que ocurre cuando la
concentracién de K* es baja y solo se ocupan los sitios S1 y S4, y una conformacién conductora cuando
la concentracidn de K* es alta, lo que permite la ocupacién de todos los sitios y el paso de los iones a

través del canal (Figura 1B) [7].

1.4 Interaccién de KcsA con lipidos de membrana
El canal KcsA, al tratarse de una proteina de membrana, en su estado nativo en la bicapa lipidica se
encuentra rodeado por lipidos de diversa naturaleza. Estos pueden llegar a modular la estructura y
funcidn del canal al influir en las propiedades fisicas de la membrana como la curvatura, la tensién vy el
grosor de la bicapa [1]. Por otro lado, también pueden afectar de manera directa al canal uniéndose a
sitios especificos, en las tres potenciales regiones de unién de los lipidos a la proteina [18]. Una de
estas regiones esta ubicada en el lado citoplasmatico C-terminal, cerca de la membrana lipidica, y se
caracteriza por ser rica en argininas, especificamente los residuos R27, R117, R121 y R122 (Figura 3,
amarillo). Esta regién confiere mayor estabilidad al tetramero de KcsA frente a procesos de
desnaturalizacion quimica [18)]. Ademas, en el extremo N-terminal del canal, los aminodcidos R11, R19
y K14 forman otra regién importante y se ha propuesto como una especie de "antena" sensible a la
carga que, al interactuar con fosfolipidos anidnicos, estabiliza la conformacion abierta de la compuerta
interna del canal (Figura 3, violeta) [18]. Otra de estas regiones serian los sitios anulares, que rodean
directamente la superficie de la proteina en contacto con la bicapa lipidica. En estos sitios, los lipidos
estan en interaccidn directa con la superficie de KcsA, actuando como una "capa de lipidos asociados"

gue se encuentra en contacto continuo con la proteina [12].

Por otra parte, existen los sitios no anulares, donde los lipidos se sitian en los surcos formados entre
cada dos mondmeros proteicos de KcsA (Figura 3). Esta area se encuentra entre los segmentos TM1y
TM2 de dos mondmeros adyacentes en el lado extracelular del canal, permitiendo que los lipidos
anidnicos queden intercalados y se establezcan interacciones con los residuos R64 de un mondémeroy

R89 del otro [18].

Selectivity
filter

Figura 3: Estructura de KcsA con los sitios de union a fosfolipidos

anidnicos. Los lipidos no anulares estdn representados en rojo

'ﬁ? fas, mientras que los que estdn unidos a la zona citoplasmdtica y a la
& P zona N-terminal estdn representados en amarillo y violeta
% C Terminus respectivamente [18].
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85,83



1.5 Lipidos unidos a sitios “no anulares”
Los lipidos aniénicos, como el acido fosfatidico (PA) o el fosfatidilglicerol (PG), se enlazan a sitios "no
anulares", neutralizando las cargas positivas de los residuos R64 y R89. Este proceso resulta esencial
tanto para el correcto plegamiento como para la regulacién de la funcién del canal KcsA [18].
Adicionalmente, la presencia de estos lipidos aumenta la carga negativa en la superficie de la
membrana, lo que incrementa la concentracidon de moléculas con carga positiva, como el ion K*, en la
. cercania de la membrana, mejorando asi la conductancia del canal
[1,12]. Asimismo, su union de forma no covalente refuerza la

estabilidad estructural del tetrdmero (Figura 4) [22].

Figura 4: Representacion de la interaccion en los sitios “no
anulares” del canal KcsA de los residuos R64 y R89 de mondémeros
adyacentes con un fosfolipido anidnico como POPA. La estructura

de la proteina se muestra en forma de cintas, con cada subunidad

representada en un color diferente: las hélices transmembranales M2 se destacan en verde, mientras
que las regiones circundantes, como la hélice de poro (pore helix), se muestran en beige. Los residuos
clave R64, R89, D80, E71 y W67, involucrados en la interaccion con el lipido, se indican en azul y amarillo
en formato de lineas para resaltar sus posiciones. El fosfolipido aniénico (POPA) se representa en forma
de esferas, con los dtomos de oxigeno en rojo y los dtomos de carbono en rosa, evidenciando su

interaccion con los residuos en los sitios no anulares [18].

Resultados previos sugieren que la arginina R64 interactta con el residuo W67 para estabilizar la triada
de inactivacion, favoreciendo el cierre del canal. Asi, la mutacién de R64 a alanina (R64A) elimina esta
interaccion, lo que previene la inactivacién del canal [19]. De manera similar, se ha propuesto que los
lipidos anidnicos ralentizan asi la inactivacion del canal KcsA WT al unirse de manera no covalente a
R64, evitando la interaccién entre este residuo y W67, generando un efecto comparable al de la

mutacién R64A [18].

1.6 Estudio del efecto directo o indirecto de los fosfolipidos anidnicos
Los fosfolipidos anidnicos desempefian un papel crucial en la modulacién de la estructura y funcién de
canales idnicos como KcsA, pero determinar si su efecto es directo (por unién especifica al canal) o
indirecto (por cambios en las propiedades fisicas de la membrana) ha sido un desafio en la
investigacion de proteinas de membrana. Para abordar esta cuestion, se han disefiado estrategias
experimentales que comparan el comportamiento del canal en diferentes entornos, como bicapas
lipidicas y sistemas solubilizados en detergente, en presencia o ausencia de fosfolipidos anidnicos

(figura 5) [18]. Estas aproximaciones permiten discernir si los cambios observados en la actividad del



canal se deben a interacciones especificas con los lipidos o a alteraciones en las propiedades

fisicoquimicas de la membrana, como la fluidez o la presion lateral [18].

Un método comunmente utilizado para integrar proteinas de membrana en un entorno lipidico es la
reconstitucion en vesiculas lipidicas, como las vesiculas unilamelares grandes (LUVs). Este proceso
comienza con la formacién de estructuras lipidicas apiladas, que se transforman en vesiculas
multilaminares grandes (MLVs) mediante agitacion, un paso que desestabiliza las capas lipidicas y
permite su cierre espontdneo en vesiculas [34]. Posteriormente, las MLVs se convierten en LUVs
mediante extrusion, un procedimiento que implica el paso forzado de la suspensidn lipidica a través
de membranas de policarbonato con poros de tamano definido, tipicamente entre 60 y 100 nm, para
obtener vesiculas de tamaino homogéneo [26]. Este tipo de vesiculas ha sido ampliamente empleado
en estudios de canales idnicos para analizar cémo los lipidos, especialmente los anidnicos, influyen en

su dinamica y funcion [18].

Otro sistema destacado es el uso de nanodiscos, que consisten en bicapas lipidicas estabilizadas por
polimeros o proteinas, como el N-(2-metil-1,3-bis(O-B-D-gluco)propan-2-il)-3-
(dodeciltiol)propanamida (DDDG). A diferencia de los liposomas, que pueden presentar problemas de
agregacion y heterogeneidad en el tamafo de las vesiculas, los nanodiscos ofrecen un entorno
nanométrico estable y monodisperso, lo que reduce interferencias en mediciones espectroscopicas y
biofisicas (figura 5) [16, 34]. Esta estabilidad los hace ideales para el analisis de proteinas oligoméricas
o complejos proteicos que requieren un entorno de membrana controlado [16]. Ademads, las
interacciones lipido-proteina en estos sistemas han sido estudiadas mediante técnicas
espectroscopicas, como la fluorescencia, que permiten analizar la dinamica molecular de canales

idnicos como KcsA en la interfaz con el entorno lipidico [17].

Micela Mixta Liposoma Nanodisco

Figura 5: Representacion esquemdtica de los diferentes sistemas lipidicos utilizados en el estudio de

KcsA.



1.7 Espectroscopia y anisotropia de fluorescencia
La espectroscopia de fluorescencia es una técnica ampliamente utilizada en el estudio de proteinas de
membrana, ya que permite analizar interacciones proteina-proteina y proteina-ligando, asi como
obtener informacion estructural y funcional de manera tanto cualitativa como cuantitativa [17, 31]. En
el caso de canales idnicos como KcsA, esta técnica ha sido fundamental para investigar los cambios
conformacionales y las dindmicas moleculares en respuesta a estimulos como el pH, la concentracién
de iones o la composicidn lipidica del entorno [17]. La anisotropia de fluorescencia, en particular, es
una herramienta poderosa para estudiar la movilidad y la orientacién de fluoréforos, proporcionando
datos sobre las transiciones conformacionales de las proteinas y su interaccion con el entorno lipidico

[24].

El fendmeno de fluorescencia se produce cuando una molécula capaz de absorber energia es excitada
a una determinada longitud de onda, provocando que absorba parte de esta energia y se produzca la
transicion desde su estado fundamental (SO) hacia un estado excitado (S1) [24]. A medida que esta
molécula permanece en ese estado, se produce una pérdida parcial de la energia absorbida en forma
de calor (desplazamiento de Stokes) durante su tiempo de vida media y con esto, ocurre una relajacion
vibracional. Finalmente, la molécula vuelve a su estado fundamental emitiendo fluorescencia con una
longitud de onda mayor que la de la excitacion original (A emision > A excitacion), debido a la pérdida

de energia en forma de calor que se produce
Perdidas de energia en forma de calor

9 g‘) durante las relajaciones vibracionales [24]. Este
Transiciones no radiativas
5 g COnies fenobmeno se puede ver representado
1\ "\ Estado excitado (S1)
: b graficamente en el diagrama de Jablonski,
S (© A Emision
< g c N\ de . -
< 2 3 N\ e donde aparecen las distintas transiciones de
w < o
z S \‘ ’ 7’ .
B 2 N~ energia que una molécula experimenta
b durante la fluorescencia (Figura 6) [24].
excitacion = ’e Estado fundamental (S0)

Figura 6: Diagrama de Jablonski que muestra los procesos de absorcion y emision de energia [24]. El
eje vertical representa la energia, y el horizontal los estados vibracionales. El estado fundamental (S0)
y el excitado (S1) se indican con lineas gruesas, y los niveles vibracionales con lineas delgadas. La flecha
ascendente sefiala la absorcion (SO a S1), y la descendente la emision de fluorescencia (S1 a SO). Las
lineas onduladas indican transiciones no radiativas, como relajacion vibracional, con pérdida de

energia en forma de calor.

En el caso especifico de KcsA, los residuos de triptéfano desempefian un papel crucial, ya que
presentan fluorescencia intrinseca. Los triptéfanos son aminoacidos aromaticos que, al ser excitados

por luz UV en torno a los 280 nm, emiten fluorescencia en el rango de 320-350 nm, lo que los convierte

10



en herramientas Utiles para estudiar la conformacién y dindmica de proteinas [24]. La fluorescencia de
estos residuos es sensible a su entorno, lo que permite detectar cambios estructurales vy

conformacionales en la proteina [17].

Una de las variantes dentro de la espectroscopia de fluorescencia es la anisotropia de fluorescencia
que proporciona informacidon sobre el tamafio, forma y principalmente, dindmica molecular de
proteinas. Este método se basa en la excitacion fotoselectiva de fluoréforos mediante luz polarizada.
Durante el proceso, los fluoréforos cuyas transiciones de dipolo de absorcién estan alineadas con el
vector eléctrico de la luz polarizada son selectivamente excitados, resultando en una emisiéon de
fluorescencia parcialmente polarizada. Esta mide la orientacidn de la luz emitida respecto a la luz
excitada. En un entorno donde los fluoréforos tienen gran libertad rotacional, como en una solucién
no viscosa, la anisotropia serd baja, ya que las moléculas que se encuentran en ella rotan rdpidamente
y emiten luz en direcciones aleatorias. Por otro lado, si los fluoréforos estan inmovilizados, su rotacion
es mas lenta, lo que resulta en una mayor anisotropia (Figura 7). Esta técnica es especialmente (util
para estudiar interacciones proteina-proteina, cambios conformacionales o la fluidez y composicién

de membranas lipidicas [27].

Figura 7: Medida de anisotropia de

tt t tt t fluorescencia: (A) La luz incidente
t t t ¢ | Polarized X . i
t t polarizada se utiliza para excitar
Polarized IAnisotropy selectivamente aquellos fluoréforos
/ _ f Unpolarized con su dipolo alineado con dicha la
N f t +~ luz. (B) Los fluordéforos unidos o en

. medios de alta viscosidad difunden

o rotan mds lentamente, dando una alta anisotropia. (C) La difusion rotacional o la transferencia de

energia por resonancia reducen la polarizacion y por lo tanto una menor anisotropia [27].

1.8 Fendmeno FRET y Homo-FRET y como afecta a la anisotropia
El Fendmeno de Transferencia de Energia por Resonancia de Forster (FRET) es un proceso fotofisico
que se basa en la transferencia de energia no radioactiva desde un fluoréforo donante en su estado
excitado a un fluoréforo aceptor en su estado fundamental a través de la interaccidon electrostatica
dipolo-dipolo de largo alcance entre el donante y el aceptor. Su eficiencia depende fuertemente de la
distancia entre ellos, ocurriendo tipicamente en el rango de 1-10 nm [24]. El fendmeno FRET es
extremadamente sensible a pequefios cambios en la distancia entre los fluoréforos, por lo que hace
gue sea una herramienta muy utilizada para estudiar interacciones moleculares y cambios

conformacionales [29].
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Para representarlo empleamos el diagrama de Jablonski (Figura 8), donde se observa una via
alternativa para la pérdida de energia a través de FRET. En lugar de emitirse fluorescencia directa desde
el donante, la energia se transfiere al aceptor [24]. Este proceso, ademads de ser Util para detectar
cambios de distancia, implica que las moléculas involucradas deben cumplir ciertas condiciones, como
un solapamiento adecuado entre el espectro de emisiéon del donante y el de absorcién del aceptor
[29]. En este contexto, los residuos de triptdfano del canal KcsA, en particular el W67, son
especialmente importantes ya que este residuo se encuentra localizado adyacente del filtro de
selectividad del canal, lo que lo convierte en un marcador clave para estudiar cambios

conformacionales en el mismo [18].

3 Figura 8: Diagrama de Jablonski, donde se representa el
S, T 0 T —
LS s, fendémeno FRET entre un donante y un aceptor. Los
s ke estados electrdnicos fundamental (So) y excitado (S;) se
' FRET
Excitation | indican para ambos fluoréforos. En el donante
So : So (izquierda), una flecha azul ascendente muestra la
Donor Acceptor
o excitacion desde So a S;, mientras que una flecha azul
— Excitation —a=  Non-radiative Process

~~==|nternal Conversion Energy Transfer Process

st eSO descendente indica la emision del donante. Una flecha
negra representa la conversion interna (proceso no radiativo). La transferencia de energia no radiativa
(FRET) al aceptor se sefiala con una flecha roja horizontal (kerer) que compite con la conversion interna
(kor) y la emision del donante (kg). En el aceptor (derecha), una flecha verde descendente indica su

emision tras recibir la energia [24].

La eficiencia del proceso de FRET es inversamente proporcional a la sexta potencia de la distancia entre
el donante y el aceptor, como bien describe la ecuacion de Forster (Ecuacidn 1) que implica que incluso

cambios muy pequenios en la distancia entre los fluoréforos pueden detectarse mediante FRET [24].

1 .
Eprer = —= (Ecuacion 1)
1+(7)
donde Egger €s la eficiencia del proceso de transferencia de energia, r es la distancia real donante-
aceptor y Ry es la distancia Forster a la que la eficiencia de FRET es del 50% y que depende de las

pareja donador-aceptor utilizada.

El fendmeno FRET puede presentarse en diferentes modalidades, una de ellas es el Homo-FRET, en el
que tanto el donante como el aceptor son moléculas idénticas, como los residuos de triptéfano
mencionados. En este caso, la transferencia de energia provoca un desplazamiento angular o
despolarizacién, lo que puede medirse mediante la anisotropia de fluorescencia en estado estacionario

[28]. A diferencia del Hetero-FRET, donde el donante y el aceptor son moléculas quimicamente
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distintas y presentan variaciones en la intensidad de fluorescencia y el tiempo de vida media, en el
Homo-FRET estos parametros permanecen inalterados [28]. Por ello, en el estudio de Homo-FRET se
emplea la anisotropia de fluorescencia como indicador (figura 8), mientras que en Hetero-FRET se
analizan los cambios en intensidad y tiempo de vida para evaluar el proceso de transferencia de energia

[28].

En concreto, y como ya he comentado anteriormente, el Homo-FRET es el que principalmente se usa
para estudiar proteinas oligoméricas como el canal KcsA, donde se pueden monitorizar los cambios
conformacionales mediante mediciones de anisotropia de fluorescencia [18]. Teniendo en cuenta lo
anterior, los residuos de triptéfano del canal KcsA, como W67 son muy Utiles para su estudio mediante
Homo-FRET, ya que permiten evaluar la conformacidn del canal en base a las distancias relativas entre

sus cuatro mondmeros a nivel del SF [17].

Otra utilidad que se le ha dado al Homo-FRET en el estudio de Kcsa, es mediante el marcaje con
tetrametilrodamina (TMR) en el residuo 116 del mismo, cerca de la compuerta interna. Esta es una
herramienta valiosa para investigar la dindmica de la compuerta interna en respuesta a estimulos como
variaciones de pH, gracias a las propiedades espectroscépicas sensibles de este fluoréforo [29]. En
condiciones de pH bajo, que inducen la apertura del canal, se ha observado que la anisotropia de
fluorescencia de TMR aumenta debido a una mayor distancia entre los marcadores, lo que reduce la
eficiencia del Homo-FRET [31]. Este enfoque ha permitido obtener informacién detallada sobre los
estados conformacionales de la compuerta interna de KcsA, contribuyendo a una mejor comprensidn
de cédmo los cambios estructurales en el canal se relacionan con su funcién en diferentes condiciones

fisioldgicas [31].

2. Antecedentes y objetivos
En estudios previos se determind que la actividad del canal KcsA esta modulada por la presencia de
fosfolipidos anidnicos que ralentizan el proceso de inactivacion y dan lugar a unas mayores corrientes
de K* a través del canal. En ese mismo trabajo también se vio que el mutante R64A presenta una

inactivacidn ralentizada independientemente de la presencia o no de lipido anidnico [8,18].

En este TFG se describen los cambios conformacionales que tienen lugar en las dos compuertas del
canal debido a la presencia de fosfolipidos anidénicos. Para ello empleamos los mutantes de KcsA W67,
W67 R64A, G116C, y R64A G116C. En la mutante KcsA W67 se han eliminado todos los residuos de
triptofano de la proteina, dejando sdélo el W67, adyacente al SF, y muy sensible a su conformacién [18].

Mientras, la cisteina introducida en los mutantes G116C, se utilizara para marcar la proteina con la
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sonda fluorescente tetrametilrodamina (TMR) en una posicidn cercana a la compuerta interna y por

tanto sensible a su conformacién [31].

Por otro lado, la mutacién R64A se ha utilizado para bloquear el filtro de selectividad en una
conformacién conductora no inactivante y ver cémo afecta esto al efecto de los lipidos sobre las dos

compuertas del canal [8].

La técnica de anisotropia de fluorescencia, basada en procesos de Homo-FRET, se utilizéd para medir
los cambios conformacionales en el SF y la compuerta interna, reflejando las distancias entre los
residuos W67 (SF) y C116 (compuerta interna) en funcidn del pH y la concentracién de K* (Figuras 9,
10 y 11) [18]. En el SF, las distancias entre los W67 varian segun el estado conformacional: a bajas
concentraciones de K*, el SF adopta un estado no conductor con mayor separacidn entre los W67,
mientras que a altas concentraciones de K*, el canal pasa a un estado conductor con distancias
menores (Figuras 9, 10 y 11) [17]. En la compuerta interna, el marcaje con TMR en G116C permite
detectar su apertura a pH acido, lo que se refleja en un aumento de la anisotropia debido a una mayor

separacion entre subunidades (Figura 11) [31].

Figura 9: Relacion entre geometria y homo-FRET en

KcsA. A: canal de KcsA desde una vista superior, donde
los residuos W67 estdn representados en azul y cada

monomero esta numerada del 1 al 4 aleatoriamente.

B: diagrama de Homo-FRET donde se representa el

homotetrdmero simétrico de KcsA, los W67 se

representan en las esquinas generando una geometria cuadrada (W67 son equidistantes) con una

distancia lateral R (monémeros contiguos), y una distancia diagonal (monémeros opuestos)~/2 R [17].

Figura 10: Comparacion entre las diferentes

Bajalki Alsaif] conformaciones del filtro de selectividad de KcsA a alta
S1| @ s1|@® y baja concentracion de K*. Con baja concentracion de
X+

52 — s2 | @ ion los sitios S2 y S3 estdn vacios y el filtro colapsado y

S3 s3|0
en estado no conductor mientras que, a altas

S4 | @ 4 @
concentraciones de ion, los sitios S1-54 estdn ocupados

No conductor Conductor

y el canal pasa a estado conductor [13].
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A FRET [K+]
R ¢ DI .)K.
FRET
Vel \VO Baja S
III FRET anisotropia
Ny 0 homo-FRET
Excitacién R | III
luz o—0 > [
polarizada Alta R
anisotropia

Bajo FRET

Figura 11: A: Representacion grdfica de como a distancias pequenas ocurre Homo-FRET dando lugar a
movimientos rotacionales de las moléculas resultando en una baja anisotropia. Mientras que si la
distancia entre las moléculas es relativamente mayor, no ocurren fenomenos de Homo-FRET. B:
Correlacion entre [K*], <r> (anisotropia de fluorescencia en estado estacionario), Homo-FRET y la

distancia entre las moléculas.

Para estudiar el efecto del entorno lipidico, se emplearon liposomas de ASOL y ASOL-POPA, asi como
nanodiscos estabilizados con DDDG, que permiten un andlisis mas controlado del canal y reducen la
dispersion en las mediciones espectroscopicas (Figura 5) [16, 34]. Estos sistemas lipidicos se
caracterizaron mediante técnicas como dispersion dinamica de luz (DLS) para evaluar su

homogeneidad y estabilidad.

Por todo lo expuesto, se expone el siguiente objetivo general:

e Estudiar cémo los lipidos de la membrana modulan la apertura y cierre de las dos compuertas

que determinan la actividad del canal de K* KcsA.

Para lograr el objetivo general se proponen los objetivos especificos:

o Determinar el tamafo y la homogeneidad de los sistemas lipidicos utilizados para reconstituir
KcsA: liposomas y nanodiscos formados con DDDG.

o Analizar la interaccion de los lipidos con el filtro de selectividad del canal KcsA W67 y el
mutante KcsA W67 R64AapH7vy4

o Analizar lainteraccion de los lipidos con la compuerta interna del canal KcsA y el mutante R64A
apH7yA4.

o Determinar si la mutacién R64A que bloquea al filtro de selectividad en conformacién no

inactivante, afecta a la modulacion lipidica de ambas compuertas.
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3. Materiales y métodos
3.1 Expresion de las proteinas:
3.1.1  Transformacion
La transformacion de las bacterias E.coli M15 se realizd6 mediante shock térmico afiadiendo los
pldasmidos pQE-30 y pQE-1 que codifican para las proteinas KcsA W67 y KcsA W67 C116; KcsA C116y
KcsA R64A C116 respectivamente y los cuales contienen un gen que les confiere resistencia a
ampicilina, permitiendo seleccionar las colonias objetivo durante el plagueo. Ademas, para dicha

seleccidn se ha de tener en cuenta que las células E.coli M15 cuentan con resistencia a kanamicina.

En un eppendorf se afiadieron 100 pL de células M15 a las que se le adicionaron 1,7 uL de B-
mercaptoetanol 1.67 % (v/v) y 1 uL de ADN (plasmido) a una concentracion 100 ng/uL. Este eppendorf
se incubd durante 30 minutos en hielo. A continuacidn, se realizé el “shock” térmico donde se inoculan
las células con el plasmido durante 45 segundos a 42°C seguido de dos minutos en hielo.
Posteriormente, se afiadié 1 mL de LB estéril y se incubd en un agitador durante una hora a 372C (225

rpm).

Pasado el tiempo de incubacion, se plaguearon 50 pL en condiciones estériles en una placa LB agar
suplementada con 25 pL de ampicilina (stock 100 mg/mL) y 25 pL de kanamicina (stock 25 mg/mL).

Finalmente se dejaron las placas crecer durante toda la noche (overnight (O/N)) en estufa a 37°C.

En paralelo se siguié el mismo procedimiento de transformacion de las bacterias E.coli M15 pero sin
afiadir el plasmido y se plaguearon en placas LB agar ampicilina y kanamicina como control negativo

de transformacion (Figura 12).

Figura 12. Imdgenes placas LB Agar
suplementadas con Kanamicina.
Izquierda, placa con 50 ul M15 KcsA
W67 transformadas. Derecha placa

control con células competentes sin

transformar con el pldsmido.

3.1.2  Preindculo

Con una Unica colonia seleccionada, se prepard un preindculo haciéndola crecer a 30°C con agitacién
de 200 rpm en 250 mL de LB estéril liquido suplementado con 250 pL de ampicilina (100 mg/mL), 250
pL de kanamicina (25 mg/mL) y 250 pL de glucosa (0,4 ug/mL) y se mantuvo durante toda la noche en
agitacion a 30 °Cy 200 rpm O/N.
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3.1.3  Indculo-induccién
Se prepararon y autoclavaron cuatro matraces de medio liquido 2xYT afiadiendo en un litro de agua
36 g de medio (16 g de Tryptona, 10 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl). Una vez preparados, en
cada matraz se afiadié en condiciones estériles 1 mL de kanamicina (stock de 25 mg/mL) y 1 mL de
ampicilina (stock de 100 mg/mL) y 1 mL de glucosa (stock de 0,4 pg/mL) para seguidamente afiadir en
cada uno de ellos 50 mL de preindculo de KcsA R64A crecidos O/N por cada litro de medio. El indculo,
asi preparado, se crecio a 37°C en agitacion a 200 rpm hasta alcanzar un valor de 0,6 - 0,7 de densidad

Optica a 600 nm (Figura 13).

Figura 13. Matraces utilizados en la preparacion del indculo.
Una vez llegado a la densidad éptica adecuada se llevd a cabo la induccién afiadiendo 600 plL de IPTG

1 M (Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido). Se dejé induciendo 2 horas a 30°C en agitacion (200 rpm).

Previo a la induccién se prepard un tubo de glicerol-stock con el fin de almacenar células ya
transformadas en N; liquido y evitar la transformacidn en una posible purificacién posterior. Para ello,

se mezclaron 800 pl de células con 200 pl de glicerol estéril (80%).

Una vez pasado el tiempo de induccidon indicado anteriormente, se centrifugaron los cultivos en una
centrifuga refrigerada Beckman Coulter Avanti J-30 | con un rotor JA-10 durante 15 minutos, a 6.000
rpm a 4 °C. Por ultimo, se descartd el sobrenadante y se congelaron los pellets a -20 °C hasta el dia
siguiente [18].
3.2 Purificacion de las proteinas:
3.2.1  Resuspension

Tras descongelar los pellets y eliminar cualquier resto de medio que pudiese quedar en los tubos de
centrifuga, se prepararon 50 mL de tampdn de resuspensién (20 mM HEPES, 0.45 M sacarosa y 8 mM
EDTA a pH 7.5) por cada litro de cultivo. Se afiadié al tampdn un céctel de inhibidores de proteasas
(Complete EDTA-free ROCHE, 1 pastilla/200 mL) y se dejé agitar mediante iman. Después, con esta

mezcla se resuspendieron todos los pellets para proceder a sonicar en hielo con potencias crecientes

17



en ciclos de 45 segundos a cada potencia. Finalmente se centrifugaron en la ultracentrifuga Beckman

Coulter Optima L-90K con el rotor T-45 durante 45 minutos a 35.000 rpm a 4°C.

3.2.2  Solubilizacién
Tras finalizar la centrifugacién, se descartd el sobrenadante y se resuspendié el pellet obtenido en
tampdn de solubilizacién (20 mL/litro de cultivo) 20 mM HEPES, 50 mM NaCl, 10 mM DDM (B-D-
dodecilmaltdsido) y 50 mM Imidazol a pH 7.5. La idea es extraer la proteina, que es una proteina de
membrana, de su entorno lipidico, quedando soluble en medio acuoso en forma de micela de
detergente. El DDM es un detergente no idnico que en este caso nos permite aislar y estabilizar las

proteinas de membrana hidrofébicas [19,34].

Se pasé el liquido a tubos Falcon y se termind la resuspensién mediante politron a fuerza 3 durante 45

segundos, con 3 o 4 ciclos por tubo manteniéndolos en todo momento en hielo.

A continuacién, se solubilizaron en agitacién las muestras con el tampoén durante 2 horas y tras esto
se centrifugaron en la ultracentrifuga Beckman Coulter Optima L-90K con el rotor T-45 durante 45

minutos a 4°C a una velocidad de 35.000 rpm, para eliminar los restos no solubilizados.

3.2.3 Cromatografia de afinidad

La proteina presenta una cola de Histidinas en el C-terminal. Esta favorece la unién especifica a una
matriz que contiene grupos quelantes de Ni**, formandose un complejo (Ni?* / His-tag) entre los
componentes de la fase estacionaria y el grupo imidazol de los residuos de la cola de histidinas. Antes
de llevar a cabo la cromatografia por la que las proteinas fueron separadas, se prepararon los
tampones de elucidén y lavado. El tampdn de elucidn estd compuesto por 20 mM HEPES, 150 mM KCl,
5 mM DDM y 500 mM Imidazol a pH 7. Para el tampdn de lavado en cambio se preparé 100 mL/litro
de cultivo, el cual esta compuesto por 20 mM HEPES, 100 mM NaCl, 5 mM DDM y 50 mM Imidazol a
pH 7 [33].

En un primer paso, la resina se dejé incubando en agitacién durante al menos dos horas en la noria a
4°C con el sobrenadante de la fraccion solubilizada del paso anterior.

Tras este paso, se procedio a trasvasar la mezcla a la columna cromatografica de vidrio BioRad y se
dejé que decantara hasta depositarse de forma uniforme la resina al final de la columna sin llegar a

secarse. Tras esto, se vertid el tampdn de lavado y luego se procedid a eluir con el tampdn de elucion.

Para la elucién se prepararon 10 tubos eppendorf de 1.5 mL cada uno y se llenaron hasta 1 mL por

tubo, controlando el flujo de salida a una velocidad constante [33].

3.2.4  Electroforesis SDS-PAGE

Las fracciones obtenidas de la purificacion se verificaron mediante electroforesis en gel de
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poliacrilamida al 12% en presencia de dodecilsulfato sédico 10% (SDS), con el propdsito de detectar la
presencia y comprobar el estado de la proteina en condiciones desnaturalizantes. La preparacion de
muestras que se cargaran en el gel consta de 12 uL de la fraccién de proteina eluida a la cual se le
afiade 3 uL de sample buffer 5x. Posterior a la electroforesis, se procedié a la tincién del gel con Azul
de Coomassie para poder observar con claridad las bandas correspondientes a la proteina. Esta tincién
se mantiene durante toda la noche en una relacidn de metanol, acido acético y agua en proporciones
5:1:5 y Coomassie 0,05% peso/volumen y posteriormente se destifié con una disolucion de metanol,

acido acético y agua en proporciones 5:1:5.

3.2.5 Didlisis
Tras la elucidn, se agruparon los tubos Eppendorf segin la concentracién de proteina. Los mas
concentrados se separaron en diferentes bolsas de didlisis (Sigma-Aldrich, MWCO 12.4 kDa), mientras
que los mas diluidos se incluyeron en una misma bolsa. Fueron dializadas frente a tampdén 20 mM
HEPES, 5 mM DDM y 150 mM KCl a pH 7, con el objetivo de eliminar el imidazol de las muestras gracias
al equilibrio de los gradientes dentro y fuera de las membranas de didlisis, dejando fuera de ellas este
pequeio compuesto que es capaz de atravesar el reducido tamafio del poro. Las proteinas, mas
grandes, por el contrario, quedan retenidas en su interior (Figura 14). La didlisis se llevé a cabo en

nevera con agitacidn débil y para ello se utilizé 1 litro de tampdn renovado con otro litro a las 3 horas.

Dado que los experimentos se realizaron en un rango de pH de 3 a 7.5y con diferentes concentraciones
de iones, la didlisis también se empled para ajustar las condiciones de las muestras a los valores
especificos requeridos en cada ensayo. Para ello, se utilizaron tampones adaptados como 20 mM
HEPES, 5 mM DDM para pH 7, 0 20 mM acido succinico, 5 mM DDM para pH 4, ajustando la condicién

idnica (por ejemplo, 150 mM KCl o 100 mM NaCl) seguln las necesidades de cada experimento [33].

Figura 14. Esquema ilustrativo de una didlisis,

mostrando el proceso de intercambio de solutos a

Membrana de
didlisis

través de una membrana semipermeable. A la
izquierda, se representa el inicio de la didlisis, con

Solvente

una solucion concentrada dentro de la membrana

: Solucién
|| concentrada

rodeada de nuestra solucion tampon. A la derecha,
Alinicio de la dialisis En equilibrio se muestra el estado de equilibrio, donde los solutos

se han difundido hacia el exterior, igualando las concentraciones a ambos lados de la membrana.

3.2.6  Espectroscopia de absorcion UV-Visible
Una vez llevada a cabo la dialisis, se procedié a una centrifugacion a 21000 x g durante 5 minutos a 4°C

para eliminar cualquier impureza o agregado, y asi determinar la concentracidn de proteina purificada
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gue se ha obtenido. Para la cuantificacién se realizd un barrido de longitudes de onda iniciado en 340

nm vy finalizado en 230 nm en un espectrofotémetro Varian Cary 50 BIO.

En espectroscopia de absoricon UV-Vis, la luz pasa a través de una muestra en una determinada
longitud de onda en el ultravioleta o del espectro visible. Si la muestra absorbe parte de la luz, no toda
la luz sera capaz de pasar o transmitirse. La transmisidn equivale al cociente entre la intensidad de la
luz transmitida y la luz incidente y se relaciona con la absorbancia. Esta puede utilizarse de una manera
o bien cualitativa para identificar un compuesto, teniendo en cuenta que, por ejemplo, las proteinas
absorben a una longitud de onda de 280 nm debido a la presencia de triptéfanos en su estructura; o
bien de una manera cuantitativa, como es el caso, para obtener la concentracién de una muestra. Para
ello se tiene en cuenta la ley de Lambert-Beer:

A=¢-1-C (Ecuacion 2)

Donde A es la absorbancia medida a 280 nm, € es el coeficiente de extincién molar de las proteinas
KcsA G116Cy KesA R64A G116C (34850 Mt-cm™ 1) y de las proteinas KcsA W67 y KcsA W67 R64A (12950
M1-cm™1), | es la medida del paso éptico de la cubeta (en este caso 1 cm) y C es la concentracién molar

de la proteina.

Es importante hacer el barrido y medir la absorbancia hasta 340 nm ya que, en principio, las proteinas
no absorben a esta longitud de onda, y el valor de absorbancia esperado es 0. Si no lo hacen es porque
puede haber algo de turbidez en la muestra incluso después de centrifugarla. Para tratar de corregirla
en caso de producirse, se volveria a centrifugar, o bien se restaria ese valor a la medida de absorbancia

a 280 nm.

3.3 Anisotropia de fluorescencia
Para llevar a cabo la medicidn de los espectros de emisidn de fluorescencia de proteinas, es
fundamental considerar que solo ciertos aminoacidos, en particular los aromaticos, pueden absorber
energia y emitir fluorescencia. Entre ellos, la fenilalanina (Phe) tiene un pico de absorcién en el rango
de 250-260 nm, aunque su contribucion al espectro en la regidn del ultravioleta cercano es minima. La
tirosina (Tyr) presenta su maximo de absorcidn a 275 nm, mientras que el triptéfano (Trp) destaca por
su maximo de absorcién entre 295-300 nm, lo que lo convierte en un indicador clave para el estudio

de proteinas debido a su alta sensibilidad al entorno molecular [24].

Las mediciones en estado estacionario de la fluorescencia fueron realizadas utilizando un
espectrofluorometro SLM-8000C (SLM-Aminco, Urbana, IL, EE. UU.), empleando cubetas de cuarzo con
un paso optico de 0,5 cm. Para estudiar especificamente el residuo de triptéfano W67, la longitud de
onda de excitacidn se fijé en 300 nm, con el fin de evitar interferencias de otros residuos aromaticos

como Phe o Tyr presentes en la proteina y ademas porque a esta longitud de onda, la anisotropia
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fundamental (Ro) del triptéfano es mayor, lo que otorga un mayor rango dinamico a la medida de

anisotropia [17,24].

Durante las mediciones de anisotropia de fluorescencia en estado estacionario, se utilizaron
monocromadores con rendijas de 4 nm en la excitacidon y de 8 nm en la emisidn, lo que garantiza una
adecuada resolucion espectral. Adicionalmente, se descontaron las seiales de fondo generadas por
componentes como las vesiculas unilamelares grandes (LUVs), con el fin de obtener valores precisos y

sin artefactos.

El cdlculo de la anisotropia en estado estacionario se realizd utilizando la siguiente ecuacién:

lyy =G-lyy
Iyy +2G-lyy

<r>= (Ecuacion 3)

Donde Iy e vy corresponden a las intensidades de fluorescencia polarizada vertical y horizontal,

respectivamente, cuando la muestra es excitada con luz polarizada vertical. El factor G se define como

la relaciéon G = IV—H , que corrige la sensibilidad del instrumento para las diferentes orientaciones de
HH

emision de la luz. Esta ecuacién permite calcular un valor promedio de anisotropia, reflejando la

movilidad rotacional de la proteina en diferentes condiciones.

Para determinar la constante de afinidad (Kp) del catién K* al filtro selectivo (SF) a partir de los cambios
en anisotropia del residuo W67, se empleé la siguiente ecuacion:

[x+]"

<r>=<r>yct (Q<r>-<r >NC)W

(Ecuacion 4)

Donde < r >y representa la anisotropia en el estado no conductor, mientras que <r >, es la
anisotropia en el estado conductor o inactivo. El término [X*] corresponde a la concentracién del
cation, Kp es la constante de disociacion del catidn, y h es el coeficiente de Hill, que describe la
cooperatividad en la unidn del cation a la proteina. El parametro Q indica el cambio relativo en el

rendimiento cuantico entre las formas conductoras y no conductoras de la proteina.

Para analizar la dependencia con el pH de la apertura de la compuerta interna, se empled la ecuacién
de Hill, que describe un comportamiento sigmoide tipico en procesos cooperativos. Esta ecuacidon
permite modelar la variacidn de la anisotropia de fluorescencia (<r>) en funcion del pH:

("max— Tmin)

L+ 10 (PKa—pH) (Ecuacion 5)

Y = Tmin +

Donde r es la anisotropia medida, 1,,;, Y Tnax SON los valores de anisotropia correspondientes a los

estados completamente cerrado y abierto de la compuerta interna, respectivamente, n es el
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coeficiente de Hill que indica el grado de cooperatividad, y pK, es el pH al que la transicién estd al 50%

de su valor maximo.

Este enfoque proporciona una visidon detallada de la interaccidn entre el SF del canal idnico y los
cationes, asi como de las transiciones conformacionales dependientes del pH, ayudando a entender
mejor los mecanismos subyacentes en la selectividad, conduccién y compuerta de iones a través de

canales como KcsA [8].

3.4 Reconstitucién de la proteina en liposomas de ASOL y ASOL POPA
Las proteinas se reconstituyeron en vesiculas unilamelares grandes (LUVs) de asolectina (ASOL), un
extracto de soja compuesto por una mezcla de fosfolipidos (45,7% fosfatidilcolina (PC), 22,1%
fosfatidiletanolamina, 18,4% fosfatidilinositol, 6,9% acido fosfatidico y 6,9% de otros componentes)
que recrea un entorno similar al de la membrana celular y en una mezcla de ASOL:POPA (75:25 en
peso), donde POPA (1,2-palmitoil-oleoil-acido fosfatidico) es un lipido anidnico [34]. El procedimiento
de preparacién comenzd con la creacidn de vesiculas multilamelares grandes (MLVs). Para las MLVs de
ASOL, se pesaron 100 mg de ASOL, que se disolvieron en 10 mL de una mezcla de cloroformo (2:1 v/v).
Esta disolucidon se secé usando un rotavapor durante 30 minutos, tras lo cual el residuo seco se
resuspendié en 10 mL de una disolucién de 10 mM HEPES y 100 mM NaCl, a pH 7 o0 10 mM Acido
succinico y 100 mM NaCl pH 4 ajustando el pH segun las condiciones experimentales requeridas, que
abarcaron un rango de 3 a 7.5 para evaluar el efecto del pH en las transiciones conformacionales del
canal KcsA. La mezcla resultante se dejo en atmdsfera de nitrégeno para evitar la oxidacién de los
lipidos, y finalmente se alicuoté en tubos de criocongelacidn y se almacend en nitrégeno liquido. Para
preparar MLVs de ASOL:POPA, se empled el mismo protocolo, pero partiendo de 75 mg de ASOL, a los
que se afiadieron 5 mL de POPA a una concentracidn de 5 mg/mL, consiguiendo una relacién 75:25 en

peso.

Para obtener las vesiculas unilamelares grandes (LUVs), se utilizé el método de extrusion mediante

el dispositivo Liposofast (Avestin Inc., Ottawa, Canada) (Figura 15) [34].

Figura 15. Extrusor (Liposofast) montado para la
preparacion de liposomas. El dispositivo incluye un
soporte central que aloja una membrana de
policarbonato con poros de tamafio definido (por

ejemplo, 100 nm), utilizada para homogeneizar el

tamafio de los liposomas mediante extrusion. En

lugar de jeringas convencionales, se emplean dos jeringas Hamilton de 0,5 mL.
Este método implica pasar la suspension de MLVs a través de un filtro de policarbonato con poros de
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100 nm, lo que reduce el tamafio de las vesiculas hasta obtener LUVs, que presentan una distribucion
casi simétrica de lipidos entre las hemicapas interna y externa de la bicapa, tal como se observa en

vesiculas de aproximadamente 95 nm (figura 16).

Figura 16. Esquema de los diferentes tipos de

liposomas que se pueden producir.

Tras la extrusion se observa que la disolucién se ha

clarificado, indicativo de que se han formado LUVs.

..... "“"-»‘"“‘"0 A esta disolucidén se le afadié detergente DDM
O ' Vesiculas (relacion molar 0.8 detergente/lipido) para asi
€10-100) Vesiculas multi-

grandes lamelares . . . s
Vesiculas unilamelares desestabilizar a los LUVs, previo a la adicién de la
pequenas
unilamelares e Surfactantes proteina y asi facilitar su incorporacién a los

mismos. La proteina purificada solubilizada en DDM
se afiadié gota a gota a los LUVs de ASOL y ASOL POPA (75:25). Para eliminar después el detergente
DDM se afiadieron 2-4 gramos de bio-beads, bolitas de poliestireno que adsorben el detergente, a 4°C
en la noria durante toda la noche. Sin embargo, estas requieren un pretratamiento para ser utilizadas,
gue consiste en dos lavados con metanol, dos con etanol, dos con agua y otros dos con el buffer de
interés. Tras cada lavado, se dejaron agitando durante 5 minutos en noria. Finalmente, para retirar las
bio-beads, una vez eliminado el detergente, se decantaron por gravedad y se recogid el sobrenadante

con la proteina reconstituida en liposomas [34].

3.5 Formacioén de nanodiscos
Para la formacién de nanodiscos, se utilizé el polimero N-(2-metil-1,3-bis(O-B-D-gluco)propan-2-il)-3-
(dodeciltiol)propanamida (DDDG) en combinacidn con vesiculas de ASOL y ASOL : POPA (75:25) a una
relacion final 1:2 de lipido:DDDG (Figura 17) [16].

e o DDDG Figura 17. Estructura quimica del polimero DDDG
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Para preparar cada muestra, se tomaron 3 plL de una solucidn inicial de proteina reconstituida en lipido
a una concentracion de 83 mg/mL de lipido, que se mezclé con la proporcion correspondiente de DDDG
segln las relaciones en masa mencionadas anteriormente. El proceso de incubacion se llevé a cabo

afiadiendo gota a gota la solucidn de proteina reconstituida en lipido al volumen de DDDG disuelto en
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el tampdn, mientras se mantenia en agitacidon continua mediante un agitador. Esta agitacion asegura
una mezcla homogénea y facilita la interaccidn entre los lipidos, el DDDG vy la proteina, promoviendo
la formacion de nanodiscos estables. La temperatura se mantuvo a 25 °C (temperatura ambiente
controlada), ya que esta condicién favorece la solubilidad y ensamblaje de los componentes sin inducir

desnaturalizacion del canal KcsA ni alterar las propiedades de los lipidos anidnicos como el POPA.

Tras la adicion completa, se llevd la mezcla a un volumen final de 50 plL afadiendo tampdn 20 mM
HEPES y 100 mM NacCl, pH 7, asegurando que la concentracidn final de lipido en la muestra fuera de 1
mg/mL para no interferir posteriormente con las mediciones de dispersion de luz dinamica (DLS) [16].
La mezcla se incubd durante 2 horas adicionales a 25 °C bajo agitacion suave (100 rpm), para permitir
la formacién y estabilizacidn de los nanodiscos. Este tiempo de incubacidn asegura que los lipidos y el
DDDG se autoensamblen alrededor de la proteina, formando discos lipidicos de aproximadamente 10-
12 nm de didmetro, dependiendo del tamafio de la membrana proteica y la relacién lipido:DDDG

utilizada. Posteriormente, las muestras se almacenaron a 4 °C hasta su uso [16].

3.6 DLS
Las mediciones del tamafio de las micelas de detergente, liposomas y nanodiscos se realizaron
utilizando la técnica de Dispersion de Luz Dinamica (DLS) con el equipo Zetasizer Nano-ZS (Malvern,
Reino Unido), el cual esta equipado con un laser de 633 nm que detecta el retrodispersado a un angulo
de 173°. Las mediciones se llevaron a cabo a 25 °C, con un tiempo de equilibrado de 60 segundos antes

de iniciar el experimento.

Para cada muestra se midié el tamafo y la distribucidn de las nanoparticulas en un volumen total de
50 uL. Los datos mostrados corresponden a un promedio de 7 mediciones, cada una compuesta por al
menos 10 lecturas de 10 segundos cada una. Se utilizd un modelo de andlisis de propdsito general con
resolucidn normal, bajo la suposicidon de que las particulas son esféricas, lo cual es coherente con la

morfologia esperada de las micelas, liposomas y nanodiscos formados por ASOL o ASOL:POPA y DDDG.

3.7 Preparaciéon de muestras para TEM
La técnica de microscopia electrénica de transmision (TEM) se utilizo para caracterizar los nanodiscos
obtenidos utilizando el polimero DDDG para estabilizar las bicapas lipidicas, las cuales contenian POPC
como lipido principal, a una concentracién final de 1 mg/ml. La relacién de lipido:polimero utilizada en
esta muestra fue de 1:2, garantizando la correcta estabilizacidn de los nanodiscos. El tampdn empleado

para la preparacién de las muestras consistia en 10 mM HEPES y 100 mM KCl, ajustado a pH 7.0.
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Se utilizaron las rejillas utilizadas fueron rejillas circulares de cobre de 300 mallas recubiertas con una
capa de carbono en la cara brillante, segun las especificaciones del fabricante (Ted Pella, Inc., Redding,
California, Estados Unidos). Estas rejillas se manejaron con cuidado para evitar dafios durante la

preparacion.

Para la tincién negativa, se prepard una solucién de acetato de uranilo al 2% disolviendo 2 g de acetato
de uranilo en 100 mL de agua desionizada (dH,0), filtrada previamente con un filtro de 0.22 um lavado
con agua doblemente destilada. La solucion se almacené a 4°C en oscuridad y se llevé a temperatura

ambiente antes de su uso, manejandola como residuo radiactivo segun las normativas de seguridad.

El protocolo de tincidén negativa se realizd sobre una superficie de parafilm dentro de una placa Petri.
Se depositaron cinco gotas de 10 pL de dH,0 (etiquetadas del 1 al 5) y una gota de 10 uL de la
suspension de nanodiscos (etiquetada "M"). La rejilla se colocd con la cara recubierta de carbono hacia
abajo sobre la gota 1 de dH,0 durante 1 minuto, retirando el exceso de liquido con papel absorbente
en posicion perpendicular. Posteriormente, se trasladé a la gota "M" durante 2 minutos, secando el
exceso de la misma manera. La rejilla se lavd colocando la cara de carbono sobre las gotas 2 y 3 de
dH,0 durante 20 segundos cada una, secando tras cada paso. En condiciones de oscuridad, se
afiadieron dos gotas de 10 uL de acetato de uranilo al 2% (etiquetadas "UA1" y "UA2"); la rejilla se
colocé sobre "UA1" durante 30 segundos, se secd, y se repitid el proceso con "UA2". Finalmente, se
lavd con las gotas 4 y 5 de dH,0 durante 20 segundos cada una, secando tras cada lavado, y se dejé

secar a temperatura ambiente.

La observacion se llevé a cabo utilizando un microscopio electrénico de transmision JEOL JEM 1011
(JEOL Ltd., Tokio, Japdn), operando a un voltaje de 100 kV, obteniendo micrografias a una escala de

200 nm que muestran nanodiscos con un diametro promedio de 12 nm [16].

3.8 Marcaje con sonda fluorescente (TMR)
Para el estudio de los cambios conformacionales en la compuerta interna del canal KcsA bajo
diferentes condiciones, se empled la sonda fluorescente tetrametilrodamina (TMR) conjugada al
aminodcido Cisteina 116. Para llevar a cabo el marcaje, se prepararon alicuotas con sonda TMR-M
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) en DMSO (dimetilsulféxido) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EE.UU.) a una concentracion de 30,5 mM, que fueron congeladas rapidamente en nitrégeno
liguido y almacenadas a -80°C, siempre protegidas de la luz. Las alicuotas se prepararon justo antes de
su uso a concentraciones entre 1-10 mM, segun las recomendaciones del fabricante, asegurando que

la sonda no permaneciera mds de 24 horas en solucion para evitar su degradacion.
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Las proteinas KcsA G116C y KcsA R64A G116C se prepararon en un tampdn que contenia 100 mM de
NaCl, 5 mM de DDM y 20 mM de HEPES, ajustado a un pH de 7.5, alcanzando una concentracion
aproximada de 25 puM. Previo al marcaje, la proteina se incubd con un exceso de TCEP (Tris(2-
carboxietil)fosfina) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) (10 veces la cantidad de proteina) durante
30 minutos a temperatura ambiente, con el fin de reducir los enlaces disulfuro de los residuos de
cisteina. A continuacién, la sonda TMR-M disuelta en DMSO se anadio a la proteina en una proporcién
de 10:1 (sonda: proteina), vertiéndola gota a gota mientras se agitaba suavemente la solucién para
garantizar una mezcla homogénea. Esta mezcla se incubé durante 2 horas a temperatura ambiente, o
alternativamente, durante toda la noche a 4°C, manteniendo la solucién protegida de la luz mediante

papel de aluminio [31].

La solucidn se centrifugd a 18,000 x g durante 5 minutos tanto antes como después del proceso de
marcaje para eliminar cualquier agregado insoluble que pudiera haberse formado. Este paso es crucial
para asegurar la homogeneidad de la muestra y evitar interferencias en los andlisis posteriores. La
proteina marcada con TMR se purificd a través de una columna de resina de niquel, siguiendo el mismo

protocolo que el apartado 3.2.3 para la purificacion del canal sin marcar.
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4. Resultados
4.1 Expresion y purificacion de mutantes de KcsA
Para la realizacion de este trabajo se expresaron en E. Coli y se purificaron cuatro mutantes del canal

de K* KcsA: KcsA W67, KesA W67 R64A, KesA G116C, KesA G116C R64A.

4.1.1  Electroforesis
La electroforesis en gel de poliacrilamida permitié verificar la purificacion de los mutantes de KcsA. En
la Figura 18 se observan las diferentes fracciones obtenidas de la columna de purificacién para el caso
particular de KcsA W67R64A, junto con el marcador de peso molecular (calle MW). De este gel
podemos deducir la alta pureza de la muestra obtenida, con dos bandas principales que corresponden
al tetrdmero de KcsA (aproximadamente 68 kDa) y al mondémero (17 kDa). La intensidad de las bandas
varia segun la concentracién de proteina, de modo que las fracciones con mayor intensidad indican

una mayor concentracion de KcsA.
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Figura 18. Electroforesis en gel de poliacrilamida del 12% (SDS-PAGE) de la purificacion KcsA W67 R64A.
La calle MW corresponde al marcador de peso molecular. El resto de calles corresponden a diferentes
fracciones recogidas de la columna de purificacion en las que se ven dos bandas: una mayoritaria del
tetramero de KcsA (68 kDa), y la del mondmero de 17 KDa.

4.1.2  Espectroscopia UV-Visible

La cuantificacion de la proteina KcsA purificada se realizé mediante espectroscopia de absoricon UV-
Visible, midiendo la absorbancia en un rango de 340 nm a 230 nm. La Figura 19 muestra el espectro
de absorbancia de una alicuota de proteina (curva roja) y su correspondiente blanco (tampon 20 mM
HEPES, 5 mM DDM y 150 mM KCI, pH 7; curva negra). El pico de absorbancia a 280 nm permitié
determinar la concentracidn de la proteina utilizando la ley de Lambert-Beer, confirmando la presencia
de proteina purificada en las fracciones analizadas. A partir de estas medidas se calcularon los
rendimientos, que fueron los siguientes para cada mutante: KcsA W67 ([0,4] mg/L), KcsA W67 R64A
([0,17] mg/L), KcsA G116C ([0,68] mg/L) y KcsA R64A G116C ([2,5] mg/L). Estos valores reflejan

diferencias en la expresidn y estabilidad de cada mutante durante la purificacién.
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i ;?Z:z;l Figura 19. Barrido de absorbancia de una alicuota de
proteina KcsA W67R64A purificada. La curva de color
g il rojo corresponde a la fraccion de proteina y la negra
g 10 corresponde al blanco (tampdn 20 mM HEPES, 5 mM
2 e DDM y 150 mM KCl; pH 7).
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4.2 Estudio de la modulacién lipidica de la conformacién del filtro de selectividad de
KcsA

42.1 Caracterizacion de los sistemas de reconstitucion utilizados
Como se ha explicado en la introduccidn, en esta memoria se va a trabajar con KcsA en diferentes
sistemas, o bien en micelas del detergente DDM, en micelas mixtas detergente-lipido, reconstituida

en liposomas, o finalmente en nanodiscos.

Como se puede observar en la figura 20, cuando la proteina se encuentra en DDM y micela mixta
(DDM:POPA), el medio resulta mas uniforme y transparente gracias a la habilidad del detergente DDM
para mantener las proteinas solubilizadas y dispersas en micelas Unicas. La combinacién de DDM con
POPA aporta un poco de complejidad al sistema, sin embargo, el detergente continda siendo
predominante, manteniendo las particulas en forma de micela y por tanto bastante transparente. Por
otro lado, las cubetas que contienen proteina incubadas con nanodiscos de DDDG se encuentran en
un punto intermedio de turbidez entre estas ultimas y las reconstituida en bicapas que en cambio si
muestran una apariencia mas turbia. Esto es a causa de la creacidn de bicapas lipidicas, lo que sugiere
una estructura supramolecular mas grande y heterogénea que dispersa mas la luz, lo que conduce a

una soluciéon menos transparente.

Figura 20: Comparacion visual de la muestra de KcsA solubilizada en
micelas de detergente y reconstituido en liposomas y nanodiscos. De
izquierda a derecha: proteina en DDM, proteina en micela mixta
(DDM:POPA), proteina incubada con nanodiscos de DDDG y proteina

reconstituida en bicapas lipidicas (ASOL).

Con el fin de hacer una cuantificacion del tamafio y heterogeneidad de todos estos sistemas, se

procedid a realizar un estudio mediante DLS (“dynamic light scattering”). En la figura 21 se puede
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observar los resultados obtenidos.

Los datos obtenidos muestran variaciones importantes en el tamafio de las particulas de acuerdo con
los diferentes tipos de muestra. Para la muestra reconstituida en bicapa lipidica de ASOL, el tamafio
medio de las particulas fue de cerca de 100 nm, tamafo esperado para estas muestras, ya que fueron
extruidas en filtros con ese tamafo de poro [34]. También se puede observar una cierta
heterogeneidad de tamafios a partir de la anchura del pico, lo que es habitual en muestras

reconstituidas.

Por otro lado, las muestras preparadas en micelas mixtas combinadas de DDM y POPA mostraron un
pico estrecho y situado en torno a los 7 nm, lo que indica la formacién de micelas pequenas y muy
homogéneas, tipicas de este detergente, lo que indica que la adicion de POPA no altera
significativamente las micelas de DDM. El contraste notable entre estas muestras y las reconstituidas
resalta la diversidad estructural del sistema dependiendo del ambiente lipidico y las condiciones de

preparacion.

Finalmente, las muestras de nanodiscos de asolectina, estabilizados por el polimero DDDG,
presentaron un tamano promedio de 12 nm, confirmando la correcta formacién de los nanodiscos
[34]. Estos resultados coinciden con las observaciones mediante microscopia electrénica de
transmisiéon (TEM) que observaremos a continuacion, donde se determind un tamario similar para las

estructuras discoidales.

Los resultados obtenidos mediante DLS corroboran la capacidad del polimero para formar nanodiscos
de tamafo controlado, diferenciandose claramente de las micelas mixtas y las vesiculas de mayor

tamafio observadas en las muestras reconstituidas (Figura 21).
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Figura 21: Distribuciones de tamafio de particula ponderadas por volumen de las diferentes muestras
estudiadas. Las muestras reconstituidas presentan un didmetro hidrodindmico promedio de ~100 nm

(LUVs), las micelas mixtas (DDM 'y POPA) muestran un didmetro de ~7 nm, y los nanodiscos presentan
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un didmetro de ~12 nm.

422 TEM de Nanodiscos
Con el fin de confirmar la formacion de nanodiscos por accién del polimero DDDG se prepararon
muestras para TEM (Microscopio Electronico de Transmision) con las condiciones explicadas en el

apartado 3.7.

En la micrografia a escala de 200 nm (Figura 22), se pueden observar claramente las estructuras
discoidales caracteristicas de los nanodiscos formados, con un didmetro homogéneo en torno a los 10
nm [16]. Se intentd realizar este tipo de experimentos con nanodiscos de Asolectina con y sin KcsA,
pero no se pudieron obtener buenas imagenes por lo que se empled POPC para poder realizar
liposomas mas simples [16]. En cualquier caso, el tamafio de los discos observados concuerda con los
resultados obtenidos mediante Dynamic Light Scattering (DLS), que también arrojaron un tamafio

promedio similar, lo que sugiere la correcta formacidn de los nanodiscos también a partir de liposomas

de asolectina.

Figura 22: Imagen de microscopia electronica de
transmision (TEM) de los nanodiscos formados a partir
de POPC y estabilizados por el polimero DDDG a una
relacion de 1:2 lipido:polimero. Las estructuras
discoidales observadas corresponden a nanodiscos con

un didmetro aproximado de 10 nm.

4.2.3 Estudio de los cambios conformacionales en el SF del canal KcsA mediante
anisotropia de fluorescencia

En esta parte del trabajo se va a estudiar el efecto del lipido aniénico POPA sobre la compuerta externa
del canal (SF). Para ello, se utilizaran dos mutantes de KcsA (KcsA W67 y KcsA R64A W67) reconstituidos
en LUVs tanto de ASOL como de una mezcla de ASOL y POPA (75:25), un fosfolipido anidnico [18].
Gracias a estudios anteriores, sabemos que el SF en un estado inactivado presenta baja afinidad por
K*, pero esta afinidad aumenta cuando estd en conformacién conductora [13]. De manera que, para
cuantificar esta afinidad, mediremos la anisotropia de fluorescencia de los residuos W67 de KcsA a
concentraciones crecientes de K*. Cuando el filtro estd vacio, la distancia entre los W67 sera mayor
por lo que no ocurrird Homo-FRET y las medidas de anisotropia que obtengamos serdn altas (0.16 —

0.18), mientras que a altas concentraciones de K*, el SF se llenara haciendo que las distancias entre los
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W67 sean menores, dando lugar a homo-FRET entre los W67 del SF, por lo que las medidas de
anisotropia que obtengamos seran menores (0.12-0.14) [17].

424  Conformacién del mutante KcsA W67
Se llevaron a cabo ensayos de afinidad por K* tanto a pH 7, donde el canal KcsA esta en estado cerrado
y el filtro de selectividad suele adoptar una conformacién conductora con alta afinidad por K*, como a
pH 4, donde el canal estd abierto y el filtro suele inactivarse, evidenciando una baja afinidad por K*. La
figura 23 muestra los resultados obtenidos bajo cuatro condiciones: el canal reconstituido en bicapas
lipidicas de ASOL y ASOL:PA, y en nanodiscos estabilizados con el polimero DDDG (ASOL nanodisc y
ASOL:PA nanodisc), evaluando asi el efecto de la formacion de nanodiscos en la dinamica

conformacional del canal a ambos pH.

A pH 7, las curvas de anisotropia exhiben un perfil sigmoide en todas las condiciones experimentales.
En un principio, se observa una anisotropia elevada (alrededor de 0.17-0.18) que disminuye
progresivamente a medida que aumenta la concentracidn de K*, alcanzando valores cercanos a 0.12 -
0.14 a concentraciones de 100 mM. Este comportamiento refleja una aproximacion de las subunidades
del canal, lo que incrementa la sefial de Homo-FRET y, en consecuencia, reduce la anisotropia. En esta
condicidn, la ubicacién de las curvas sigmoides es similar entre las bicapas lipidicas y los nanodiscos,
indicando que la afinidad por K* no varia significativamente entre las distintas condiciones. Los
resultados de la constante de disociacién (Tabla 1) confirman que la afinidad por K* es elevada en todas
las circunstancias a pH neutro, lo que sugiere que el canal adopta predominantemente una

conformacion conductora en estas condiciones.

En cambio, a pH 4 donde el canal estd abierto y el filtro de selectividad tiende a inactivarse, las curvas
presentan diferencias marcadas segun la composicion del entorno. La presencia del fosfolipido
anidnico POPA (ASOL:PA) desplaza la curva sigmoide hacia la izquierda, indicando un aumento en la
afinidad por K* en comparacién con ASOL solo, donde la curva refleja una baja afinidad por K*,
caracteristica de un filtro inactivado. Este desplazamiento sugiere que POPA favorece una
conformacién conductora del filtro, protegiendo al canal contra la inactivacién y desempefiando un

papel clave en la regulacién de su estado funcional a pH bajo.

Este efecto del POPA se observa tanto en las muestras reconstituidas en liposomas como en los

nanodiscos.
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Figura 23: Curvas de anisotropia de fluorescencia < r > frente a concentraciones crecientes de K*,
para el canal KcsA W67 reconstituido en ASOL y ASOL con POPA (ASOL:PA) en una relacion 75:25 y en
nanodiscos de las mismas composiciones estabilizados por el polimero DDDG con una relacion
lipido:polimero DDDG de 1:2 a pH 7 (A) y pH 4 (B), respectivamente. Cada punto en las grdficas
representa el promedio de tres experimentos independientes, y las barras de error corresponden a la
desviacion estdndar de dichas mediciones. Las lineas continuas son los ajustes de la ecuacion 4 a los

datos.

A continuacion, la Tabla 1 muestra las constantes de disociacion (Kp) del mutante KcsA W67 para K* en
las condiciones experimentales a pH 7 y pH 4. A pH 7, la alta afinidad por K* en todas las condiciones
confirma un estado conductor del filtro de selectividad. A pH 4, la afinidad disminuye notablemente
sin POPA, mientras que su presencia la incrementa, estabilizando el estado conductor ya sea en
liposomas o nanodiscos. Estas Kp obtenidas son similares a las publicadas en estudios previos
realizados con micelas mixtas de DDM-POPA, donde también se analizé la unién de K* al residuo W67
del canal KcsA. Esta similitud sugiere que el efecto del POPA no requiere una membrana lipidica para
manifestarse, indicando una interaccién directa entre el lipido y sitios especificos de la proteina, como

los sitios no anulares [13,17,18].

KcsA W67
Condicién Ko (mM) pH 7 Ko (mM) pH 4
ASOL 1.0+0.2 14+3
ASOL NANODISC 0.5+0.1 10£5
ASOL PA 03+0.1 0.7+£0.3
ASOL PA NANODISC 04+0.1 0.4+0.3

Tabla 1: Valores estimados de Kp (constante de disociacion) calculados a partir de la ecuacion 4 en base
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a los cambios de anisotropia de fluorescencia en estado estacionario (<r>) del canal KcsA W67. Los
datos corresponden al promedio + SD (n = 3).
4.2.5 Conformacidn del mutante KcsA W67 R64A

Se realizaron experimentos similares a los previamente mencionados, pero empleando el mutante
KcsA W67 R64A, que a nivel funcional, se distingue por su disminucion en la inactivacién a causa del
reemplazo de la arginina 64 por alanina. La figura 24 muestra los resultados obtenidos bajo cuatro
condiciones: el canal reconstituido en bicapas lipidicas de ASOL y ASOL:PA, y en nanodiscos
estabilizados con el polimero DDDG (ASOL nanodisc y ASOL:PA nanodisc), evaluando su

comportamientoa pH 7y pH 4.

En todas las condiciones, las curvas de anisotropia muestran sigmoides similares a las observadas en
el mutante KcsA W67, disminuyendo progresivamente con el aumento de la concentracion de K*
debido a la aproximacién de las subunidades del canal, lo que incrementa la sefial de Homo-FRET. Sin
embargo, a diferencia de KcsA W67, las curvas del mutante W67 R64A no presentan diferencias entre
las condiciones a ninguno de los pH, lo que nos indica que la afinidad por K* es estable. Esto nos sugiere
que el filtro de selectividad (SF) del mutante W67 R64A no pasa a un estado inactivado, incluso a pH

4.

La estabilidad de las curvas en ambos pH respalda la hipdtesis de que la mutacidon R64A estabiliza el SF
en una conformacion conductora, impidiendo las transiciones conformacionales hacia un estado
inactivado que se observan en el canal KcsA W67, independientemente del entorno lipidico o la

formacion de nanodiscos.
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Figura 24: Grdficas A y B: Medicion de la anisotropia de fluorescencia < r >en funcion de las
concentraciones crecientes de K*, con el mutante KcsA W67 R64A reconstituido en ASOL y ASOL con
POPA (ASOL:PA) en una relacion 75:25 y en nanodiscos (ASOL:POPA) estabilizados por el polimero
DDDG con una relacion lipido:polimero DDDG de 1:2 a pH 7 y pH 4, respectivamente. Los puntos en las

grdficas muestran los valores promedio de tres experimentos independientes, con sus correspondientes
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barras de error que indican la desviacion estdndar. Las lineas continuas son los ajustes de la ecuacion

4 a los datos.

Respecto a las Kp, la Tabla 2 muestra que no se observan variaciones importantes en las afinidades
calculadas en los experimentos de anisotropia de fluorescencia en el SF, en ninguno de los dos pHs.
Esto indica que la afinidad por K* no cambia de manera significativa y que el SF del canal no entra en
un estado claramente inactivado, independientemente de la presencia de fosfolipidos aniénicos o
nanodiscos, lo que se corresponde con los estudios funcionales con este mutante R64A en estudios

previos [1].

KcsA W67 R64A

Condicion Ko (mM) pH 7 Ko (mM) pH 4
ASOL 4+1 31
ASOL NANODISC 3.7+09 8+3
ASOL PA 3.3+0.6 12+1
ASOL PA NANODISC 8+2 10+2

Tabla 2: Valores estimados de Kp (constante de disociacion) calculados a partir de la ecuacion 4 en base
a los cambios de anisotropia de fluorescencia en estado estacionario (< r >) del canal KcsA W67. Los

datos corresponden al promedio + SD (n = 3).

4.3 Caracterizacion estructural de la compuerta interna
43.1 Marcaje TMR
Una vez se han caracterizados los cambios conformacionales inducidos por el lipido POPA en la
compuerta externa (SF), se procedio al correspondiente estudio de la compuerta interna. Para ello, se
llevod a cabo el estudio de la anisotropia de las proteinas KcsA G116C y KcsA R64A G116C, marcadas
con TMR que nos permite observar los cambios conformacionales de la compuerta interna del canal
inducidos por las variaciones de pH (rango de 3 a 7.5). Los experimentos se realizaron empleando

proteina reconstituida en ASOL y una mezcla de ASOL con POPA.

En el sistema KcsA G116C, se observa que, a pH neutro, cuando la compuerta interna esta cerrada, los
marcadores TMR se ubican con cierta cercania, favoreciendo el homo-FRET que se refleja en valores
bajos de anisotropia (figura 25). Por otro lado, a pH acido, la apertura de la compuerta interna genera
un aumento en las distancias entre las subunidades lo que reduce la eficacia del homo-FRET y conduce

a niveles mas elevados de anisotropia.

Se puede observar como el lipido POPA induce un incremento del pK, del proceso tanto en KcsA G116C

como en KcsA G116C R64A.
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Figura 25: Curvas de anisotropia de fluorescencia < r > en funcion del pH, con las mutantes KcsA
G116C (A) y KcsA R64A G116C (B) reconstituidas en ASOL y ASOL con POPA (ASOL:PA), en condiciones
de alta concentracion de K*. Los puntos en las grdficas muestran los valores promedio de tres
experimentos independientes, con sus correspondientes barras de error que indican la desviacion
estdndar. Las lineas continuas son los ajustes de la ecuacion 5 a los datos, a partir de las cuales se han
calculado los pK, de la tabla 3.

Los valores de pKa obtenidos reflejan el efecto del POPA en la dindmica de apertura de la compuerta
interna. En ausencia de POPA (ASOL), el pK, es mds bajo, indicando que la apertura ocurre a pH mas
acidos, mientras que la presencia de POPA (ASOL:PA) desplaza el pK, hacia valores mas altos,
facilitando la apertura en condiciones menos acidas. Este desplazamiento es consistente en ambos
mutantes, lo que sugiere que la mutacién R64A no altera significativamente la accidn del POPA en la

compuerta interna.

pKa
ASOL ASOL:POPA
KcsA G116C 53z+0.2 6.09 +0.09
KcsA G116C R64A 5.45+0.03 6.21 +0.07

Tabla 3: Valores de pK, obtenidos a partir de los ajustes de la ecuacion 5 para las mutantes KcsA G116C
y KcsA R64A G116C reconstituidas en ASOL y ASOL con POPA (ASOL:PA). Los datos corresponden al
promedio + SD (n = 3).
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5. Discusion
En este trabajo, se han estudiado las transiciones conformacionales del canal KcsA mediante medidas
de anisotropia de fluorescencia en estado estacionario (< r >), tanto para la compuerta externa (SF)
como para la interna, utilizando los mutantes KcsA W67 y KcsA W67 R64A para el SF, y KcsA G116C WT
y KcsA R64A G116C, marcados con TMR, para la compuerta interna [17,31]. Los resultados obtenidos
aportan un correlato estructural al efecto funcional ya conocido de los fosfolipidos anidnicos, como el
POPA, sobre la actividad del canal, relacionando su capacidad para modular la inactivaciéon con los

estados conformacionales del SF que determinan su afinidad por K* [18].

Un hallazgo clave es la similitud en el comportamiento del SF entre los sistemas reconstituidos en
liposomas (ASOL y ASOL:PA) y en nanodiscos estabilizados con DDDG (ASOL nanodisc y ASOL:PA
nanodisc), tanto a pH 7 como a pH 4 (Figuras 23 y 24). En el mutante KcsA W67, la presencia de POPA
aumenta la afinidad por K* a pH 4 en ambos sistemas, desplazando las curvas de anisotropia hacia
concentraciones mas bajas de K* y reduciendo los valores de Kp, lo que indica una estabilizacion del
estado conductor del SF (Tabla 1). Esta consistencia entre liposomas y nanodiscos valida el uso de
nanodiscos como un sistema modelo fiable para estudiar las transiciones conformacionales del canal
KcsA, ya que reflejan dindmicas similares a las observadas en entornos lipidicos mas tradicionales

[16,18].

Otro aspecto relevante es la actuacidn independiente del POPA sobre las dos compuertas del canal. En
el mutante KcsA W67 R64A, la mutacidn R64A interfiere con la triada de inactivacién (E71-D80-W67),
haciendo que el SF quede bloqueado en conformacion conductora sin que se inactive, e impidiendo
que el POPA module dicho proceso de inactivacion, como se observa en la falta de diferencias
significativas en la afinidad por K* (Tabla 2) y en las curvas de anisotropia similares a pH 7 y 4 (Figura
24). Sin embargo, en la compuerta interna, el POPA sigue ejerciendo su efecto, desplazando el pK,
hacia valores mas altos en ambos mutantes KcsA G116C y KcsA R64A G116C (Figura 25). Esto indica
que el POPA facilita la apertura de la compuerta interna a pH mas cercanos al neutro,
independientemente de su accidn sobre el SF, lo que sugiere que los efectos del lipido en cada

compuerta son independientes y no estan alostéricamente acoplados [8,18,31].

Ademas, los resultados sugieren que el efecto del POPA sobre ambas compuertas del canal KcsA es
directo y no requiere la formacién de una bicapa lipidica completa para manifestarse. La
independencia del efecto del POPA sobre ambas compuertas con respecto al modo de presentacidn
del canal (micelas mixtas donde no hay bicapa lipidica, y liposomas o nanodiscos donde si la hay) indica
que su accidn se produce mediante una interaccién especifica que no requiere de la formacién de una

bicapa lipidica [18].
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En resumen, este trabajo demuestra que los fosfolipidos anidnicos modulan las transiciones
conformacionales del canal KcsA de manera directa, actuando de forma independiente sobre el filtro
de selectividad y la compuerta interna, y que los nanodiscos constituyen un sistema modelo vélido
para estos estudios, abriendo nuevas perspectivas para investigar las interacciones lipido-proteina en

canales idonicos [17,31].

6. Conclusidn y proyecciones futuras
El canal de potasio KcsA es la proteina transmembrana homotetramérica que se ha estudiado en este
trabajo, logrando la expresidn y purificacidn exitosa de los mutantes KcsA W67, KcsA W67 R64A, KcsA
G116C y KcsA R64A G116C y permitiendo el estudio de las transiciones conformacionales del filtro de

selectividad (SF) y la compuerta interna mediante anisotropia de fluorescencia < r >.

Los fosfolipidos anidnicos, como el acido fosfatidico (PA), modulan directamente la actividad del canal,
aumentando la afinidad por K* en el SF a pH acido y elevando el pK, de apertura de la compuerta
interna, facilitando su apertura a pH mas neutros [8,18,31]. El PA actua de forma independiente en
ambas compuertas, ya que su efecto persiste en la compuerta interna incluso cuando el SF esta
bloqueado (KcsA W67 R64A), y no requiere una bicapa lipidica, mostrando el mismo efecto en micelas,
liposomas y nanodiscos [19]. Finalmente, los nanodiscos se validaron como un sistema adecuado para

este tipo de estudio de interacciones lipido-proteina [16].
Las proyecciones futuras del grupo de investigacién podrian centrarse en tres diferentes puntos:

e Analizar el efecto de otros lipidos anidnicos, como fosfatidilserina o fosfatidilglicerol, en ambas
compuertas, para determinar si los efectos observados con PA son generalizables a otros
fosfolipidos anidnicos y asi profundizar en la especificidad de las interacciones lipido-proteina
[18].

e Investigar si esta modulacién lipidica en KcsA, un canal procariota, se da también en otros
canales procariotas y eucariotas, para establecer si hay patrones generalizables en estos
procesos

e Estudiar si compuestos farmacolégicos hidrofébicos como ciertos anestésicos, pueden alterar

este proceso de modulacién lipidica.
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