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Resumen
El canal BK esta invoiucrade en una gran variedad de procesos fisioldgicos y las
diversas subunidades reguladoras beta son responsables de crear la diversidad
fisioldgica del canal BK, fundamental para la adecuada funcién en muchos tejidos. A
pesar la importancia fisiolégica de este canal, poco se sabe acerca de su estructura
detallada. En este trabajo se muestra la arquitectura extena de la subunidad alfa del
canal BK utilizando la transferencia de energia basada en lantanidos (LRET) como una
regla molecular. Se utilizé una secuencia codificada genéticamente que une lantanidos
(LBT) para unir Tb*?, capaz de actuar como dador de LRET. Como aceptores de LRET
se utilizaron el fluoréforo BODIPY-FL y el ion Cu*% El primero se encuentra cerca del
eje de simetria unido una toxina del escorpion, la iberiotoxina, que se une al poro del
canal. El segundo se une a una sitio ubicado en la cara extracelular del dominio sensor
de voltaje. Estas dos aproximaciones fueron utilizadas paralelamente para medir
distancias intra-moleculares en la estructura del canal BK, en una preparacion in vivo.
Tomando ventaja de la simetria tetramérica del canal, se construyé un mapa espacial
del dador insertado en distintas posiciones de la parte extracelular del dominio sensor
de voltaje respecto al eje de simefria y al plano del centro de la membrana. También
fue posible describir en detalle los re-arreglos de conformacién de la subunidad alfa
inducidos por la subunidad betal. Esta metodologia nos da el primer vistazo a la
arquitectura externa del canal BK en diferentes estados funcionales con y sin la

subunidad beta1.




Abstract
BK channel is involved in a large variety of physiological processes and a variety of
regulatory beta subunits are responsible of creating BK channel physiological diversity
fundamental to their adequate function in many tissues, Regardless the proven
importance of this channel little is known about its detailed structure. Here we disclose
the external architectural intimacies of BK alpha subunit using Lanthanide-based
Resonance Energy Transfer (LRET) as a molecular ruler. We used a genetically
encoded Lanthanide Binding Tag (LBT) that binds Tb** as the LRET donor. As LRET
acceptors we used the fluorophore BODIPY-FL and the Cu*? ion. The former is near the
symmetry axis bound to a scorpion toxin, iberiotoxin, which bounds to the channel
pore. The seco;d acceptor bounds to a site at the extracellular side of the voltage
sensor domain. These two approaches were used in parallel to measure intra-molecular
distances within the BK structure in vivo. Taking advantage of the four-fold symmetry of
the channel, we build a spatial map of the donor being inserted in different positions at
the external aspect of the voltage sensor domain with respect to the symmetry axis and
the membrane plane. We also were able to describe the details of the betal subunit-
induced rearrangements in alpha subunit. The methodology presented gives us the first

glimpses to the BK channel external surface structure in its different functional states

with and without the B1-subunit.
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1. Introduccion

Los canales de iones son proteinas integrales de membrana presentes en todas las
células de los sistemas vivos. La funcién de los canales es facilitar el paso de atomos
cargados eléctricamente (iones) que viajan desde el citoplasma hacia el liquido
extracelular y viceversa. El sentido que siguen los iones a través de los canales
depende de la gradiente electroquimica formada entre el borde interno y el borde
externo de la membrana celular. Ya que los canales de iones disipan las gradientes
electroquimicas generadas por el transporte activo, realizado por las bombas de iones,
se dice que el flujo de iones a través de ellos es un tipo de transporte pasivo (Hille,
1992). En las células excitables del sistema nervioso los canales de iones juegan un
papel fundamentai, ya que son estos los responsables de formar las vias de paso para
la entrada de iones Na* y la subsiguiente salida de iones K'. Estos flujos de iones dan
como resultado un cambio transitorio del potencial eléctrico de membrana, conocido
como potencial de accién, capaz de auto-propagarse a lo largo de los axones (Hodgkin
et al. 1952; Hodgkin & Huxley. 1952a; Hodgkin & Huxley. 1952b; Hodgkin & Huxley.
1952¢; Hodgkin & Huxley. 1952d).

Existen muchos tipos de canales de iones, que pueden diferenciarse por sus distintas
caracteristicas como el tipo de ion que puede pasar a través de ellos (selectividad), la
eficiencia con la que estos se transportan (conductancia) y el tipo de estimulo que los
activa (excitabilidad). Tales estimulos pueden ser tan variados como cambios de
potencial eléctrico de la membrana, cambios de temperatura, cambios en la
concentracién de neurotransmisores o segundos mensajeros, etc. La capacidad de
traducir los estimulos, tanto internos como externos, en cambios del potencial eléctrico

de |a membrana celular convierte a los canales de iones en verdaderas antenas




moleculares que conectan tanto el mundo intracelular como el extracelular con el borde

que delimita las células.

El canal de K* activado por Ca*? de alta conductancia BK: un fino amortiguador
de sefiales celulares

En las células excitables, los canales de K* juegan un rol fundamental en el proceso de
re-polarizacion, pues son la via de salida del fon K’ desde el interior de la célula. En el
caso de los canales de K* que son activados por Ca* intracelular (Kc.), su activacién
debida a la entrada de Ca™ a través de canales de Ca* dependientes de voltaje (Cay),
re-polariza la membrana frenando la entrada de este ion divalente. Asi el BK forma
parte de un sistema de realimentacion negativa que regula finamente la entrada de
Ca™ al interior de las células (revisado en Cui et al. 2009; Contreras et al. 2013). El
canal de K activado por Ca'*? de alta conductancia, BK, posee algunas caracteristicas
que lo hacen unico dentro de la familia de canales de K'. Este canal llamo la atencién
de los fisiélogos y biofisicos por su inusual conductancia y selectividad por K*, pues
posee la mayor conductancia unitaria de entre fodos los canales selectivos a K' que se
conocen (250 pS en 100 mM K’ simétrico), de ahi el nombre BK por Big K
Conductance (Marty, 1981; Pallotta et al. 1981; Latorre et al. 1982). Este canal se
expresa en practicamente todos los organismos del reino animal en diversos tipos
celulares. Como ha sido mencionado, su funcién es la de contribuir a la homeostasis
del Ca* intracelular, participando en procesos como el tono del musculo liso, la
neurosecrecién, establecimiento del mapa tonotépico de la coclea, entre ofras

(Revisado en Latorre & Brauchi, 2006; Cui et al. 2009).




El BK es un tetramero formado por cuatro subunidades alfa (o) ensambladas
simétricamente (Shen et al. 1994). Este canal estd emparentado con la familia de
canales de K* activados por voitaje (Ky) ya que los monémeros de este canal tienen
una topologia de segmentos de fransmembrana similar a la de los Ky, que poseen 6
segmentos de transmembrana (Shih & Goldin, 1997, Jiang et al. 2003, Long et al.
2007), pero con la singularidad que el BK posee 7 segmentos de transtembrana. El
segmento de transmembrana adicional se encuentra en el terminal amino, precediendo
en la secuencia los otros 6 segmentos y se le denomina S0 (Wallner et al. 1996; Meera
et al. 1997) (Figura 1.1).

En los Ky los segmentos de trans-membrana S1 a S4 forman el llamado dominio
sensor de voltaje caracterizado por tener un grupo de aminoécidos. cargados
positivamente en el segmento S4. Estas cargas son las que oforgan la sensibilidad a
voltaje en esta familia (Aggarwal & MacKinnon, 1996; Seoh et al. 1996). Asimismo el
BK puede ser activado cuando el voltaje de [a membrana se hace mas positivo, pero
con una sensibilidad menor que la que se observa en la mayoria de los canales de la
familia Ky (contrastar Seoh et al. 1996 con Stefani et al. 1997). Es posible realizar
alineamientos de secuencia que muestran que las cargas del segmento S4 en el BK
estan conservadas con respecto al resto de los Ky (Diaz et al. 1998; Ma et al. 2006).
Sin embargo se ha demostrado que los residuos responsables de conferir la
sensibilidad a voltaje en el BK no se encuentran concentrados en el segmento S4
como ocurre en la familia de canal Ky (ver mas abajo).

Al igual que en el resto de los canales de K, la porcién que comprende los segmentos
S5 al S6 es la que forma el poro por donde transitan los iones (Doyle et al. 1998; Jiang

et al 2002a; Jiang et al. 2002b). Parte del bucle extracelular que conecta ambos




segmentos contiene la secuencia caracteristica de residuos TVGYG que confiere la

selectividad al ion K (Heginbotham et al. 1994; Figura 1.1).

Figura 1.1. A. Esquema de la topologia de un monémero del canal BK. La figura so6lo muestra
la llamada subunidad alfa que es la cadena que forma la via de paso para los iones K" que tiene
1113 residuos de aminoacidos. La estructura consta de siete segmentos de trans-membrana.
Los segmentos SO (azul) y S1 a S4 (naranja) forman el dominio sensor de voltaje. Por otro lado
los segmentos S5, PH (hélice del poro) y S6 (rojo) constituyen el dominio formador del poro. Los
dominios intracelulares RCK1 y RCK2 (verde) son los responsables de la activacion por Ca™ B.
Detalle del dominio del poro de los canales de K, indicando los segmentos S5, S6 y PH
correspondientes en A. En rojo se muestra la orientacién de los aminoacidos que forman el filtro
de selectividad por donde pasan los iones K'. Esta figura corresponde a la estructura del canal

de K* KcsA obtenida por cristalografia (Doyle et al. 1998).

La porcién restante del carboxilo terminal se encuentra totalmente en el lado
citoplasmatico (Figura 1.1). Esta tiene alrededor de 800 residuos de aminoacidos y
contiene dos dominios RCK (Reguladores de conductancia de K') llamados RCK1 y
RCK2 (Jiang et al. 2001; Jiang et al. 2002b; Wu et al. 2010; Yuan et al. 2010). Estos
dominios RCK son los responsable de la unién del Ca*? intracelular que tiene como
resultado la apertura del canal (Wei et al. 1994; Bian & Moczydlowski, 2001; Moss &

Magleby, 2001; Niu & Magleby, 2002; Xia et al. 2002; Yusifov et al. 2008; Yusifov et al.




2010) (Figura 1.1) por lo que el dominio intracelular es considerado un dominio sensor
de Ca™. La activacién del BK por el Ca* intracelular es una de las caracteristicas
distintivas de este canal y fue fuente de atencion para quienes estudiaron el BK desde
el comienzo (Marty, 1981; Pallotta et al. 1981; Latorre et al. 1982; Barrett et al. 1982;
Moczidlowski & Latorre, 1983). Se han identificado principaimente dos sitios de Ca" de
alta afinidad en el dominio carboxilo terminal intracelular, con constantes de disociacion
aparente (Kd) de entre 0.8 y 11 uM (Cox et al. 19974, Cox et al. 1997b; Schreiber
1997; Xia et al. 2002; revisado en Cui et al. 2009). Uno de los sitios se encuentra en el
“dominio RCK2 con una secuencia rica en residuos acidos (aspartato y glutamato),
llamada comunmente tazén de Ca*? (Schreiber et al. 1997) con una Kd de ~3.4 uM (Niu
& Magleby, 2002). El segundo sitio de aita afinidad se encuentra en el dominio RCK1
(Kd ~17 tM) y no posee una secuencia rica en residuos acidos con (Xia 2002).
La combinacién entre su gran selectividad a K', su alta conductancia y su sensibilidad
al Ca*? intracelular asi como al potencial eléctrico de [a membrana, convierten al BK en
una interesante maquina molecular, cuyo estudio nos puede ayudar a develar los
mecanismos que gobienan la traduccién de las energias eléctricas y quimicas en

energfa mecdnica (la apertura de! poro de conduccion).

El BK como modefo de proteina alostérica * .
Funcionalmente la activacién del BK tanto por el potencial eléctrico de [a membrana
como por la unién a Ca* intracelular se ha descrito con éxito sobre la base de un
modelo alostérico de tipo Monod-Wyman-Changeux (MWC) propuesto originalmente

para la unién de oxigeno en la hemoglobina (Monod et al. 1965). Este modelo supone

que el funcionamiento de ambos sensores (tanto de voltaje como de Ca* intracelular)




no esta estrictamente acoplado a la apertura del poro, y por lo tanto la activacién de
estos sensores no es necesaria para que el canal se abra. En este contexto los
sensores de voltaje y de Ca*? actuan como facilitadores del proceso de apertura del
canal cuando ellos entran en su estado activado y con ligando unido respectivamente
(Figura 1.2). Es posible encontrar diversas evidencias que sugieren que el modelo
alostérico es el que mejor describe el comportamiento del BK frente a los estimulos de
voltaje y de Ca'? intracelular (Cox et. 1997a; Cox et al. 1997b; Cui et al. 1997, Horrigan
& Aldrich, 1999; Horrigan et al. 1999; Cox & Aldrich, 2000; Rothberg & Magleby, 2000;
Horrigan & Aldrich, 2002, revisado en Magleby, 2003). Este tipo de modelo es distinto
al propuesto por Hodgkin y Huxley para explicar la corriente llevada por los canales de
K* dependientes de voitaje (Kv) en el axén del calamar, en cuyo caso es necesaria la
activacion de los cuatro dominios sensores de voltaje para la apertura de poro
(Hodgkin & Huxley, 1952d).

En el modelo alostérico propuesto, el poro del canal puede pasar al estado abierto con
el sensor de voltaje en estado de reposo y sin tener Ca*? unido. En estas condiciones
la razén entre canales abiertos y cerrados esta dominada por la constante de equilibrio
L (Figura 1.2). Sin embargo el valor de esta constante es muy pequefio, por lo que [a
probabilidad de encontrar el canal abierto en estas condiciones es muy baja (Horrigan
& Aldrich, 1999). Cuando el sensor de voltaje es activado a causa de la despolarizacion
de la membrana, |a constante de equilibrio que controla la apertura del poro aumenta D
veces. Este niimero D es llamado factor alostérico y se relaciona con la energia que
aporta el sensor de voltaje para facilitar la aperiura del poro. De la misma manera,
cuando el dominio sensor de Ca*? une su ligando, la probabilidad del canal abierto
aumenta debido al factor alostérico C (Figura 1.2). De esta manera cuandc ambos

sensores se activan (cuando hay despolarizacion y Ca' intracelular unido), la




constante de equilibrio que determina la apertura del poro, aumenta de L a LCD (ya
que los factores alostéricos son nimeros mayores que 1). De esta manera, el modelo
alostérico supone modulos separados que actuan alostéricamente sobre el sitio activo

(la compuerta del poro en el caso de los canales).
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Figura 1.2. Modelo alostérico simplificado para la activacion del canal BK. A. Los tres modulos:
sensor de voltaje (Rojo), sensor de Ca™? intracelular (Amarillo) y poro (Azul) funcionan de
manera separada. El equilibrio entre los estados cerrado y abierto del poro esta controlado por
la constante L. Cuando el sensor de voltaje se activa por despolarizacion, el factor alostérico D
multiplica la constante L. Cuando el sensor de Ca' tiene su ligando unido (bolas verdes), el
factor C multiplica a L. B. La combinatoria de los tres modulos en sus distintos estados (poro:
abierto/cerrado; sensor de voltaje: activo/reposo; sensor de Ca'? con ligandor/sin ligando) dan
como resultado ocho estados posibles. Cy-C; representan los estados cerrados, 0,-O; los
estados abiertos. Las flechas indican el sentido en que se calcula la constante de equilibrio.
Mientras mas gruesa es la flecha, indica que el equilibrio estd mas desplazado hacia el sentido
en que apunta. Las constantes J(V) y K[Ca'?] son las que determinan los equilibrios del sensor
de voltaje y del sensor de Ca'? respectivamente. La letra E representa la interaccién entre los
dos sensores. El modelo actual propuesto (Magleby, 2003) toma en cuenta la existencia de
cuatro sensores de voltaje y cuatro sensores de Ca'? debido a la estructura tretramérica del BK,
sin embargo, en esta figura se ha simplificado el modelo utilizando sélo un sensor de voltaje y

un sensor de Ca*? con fines ilustrativos. Modificado de Latorre et al. 2010.




Una de las evidencias mas contundentes que sostienen la tesis del modelo alosterico
es la demostracion de que el sensor de voltaje es capaz de activar la apertura del poro
en ausencia total de Ca'? intracelular (Horrigan et al. 1999). Al mismo tiempo, al ligar
Ca*? la probabilidad de encontrar el canal abierto aumenta alrededor de 2000 veces,
cuando los sensores de voltaje estan en estado de reposo (Horrigan & Aldrich, 2002).

En términos del mecanismo fisico del funcionamiento del BK, este modelo sugiere que
los diferentes modulos existen como entidades estructurales definidas y separadas
unas de otras. Esta imagen estructural del canal utilizando médulos separados se ha
mostrado experimentalmente de manera parcial, ya que no se ha obtenido atn una
estructura completa del BK utilizando cristalografia de rayos X, que es la técnica de
resolucion mas alta utilizada en la actualidad. Se ha publicado dos estructuras del
dominio intracelular sensible a Ca*? obtenidas con esta técnica, con una resolucién de
3.1 A (PDB ID 3NAF, Wu et al. 2010) y 3.0 A (PDB ID 3MT5, Yuan et al. 2010),
respectivamente. En ambas estructuras publicadas los ocho dominios intracelulares
RCK se disponen en forma de anillo (denominado anillo de activacién o gating ring).
Esta disposicién particular de los dominios RCK se demostré anteriormente en canales
de K* de organismos procariontes que tienen cierta identidad de secuencia con el BK
(Jiang et al, 2001; Jiang et al 2002). También esta disponible una estructura cristalina
para una parte del dominio sensor de voltaje que comprende los segmentos S3 y S4
(Unnerstale et al. 2009). Por otro lado, una estructura del canal completo fue obtenida
con una baja resolucion (1.7 nm) utilizando la técnica de crio-microscopia electrénica y
procesamiento digital de imégenes (Wang & Sigworth, 2009). Sin embargo Ia
informacion obtenida en este estudio no deja claro cuél es la disposicién de cada uno
de los segmentos de trans-membrana del dominio sensor de voltaje del BK respecto al

dominio formador del poro.




Para suplir la carencia de informacion acerca de la disposicién de los segmentos de
transmembrana S1 a S6 se ha utilizado la estructura disponible del canal completo
Ky1.2/2.1 obtenida con una resolucion de 2.4 A (Long et al. 2007). La estructura
obtenida de! sensor de voltaje corresponderia a la conformacién relajada que se
alcanza cuando el canal se encuentra abierto durante un tiempo prolongado (Villalba-
Galea et al. 2008), pues las condiciones de cristalizacion asi lo favorecen. En esta
estructura las cuatro hélices del sensor de voltaje atraviesan la membrana (81 a §4)
formando un dominio estructural claramente separado del dominio formador del poro
(S5 a $6), dando un apoyo estructural a la evidencia de que los 4 sensores de voltaje
funcionan de manera independiente (discutido en Horn, 2009, Figura 1.3). ’

Sobre la base de esta informacion se ha construido un modelo por homologia de los
segmentos de trans-membrana del BK, uniéndolo con el anillo de activacion (Figura
1.3). Pero este modelo por homologfa carece del segmento SO pues como se ha
mencionado, éste no esta presente en ningin canal de la familia Ky por lo que la
posicién del segmento SO en el sensor. de voltaje permanece actualmente
desconocida. A pesar de la informacion incompleta de [a estructura del BK, el modelo
propuesto muestra una imagen de este canal con sus dominios sensibles a voltaje y
Ca*? intracelular como mddulos separados que actian a distancia sobre el dominio que
forma el poro por donde pasa el ion K" y que lo activan dependiendo del estimulo, lo
que esta de acuerdo con el modelo alostérico de activacién que se ha descrito mas

arriba (Figuras 1.2y 1.3).
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Figura 1.3. Estructura molecular propuesta para el BK. Esta estructura toma un modelo por
homologia con el canal dependiente de voltaje KV1.2 (Long et al. 2007) para los segmentos de
transmembrana S1-S6 y la estructura obtenida por cristalografia de rayos X del dominio
intracelular llamado anillo de activacién (gating ring) compuestos por los sub-dominios RCK1 y
RCK2. El segmento de transmembrana SO no se muestra pues no existe un segmento
homélogo en el canal KV1.2 A. Imagen lateral del modelo del canal mostrando las cuatro
subunidades. B. Vista de solo una subunidad para ilustrar mejor la disposicion de los tres
médulos. Modificado de Yuan et a. 2010.
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El sensor de voltaje del canal BK: un caso especial dentro de los canales
activados por voltaje

Como ya se ha mencionado, el canal BK es activado por despolarizacién de la
membrana (Pallotta et al. 1981; Latorre et al. 1982; Meera et al. 1996; Stefani et al.
1997). Como regla general, la dependencia de voltaje de la activacién de un canal se
origina por cambios en la distribucién de carga dentro del campo eléctrico de la
membrana. Las cargas involucradas pueden ser tanto residuos cargados como dipolos
presentes en la estructura de la proteina (Baumann & Mueller, 1974; Yantorno et al.
1982). La forma mas utilizada para caracterizar la activacion por voltaje de un canal es
el andlisis de la conductancia en funcién del voltaje aplicado (curva G/V). Aplicando [a
distribucion de Boltzmann a un modelo de dos estados (cerrado/abierto), la curva G/V
tedrica tiene una forma sigmoidea, siguiendo los puntos experimentales (Figura 1.4).
En este analisis el voltaje al cual la conductancia es la mitad del méximo es llamado
V.Y se relaciona con la diferencia de energfa entre el estado abierto y cerrado (Figura
1.4). La pendiente de la curva en V = Vi, es igual a zF/4RT, donde zF es la carga
eléctrica por mol, que es desplazada en el campo eléctrico y que esta asociada con la
apertura del canal.

Al aplicar un pulso de voltaje se produce un cambio stbito en el campo eléctrico de Ia
membrana, lo que provoca una redistribucién de las cargas. Esto genera una corriente
transitoria que puede ser medida en condiciones experimentales adecuadas (p ej.
Armstrong y Bezanilla, 1974). Integrando esta corriente transitoria en el tiempo es
posible calcular la cantidad de carga que se ha desplazado tras el cambio del voltaje
aplicado. La distribucién de carga desplazada en funcién del voltaje se llama curva Q/V
(por carga versus voltaje) y también puede analizarse utilizando la distribucion de

Boltzmann como en el caso de la curva G/V (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Andlisis de la activacion por voltaje del canal BK A. Corriente llevada por muchos
canales en respuesta a un escaldn de potencial variable entre 0 y 240 mV usando la técnica de
patch clamp. La conductancia es proporcional a la corriente llevada justo después de
terminando el pulso variable (flecha azul), donde el voltaje aplicado es siempre el mismo. B. La
conductancia normalizada en funcion del voltaje es proporcional al nimero de canales abiertos.
Los puntos blancos representan los valores de conductancia obtenidos de 23 parches distintos,
y los puntos negros representan el valor promedio en intervalos de 15 mV. La linea continua
representa un ajuste a la distribucion de Boltzmann, que depende de los parametros Vi, y z.
Las flechas rojas y la linea punteada de color cian ilustran el significado de Vio y z
respectivamente. C. Modelo de dos estados utilizado para describir la dependencia de voltaje
de la conductancia, donde C representa el estado cerrado y O el estado abierto. La constante
de equilibrio dependiente del voltaje K, define la razén entre los canales abiertos y cerrados.
Se muestra también la Ecuacién que describe la conductancia de acuerdo a este modelo y la

relacion entre la AG, (diferencia de energia libre estandar entre los dos estados), V2 y K(0 mV).

Modificada de Horrigan et al. 1999.

De esta misma manera el voltaje al cual la mitad de la carga total ha sido desplazada
esta relacionado con la diferencia de energia entre los estados de reposo y activado

del dominio sensor de voltaje.
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Para el BK, el V,; de la conductancia en ausencia de Ca' esta entre 180 y 210 mV en
0 mM Ca*? intracelular, mientras que el valor de z es de 1.0 (Horrigan et al. 1999; Cox
& Aldrich, 2000; Orio & Latorre, 2005). Respecto a la cantidad de carga que se mueve
en el proceso de activacién por potencial eléctrico, se ha calculado que en el BK Ia
carga total que se desplaza es de ~4.4 cargas elementales por canal (Stefani et al.
1997). Este valor es menor al encontrado en el canal Shaker, representante mas
estudiado de la familia Ky, que tiene ~13 cargas elementales por canal asociadas a la
activacién por voltaje (Aggarwal & MacKinnon, 1996; Seoh et al. 1996). En los canales
Ky los residuos cargados involucrados en la activacién son cuatro argininas que se
encuentran en el segmento S4 (Aggarwal & MacKinnon, 1996; Seoh et al. 1998; Figura
1.5). A pesar de que las secuencias muestran que el BK tiene agrupaciones de cargas
en el segmento S4 similares a las encontradas en los canales Ky, se ha demostrado
que las cargas que contribuyen mayoritariamente a la activacién por potencial en BK
son D153 y R167 en el segmento S2, D186 en el S3 y R213 en el $4 (Ma et al. 2006,
Figura 1.5). Se ha demostrado que al neufralizar los otros residuos cargados del
segmento S4 en el BK (Figura 1.5), se altera el equilibrio entre las conformaciones de
reposo y activa del sensor de potencial, sin reducir la carga asociada a la apertura
(Horrigan et al. 1999; Ma et al. 2006). Por ejemplo la mutacion R207Q estabiliza el
estado activado del sensor de voltaje, haciendo necesaria menos energia eléctrica
para activar el sensor (Diaz et al. 1998). El resultado es el desplazamiento de la curva
conductancia en funcion del voltaje (G/V), hacia voltajes més negativos. En el mutante
R207Q el sensor de voltaje muestra un Vy, de -105 mV mientras que el canal silvestre
se midié un V. de 173 mV (Horrigan et al. 1999; Ma et al. 2006). Esto significa que la
diferencia de energla entre el estado activado y en reposo del sensor de voltaje cambia

desde 9.7 kJ/mol a -5.9 kJ/mol cuando se realiza [a mutacién R207Q (Ma et al. 2006).
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Figura 1.5. Residuos cargados en la secuencia de BK y del canal Shaker. A. Se muestra la
topologia de los segmentos de trans-membrana de ambos canales, indicando donde hay
residuos cargados positiva (+) y negativamente (-). B. Alineamiento de secuencias de los
putativos segmentos de trans-membrana. mSLO es el gen que codifica al canal BK en Mus
musculus. Encerradas en cuadros negros se muestran las cargas conservadas en Shaker y BK.
En cuadros rojos se destacan los residuos sensibles a voltaje del BK (Ma et al. 2006). Las
flechas cian indican las cargas sensibles a voltaje en el canal Shaker. Las lineas solidas negras
representan la prediccion de segmentos trans-membrana del canal Shaker de acuerdo al
analisis de hidropatia (Wallner et al. 1996), mientras que la linea punteada representa la
prediccién de los segmentos usando la estructura y analisis de secuencia del canal K AP (Jiang
et al. 2003). Tomado de Ma et al. 20086.
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La fluorometria es una herramienta experimental que ha sido utilizada exitosamente
para estudiar cambios de conformacién en las proteinas. Esta técnica consiste en
medir los cambios de intensidad de la emisidn de una molécula fluorescente, la cual
esta unida a un lugar especifico dentro de la estructura de la proteina. Los cambios en
la intensidad de la fluorescencia ocurren debido al cambio de ambiente en el que se
encuentra la sonda fluorescente (revisado en Lakowicz, 2006). Esta aproximacion ha
sido utilizada para estudiar la activacion por voltaje del BK. De esta manera ha sido
posible establecer una correlacién entre la cinética de activacion de la conductancia de
K* y la fluorescencia de una sonda ubicada en el segmento S4 en funcidn del potencial
eléctrico aplicado (Savalli et al. 2006). Posteriormente se demosiré que también existe
dependencia de voltaje en la fluorescencia de la sonda cuando la marca se ubica en la
cercanias del segmento S2 (Pantazis et al. 2010a). En este ultimo reporte se evalué el
efecto de neutralizar de manera independiente [as cargas D153 (en el segmento S2) y
R213 (en el segmento S4) sobre [a fluorescencia con la sonda ubicada o bien en el
segmento S2 o bien el segmento S4. El resultado obtenido es que neutralizando la
carga de un segmento se observa un efecto sobre la dependencia de voltaje de ambas
marcas, tanto para la carga D153 como para la R213. Esto sugiere que el cambio de
conformacién que ocurre en el sensor de voltaje del BK es un proceso cooperativo y
requiere que al menos ambos segmentos, S2 y S4, cambien su conformacién de
manera concertada.

Por otro lado distintas aproximaciones experimentales han demostrado que en el canal
Shaker es el segmento S4 el que sufre los cambios de conformacién mas importantes
en el dominio sensor de voltaje (Baker et al. 1998; Jiang et al. 2003; Gandhi et al. 2003;
Ruta et al. 2005; Gonzalez et al. 2005; Phillips et al. 2005; Chanda et al., 2005; Posson

et al. 2005; Ahern & Horn, 2004, revisado en Tombola et al. 2005; Chanda & Bezanilla.
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2008). Estos resultados sugieren que el sensor de voltaje del canal BK opera de
manera diferente a la que funciona el sensor de voltaje en la familia Ky, aunque a partir
de la identidad en la secuencia que existe entre los canales Ky y €l BK se puede

pensar lo contrario, es decir que funcionan de manera similar.

El segmento S0

Ademas de lo recién expuesto es necesario fener en cuenta que el BK tiene el
segmento de trans-membrana S0. Esta parte del dominio sensor de voltaje fue descrita
por primera vez como una parte fundamental del BK para la interaccion con la
denominada subunidad betal (Wallner et al. 1996, Meera et al. 1897). Uno de los
efectos de esta subunidad accesoria es la de modificar la operacién del sensor de
voltaje del BK {Meera et al. 1996; Dworetzky et al. 1996; Orio & Latorre, 2005;
Contreras et al. 2012). También algunos experimentos sugieren que el segmento SO
define el punto de operacién del sensor de voltaje, pues mutaciones puntuales en este
segmento muestran un desplazamiento del V.., de la curva G/V hacia voltgjes
negativos, indicando que este segmento participa en la estabilizacién de Ila
conformacién activa del sensar de voitaje (Koval et al. 2007).

Ademas se ha reportado que el residuo W203 del segmento S4 es capaz de apagar
una marca fluorescente introducida en el segmento SO0, lo que sugiere que existe un
acercamiento entre los segmentos S0 y S4 al activar el BK por voltaje (Pantazis et al.
2010b).

Como se menciond anteriormente, la estructura del canal BK obtenida a partir de crio-
microscopia no logré dar pistas concretas acerca de la posicion del segmento S0 en
relacién al dominio sensor de voltaje (Wang & Sigworth, 2009). Por otro [ado utilizando

experimentos de crosslinking por formacién de enlaces di-sulfuro entre residuos de

16




cisteina introducidos, se ha sugerido que el segmento SO estaria en las cercanias del
segmento 54, teniendo contacto con los segmentos S1 y 83, y en menor medida con el
segmento S?. pero alegjado de los segmentos S5 y S6 (Liu et al. 2008a; Lui et al. 2010).
Aunque la distancia entre los nicleos de azufre de un enlace di-sulfuro es de 3 A, se
pueden formar enlaces di-sulfuro entre residuos que se encuentran hasta 15 A de
distancia en la estructura cristalina de una proteina (Butler & Falke, 1996). Esto hace
que los resultados sean el producto tanto de la cercania relativa entre los distintos
segmentos |pero también de la flexibilidad de cada parte de la cadena polipeptidica.

Los reportes mencionados mas arriba apuntan a que el segmento S0 cumple un rol
importante en la funcionalidad del dominio sensor de voltaje en el BK y es posible que

esté involucrado en los cambios de conformacion que sufre el sensor.

La subunidad beta1: un notable regulador funcional del canal BK

La funcionalidad del canal BK puede verse afectada ademas por otro tipo de factores.
Dentro de estos factores uno especialmente interesante es el efecto de las
subunidades’ regulatorias beta. Estas subunidades corresponden a proteinas de dos
segmentos de trans-membrana (TM1 y TM2) con sus extremos amino y carboxilo
intracelulares y con un largo bucle extracelular. Hasta ahora se han descrito cuatro
distintas subunidades, desde beta1 hasta beta4. El fenotipo observado al co-expresar
estas subunidades accesorias con la subunidad alfa (formadora del poro), da como
resultado efectos diversos como cambios en la afinidad aparente a Ca*?, cambios en Ia
cinética de;activacion o desactivacién de las corrientes e inactivacion rapida de tipo
bola-cadena, dependiendo.de la subunidad (Knaus et al. 1994a; Knaus et al. 1994b;
McManus et al. 1995; Uebele et al. 2000; Wallner et al. 1999; Xia et al. 2000; revisado

en Orio et al. 2002). Estas distintas subunidades beta se expresan diferencialmente en
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los tejidos provocando una fina regulacion funcional que determina el papel que
desempefia el BK en los distintos tipos celulares donde se expresa (revisado en Orio et
al. 2002).

La subunidad beta1 fue la primera en ser descubierta (Knaus et al. 1994a; Knaus &t al.
1994b) y es esta subunidad accesoria en la que centrard su atencion esta tesis. Esta
subunidad se expresa principalmente en el muscule liso y se cree que cumple un rol en
la mantencién del tono muscular (revisado en Orio et al. 2002). Funcionalmente su co-
expresion con la subunidad alfa produce un notorio enlentecimiento de las cinéticas de
activaciéon y desactivacion del BK. Ademas produce una aumento aparente en la
sensibilidad a Ca*?, desplazando las curvas G/V hacia voltajes negativos al aumentar la
concentracion de Ca'? intracelular. Aunque en condiciones de 0 mM Ca*? intracelular la
curva G/V se encuentra desplazada hacia voitajes positivos (McManus et al. 1995;
Meera et al. 1996; Dworetzky et al. 1996; Orio & Latorre, 2005, Conireras et al, 2012;
Figura 1.6).

También se ha demostrado que la presencia de la subunidad beta1 hace al canal BK
sensible a la accidon de 17p-estradiol desplazando Ia curva G/V hacia voltajes negativos
(Valverde et al. 1999). En este reporte se demosird que el efecto del 17p-estradiol
ocurre de manera directa sobre el canal BK sin existir una sefial intermediaria,
demostrando que puede existir una regulacion hormonal sobre el canal BK.

La subunidad beta1 tiene un efecto dual sobre el canal BK en ausencia de Ca*?, pues
como se ha mencionado anteriormente, la curva de conductancia {G/V) se desplaza
hacia voltaj:es positivos, pero la curva de carga desplazada por el sensor de voltaje
(Q/V) se desplaza hacia voltajes negativos (Bao & Cox, 2005; Contreras et al. 2012).

Esto ademas indica directamente que la subunidad betal modifica la funcidén del
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dominio sensor de voltaje, y por lo tanto la estructura del mismo podria ser diferente

cuando esta subunidad accesoria esta presente.

A B alfa BK C
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Figura 1.6. La subunidad beta1. A. Esquema de la subunidad accesoria betal en la membrana
celular, la cual consta de dos hélices de trans-membrana con sus extremos amino y carboxilo
intracelulares y unidas por un largo bucle extracelular. La co-expresion de la subunidad beta1
con la subunidad alfa de BK produce cambios funcionales en las corrientes macroscépicas
llevadas por el canal BK: B. Enlentecimiento de las corrientes macroscopicas; notar la diferencia
en la escala de tiempo. C. Desplazamiento de la curva G/V hacia voltajes positivos y de la Q/V
hacia voltajes negativos en condiciones de 0 mM Ca'? intracelular. Modificado de Contreras et
al. 2012.

Con respecto a la informacién estructural de la subunidad betal se sabe que el
segmento SO junto con el extremo amino terminal de la subunidad alfa son
fundamentales para permitir la interaccion entre ambas proteinas (Wallner et al. 1996;
Morrow et al. 2006). También se tiene evidencia de que bucle extracelular de la
subunidad beta1 podria encontrarse cercano al poro en la subunidad alfa ya que la
presencia esta subunidad modifica la unién de toxinas provenientes del veneno del

escorpién que bloquean el poro (Hanner et al. 1997; Hanner et al. 1998). Esta cercania
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es apoyada por experimentos donde fue posible unir covalentemente una de estas
toxinas (la caribdotoxina) con el mencionado bucle extracelular, utilizando la técnica de
crosslinking entre residuos de cisteina infroducidos (Munujos et al. 1995).

Utilizando construccione;'s guiméricas entre las subunidades betal y beta2IR (sin bola

de inactivacion) se logré determinar que los dominios citoplasmaticos son responsables

del efecto que estas subunidades tienen sobre la corriente llevada por el BK (Orio et al.

2006). Este estudio sugiere que la subunidad betal podria interactuar ya sea con el

dominio sensor de voltaje o con los dominios que asocian su activacién con la apertura

del canal. Por ofro lado existe informacién que sugiere que el bucle extracelular que

une los segmentos TM1 y TM2 es importante para el efecto de la subunidad beta1 |
sobre la activacién del BK por Ca* y por voltaje (Fernandez-Fernandez et al. 2004; ‘
Gruslova et al. 2011). ‘
Estructuralmente, la posicion relativa de los dos segmentos de trans-membrana de la
subunidad betal permanece desconocida. Sin embargo una pista fue arrojada por un’
grupo de investigadores que utilizando la técnica de crosslinking postularon que el
segmento TM1 podria estar en la cercanias de los segmentos S1 y 52 de la subunidad
alfa, mientras que el segmento TM2 estaria en la vecindad del segmento S0 (Liu et al.
2008b; Liu et al. 2010). La co-expresion de las subunidades alfa y beta1, cada una
llevado dos sustituciones de residuos de cisteina en ciertas posiciones, dieron como
resultado dos subunidades alfa entrecruzadas con una subunidad betal. Estos
resultados sugieren que los dos segmentos trans-membrana de la subunidad betal

interactdan icon sensores de voltaje de subunidades alfa adyacentes dentro del mismo

canal (Lui et al. 2010).
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LRET, una regla espectroscopica

Una técnica espectroscopica llamada Transferencia de Energia Resonante de Férster
(FRET, por su sigla correspondiente en inglés) ha sido utilizada para medir cambios de
conformacion en macromoléculas (revisado en Lilley & Wilson, 2000; Selvin 2002).
Esta técnica se basa en la interaccién de tipo dipolo-dipolo que ocurre entre moléculas
que se excitan con radiacion electromagnética, tipicamente dos fluoréforos. Esta
interaccién se produce de la siguiente forma: primero una molécula que llamaremos
dador, es excitada al ser iluminada con luz de una longitud de onda especifica. Cuando
el dador esta en estado excitado, eventualmente vuelve a su estado basal perdiendo la
energia que gano en el proceso de excitacion. En general, el estado excitado del dador
se extingue a través de un proceso radiativo (emisién de un foton), pero también
existen mecanismos no radiativos (p. gj. apagamiento colisional). La probabilidad por
unidad de tiempo de que el dador deje el estado excitado esté definida por la constante
de rapidez k, que incluye tanto [a via radiativa como las no radiativas (excepto la
interaccién FRET). Esto predice que la cantidad de dadores excitados en el tiempo
sigue un decaimiento exponencial, donde la constante de tiempo del decaimiento es 7,
= k,"'. La emisién de fluorescencia del dador es proporcional a la cantidad de dadores
en estado excitado, por lo que es posible calcular %, a partir del curso temporal del
decaimiento de la fluorescencia de! dador.

Si en las cercanias del dador excitade existe otra molécula capaz de excitarse con
radiacién electromagnética, la energia del dador puede transferirse por resonancia a
esta segunda molécula que llamaremos aceptor. A través de esta transferencia de
energia no radiativa el dador vuelve a su estado basal, lo que significa un mecanismo
adicional de decaimiento del dador. La transferencia de energfa se produce porque el

dipolo oscilante del dador en estado excitado puede inducir un dipolo oscilante en el
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aceptor por medio de resonancia. Llamaremos kr a la probabilidad por unidad de
tiempo de que un dador en estado excitado se relaje al estado basal transfiriéndole la
energia al aceptor. Dada la condicién de que existe una nueva via de decaimiento al
estado basal para el dador debido a la presencia del aceptor, el nimero de dadores en
estado excitado sigue también un decaimiento exponencial pero con un tiempo de vida

mas corto 1, = (kptky)'. Podemos entonces calcular &y a partir de la constante de
tiempo del decaimiento del dador en presencia del aceptor 7,,, si conocemos &, a partir
del decaimiento del dador en ausencia del aceptor. Esta forma de interaccion fue
descrita por Theodor Férster en 1948 (Forster, 1948; revisado en Lakowicz, 2006} en
términos de kp vy &+
6
k.=k &
T D
ry

Ecuacion 1

En la Ecuacién 1, r es la distancia entre el dador y el aceptor, y R, es la distancia a la
cual kr es igual a kp. R, resulta ser una constante que depende principalmente de los
espectros de emision del dador y de absorcién del aceptor y de Ia orientacién relativa
entre los dipolos de transicién de ambas moléculas (Forster, 1948; revisado en Selvin,

2002; Lakowicz, 2006):

R,=0.1 S(QDK ? J. Jo(Ae, (/1)/14‘%)/6 Ecuacion 2
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Donde Q) es el rendimiento cuantico del dador, que es la fraccién de dadores gue se
relajan emitiendo un fotdn (sin tomar en cuenta la interaccion FRET). fo(X) ¥ €a(2) son
puntos del espectro de fluorescencia del dador y el espectro de absorcion del aceptor
respectivamente. Por lo tanto [a integral sobre todos los valores de A es una medida de
cuanto se superponen ambos espectros (Figura 1.7). «° es el llama;ldo factor de
orientacion que puede tomar valores entre 0 y 4 dependiendo de los angulos relativos
entre dipolos de transicion (Figura 1.7). Es claro que para una orientacion definida de
los dos dipolos de transicién, R, crece cuanto: mas alto sea el rendimiento cuantico del
dador, méas grande sea el coeficiente de extincién de! aceptor, mayor sea la
superposicién de los espectros de emision y absorcién, y mas largas sean las
longitudes de onda en que se sobreponen ambos espectros (Ecuacién 2).

La eficiencia de la transferencia, E, estad definida como la fraccion de dadores que

vuelven al estado basal transfiriendo la energia por medio de FRET, y se calcula como:

k, 1

E= - 5
kT + kD 1+ (I" / R0)6 E::uacmn 3

Como muestra la Ecuacion 3, la eficiencia de la transferencia varia con la sexta
potencia de la distancia, r, por lo que pequefios cambios en [a distancia se ven
reflejados en grandes cambios de la eficiencia (revisado en Selvin 2002), aunque solo
en un intervalo corto de distancias en la vecindad de R, (Figura 1.7). Si se conocen las
propiedades espectroscépicas de las moléculas involucradas y se conoce el valor de «°
es posible calcular el valor de R,. De esta manera es facil conocer la distancia que
separa a las dos moléculas utilizando la Ecuacién 1 si conocemos &y Y &r, 0 la Ecuacién

3 si conocemos la eficiencia de la fransferencia, E.
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Figura 1.7. Interaccion FRET para un par dador-aceptor. A. La linea amarilla representa el
espectro de emisién normalizado del dador que en este caso es el ion fluorescente Tb+3,
mientras que la linea azul representa el espectro de absorcién normalizado del aceptor, que es
el fluoréforo BODIPY-FL. Como muestra la ecuacion, R, aumenta mientras mayor sea el
sobrelapamiento de estos espectros (area coloreada violeta). La linea punteada representa la
emision del aceptor BODIPY-FL. B. La transferencia de energia del dador (verde) al aceptor
(rojo), que estan separados por una distancia r (flecha azul) depende de la orientacién de los
dipolos de transicion (flechas negras) del dador (M)) y del aceptor (M,). El factor de orientacién
K depende de los angulos o, B y y como muestra la ecuacion. C. La eficiencia de la
transferencia depende de la distancia (Ecuacion 3). El intervalo de distancias que pueden ser
calculadas confiablemente a partir de la eficiencia se marca en celeste. En este caso R, = 43 A

que corresponde al valor calculado de los espectros que se muestran en A.

Podemos entonces considerar la técnica de FRET una “regla espectroscépica” capaz
de medir distancias en el orden de las decenas de angstroms (A) siempre y cuando se

tenga la certeza de que el factor de orientacién es constante. Experimentalmente se
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ha utilizado FRET para estudiar cambios de conformacidén en proteinas o complejos
proteicos, marcando con sondas flucrescentes residuos de cisteina introducidas en la
secuencia peptidica (revisado en Lilley & Wilson, 2000). Actualmente esta técnica ha
sido perfeccionada al punto de poder observar FRET en moléculas tnicas (p ej. Akuyz
et al. 2013).

E! factor de orientacién «° resulta ser a menudo dificil de calcular para fluoréforos
convencionales cuya emision en general es anisofrépica y sus estados excitados
tienen un tiempo de vida del mismo orden de magnitud que el de los movimientos
moleculares del mismo fluoréforo. Esto hace que el valor obtenido para la distancia
calculada entre las dos sondas sea poco confiable.

Existe una variante del FRET que utiliza como dador un ion fluorescente, tipicamente
los lantanidos Th*™ o Eu™. Esta variante es denominada LRET (por sus siglas en
inglés, Lanthanide based Resonance Enerqy Transfer) y tiene ciertas ventajas sobre el
FRET convencional que utiliza sondas fluorescentes orgénica;. Esta técnica ha sido
utilizada efectivamente en el pasado para medir distancias en macromoléculas como
DNA, proteinas solubles y proteinas de membrana (Ka Luk, 1971; Horrocks et al. 1975;
Khan et al. 1978; Selvin & Hearst, 1994; Getz et al. 1998; Cha et al. 1999; Posson et al.
2005; Posson & Selvin, 2008; Hyde et al. 2012; revisado en Selvin, 2002). La mayor
ventaja del LRET sobre el FRET para medir distancias es que la emisién def dador es
no polarizada y el tiempo de vida de su estado excitado es del orden de los
milisegundos. Esto le da tiempo suficiente al aceptor para adoptar todas las
orientaciones posibles, por lo que el error en el célculo de «° es insignificante (revisado

en Selvin, 2002). Ya que en estas condicicnes ambos dipolos de transicion se orientan

sin ninguna preferencia, el valor promedio de «° sobre todas las orientaciones posibles

resulta ser 2/3.




Los estados excitados de los lantanidos tienen un tiempo de vida del orden de
milisegundos, varios 6rdenes de magnitud mayores que los fluoréforos organicos
convencionales que tienen tiempos de vida de nanosegundos. Si el aceptor es un
fluoréforo convencional, una vez que éste ha sido excitado por LRET, eventualmente
volverd a su estado basal emitiendo un fotédn. Este tipo de emisién se llama emisién
sensibilizada del aceptor. Como se ha mencionado el tiempo de vida del aceptor
excitado es extremadamente corto y se puede considerar que cada vez que ocurre una
transferencia desde el dador, el aceptor inmediatamente emite un fotén. Es por esta
razén que en el caso del LRET el curso temporal de la emision sensibilizada es
proporcional decaimiento del dador. Por lo tanto es posible calcular el tiempo de vida
del dador en presencia del aceptor analizando el decaimiento de la seital de emision
sensibilizada. En la practica esto se logra utilizando un filtro dptico adecuado que
bloquea la fluorescencia del dador pero deja pasar la fluorescencia del aceptor. El
calculo de 7,4, a partir de la emision sensibilizada tiene ademas dos ventajas
importantes. La primera es que esta sefial no tiene contaminacién de la fluorescencia
emitida por la poblacién de dadores que no “ven” al aceptor. La segunda ventaja es
que la amplitud de la sefial es proporcional a la magnitud de &r (Heyduk & Heyduk,

2001):

F SE (t ) = N QAkTe—(kT+kD ¥ Ecuacién 4

Donde Fsx(7) es la amplitud sefial de emision sensibilizada en funcién del tiempo ¢, N es
el numero de dadores y O, es el rendimiento cuantico del aceptor. Por lo tanto para
distancias mas cortas la sefial de emisién sensibilizada tiene mayor amplitud y decae

mas rapido. Esto es de mucha utilidad cuando hay mas de una distancia entre dadores
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y aceptor (Figura 1.8), pues de esta manera el rapido decaimiento de! dador que se
encuentra mas cercano no queda enmascarado por el decaimiento mas lento
correspondiente al dador mas alejado del aceptor (Heyduk & Heyduk, 2001). La
relacion entre la amplitud de la seiial y la constante de tiempo permite ademas reducir
el nimero de parametros libres al ajustar este tipo de decaimientos de emision
sensibilizada para obtener los tiempo de vida del dador en presencia del aceptor
(Heyduk & Heyduk, 2001; Posson & Selvin, 2008; Hyde et al 2012).

Dado que el espectro de emision de los lantanidos tiene forma de picos agudos
separados por regiones donde virtualmente no hay emision (Figura 1.7) es
relativamente facil separar la emisién sensibilizada utilizando un filtro éptico adecuado
(Selvin, 2002). Las caracteristicas mencionadas anteriormente hacen del LRET una
excelente herramienta para medir distancias intermoleculares. Esta técnica también se
ha utilizado exitosamente en el canal Shaker para evaluar los movimientos que sufre el
segmento S4 (Cha et al. 1999; Posson et al. 2005; Posson & Selvin 2008, Hyde et al.
2012). En estos casos se utilizé Tb** como dador utilizando compuestos que unen el
lantanido que a su vez estaban unidos a cisteinas introducidas en el sensor de voltaje y
como aceptor un fluoréforo (Fluoresceina, BODIPY-FL o Atto465) unido a las mismas
cisteinas introducidas en el sensor de voltaje o a una toxina gue se une al poro del
canal. De esta manera es posible medir respectivamente la distancia entre sensores de
voltaje y la distancia entre el sensor de voltaje y la toxina que se encuentra en las
cercanfas del poro. La Figura 1.8 muestra con mas detalle esta dltima aproximacion

(Posson & Selvin 2008).
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Figura 1.8. Interaccion LRET para medir distancias intermoleculares en el canal Shaker A.
Modelo molecular del canal de K™ Shaker, visto desde el medio extracelular. En diferentes
colores se destacan dominio sensor de voltaje (gris) en la periferia y el dominio del poro
(marrén) en el centro. El dador Tb*™ (circulos azules) se encuentra unido a una cisteina
introducida en el segmento S4 (coloreado rojo) a través de un compuesto que es capaz de unir
el lantanido. Una representacién de cintas de color verde claro muestra la estructura de la
agitoxina que se une a la boca externa del poro en el eje de simetria. El aceptor (circulo verde)
unido a la toxina se encuentra fuera del eje de simetria, por lo que existen cuatro distancias
posibles entre los dadores y el aceptor. Esto da origen a cuatro componentes cinéticos en la
sefial de emisién sensibilizada. B. Cambios de las cuatro distancias calculadas entre los
dadores y el aceptor a partir de la emisioén sensibilizada en funcién del voltaje para distintas
posiciones del segmento S4. Para el calculo de distancia se utilizdé la Ecuacion 1 junto con
restricciones geométricas de manera que los cuatro dadores y el aceptor forman una piramide
de base cuadrada (paralela al plano de la membrana). Esta piramide es asimétrica pues tiene el
apice fuera del eje de simetria del canal. Los circulos vacios y llenos representan el calculo

fijando o no la posicion del aceptor. Tomado de Posson & Selvin, 2008.

Como los canales de K* son homotetrameros, se puede suponer que en promedio los
cuatro dadores se encuentran en los vertices de un cuadrado. En este caso particular
el aceptor que se encuentra anclado a una toxina especifica para canales de K', la

agitoxina (Garcia et al. 1994).
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Ya que el aceptor esta fuera del eje de simetria del vcanal (Figura 1.8), existen cuatro
diferentes poblaciones de dadores, donde cada una de estas poblaciones esta a una
distancia diferente del aceptor. Asimismo cada poblacidén tiene asociada un valor
distinto de 4 (Ecuaciéon 1). Las cuatro poblaciones de dadores generan entonces
cuatro componentes cinéticos distinguibles en la sefial de emision sensibilizada (ver
Ecuacién 4). De esta manera es posible resolver no solo la distancia respecto al gje de
simetria sino que también el angulo relativo a la posicién del aceptor desde el centro de
simetria lo que suma otra potencial ventaja a esta técnica (Posson et al. 2005; Posson
& Selvin gQOB; Hyde et al 2012).

Otra ventaja técnica del LRET es la posibilidad de introducir motivos estructurales de
unién a lantanidos (LBT, del inglés Lanthanide Binding Tag) que unen Tb* con alta
afinidad y que corresponden a secuencias peptidicas que pueden ser introducidas en
la cadena de la proteina objetivo (MacNaus et al. 1990; Franz et al. 2003; Nitz et al.
2003; Nitz et al, 2004; Sculimbrene & Imperialli, 2008; Sandtner et al. 2007, Hyde et al.
2012). Esto evita la necesidad utilizar compuestos que se unen a cisteinas introducidas
por mutaciones puntuales y por lo tanto el marcaje incompleto e inespecifico del dador
(Figura 1.9).

Por otro lado ciertos metales de transicién (p. ej Ni*%, Co™, Cu*) pueden actuar como
aceptores para el dador Th*® (Ka Luk, 1971; Horrocks et al. 1975; Khan et al. 1978).
Este tipo de aceptores no dan emisién sensibilizada, por lo que el calculo de ;4 sélo
puede obtenerse a partir de la sefial de fluorescencia del dador en presencia del
aceptor. El uso de metales de transiciébn como aceptores del LRET ha sido utilizado
para medir distancias intramoleculares en el sensor de voltaje del canal Shaker
(Sandtner et al. 2007). Para esto se insert6 ia secuencia LBT en el segmento bucle

extracelular que une los segmentos S3 y S4 de manera que el dador Tb* se una a este
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sitio. Al mismo tiempo se introdujeron secuencias peptidicas que pueden unir metales
de transicion en otras posiciones del sensor voltaje, para medir la distancia entre la

posicién del Tb™ y los sitios de unién a metales introducidos (Sandtner et al. 2007).

(V)

LBT: YIDTNNDGWYEGDELLA

Figura 1.9. Dador y aceptores de LRET. A. El LBT (Lanthanide Binding Tag) une el lantanido
Tb™ (bola verde) con alta afinidad, protegiéndolo del apagamiento colisional con las moléculas
de agua del solvente (Nitz et al. 2004). Se indica la secuencia peptidica en cédigo de una letra.
El residuo de triptdfano actua como antena para excitar al Tb*®. B. Modelo molecular de la
iberiotoxina marcada con el fuoréforo BODIPY-FL, el cual puede actuar como aceptor de LRET
para el dador Tb**-LBT, con un R, de 43 A. En azul se destaca la lisina 27 que se une al poro
selectivo a K en el BK. C. Representacién molecular del sitio de unién a Cu™® (bola verde) en
el sensor de voltaje del canal BK descrito en Ma et al. (2008). Este metal de transicion puede
interactuar con el Tb™-LBT via LRET con un R, de 20 A. Tomado de Ma et al. 2008.
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La ventaja que tiene usar estos metales de transicién como aceptores de la
transferencia usando el dador Tb** es que debido al bajo coeficiente de extincidn de
estos metales, el valor de R, es de entre 10 y 20 A. Esto permite resolver distancias
mas pequefias que con aceptores organicos que tienen valores mas grandes de. R, (p
ej: Th*>-LBT/BODIPY-FL, 43 A; Tb*-LBT/MTSR, 55 A; comparar con Posson et al.
2005; Posson & Selvin, 2008).

Todo lo expuesto hasta este punto indica que el LRET es una herramienta que tiene
gran potencial para explorar la estructura del canal BK la cual se desconoce en su
detalle. Las aproximaciones experimentales para utilizar LRET como una regla
espectroscopica son aplicables al canal BK ya que se sabemos que se puede utilizar la
secuencia LBT para unir el dador Tb*? a la proteina (Sandtner et al. 2007) y ademés es
posible utilizar como aceptores tanto fluoréforos conjugados a toxinas de muy alta
afinidad como iberiotoxina (Candia et al. 1992), asi como el ion Cu*?, ya que se ha
reportado un sitio de unién a este metal de transicién en el sensor de voltaje del BK
{Ma et al. 2008) (Figura 1.9).

Este tipo de aproximacion experimental puede potenciaimente dar las primeras luces
acerca de la disposicion estructural que este canal tiene y de las diferencias y
similitudes que compartiria con los miembros mas representativos de los canales de K*
activados por voltaje. Ademas, se hace especialmente interesante estudiar con esta
técnica el sensor de voltaje y los cambios de conformacién que ocurren al ser activado
por potencial eléctrico o los re-arreglos que inducen la co-expresién con la subunidad
betat para poder proponer un modelo estructural que dé cuenta de las modificaciones

en la arquitectura del canal BK.
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Hipétesis de trabajo y objetivos
Hipétesis
| a caracteristicas funcionales del canal BK tienen un correlato estructural, es decir
*
cada estado funcional del canal tiene asociada una arquitectura caracteristica. Estos

cambios en la arquitectura del canal frente a las distintas perturbaciones del medio

pueden ser detectados experimentalmente con un sistema de deteccién adecuado’.

Objetivos

El objetivo general de este proyecto es construir un modelo estructural del canal BK y
resolver los cambios estructurales que sufre cuando el canal visita distintos estados de
conformacion del sensor de voltaje. Para esto propongo utilizar la técnica de LRET
como una regla espectroscapica, dado su poder de resolucion en una preparacion in
vivo. Con esta técnica se pueden medir las distancias intra-moleculares que existen
entre distintos puntos del sensor de voltaje del canal BK, utilizando para ello sondas
fluorescentes que marcan distintos puntos del canal y que son capaces de interactuar
via LRET.

Las distancias seran medidas en distintos estados conformacionales del sensor de
voltaje del BK, perturbandolo con pulsos de voltaje despolarizante y con la co-
expresion de la subunidad accesoria betal. Las distancias medidas seran utilizadas

como una restriccion espacial para generar un modelo de la arquitectura def canal BK.
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Objetivos especificos.

1. Construir una estacion experimental de LRET acoplado a TEVC (voltage clamp de
dos microelectrodos) para ovocitos de Xenopus laevis en el laboratorio del Dr. Ramén
Latorre. Como no existe ningtin equipo similar Chile, es necesario aprender [os detalles
técnicos tanto de construccién como de ejecucion incluyendo el hardware y software

necesario para llevar a cabo esta tarea.

2. Generar construcciones del canal BK con motivos de unién a Tb*, LBT, en distintas
posiciones del sensor de voltaje. Expresar los canales en ovacitos de Xenopus laevis.
Comprobar que dichas construcciones mantienen las propiedades electrofisiologicas
del canal BK. Comprobar que el LBT se pliega cotrectamente y es capaz de unir Tb*,

midiendo el decaimiento temporal de la flucrescencia en ausencia de cualquier aceptor.

3.1. Agregar CuCl; a la bario de manera que el Cu*? se una a su sitio en el sensor de
voltaje (descrito en Ma et al. 2008). Este ion actuara como aceptor de LRET para el
dador Tb*3-LBT con un R, de 20 A. Comprobar interaccién de LRET observando la

aceleracion del decaimiento del dador.

3.2. Construir el conjugando de la iberiotoxina, que se une especificamente al poro del
BK, con el fluoréforo BODIP\:—FL que actuara como aceptor de LRET y que tiene un Ry
de 43 A con el dador LBT-TB*®, adecuado para calcular distancias de entre 30 y 50 A.

Comprobar que se observa LRET midiendo la emisién sensibilizada del aceptor.
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4. Observar cambios en la eficiencia de la interaccion LRET al perturbar la estructura
del canal. Esto sera realizado cambiando el voltaje de membrana, controldndolo con la
técnica de TEVC y también co-expresando las construcciones del canal BK-LBT con la

subunidad accesoria betat.

5. Construir un modelo geométrico que dé cuenta de los decaimientos de emisién
sensibilizada del BODIPY-FL, utilizando la metodologia descrita en Hyde et al. (2012)
para el analisis de emisién sensibilizada. Los resultados de LRET usando Cu*? como
aceptor son utilizados como una restriccién en el modelo geométrico. Describir los
cambios de conformacién del sensor voltaje de acuerdo a los mapas espaciales

obtenidos.
6. Construir un modelo molecular del canal BK utilizando dinamica molecular. Las

distancias intermoleculares obtenidas experimentalmente son utilizadas como

restricciones en esta simulacién.
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2. Materiales y métodos

Generacion de construcciones BK-LBT y expresioén en ovocitos de Xenopus laevis.

Todos los experimentos fueron realizados utilizando el vector BK-c que contiene la
secuencia del gen hSLO obtenida de miometrio humano. La secuencia original fue
clonada y donada por la Dra. Ligia Toro (University of California Los Angeles), n® de
acceso en Gene Bank U11058. El primer aminodacido de la secuencia corresponde a la
metionina 10 de la secuencia peptidica de la subunidad alfa del canal BK y que tiene
las 3 cisteinas del lado extracelular mutadas por serinas (C14S, C142S y C277S). Se
insertd la secuencia LBT (YIDTNNDGWYEGDELLA) en la secuencia de BK-c entre los
residuos D15-S16, W22-W23, S134-S135 6 D147-F148 para dar origen a las

construcciones BKNTLBT, BKSOLBT, BKS1LBT y BKS2LBT (Figura 2.1).

BKNTLBT BKS1LBT
(D15-816 (S134-5135)

BKSOLBT BKS2LBT

(D147-F148)

Figura 2.1. Esquema de la topologia de la subunidad alfa del canal BK mostrando las
posiciones donde fue insertada la secuencia LBT, generando los clones BKNTLBT, BKSOLBT,
BKS1LBT y BKS2LBT.

35




La insercion de la secuencia LBT se llevo a cabo en dos pasos secuenciales de PCR.
En la reaccién primaria se utilizaron partidores disefiados ad-hoc que cuentan con una
secuencia de 21 pb complementaria a los extremos de la secuencia LBT en la parte 3'
del partidor, y otra parte de 24 pb complementaria a las secuencias que flanquean la
posicién donde se insertara el motivo LBT en la secuencia del plasmidio BK-c (Figura
2.2). Las secuencias de los pares de partidores disefiados para la insercion de la
secuencia LBT se indican mas abajo y fueron sintetizados a pedido (Integrated DNA

Technologies, USA):

Posicion D15-S16 (BKNTLBT)

BKNTLBTfw

5' GCCACCATGGAGGTACCGTCCGACTATTGGGATACCAACAACGAT 3

BKNTLBTrev

5' CCACCACATTCGTTGGCCCCGGCTCGCCAGCAGTTCATCGCCTTC 3

Posicién W22-W23 (BKSOLBT)

BKSOLBTfw

5' GACAGCCGGGGCCAACGAATGTGGTATTGGGATACCAACAACGAT 3'

BKSOLBTrev

5' CATGCTGCTAGCCAGGAAAGCCCACGCCAGCAGTTCATCGCCTTC 3

Posicién S134-S135 (BKS1LBT)

BKS1LBTfw

5 CTTGTAATATACTTCATAGATTCATATTGGGATACCAACAACGAT 3

BKS1LBTrev

5' CTGGGAGGATTCTATTGGGTTTGACGCCAGCAGTTCATCGCCTTC 3'
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Posicion D147-F148 (BKS2LBT)

BKS2LBTfw

5' TCCTCCCAGAATTTCTACAAAGATTATTGGGATACCAACAACGAT 3'

BKS2LBTrev

5' AGCCATGTCGATCTGTAATGTGAACGCCAGCAGTTCATCGCCTTC 3'

Donde la secuencia en azul corresponde a la parte complementaria al BK-c 24 pb rio
arriba (PARTIDORfw) y 24 pb rio abajo (PARTIDORrev) de la posicion de insercién.
Las secuencias en verde subrayadas corresponden a la region complementaria a la
secuencia LBT (Figura 2.2). EI DNA plasmidial que se utilizé como plantilla en la
primera reaccién de PCR contiene la secuencia del canal Shaker con la secuencia que
codifica el LBT. Este clon Shaker-LBT fue donado amablemente por el Dr. Francisco
Bezanilla.

La reaccion primaria fue realizada utilizando la enzima pfu Il (Invitrogen, USA)
utilizando las indicaciones del fabricante. Esta PCR genera como producto una
secuencia de DNA doble hebra de ~100 pb que contienen la secuencia LBT completa,
flanqueada por secuencias complementarias a la secuencia del BK donde se insertara
el LBT (Figura 2.2A, recuadro rojo). Estas dos hebras complementarias son llamadas
mega-partidores. La segunda PCR utiliza los mega-partidores producto de la primera
PCR para insertar la secuencia LBT en el canal BK siguiendo el protocolo rutinario del
kit de mutagénesis Quick Change Il (Agilent Technologies, USA) usando las
instrucciones del fabricante. La Figura 2.2B muestra esquematicamente la estrategia
de insercién de la secuencia LBT entre las posiciones W22-W23 (BKSOLBT). La

anterior estrategia fue utilizada para generar las cuatro construcciones BK-LBT. Todas
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las inserciones LBT en la secuencia del BK fueron confirmadas por secuenciacion a

pedido en un secuenciador de electroforesis capilar (Macrogen, Korea del sur).

A B =
BK  LBT LT
D
s ﬂzllll e e B e ————ke - = - = < . s
T
|11 |w2s 2
f—— =
LBT BK
LBT

LBT-MegaPartidor

BKSOLBT

LBT

<

w22

W23

>

Figura 2.2. Esquema de estrategia de insercion de la secuencia LBT en la secuencia del
plasmidio BK-c. A. PCR primaria. Las flechas representan los partidores disefiados para
obtener un "mega-partidor" que contiene la secuencia LBT (verde) flanqueada por las
secuencias que preceden y suceden a la posicién W22-W23 en BK-c (celeste). Entre los dos
partidores se ilustra la plantilla que es el DNA del canal Shaker con la secuencia LBT. Las
lineas verticales muestran las regiones de complementariedad del segmento que codifica LBT
entre los partidores y la plantilla. El producto de la PCR es el DNA mega-partidor que se ilustra
en el recuadro rojo. B. PCR secundaria. Las flechas representan las dos hebras del mega
partidor que contienen el codigo del LBT obtenido en la PCR primaria. Entre los mega-
partidores se representa el DNA que contiene la secuencia de BK. Las lineas verticales
representan las regiones de complementariedad entre las zonas que contienen el cddigo de BK
tanto en los partidores como en la plantilla que se encuentra entre posiciones W22-W23. El
producto final es el DNA de doble hebra con el cédigo de la construccién BKSOLBT que se

ilustra en el recuadro rojo.

Para la expresion de la subunidad beta 1, se utilizdé otro vector basado en el plasmidio
pGEM con la secuencia que corresponde a la subunidad beta 1 clonada a partir de

musculo liso de la traquea bovina (n° de acceso en Gene Bank U25138). Esta
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secuencia fue originalmente clonada y donada por al Dra Ligia Toro (University of
California Los Angeles).

Para la expresion de las proteinas en ovocitos de Xenopus laevis, se obtuvo el cRNA
de cada construccion BK-LBT y de la subunidad betal, a partir de los DNA
plasmidiales correspondientes. Para tal efecto, el DNA plasmidial fue linearizado con [a
enzima Notl (Fermentas) y posteriormente sometido a una reaccion de transcripcion in
vitro con la enzima RNA polimerasa T7 (kit mMessege Machine, Ambion). La reaccién
fue realizada de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La preparacion de cRNA
mensajero fue diluida en agua hasta una concentracién de 1 pg/ul, medida con un
espectrofotémetro UV 1760 (Shimadzu Corp. Japén) registrando la absorbancia a 280
nm, separada en porciones de 2 ul y guardadas a -80°C en un congelador hasta el
momento gue fueron utilizadas. Para la co-expresion de BK con la subunidad beta 1,
se utilizé una mezcla de cRNA de la construccion BK-LBT correspondiente y de cRNA
de la subunidad beta 1 con una concentracién de 0.5 pg/ul para cada cRNA (razén
molar ~1:5 entre alfa y beta1). Para micro-inyeccion de cRNA en los ovocitos se usé
un micro-inyector Nanoliter 2000 (World Precision Instruments). Se inyecté 50 nl de
cRNA para cada ovocito. La sintesis de las proteinas alcanza un nivel adecuado para
hacer los experimentos electrofisioldgicos y de fluorescencia después de 3 a 5 dias

durante los cuales los ovocitos inyectados se mantuvieron en solucién ND96 (NaCl

96mM, KCI 2mM, CaCl 1.8 mM, MgCl; T mMy HEPES 5 mM pH 7.6) a 20°C.
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Electrofisiologia

Para la caracterizacién funcional de los canales BK-LBT se utilizd la técnica de paich
clamp en la configuracion inside out (Hamill et al. 1981). La solucién "0 Ca*™ " utilizada
para llenar la pipeta de patch fue la misma que la que se usé en la cdmara de registro y
contenia: K*-MES 110 mM, EGTA 5 mM, KCI 2 mM, HEPES 10 mM pH 7?4. Las
pipetas de patch se prepararon a partir de capilares de vidrio de 1.65 mm de diametro
externo y 1.2 mm de didmetro interno (A-M Systems Inc. USA), estirados en un equipo
estirador de pipetas P-97 (Sutter Instruments, USA). Las pipetas [uego fueron pulidas
en una microforja MF-830 (Narishige, Japon) de manera que la punta tuviese un
didmetro de entre 10 y 15 um, con una resistencia entre 300 y 500 k. El equipo
electrénico del pafch clamp fue un Axopatch 200B (Axon Instruments), en modo
Voltage Clamp. La temperatura de la pieza fue controlada a 20°C para todos los
experimentos. La trasformacion de las sefiales analogas en numeros digitales fue
realizada por una tarjeta PCl 6052E (National Instruments, USA), conectada a una
interfaz BNC 2110 (National Instruments, USA). Las sefiales analogas fueron filtradas
antes de digitalizarlas usando un filtro Bessel pasa bajos de 8 polos 900C/9L8L
(Frequency Devices, USA) con una atenuacién de -3dB a 20 kHz. La frecuencia de
adquisicion fue de 50 kHz. Para generar los comandos de voltaje y registrar las
corrientes obtenidas se utilizé un computador con estructura IBM PC cargado con el
software de adquisicién BasicPatch desarrollado por el Dr. Patricio Orio (Centro
Interdisciplinario de Neurociencias de Valparaiso) basado en la plataforma LABVIEW
para el sistema operativo Windows XP (Microsoft, USA). Los giga sellos (>1G%Q) de
membranas en configuracién inside out fueron sometidos a trenes de pulsos de voltaje

entre -50 mV y 250 mV con incrementos de 10 mV, de 50 ms de duracién,
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manteniendo -50 mV entre pulsos. Debido a la baja resistencia de las pipetas no se
utilizé compensacion de la resistencia en serie. Se caracterizo la corriente llevada por
los canales BK-LBT construyendo la curva de conductancia en funcion del voltaje (G vs
V) a partir de la intensidad de la corriente medida 100 ps después del final de cada
pulso. De esta manera se obtienen los parametros de voltaje medio de activacion y de
carga asociada con la apertura, en condicidn de equilibrio para cada pulso.

Para los experimentos de LRET se controld el voltaje de todo el ovocito usando un
equipo de voltage clamp CA1 (Dagan corp.) en modo de dos micro-electrodos. La
solucion externa contenia NMG-MES 120 mM, HEPES 10 mM, Ca(Mes); 2 mM,
Tbh(Cl); 10 pM, pH 7.4, para mantener las condiciones experimentales utilizadas
anteriormente en experimentos de LRET (Sandtner et al. 2007, Hyde et al. 2012). Los
micro-electrodos fueron hechos a partir de los mismo capilares de vidrio utilizados para
ol patch clamp con puntas menores que 2 uym de diametro y llenos con NaCl 3M, que
registran una resistencia de entre 200 y 500 kQ.

Para los experimentos de emision sensibilizada se agregaron hasta 3.5 pl de un
concentrado de Iberiotoxina conjugada con el fluoréforo BODIPY-FL. (Invitrogen), de
manera que la concentracion final fuese de entre 200 y 600 nM en la camara de
registro. El volumen final de solucion en la camara fue de 120 pl. La Iberiotoxina con la
mutaciéon D20C y el fluoréforo BODIPY-FL unido a la cisteina 20 (en adelante IBTX-
BODIPY) fue sintetizada en fase sélida por el Dr. Stephen Kent de la Universidad de
Chicago, quien la doné gentilmente para realizar esta tesis. La camara de registro se
lavé previamente con una solucién de BSA 0.1% P/V para evitar que la toxina se pegue
a sus paredes de plastico. El concentrado de IBTX-BODIPY se encuentra a una

concentracién aproximada de 20 pM. Esta concentracion fue medida en un
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espectrofotometro UV 1700 (Shimadzu Corp. Jap6n) midiendo la absorbacia a 505 nm
gue corresponde al maximo de absorcién del BODIPY-FL, con un coeficiente de
extincion molar de 80000 cm™M™”. La toxina marcada fue agregada después de
confirmar la presencia de una seifial robusta de fluorescencia del dador y se utilizé el
voltage clamp para monitorear el bloqueo de la corriente in situ. Para los experimentos
con Cu*? como aceptor se agregd CuCl, en concentraciones crecientes entre 50 pM y
500 uM. Los registros de fluorescencia fueron registrados desde 4 ms antes de cada
pulso del laser y durante 40 ms tanto para los experimentos de dador solo como para
el dador en presencia del aceptor. El voltaje fue controlado a -80 mV o 200 mV durante
la adquisicién de la fluorescencia, estableciendo el voltaje 50 ms antes del inicio de la

adquisicién para asegurar la condicién de estado estacionario.

Descripcién de la estacién de LRET-TEV

Se construyé una estacién de LRET en el laboratorio del Dr. Ramén Latorre usando el
disefio utilizado en el laboratorio del Dr. Francisco Bezanilla de la Universidad de
Chicago (Figura 2.3) (Sandtner et al. 2007). La estacion de trabajo LRET esta
construida alrededor de un microscopio invertido IX50 Olympus (Olympus, Allentown,
Pennsylvania, USA). Para excitar [a muestra se utiliza un laser Minilite Il de estado
sdlido Nd:YAG (del inglés neodymium-doped yttrium aluminum garnef; Nd:Y3Al0:2)
que emite impulsos de luz de 266 nm de longitud de onda y una duracién de 5 ns
(Continuum, Santa Clara, California, USA)(Figura 2.3). El rayo pasa pririero por un
filtro UG11 y un prisma de Pellin-Broca fabricado de sflice fundido (Thorlabs Inc.
Newton, New Jersey, USA) para bloquear los arménicos de 532 nm y 1064 nm

provenientes del laser.
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Figura 2.3. Esquema de la estacion de trabajo de LRET. Se detalla el camino optico desde el
laser hasta la muestra, desde ésta hasta el fotomultiplicador (PMT) y finalmente la etapa de

digitalizacion. Tomado de Sandtner et al. 2007.

El rayo UV se dirige hacia la entrada del microscopio a través de un periscopio que
tiene dos espejos dicroicos de aluminio UV-reflectantes (Thorlabs, USA). Para dirigir el
rayo hacia la muestra se utilizan cubos que tienen espejos dicroicos que reflejan los
266 nm pero que son transparentes a la luz visible y que fueron hechos a pedido
(Chorma Technology, USA). Para colectar la sefial del dador Tb*-LBT se utiliza un
cubo con un filtro 6ptico que deja pasar longitudes de onda mayores que 515 nm,
LP515 (Figura 2.4). Para colectar solo la sefial de emisién sensibilizada del aceptor,
que corresponde a la fluorescencia del BODIPY, se usa un cubo con un filtro optico

pasa banda de 20 nm de ventana centrado en 520 nm, BP520/20 (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Espectros de emision del Tb*® (amarillo) y del BODIPY-FL (verde). La linea negra
representa el espectro de transmision del filtro 6ptico que se utiliza en cada caso: A. Filtro pasa
largos LP515 para la emisién del dador Tb*® (amarillo); B. Filtro pasa banda BP520/20 nm para
emision sensibilizada del BODIPY-FL (verde). El filtro BP520/20 tiene la ventana de transmision
en una region donde no hay emision del Tb™ y la emision del BODIPY-FL es cercana al

maximo.

El microscopio esta equipado con un lente de inmersién en glicerol cuya dptica es
completamente de cuarzo (Partec, Alemania) para poder excitar la muestra a 266 nm.
La camara de registro donde descansan los ovocitos esta hecha de una placa de petri
plastica al fondo de la cual se le ha hecho una ventana transparente a la luz UV hecha
con cubreobjetos de silice fundida (Esco Optics Inc. Oak Ridge, New Jersey, USA). El
volumen de la camara es de aproximadamente 120 pl. La deteccion de la fluorescencia
la hace un tubo fotomultiplicador H10304 (Hamamatsu, Japén) controlado por el
sistema de adquisiciéon para que se mantenga apagado durante los primeros 20 us del
pulso laser para evitar dafar el fotocatodo. La salida del tubo fotomultiplicador esta

conectada a un conversor corriente/voltaje de una sensibilidad de 100mV/pA y
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constante de tiempo de 1 ps. (Lazo de realimentacién negativa compuesto por una
resistencia de 100 kQ en paralelo con un condensador de 10 pF). Este conversor
corriente voltaje fue construido manualmente por el autor de esta tesis utilizando un
amplificador operacional OPA627 (Texas Instruments. USA). La salida del conversor
esta conectada a un filtro Bessel de 8 polos con una frecuencia de -3 dB a 50 kHz
(Frequency Devices, USA). Las sefiales de corriente y fluorescencia son digitalizadas
con un conversor andlogo/digital de 16 bit SBC6711 (Innovative Integration, Inc.
Indianapolis, Indiana, USA) con una frecuencia de muestreo de 500 kHz. El programa
utilizado para la adquisicién (Gpatch M) fue desarrollado y entregado generosamente

por el Dr. Francisco Bezanilla.

Protocolo experimental de LRET

Los ovocitos que han expresado los clones BK-LBT son colocados en la camara de
registro con la solucién externa que contiene 10 pM TbCl;. Para mejorar la captura de
la sefial de fluorescencia es posible enfocar la membrana de! ovocito mirando a fravés
del ocular. Una vez enfocada la membrana del ovocito, se da un protocolo de 16 pulsos
del laser, cada 100 ms. La potencia del laser debe ser ajustada de manera de obtener
una sefial de fluorescencia de dos tercios del rango dinamico del sistema de
adquisicion, pero debe ser regulada para no dafiar la membrana del ovocito. Los 16
trazos de intensidad de la fluorescencia en funcidn del tiempo resultantes son
promediados para mejorar la relacién sefial/ruido. La sefial de fluorescencia es
evaluada en el mismo momento para proceder con la adicion del aceptor (IBTX-
BODIPY o CuCl). Para seleccionar los ovocitos aptos es necesario observar una

relacién de amplitudes minima de 1:1 entre los componentes medio (~800 us) y lento

(~2.5 ms) de la sefial de flourescencia (Figura 2.5). La seleccion se puede hacer
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rapidamente utilizando el programa Analysis (UCLA) o por simple inspeccion del trazo
para el ojo entrenado. Cuando se utiliza IBTX-BODIPY, se impala el ovocito con los
dos micro-electrodos del voltage clamp para monitorear el curso temporal del bloqueo
midiendo la disminucién la corriente en respuesta a pulsos de voltaje de 0 a 100 mV

de 50 ms de duracién. El bloqueo tarda unos 5 a 10 minutos.

Analisis de la sefial del dador solo

Para el analisis de la sefial de emision del dador solo se utilizd un programa
desarrollado en la plataforma MATLAB (MathWorks, Natick, Massachusetts, USA).
Este programa sustrae la linea base y luego ajusta el trazo de fluorescencia a un
decaimiento exponencial de 3 componentes (Ecuacién 5) usando una minimizacion de
la suma de cuadrados.

t t t
F(t)=A4e 4 Ae 24 Ase " Ecuaci6n 5

Los dos componentes mas rapidos del ajuste corresponden al artefacto producido por
el laser y a la emision del Tb*® en solucion y tienen constantes de tiempo de alrededor
de 70 us y 800 ps respectivamente (t; y 12). El tercer componente es el mas lento de
todos y corresponde a la emisién del dador Tb* unido a la secuencia LBT (Tb*-LBT)
(Figura 2.5). La emisién del Tb*-LBT es mas lenta que la del Th* en solucién
esencialmente porque en este Cltimo caso el agua provee de una via de decaimiento
no radiativa (Nitz et al. 2004). Como el conteo de fotones es un proceso que sigue una

distribucién de Poisson, es necesario normalizar cada diferencia cuadratica por el valor

del ajuste antes de realizar la suma de cuadrados. De esta manera no se subestima la




constante de tiempo del decaimiento lento que tiene una menor amplitud. El valor de
ks, que es la constante de rapidez con que decae el dador en ausencia del aceptor, es
obtenido como el valor reciproco de la constante de tiempo mas lenta obtenida del

ajuste a la Ecuacion 5. El valor esperado para k;, es de 410 s”. (7, = 2.45 ms) (Nitz et

al. 2004; Sandtner et al. 2007).
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Figura 2.5. Andlisis de la sefial fluorescente del dador Tb**-LBT. La sefial de fluorescencia en
funcion del tiempo (trazo negro) es ajustada a un decaimiento de tres componentes
exponenciales (Ecuacién 5, linea roja). Las constantes de tiempo de este ajuste en particular
resultaron t; - 40 us, 1, = 572 us y 13 = 2.55 ms. La linea azul muestra los dos componentes
mas lentos del ajuste, mientras que la linea verde solo muestra el componente de 2.55 ms
correspondiente a la fluorescencia del dador Tb™-LBT. El inserto muestra el mismo curso

temporal de la fluorescencia, con la amplitud en escala logaritmica.

Es necesario obtener un valor de 7 para cada construccién BK-LBT puesto que es
posible que el plegamiento del motivo LBT sea ligeramente distinto en cada una (Nitz

et al. 2004; Sandtner et al. 2007; Hyde et al. 2012).
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Andlisis de sefiales de fluorescencia usando Cu*? como aceptor

Este andlisis toma en cuenta consideraciones similares a las del analisis de la
fluorescencia del dador solo. Para analizar los datos del decaimiento, se ajusta una

curva determinada por [a Ecuacion 6:

F(t) = Alg(f) —|—ADeut/TD -+ ADAe_t/TDA Ecuacién 6

El primer término corresponde al artefacto producido por el laser y a la fluorescencia
del Tb* en solucién, donde gz} es un decaimiento de cinética fija obtenido del analisis
de muchos ovocitos sin inyectar (n>50). El segundo término es el componente del
dador en ausencia del aceptor, cuya constante de tiempo es 1, calculada previamente
y que fue la misma utilizada para el andlisis de la emision sensibilizada. El tercer
término de la Ecuacion es el componente del dador en presencia del aceptor donde zps
es el tiempo de vida del dador en presencia del aceptor (7ps = (kp+kp)"). Esta constante
cinética no_cambia para las distintas concentraciones de CuCl; ya que se supone que
la p?osicién del Cu*? no varia, sélo la probabilidad de encontrarse en su sitio. 4;, 4, ¥

Ap. corresponden a las amplitudes del artefacto, el componente del dador solo y el

componente del dador en presencia del aceptor, respectivamente.

Calculo de distancias

A partir de la constante de tiempo del dador solo (zp) y del de tiempo de vida del dador

en presencia del aceptor (zpa) se calcula la distancia como (Selvin, 2002).

T 6
7= Ro DA Ecuacién 7

Tp—Tpy




El célculo de distancias se realizé utilizando la Ecuacién 7 y los datos obtenidos (zpa)
de los experimentos usando el aceptor Cu*?, que esta unido un sitio en ef sensor de
voltaje descrito en Ma et al. (2008). El valor de 1, fue obtenido como se describe més
arriba en esta seccién. El valor de R, utilizado fue de 20 A (Sandtner et al. 2007). Como
se detalla mas adelante, las distancias calculadas se usaron como restriccion fisica del

modelo geométrico que se utifizé para analizar los datos de emisién sensibilizada.

Obtencion de la nube de posiciones posibles del aceptor BODIPY-FL

El andlisis de los registros de emisidén sensibilizada utiliza una nube de puntos que
representa las posiciones probables del aceptor con respecto a la estructura molecular
de la toxina bloqueando el poro del canal BK. Para obtener la nube de puntos se
realizd una busqueda de las posiciones posibles con los 4 angulos diedros que se
forman entre el carbono alfa de la iberiotoxina y el fluoréforo BODIPY-FL (Figura 2.6),
en el sistema molecular completo de la toxina unida al poro del canaf BK. Dado que no
existe una estructura cristalina para la IBTX-BODIPY ni para el canal BK fue necesaria
la construccién de un modelo molecular por homologia. Se utilizé como plantilla el
modelo cristalografico de la caribdotoxina, una toxina homologa a la iberiotoxina (Miller
et al. 1985; Garcia-Calvo et al. 1991) unida al poro del canal KesA (cddigo PDB: 2a9H}).
De esta manera el poro del BK fue alineado con la secuencia del poro de KcsA
mientra§ que la IBTX-BODIPY fue alineada con la secuencia de la caribdotoxina. Para
los dominios sensores de voltaje del BK se utilizé como plantilla la estructura del canal
de K' dependiente de voltaje Ky1.2/2.1 (cédigo PDB: 2R9R). El segmento SO fue

modelado como una alfa hélice continua utilizando la secuencia primaria del S0 en el

gen hSlo y empleando la homologia estructural con una alfa hélice del Ky1.2/2.1. Este




segmento fue insertado cerca de los segmentos S1 y S3 de acuerdo a resultados

publicados de experimentos de crosslinking (Liu et al. 2008a).
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Figura 2.6. Generacion de la nube de posiciones del aceptor. A. Modelo molecular utilizado
para la busqueda de posiciones posibles para el aceptor visto desde el lado extracelular. En gris
se muestra el canal BK, con los segmentos SO, S1 y S2 coloreados en azul, rojo y verde
respectivamente. En cian se muestra la iberiotoxina D20C y en amarillo el fluoréforo BODIPY-
FL. B. Vista lateral del modelo. C. El fluoréforo BODIPY esta unido solo por cuatro enlaces
covalentes al carbono alfa de la cisteina 20 en la secuencia primaria de la iberiotoxina. D. Nube
de posiciones posibles del aceptor en las coordenadas cartesianas en A. Se muestra en cédigo

de colores la energia potencial de cada posicion.

Para la molécula de BODIPY-FL unida covalentemente a la cisteina 20 de la

iberiotoxina D20C, se utilizé como plantilla la estructura de la fosfatidilcolina-BODIPY
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(Song et al. 2011). Los alineamientos fueron efectuados y evaluados con el programa
ClustalW (Conway Institute, University College Dublin, Irlanda).

El modelo molecular completo se construyé utilizando el software MODELER v9
(Institute for Quantitative Biomedical Research, University of California San Francisco,
USA). Este modelo fue insertado en una bicapa de lipidos hecha de POPC (1-
palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) de 200 A de ancho por 200 A de largo
y solvatado en una caja periédica de agua de 200 A de ancho por 200 A de largo, con
115 A de altura, que contiene KCl 110 mM. En estas condiciones se realizd una
simulacién de dinamica molecular de 20 ns para relajar la estructura usando el
programa NAMD v2.9 (Theoretical and Computational Biophysics Group, University of
lllinois, USA).

Posteriormente cada uno de los 4 angulos diedros (Figura 2.6) fue rotado 30° lo que da
un total de 20736 posiciones, de las cuales fueron descartadas todas aquella que
generaran conflictos (distancias interatomicas de menos de 1.4 A). También fueron
descartadas todas las posiciones que dieran una energia potencial mayor que 10
keal/mol, dando un total de 3290 puntos posibles para el centro de masa del aceptor
(Figura 2.6). Todos los calculos fuercn realizados con la ayuda de los Drs. Danilo
Gonzalez y Daniel Aguayo (Centro de Biocinformatica y Biologia Integrativa,

Universidad Andrés Bello).

Anélisis de registros de emisién sensibilizada utilizando un modelo geométrico

Para el analisis de los registros de emisién sensibilizada obtenidos se usé un programa
desarrollado en el laboratorio del Dr. Bezanilla por el Dr. H. Clark Hyde, utilizando la
plataforma MATLAB (MathWorks, Natick, Massachusetts, USA). El programa calcula [a

posicién de los cuatro dadores LBT-Tb*® de la proteina respecio del aceptor a partir de
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los datos de emisién sensibilizada, tomando ventaja de la arquitectura tetrameérica del
canal. Este modelo se construye suponiendo que en promedio los cuatro dadores se
encuentran en los vértices de un cuadrado paralelo a la bicapa lipidica y el unico
aceptor se encuentra fuera del eje de simetria, dando origen a cuatro distancias

diferentes entre los dadores y el aceptor (Figura 2.7).

Figura 2.7. Modelo geométrico para el analisis de la emision sensibilizada del BODIPY-FL. Se
muestra la posicion de los cuatro dadores LBT-Tb*® (bolas negras) y la nube de posibles
posiciones del aceptor (puntos grises). Las coordenadas cilindricas z, r, ¢ son las variables que
definen la posicién del dador 1. Los cuatro dadores se encuentran en los veértices de un
cuadrado perpendicular al eje -. La linea verde que es la referencia del angulo ¢, es el rayo que
parte en el eje z y que pasa por la posicién del carbono a de la cisteina 20 de la iberiotoxina
(marcado con una X), al que se encuentra unido el aceptor. RS (Radial Shiff) es el
desplazamiento relativo de la nube de puntos del aceptor a lo largo de la linea verde. z = 0 A
corresponde al centro de la bicapa lipidica, que tiene un ancho aproximado de 30 A. A partir de
este modelo geométrico se calculan las cuatro distancias efectivas (d;-d,) utilizadas para
generar el trazo tedrico de emision sensibilizada de acuerdo con la Ecuacion 8. Modificado de
Hyde et al. 2012.

Gracias a estas cuatro distancias es posible resolver las dimensiones del modelo
geométrico piramidal que se genera: el tamafio de la base cuadrada, la altura de la

piramide, y finalmente el angulo relativo en que estan orientados los dadores y el
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aceptor respecto al eje de simetria. Rigurosamente, este modelo geométrico no es una
pirdmide pues el dpice realmente es la nube de puntos probables en que puede estar
el aceptor. El programa toma la nube de puntos del aceptor y las posiciones de los
cuatro dadores y calcula la distancia efectiva entre cada dador y el aceptor. A partir de
cada una de las cuatro distancias efectivas, se genera una sefial tedrica de emision
sensibilizada (Heyduk & Heyduk, 2001) de cuatro componentes, utilizando la Ecuacion
4 para cada una de las distancias efectivas calculadas. De esta manera el curso
temporal de la emision sensibilizada correspondiente al modelo geométrico (Figura 2.7)

esta dador por:

—_ 1- _(k_Ti(z,r,B,RS)*i‘k )t —t/l'm.
Fit,z,r,B,RS) - f ZkT i(z,r,0,RS)E pF + Ae

1,2,3,4
Ecuacion 8

Donde ¢ es el tiempo, z define la altura a la que se encuentran los dadores y r [a
distancia radial de estos respecto del eje z. El plano que define z = 0 usa la misma
referencia que la nube del aceptor, que a su vez corresponde al centro de la bicapa
lipidica. 6 es el angulo formado por el vector que une al eje z con el dador mas cercano
al aceptor (definido como el aceptor 1) y el vector que une el gje z con la posicién del
carbono o del aminoécido de [a toxina donde esta unido el aceptor (Figura 2.7). Esta
Gltima posicién esta fija y es obtenida del mismo modelo molecular de donde se obtuvo
la nube del aceptor. RS (Radial Shiff) es un grado de Iiber'tad que se oforga a la
posicién de la nube del aceptor y es desplazamiento radial de la nube a lo largo del
vector que une el eje z con el carbono « mencionado anteriormente. La posicion de los
tres dadores restantes se calcula rotando 90, 180 y 270 grados la posicion del primer
dador (Figura 2.7) respecto del eje z. ky; es la constante de rapidez de la transferencia

entre el i-ésimo dador y el aceptor, y se calcula a partir de la distancia efectiva entre el
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j-ésimo dador y la nube del aceptor (Ecuacién 1). En este calculo se ocupa el valor de
R, igual a 43 A, correspondiente al par dador/aceptor Tb*-LBT/BODIPY-FL (Hyde et al.
2012). kp es la rapidez con que decae el dador en ausencia del aceptor, obtenida
previamente y f es una constante que define la amplitud de la sefial. 4 y 1, definen el
componente mas rapido del decaimiento producido por el artefacto del laser, donde tps
esta dentro del intervalo entre 20 y 80 ps. La rutina de ajuste minimiza el error
cuadratico entre la sefial obtenida experimentalmente y la obtenida del modelo
geométrico con la Ecuacién 8, variando las tres coordenadas cilindricas r, 6, z, y las
amplitudes f y 4. En principio RS se deja como parametro libre para optimizar la
posicion del aceptor de manera que los ajustes sean satisfactorios. Una vez optimizada
la posicion del aceptor, el valor de RS se deja fijo para realizar los ajustes finales a
todos los conjuntos de datos.

Es posible observar que dada la geometria del modelo, existe cierta correlacion entre
la coordenada z y la coordenada r, cuando se realiza el ajuste un decaimiento de
emision sensibilizada (Hyde et al. 2012). Esto se traduce en que si la altura de la
piramide aumenta, el radio basal disminuye (y viceversa) de manera de mantener la
magnitud de las distancias efectivas entre los dadores y el aceptor. Esta correlacion es
mayor conforme el aceptor se acerca al gje de simetria, puesto que en ese limite las
cuatro distancias son iguales y la altura de la piramide (coordenada z) queda
indeterminada, al igual que el angulo 6. De esta manera la coordenada z del modelo
afecta ligeramente la razon entre las 4 distancias si el aceptor se encuentra [o
suficientemente cerca del eje de simefrfa. Esto se traduce como una pérdida de
robustez en la estimacién de la coordenada z.

Para disminuir la incerteza en la coordenada z se restringié el valor maximo posible

para esta coordenada de acuerdo a los resultados experimentales de LRET usando
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Cu*? como aceptor. Primero se calculd la posicién del sitio de Cu*? a partir del modelo
molecular que se utilizé para simular la nube de puntos del aceptor IBTX-BODIPY
(Figura 2.6). Esto se realizé tomando la posicion promedio de los carbonos alfa de los
aminoacidos D133, Q151, D153 y R207, que forman el sitio de unién a Cu*? (Ma et al.
2008). El valor de la coordenada z que result de este calculo fuedez=9A (z=0A
corresponde al centro de la bicapa). Suponiendo que el inserto LBT esta por encima de
cada segmento de trans-membrana, la distancia medida entre el sitio de Cu* y el
dador Tb**-LBT en cada caso corresponde a la altura maxima a !a que puede estar el
ion Tb*® unido al LBT respecto de la posicion del Cu*2 De esta forma se obtiene como

méximo permitido para la coordenada z la distancia experimental mas 9 A.

Simulacién Molecular de modelo molecular del BK

Se construyé un modelo molecular por homologia del canal BK utilizando como plantilla
otros canales de K' de estructura cristalografica conocida. Para la estructura del poro
se utilizé como plantilla el canal de K™ MthK (cédigo PBD: 4HYO) comprendiendo toda
la estructura desde el inicio del segmento S5 hasta el término del segmento S6 (Jiang
et al. 2002a). Como plantilla para el dominio sensor de voltaje se utilizé la estructura de
la quimera Ky 1.2/2.1 {codigo PDB: 2R9R) desde el segmento S1 hasta el segmento
S4 (Long et al. 2007). Dado que no existe una estructura cristalografica para el
segmento SO del canal BK, este fue modelado utilizando los software para prediccion
de estructura secundaria y de segmentos de transmembrana PSIPRED V3.3,
MEMSAT3 y MEMSAT-SVM (Bloomsbury Centre for Bioinformatics, University College
London, Reino Unido) para determinar los aminoacidos que forman parte de la hélice

de transmembrana. El modelo completo del canal BK fue construido utilizando el
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software MODELER v10 (Institute for Quantitative Biomedical Research, University of
California San Francisco, USA).

Se insertdé el modelo del canal en una bicapa lipidica hecha de POPC (1-palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) de 200 A de ancho por 200 A de largo.
Posteriormente el sistema fue solvatado en una caja periédica de agua de 200 A de
ancho por 200 A de largo, con 115 A de altura, que contiene KCI a una concentracion
de 110 mM. El sistema total se compone de 368513 atomos. En estas condiciones se
realizé una simulacién de dindmica molecular con el objetivo de relajar tanto lipidos
como cadenas Ilaterales utilizando el programa NAMD v2.9 (Theoretical and
Computational Biophysics Group, University of lllincis, USA). El tiempo de simulacién
fue de 20 ns de manera que se observara que el sistema convergiera a un estado
estable.

Una vez terminada la relajacion del modelo inicial, se inserid la secuencia LBT
utilizando como plantilla la estructura cristalografica de este péptido (Nitz et al. 2004,
Hyde et al. 2012) entre los aminodcidos $134 y $135, correspondiente a la
construcciéon BKS1LBT. Al mismo tiempo se agregd la estructura del complejo
[beriotoxina-BODIPY (que se utilizé para generar la nube del aceptor) unida a [a boca
exterior del poro del canal. Se realizd una nueva simulacién del sistema
BKSOLBT/IBTX-BODIPY utilizando NAMD, esta vez utilizando dos restricciones
establecidas como potenciales armoénicos. La primera es que las cuatro distancias
calculadas a partir de los experimentos de LRET utilizando IBTX-BODIPY deben
mantenerse entre los cuatro dadores y la posicién del centro de masa del BODIPY. La
segunda es que la posicién del carbono alfa de la cisteina 20 de [a IbTx se mantiene
fija. Las‘posiciones permitidas para el aceptor BODIPY son solo aquellas que

corresponden a la nube calculada del aceptor. Utilizando estas restricciones, el modelo
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molecular se refina de acuerdo a los resultados experimentales obtenidos. La
simulacién tiene un tiempo total de 20 ns asegurando la convergencia hacia una
conformacion estable.

Una vez terminada la simulacién de la construccion BKS1LBT, se procede a quitar el
inserto LBT de la posicién S1, para luego introducirlo en la posicion 82 (D147-F148).
Se realizd entonces una segunda simulacién de dindmica molecular imponiendo una
restriccion extra que restringe la posicién de los aminoacidos $134 y 8125 a la posicion
final que se obtuvo en la dinamica anterior. De esta manera se conserva el resultado
de la restriccion de distancias obtenidas para la construccion BKS1LBT en las
siguientes simulaciones de dinamica molecular. Finalmente se repite este protocolo
pero quitando el LBT de la posicién S2 e insertandolo en la posicién SO (W22-W23),
pero manteniendo las posiciones $134-S125 y D147-F148 fijas en las coordenadas
obtenidas en las dinamicas correspondientes. Finalmente se retiré el LBT de la
posicidn SO y se realizé una dltima dinamica molecular de 10 ns de manera de relajar
la estructura obtenida con las restricciones experimentales. Este protocolo evita tener
presentes los tres insertos LBT al mismo tiempo, con el objetivo de respetar las
condiciones experimentales del LRET y ademas para evitar posibles problemas
estéricos.

La insercién correspondiente a la construccion BKNTLBT no fue simulada ya que esta
se encuentra en el lazo extracelular que precede al segmento S0. La libertad intrinseca
que ha mostrado este lazo en simulaciones anteriores hace que la eventual posicion
alcanzada restringiendo la posicion NT-LBT se pierda répidamente al retirar la
insercion del modelo molecular (comunicacion personal con los Drs. Daniel Aguayo y

Danilo Gonzalez, Universidad Andrés Bello).
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Debide a la gran cantidad de tiempo que se utiliza en el céalculo de la dinamica
molecular (del orden de varias decenas de dias), solo se ulilizaron las distancias

medidas en ausencia de la subunidad betal.
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3. Resultados

El objetivo de esta tesis es crear un mapa espacial de distintos puntos del canal BK
utilizando la técnica de LRET. Para esto se inirodujo exitosamente un motivo de unién
a lantanidos (LBT) en cuatro puntos de la estructura del BK y los canales mutantes se
expresaron en [a membrana de ovocitos de X. faevis. Como dador de LRET se utilizé el
ion Tb* (Franz et al. 2003; Sculimbrene & Imperiali, 2006). Cuando este ion
fluorescente esta secuestrado al interior del LBT, el decaimiento de su emisién ocurre
con una constante de tiempo de ~2.47 ms (Franz et al. 2003; Sculimbrene & Imperiali,
2006; Sandtner et al. 2007; Hyde et al. 2012), en contraste con el decaimiento cuando
esta en*solucion, que ocurre con una constante de tiempo de ~0.8 ms. De esta manera,
un decaimiento de fluorescencia con una constante de tiempo cercana a 2.47 ms en
condiciones de dador solo, asegura que la estructura del dador LBT-Tb* es la correcta
tal como se ha reportado anteriormente (Nitz et al. 2008).

Para construir el mapa espacial es necesario conocer la posicion del dador en cada
construccién respecto del aceptor, que actia como punto de referencia comtn (Hyde et
al. 2012). Se han elegido dos puntos de referencia donde se encontrara et aceptor de
LRET. El primer punto de referencia corresponde a un sitio de unién a Cu*?, que se
encuentra en el sensor de voltaje del canal BK (Ma et al. 2008). Este sitio esta formado
por cadenas laterales de los segmentos S1, S2 y S4 por lo que el ion Cu* se
encontraria rodeado por las hélices de transmembrana del dominio sensor de voltaje,
cercano a la interfaz entre la membrana y el medio extracelular (Figura 1.9). Tomando
como referencia esta estructura propuesta para el sensor de voltaje de BK, podemos
suponer que el LBT de las construcciones esta justo por encima de cada segmento. El

par Cu**Tb**-LBT tiene un Ry de 20 A por lo que, sobre la base de modelos

59




moleculares de BK obtenidos por homologia, podemos suponer de manera confiable
que la interaccion LRET entre el dador de una subunidad y el aceptor Cu*? unido en
una subunidad vecina es poco eficiente comparada con la interacciéon que ocurre con el

aceptor de la misma subunidad (Figura 3.1).
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Figura 3.1. A. Los dos aceptores, Cu™? y BODIPY-FL, funcionan como puntos de referencia
para los dadores TB™*-LBT (bolas amarillas) al interactuar via LRET el dador y el aceptor. El
sitio de unién a Cu™ (bola cian) se encuentra en el seno del dominio sensor de voltaje. De
acuerdo a este esquema la distancia entre Tb™-LBT y Cu*? refleja la altura a la que se
encuentra el dador respecto al ion Cu*?. El aceptor BODIPY-FL se encuentra en la cercania del
eje de simetria del canal ya que esta unido a la iberiotoxina. La distancia entre el dador B
LBT y el aceptor BODIPY-FL refleja principalmente la distancia radial entre el dador y el eje de
simetria. B. La eficiencia de la transferencia entre el dador Tb"*-LBT y los aceptores (S1Ti (linea
celeste) y BODIPY-FL (linea roja) permite resolver distintas magnitudes de distancia debido a
su distintos R, (20 y 43 A respectivamente). Los rectangulos representan los intervalos de
distancia que pueden ser resueltos en cada caso. C y D. Comparacion de los R, y las

dimensiones del BK utilizando un modelo molecular por homologia.
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Por lo tanto, la distancia medida entre el sitio de Cu*? y el dador Tb**-LBT en cada
construccion, refleja principalmente el valor de la coordenada z a la que se encuentra
el ion Tb*® con respecto a la posicién del Cu*? en su sitio (Figura 3.1). El segundo punto
de referencia corresponde al aceptor fluorescente BODIPY-FL que se encuentra
anclado en una foxina que se une al dominio de poro. Como el R, del par Tb*-
LBT/BODIPY-FL es de 43 A, el aceptor que se encuentra cerca en el eje de simetria
del tetramero es capaz de interactuar con los cuatro dadores, pero con eficiencias
distintas (Figura 2.7). Esto permite obtener cuatro distancias dador/aceptor a partir de
los registros de emisidon sensibilizada. Por esta razén es posible resolver tanto
distancias relativas al eje de simetrfa como el angulo respecto a la posicién del aceptor
(Figura 2.7). Sin embargo, dada la correlacién que existe con la coordenada r, la
coordenada z afecta ligeramente la razén entre las cuatro distancias. Esto se traduce
en una incerteza para la coordenada z obtenida del ajuste a este modelo geométrico,
incerteza que aumenta mientras mas cerca esté el aceptor BODIPY-FL del eje de
simetria. Para disminuir 12 incerteza producida por la cercania del aceptor al eje de
simetria se pueden utilizar las distancias calculadas enire Cu'?* y Tb** como una
restriccion de la altura a la que puede estar el ion Tb** unido al LBT (Figura 3.1)
cuando se analizan los trazos de emision sensibilizada del BODIPY-FL. De esta
manera se integra la informacién obtenida de las dos _aproximaciones experimentales,
para tener un mapa maés preciso de las distintas posiciones en que se ha marcado el

BK con el dador Tb*™-LBT.
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Los clones BK-LBT producen canales funcionales similares al BK

Las tres construcciones BK-LBT generadas (BKSOLBT, BKS1LBT y BKS2LBT) fueron
expresadas en la membrana de ovocitos de X /aevis inyectando el cRNA
correspondiente a cada clon. Luego de tres dias post inyeccion se observaron
corrientes iénicas robustas al medirlas con la técnica de voltage clamp de dos micro-
electrodos. Para la caracterizacion de los clones BK-LBT se utilizé la técnica de paich
clamp en configuracién inside out (Hamill et al. 1981) en condiciones de 0 mM Ca*?
intracelular y utilizando condiciones simétricas de K’. Los registros de pafch clamp
muestran que todas las construcciones producen corrientes macroscopicas al aplicar
pulsos de voltaje de amplitud variable entre 0 mV y 300 mV de 40 ms de duracion
(Figura 3.2A). Para caracterizar la activacion por potencial eléctrico de Ias
construcciones BK-LBT se utilizd la corriente instantanea lievada por los canales al
regresar a 20 mV inmediatamente después del pulso variable, también conocida como
corriente de cola (Figura 3.2A, flecha roja). La magnitud de esta corriente es
proporcional a la cantidad de canales abiertos justo al final del pulso variable, La
cantidad de canales abierios en funcién del pulso variable sigue una distribucién de
Boltzmann. Si suponemos un modelo de dos estados (abierto y cerrado), la corriente
instantanea de la cola, i...(¥), en funcién del voltaje del pulso variable puede ajustarse

a la Ecuacion 9:
[

icola(V) — 1
_zF Ecuacién 9
7 - {2 o m i)

donde I,.. es la corriente del parche a 20 mV si todos los canales presentes en él
estuviesen abiertos, ¥ es el voltaje del pulso variable, z es el nimero aparente de

cargas que atraviesa el campo eléctrico al activarse el canal y ¥, es el voltaje al cual
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la mitad de los canales estan abiertos. R 7'y F son la constante de los gases ideales, la

temperatura absoluta y la constante de Faraday, respectivamente.
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Figura 3.2. Corrientes llevadas por los canales BK-LBT registradas con la técnica de patch
clamp en modo inside out A. Protocolo de pulsos de voltaje variables. El voltaje inicial es de 0
mV. El pulso variable de 40 ms de duracion va entre 0 mV y 300 mV, en saltos de 10 mV. La
corriente de cola se mide al instante en que se regresa a 20 mV desde el pulso variable
indicado con una flecha roja. B, C, D, E y F. Corrientes macroscoépicas llevadas por parches de
membrana que contienen canales BK silvestre (wf), BKSOLBT, BKS1LBT, BKS2LBT vy
BKNTLBT, respectivamente G. Corrientes de cola normalizadas, los puntos de color azul, rojo,
verde y purpura representan la curvas G/V de las construcciones BKSOLBT, BKS1LBT,
BKS2LBT y BKNTLBT respectivamente. La linea negra representa la curva G/V del BK wi.
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Al ajustar las corrientes de cola en funcion del voltaje del pulso variable a la Ecuacion 9
se obtuvieron los parametros ¥, y z. El valor promedio + desviaciéon estandar de V,,
resulté ser 172+ 15 mV, 197 £ 22 mV, 187 £ 17 mV y 192 + 11 para las construcciones
BKSOLBT, BKS1LBT, BKS2LBT y BKNTLBT respectivamente en tanto que = resulto ser
14+04,11+02 14+£0.2y1.3+0.1respectivamente (n=9, 5, 10y 4). Los valores
de V,, y z obtenidos para el BK silvestre (wr) en estas condiciones fueron de 201 + 9
mVy 1.0 + 0.2 (n = 6), respectivamente, similares a los valores reportados de 180~210
mV y ~1 (Horrigan et al. 1999; Cox & Aldrich, 2000; Orio et al. 2005). En la Figura 3.2G
se comparan datos representativos de las corrientes de cola normalizadas para las
cuatro construcciones con la curva de activaciéon del canal BK wr. Estos resultados
indican que la insercion LBT no altera sustancialmente el fenotipo de la corriente i6nica
llevada por la subunidad alfa del canal BK. Posteriormente, los clones BK-LBT fueron
co-expresados con la subunidad betal. Al aplicar el mismo protocolo de pulsos de
voltaje, es posible observar un enlentecimiento de la cinética de activacion de las
corrientes macroscopicas llevadas por las construcciones (Figura 3.3). Este efecto es
el mismo que provoca la co-expresion de la subunidad betal con el canal silvestre
(Meera et al. 1996; Dworetzky et al. 1996; Orio & Latorre, 2005). Por lo tanto podemos
inferir que el acople funcional entre las subunidades alfa y beta1 estd conservado en

las tres construcciones BK-LBT.
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BK wt + betal

Figura 3.3. Co-expresién de los clones BK-LBT con la subunidad betal. Al aplicar el mismo
protocolo de pulsos de voltaje descrito en la Figura 3.2, se observa que la cinética de activacion
de la corriente de las cuatro construcciones es mas lenta que la observada en ausencia de la
subunidad beta1 (comparar con la Figura 3.2). Registros tomados con la técnica de pafch clamp

en modo inside ouf.

Los clones BK-LBT producen sefiales de fluorescencia del dador Th**-LBT

Luego de comprobar la expresion funcional de los clones BK-LBT en la membrana de
los ovocitos se procedid a evaluar la sefial del dador midiendo la fluorescencia en
funcién del tiempo agregando TbCly a la solucién externa. El propésito de estos
experimentos, en los que la concentracién de TbCls es de 10 pM, no es solo comprobar
la incorporacién del dador Tb** a los canales con LBT, sino que también conocer el

tiempo de vida del dador en ausencia del aceptor (7, = k™) que se utiliza en el célculo
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de las distancias entre dador y aceptor (Ecuacion 1, Ecuacion 7). Para esto se utilizo la
estacion de LRET intercalando el filtro de emisién para el dador, LP515 (Figuras 2.3 y
2.4A). La sefial de fluorescencia proveniente de los ovocitos expresando los clones BK-
LBT es transitoria, decayendo en el transcurso de varios milisegundos después de dar

el pulso de luz con el laser (Figura 3.4).

100
e BKSOLBT
e BKS1LBT
® BKS2LBT
10 - ® BKNTLBT
® control
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=
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Figura 3.4. Curso temporal de la fluorescencia de cada una de las cuatro construcciones BK-
LBT. La intensidad de la fluorescencia es proporcional a la corriente del tubo fotomultiplicador
(iem7) registrada después de un pulso laser de 266nm y de 6 ns de duracion. Cuando se
expresan las construcciones BKSOLBT, BKS1LBT, BKS2LBT o BKNTLBT en la membrana de
los ovocitos se observa un decaimiento mucho mas lento que el observado en ovocitos sin
inyectar (control), que corresponde a la fluorescencia del dador Tb*>-LBT. Para ilustrar el tiempo
de vida del dador en las cuatro construcciones se muestra una linea negra representando un

decaimiento exponencial con una constante de tiempo de 2.45 ms.
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Esta sefial se analizd haciendo un ajuste de minimos cuadrados a una funcion de tres
componentes exponenciales (Ecuacion 5). El mas rapido de estos tres componentes
tiene un tiempo de vida de entre 50 y 100 ps y corresponde principalmente al artefacto
producido por el laser que también se registra en ausencia de ovocitos y sin TbCl; enla
camara. El segundo componente es de alrededor de ~800 ps y corresponde a la
fluorescencia del ion Tb** presente en la solucion que se encuentra en el paso de la
luz. Estos dos componentes ya mencionados son visibles al realizar el experimento
utilizando ovocitos no inyectados.

El tercer componente de la fluorescencia, que es el mas lento, corresponde al
decaimiento del dador Tb*-LBT que tiene una constante de tiempo de alrededor de
2.45 ms (Nitz et al. 2004; Sandtner et al, 2007, Hyde et al. 2012). Este componente
lento no esta presente al realizar el experimento en ovocitos sin inyectar. Al medir la
sefial de fluorescencia en estas condiciones fue posible detectar el decaimiento [ento
del dador Tb*-LBT en los cuatro clones BK-LBT (Figura 3.4). La amplitud de este
componente alcanza alrededor del 50% de la sefial (sin tomar en cuenta el
componente de 50-100 us) en ovocitos registrados tres a cuatro dias después de la
inyeccion del cRNA. Al co-expresar las cuatro construcciones BK-LBT con la subunidad
beta1 también es posible cbservar el componente lento correspondiente a la emisién
del dador. La amplitud de la sefial del dador no cambié significativamente al expresar la
subunidad betal. Los tiempos de vida del dador para las construcciones BK-LBT estan
en la Tabla I.

La estructura del LBT coordina al ion Tb** en su interior evitando el contacto con las
moléculas de agua que estan en los alrededores. El agua es capaz de acelerar el
decaimiento del Tb*™ en estado excitado ya que actia como un quencher colisional (o

apagador por colisién) (Nitz et al. 2004; Sandtner et al 2007). Por lo tanto cuando el
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inserto LBT en una proteina no estd correctamente plegado, el tiempo de vida del
decaimiento disminuye pues permite el contacto del ion Tb** con el agua (p. €j. Ver

Hyde et al. 2012).

Tabla |. Tiempo de vida del dador Th**-LBT

Construccién Tp n
* ms

BKSOLBT 249 + 0.08 35
BKS1LBT 244 * 0.05 29
BKS2LBT 2.39 = 0.07 50
BKNTLBT 228 + 0.05 13
BKSOLBT+beta1l - 2.55 = 0.04 29
BKS1LBT+beta1 2.38 = 0.06 16
BKS2LBT+beta1 244 =+ 0.03 23
BKNTLBT+beta1 2.31 + 0.08 10

Se muestra el valor promedio y la desviacion estandar del tiempo de vida del dador {z;), para
las cuatro construcciones BK-LBT, indicando el nimero de experimentos (n). Se ajustdé un
decaimiento de tres componentes exponenciales (Ecuacion 5) al registro de fluorescencia de los
ovocitos expraesando las diferentes construcciones en condiciones de dador solo. El tiempo de
vida del dador fue obtenido tomando la constante de tiempo mas lenta del ajuste.

El hecho de que el componente lento de Ia sefial de fluorescencia tenga una constante
de tiempo alrededor de 2.45 ms indica que el inserto LBT esta plegado correctamente

en las cuatro construcciones BK-LBT. La existencia de sefiales robustas del dador
Tb*-LBT para las construcciones con y sin Ia presencia de la subunidad beta1 permitio

la utilizacion de éstas para hacer los posteriores experimentos de LRET.
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LRET entre el dador LBT-Th** y el aceptor Cu*?

Luego de comprobar la sefial del dador LBT-Tb* se procedid a realizar los
experimentos de LRET utilizando como aceptor ef ion Cu*?. Se ha descrito que el canal
BK tiene un sitio de unién a Cu*? en el sensor de voltaje, con una afinidad aparente de
~2 M (Ma et al, 2008; Figura 1.9). El ion Cu*? puede actuar como aceptor de LRET
para el dador Th*®, ya que su espectro de absorcion se superpone con el espectro de
emision del Th* (Sandtner et al. 2007). El valor de la constante R, para el par Tb*®
/Cu*?® es de 20 A (Sandtner et al. 2007). Como el dador Th*™*-LBT se encuentra en la
parte extracelular del dominio sensor de voltaje en las construcciones BK-LBT
podemos suponer que [a distancia que los separa es suficiente para que haya LRET
entre Tb** y Cu*2 Si el dador Tb*-LBT es capaz de interactuar via LRET con el ion
Cu*? unido en su sitio, la distancia calculada entre dador y aceptor debiera reflejar la
distancia que existe entre la cara externa de la membrana y la posicién del Tb* (ver
Figura 3.1). Esto es asi ya que el sitio de Cu*? se encontraria justo entre los segmentos
de trans-membrana S1 a S4 (Ma et al. 2008) y suponemos que el motivo LBT se sita
justo por encima del dominio sensor de voltaje (Figura 1.9).

Los experimentos fueron realizados agregando CuCl; al bafio para luego registrar el
curso temporal de la fluorescencia. Cuando se agrega CuCl; al bafio, se observa la
aceleracién del decaimiento de la sefial de fluorescencia del dador (Figura 3.5A), Para
el analisis de estos registros se ajusté el curso temporal de la fluorescencia a la
Ecuacion 6. El primer término de esta ecuacion corresponde al artefacto producido por
el laser, caracterizado utilizando ovocitos sin inyectar (Figura 3.5B). El segundo término
corresponde a la fluorescencia del dador en ausencia del aceptor, cuya constante de

tiempo es 7p obienida de la tabla |. El tercer componente corresponde al dador en
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presencia del aceptor, cuya constante de tiempo 74 s un parametro ajustable junto

con las amplitudes relativas 4,, A,y 4.

100
— OuM Cu*? 1 00 1 = OuMCu*?
50 M Cu*? — 50 yM Cu*2
100 UM Cu*? — 100 uM Cu*2

—— 200uM Cu®?
s 500 pM Cu*?
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Figura 3.5. Decaimiento de la fluorescencia en presencia de Cu'? de la construccion BKS2LBT.
A. En diferentes tonos de azul se muestran los decaimientos de la fluorescencia en distintas
concentraciones de Cu®". El decaimiento de la fluorescencia se hace mas rapido al agregar
CuCl, en concentraciones crecientes. Las lineas rojas representan un ajuste global a las 5
sefiales para obtener el tiempo de vida del dador en presencia del aceptor cu*, pa de acuerdo
a la Ecuacién 6. Las lineas grises representan el componente del dador solo correspondiente
del ajuste en rojo. B. Experimento de control utilizando ovocitos no inyectados. La lineas rojas
representan el ajuste usando solo el componente del artefacto (g, en la Ecuacién 6). C. Se
grafica la fraccion de la sefal del dador en presencia del aceptor, A4,,,/(4,+A4,,), para distintas
concentraciones de CuCl,. La mitad del efecto maximo del CuCl, se logra a una concentracion

de ~45 uM, ajustando una hipérbola (linea roja).
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La Figura 3.5C muestra la fraccién de sefial llevada por el componente del dador en
presencia del aceptor, calculada como Ap/(4,+45,). Se observa que esta fraccion
crece de forma hiperbdlica conforme aumenta [a concentracién del CuCl, y ia
concentracidn a la cual se observa la mitad del efecto es de alrededor de 45 pM, mas
de veinte veces el valor de la constante de disociacion del sitio de Cu*? publicada (Ma
et al. 2008). Ya que la operacién del sensor de voltaje de las construcciones BK-LBT
no parece aiterada (Figura 3.2), este efecto podria explicarse por una posible
competencia del ion Ca* (presente en la solucién extracelular) por el sitio de Cu*
(comunicacién personal con el Dr. Francisco Bezanilla).

Se utilizé una concentracion de 200 pM de CuCl, ya que la amplitud de la sefial del
dador en presencia del aceptor es mayor que el 50% de la amplitud de la sefial menos
el artefacto. En estas condiciones el calculo del tiempo de vida del dador en presencia
del aceptor es confiable ya que hay menos distorsién debido a la fraccién de sefial
llevada por el dador solo (Figura 3.5). De esta manera se analizaron varios trazos de
fluorescencia de ovocitos expresando las construcciones BKSOLBT, BKS1LBT vy
BKS2LBT con y sin la subunidad betal. No se realizaron estos experimentos con la
construccion BKNTLBT pues la expresion de estos canales fue esquiva y los ovocitos
con sefial del dador solo fueron utilizados para los experimentos utilizando IBTX-
BODIPY como aceptor.

Los resultados del andlisis de los trazos de fluorescencia en presencia de Cu* se
resumen en la Tabla Il. La magnitud de 7,4 en ausencia de la subunidad betal no es
muy distinta entre las tres construcciones BK-LBT utilizadas. Esto sugiere que el dador
Tb**-LBT est& a una distancia similar del sitio del Cu*? para las tres posiciones donde

se encuentra el LBT. Al realizar un test de Student con una probabilidad de error de
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0.01, soélo la construccion BKS1LBT tiene un valor de 7, significativamente distinto del
valor obtenido para BKSOLBT y BKS2LBT. Por otro lado al co-expresar las
construcciones BK-LBT con la subunidad beta1, solo la construccion BKS2LBT sufre

un cambio estadisticamente significativo en la magnitud de z,,, (Tabla Il).

Tabla Il. Tiempo de vida del dador en presencia del aceptor Cu*?
Construccion TDA n
ms
BKSOLBT 137 £ 0.37 — 15
BKSOLBT+beta1 1.56 £ 0.28 25
BKS1LBT 0.98 + 019 — 14
BKS1LBT+beta1 1.17 £ 0.18 7
| BKS2LBT 123 £ 0.20] — 21
BKS2LBT+beta1 142 = 0.08 22
i Se muestra el valor promedio + desviacion estandar del tiempo de vida del dador LBT-Tb*® en
| presencia del aceptor Cu*® (7, para cada construccién BK-LBT. El recuadro y los
corchetes rojos simbolizan diferencias estadisticamente significativas (p<0.01).

Al registrar las sefiales de fluorescencia dando un pulso de voltaje de 200 mV durante
la adquisicién, no fue posible detectar cambios significativos en el decaimiento de la
fluorescencia del dador en presencia del aceptor Cu*. Sin embargo la corriente total
registrada durante los pulsos de voltaje superd los 200 pA. Una corriente de 100 pA
puede introducir una diferencia del 90% en el potencial eléctrico de la membrana en el
punto de colecciéon de luz respecto del voltaje que se esta controlando y este error

aumenta conforme aumenta la corriente total del ovocito (Baumgartner et al. 1999).
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Esto sugiere que los resultados negativos se deben a que el método de control de
voltaje no es el adecuado para causar una perturbacion de los sensores de voltaje en
el punto de coleccién de luz.

Con los valores de 7,, usando Cu*? como aceptor (Tabla Il) de se calculé la distancia
del par LBT-Tb**/Cu*? utilizando la Ecuacion 7. El valor de R, usado en el célculo fue
igual a 20 A (Sandtner et al, 2007) y los valores de 7, se obtuvieron de la Tabla I. La

Figura 3.6 resume los resultados del calculo.

24

Distancia, A
-— — N
o N (0)] o
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Figura 3.6. Distancia entre el dador Tb™-LBT y el sitio de Cu™? obtenidas del analisis de los
experimentos de LRET usando Cu*? como aceptor. Para hacer el calculo se utilizé la Ecuacion 7
usando los valores de 7pa de la tabla Il, el valor de 7, correspondiente de la tabla | y R, = 20 A.
Las barras del histograma representan la distancia promedio calculada para cada construccion.
Las lineas de error representan la transformacion en distancia de cada valor promedio de 7ps +
su desviacion estandar, obtenidos de la Tabla Il. Como que la Ecuacién 7 es no lineal, existe

una asimetria entre la desviacion positiva y la negativa.
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Examinando la tabla Il es posible notar que aunque existen diferencias
estadisticamente significativas en los fiempos de vida del dador en presencia del
aceptor, las distancias correspondientes sélo tienen diferencias de entre 1 y 2 A
(Figura 3.6). Esto concuerda con la expectativa de que el motivo LBT se encuentra por
encima del dominio sensor de voltaje en las tres construcciones, lo que ha sido
ilustrado esquematicamente en la Figura 3.1. *

La distancia medida entre el sitio de Cu*? y el dador Th**-LBT en cada caso, da una
aproximacién del valor de la coordenada z a la que se encuentra el ion Tbh** con
respecio a la posicién del Cu*? en su sitio (Figura 3.1). Esto permite utilizar las
distancias calculadas (entre Cu™ y Tbh*®) como una restriccién de Ia altura maxima a la
que puede estar el ion Tb*® unido al LBT. De acuerdo a las distancia obtenidas de la
Figura 3.6 y a la posicién supuesta del sitio de Cu*? (z = 9 A, ver seccién Materiales y
Métodos) el valor maximo de la coordenada z para el dador Tb**-LBT resulta ser 29.7
A, 277 A y 29.2 A para las construcciones BKSOLBT, BKS1LBT y BKS2LBT
respectivamente. En presencia de la subunidad beta?l los valores calculados para las
mismas construcciones son 306 A, 289 A y 30.1 A respectivamente. Esta
restricciones se utilizaron en el analisis los frazos de emision sensibilizada del
BODIPY-FL utilizando la metodologia descrita en Hyde et al. (2012) que se muestra

mas adelante en esta tesis.
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LRET entre el dador LBT-Tb*® y el aceptor IBTX-BODIPY

Posteriormente, se procedi6 a realizar los experimentos de LRET utilizando el aceptor
fluorescente BODIPY-FL, el cual esta unido covalentemente con iberiotoxina, un
péptido que se une al poro del canal BK (Galvez et al. 1990; Candia et al. 1992;
Giancomo et al. 1992). Esta toxina fue descubierta en el veneno del escorpién Buthus
tamulus, (Galvez et al. 1990) y la que se usd en esta tesis corresponde a una
sintetizada en fase sélida por el Dr. Stephen Kent en colaboracién con el Dr. Francisco
Bezanilla, ambos de la Universidad de Chicago. La constante de disociacién aparente
de la iberiotoxina aislada de Buthus tamulus es de 1.2 nM medida en bicapas lipidicas
artificiales (Candia et al. 1992). Para lograr un bloqueo del 90% de la corriente y
observar la senal de emision sensibilizada fue necesario utilizar una concentracién de
entre 200 y 600 nM de la IBTX-BODIPY. La aparente disminucion en la afinidad
respecto de la Iberiotoxina sin marcar parece ser producto de la interaccién hidréfoba
del fluoréforo con el plastico (fubo de coleccién, punta de micro-pipeta, pared de la
camara, etc.) lo que disminuye la concentracion efectiva de la toxina (comunicacion
personal con los Drs. Jerome Lacroix, Jorge Sanchez-Rodriguez y Francisco Bezanilla,
Universidad de Chicago). Al momento de realizar el experimento, el efecto de la IBTX-
BODIPY se eva{!ﬂa observando la disminucién de corriente llevada por los canales de

las consfrucciones BK-LBT usando la técnica TEV (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Bloqueo de la corriente llevada por la construccion BKSOLBT en presencia de IBTX-
BODIPY 400 nM A. Corriente idnica inducida por un escalén de voltaje a 150 mV desde un
potencial de mantencién de 50 mV, antes (negro) y después de 5 minutos (rojo) de de aplicar la
IBTX-BODIPY. B. Valor de la corriente al final del pulso despolarizante a distintos voltajes.

Registros tomados utilizando |a técnica TEV.

Cuando se registra la fluorescencia de los ovocitos que han expresado las
construcciones BK-LBT utilizando el filtro éptico LP515 para ver la sefial del dador (ver
materiales y métodos), el resultado de agregar IBTX-BODIPY al bafio es la aceleracion
del decaimiento de la fluorescencia del dador (Figura 3.8A). Cuando se registra la
fluorescencia de los mismos ovocitos utilizando el filtro BP 520/20 para ver solo la
emision del BODIPY-FL, el resultado de agregar IBTX-BODIPY es la aparicion de un
nuevo componente de gran amplitud (Figura 3.8B). Este nuevo componente en la sefial

de fluorescencia corresponde a la emision sensibilizada del aceptor.
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Figura 3.8. Sefial dptica de la construccion BKS2LBT en condiciones de dador solo (trazo azul)
y dador en presencia del aceptor (trazo rojo). A. Se muestra la sefial de fluorescencia del dador
Tb*-LBT intercalando el filtro éptico LP 515. El decaimiento de la fluorescencia del dador se
acelera cuando se agrega IBTX-BODIPY 0.6 uM. B. Sefial de fluorescencia del BODIPY-FL
intercalando el filtro dptico BP 520/20. Al agregar IBTX-BODIPY 0.6 uM aparece una sefial que
corresponde a la emision sensibilizada del aceptor. Los cuatro registros proceden del mismo

ovocito antes y después de agregar la toxina marcada.

Las cuatro construcciones BK-LBT utilizadas produjeron sefiales reproducibles de
emisiéon sensibilizada con cinéticas caracteristicamente distintas (Figura 3.9). De
acuerdo a la ecuaciones 1 y 4, las diferencias en la cinética de decaimiento de la
emisién sensibilizada corresponden distintas distancias entre los dadores y el aceptor
(Figura 1.7, Figura 2.7). Observando la Figura 3.9 es posible notar que el decaimiento
mas rapido corresponde a la construccion BKNTLBT, mientras que el mas lento
corresponde a la construccion BKS2LBT. Como el dador se encuentra cerca del eje de
simetria del canal es posible afirmar que las cuatro construcciones, en orden
decreciente de cercania al poro del canal se ordenan BKNTLBT, BKS1LBT, BKSOLBT

y BKS2LBT.
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Figura 3.9. Sefial de emisién sensibilizada del BODIPY-FL medida intercalando el filtro 6ptico
BP 520/20 provenientes de las construcciones BKSOLBT (azul), BKS1LBT (rojo), BKS2LBT
(verde) y BKNTLBT (purpura). El potencial eléctrico de la membrana fue fijado en -80 mV. Se
puede observar que los decaimientos de emision sensibilizada de las tres construcciones tienen
cinéticas distintas. La construccién BKS2LBT, que muestra un decaimiento mas lento, tiene los
dadores mas alejados del aceptor mientras que BKNTLBT que muestra un decaimiento mas

rapido tiene los dadores mas cercanos al aceptor.

Las sefales de emision sensibilizada de |la Figura 3.9 fueron obtenidas fijando el voltaje
de membrana en -80 mV. Al registrar las sefales de fluorescencia dando un pulso de
voltaje de 200 mV durante la adquisicion no fue posible medir cambios significativos en
la cinética de emision sensibilizada. Sin embargo, a pesar de estar en presencia de la
IBTX-BODIPY la corriente total registrada durante los pulsos de voltaje super6 los 100

pA. Como se mencioné en la seccién anterior, el tamafio de esta corriente puede
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introducir una diferencia de voltaje de hasta un 90% en el punto de coleccién de luz

respecto del voltaje que se estd controlando (Baumgartner et al. 1999). Estos

resultados negativos estan en concordancia con los resultados obtenidos utilizando

como aceptor el Cu*?.

Al co-expresar las subunidades alfa y betal del BK también se obtienen sefiales de

emision sensibilizada con cinéticas caracteristicamente distintas (Figura 3.10).

A 100

® BKSOLBT+betal
® BKSOLBT

iPMTi IJA

C 100

® BKS2LBT+betal
® BKS2LBT

ipmT: HA

100

® BKS1LBT+betal
@® BKS1LBT

® BKNTLBT+betal
@ BKNTLBT

Figura 3.10. Efecto de la subunidad betal sobre la cinética de la emision sensibilizada de las

construcciones BK-LBT. A, B, C y D. Sefales representativas de emisién sensibilizada de las
construcciones BKSOLBT, BKS1LBT, BKS2LBT y BKNTLBT respectivamente, sin la subunidad

beta1 y co-expresadas con la subunidad betal.

79




El efecto de la subunidad betal sobre la cinética de la emision sensibilizada es
diferente para cada construccion BK-LBT. En la Figura 3.10 se observa que el efecto
mas evidente de la subunidad beta 1 ocurre con BKNTLBT, que muestra un
enlentecimiento de la cinética. Al mismo tiempo la construccién BKS1LBT no muestra
un cambio claro en la cinética del decaimiento de la emision sensibilizada en presencia
de la subunidad betai.

Todos los registros de emision sensibilizada fueron analizados de manera preliminar
ajustando un decaimiento de tres componentes exponenciales (Ecuacion 5). Este
ajuste se realizé con fines ilustrativos y para seleccionar los registros que tuviesen [a
mejor razén de amplitudes sefal/artefacto. Los valores de las tres constantes de

tiempo obtenidas del ajuste estén en la tabla |ll.

Tabla lll. Anélisis preliminar de los registros de emision sensibilizada

Construccion T Ty Tq n
us us us

BKSOLBT 40 £ 4 455+59 1031 % 45 29
BKSOLBT+beta1 45+ 4 554 +33 1292 % 91 27
BKS1LBT 39+ 4 334 %33 796 + 52 34
BKS1LBT+beta 42 £ 7 363 + 32 833 + 51 17
BKS2LBT 43 + 5 444 57 1296+ 60 24
BKS2LBT+beta1 40+ 4 420+63 1417 x 72 22
BKNTLBT 45 +1 217 £ 26 784 + 83 16
BKNTLBT+betal 37 £+ 2 30982 1319 % 69 7

Valor promedio y desviacién estandar de las tres constantes de tiempo obtenidas al ajustar los
registros de emision sensibilizada a un decaimiento de tres componentes (Ecuacion 5),

indicando también el numero de experimentos (n).
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Todas las sefiales de emisién sensibilizada presentan un componente rapido con una
constante de tiempo de alrededor de 40 us y que representa entre el 50 y el 70% de la
amplitud total del decaimiento justo en el instante inicial de la sefial. Este componente
rapido se observa también registrando ovocitos no inyectados (Figura 3.9) y
corresponde a un artefacto producido por el pulso [aser. Las dos constantes de tiempo
mas [entas obtenidas del ajuste a son de magnitudes de cientos a miles de
microsegundos y corresponden al decaimiento de la emisién sensibilizada del aceptor,
ya que el valor de las constantes es distinto entre las cuatro distintas construcciones
(Tabla III).

Se puede observar que el artefacto rapido producido por el ldser en ovocitos no
inyectados puede ser despreciado luego de 0.5 ms del tiempo inicial (Figura 3.9) (que
corresponde a la llegada del pulso laser). Dado que si se decide utilizar los registros de
emisién sensibilizada a tiempos =z 0.5 ms se perderfa informacién importante de los
componentes mas rapidos de la emision sensibilizada (representados por 7, en la tabla
lll), es necesario incluir un decaimiento exponencial con una constante de tiempo de
entre 40 y 80 pus en la rutina de ajuste que se detalla mas adelante en esta tesis.

A pesar de este artefacto rapido las diferencias que se observan en las constantes de
tiempo 1; ¥ 12 de la tabla Il para las distintas construcciones, sugieren que cuando el
canal BK se co-expresa junto a la subunidad betal, se produce un cambio de
conformacion que da como resultado un cambio en la posicidn relativa de los dadores
respecto al aceptor BODIPY-FL que se encuentra cercano al eje de simetria.

Para un analisis detallado se utilizé una estrategia que ajusta [os registros de emisién
sensibilizada a un decaimiento tedrico que se construye a partir de un modelo

geomeétrico de tipo piramidal (Posson & Selvin, 2008; Hyde et al. 2012; Figura 2.7; ver
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Materiales y Métodos). El decaimiento tedrico es una funcién tetra-exponencial del
tiempo en la cual la amplitud relativa de los cuatro componentes se relaciona con la
constante de tiempo respectiva de acuerdo a la Ecuacién 4 (Heyduk & Heyduk, 2001).
El resultado es que el nimero de pardmetros libres para realizar el ajuste es seis
(Ecuacion 8), que es el mismo numero de parametros libres que hay en la Ecuacién 5.
La ventaja de este método es que genera un mapa espacial de los I;:uatro dadores
respecto de la posicién del aceptor, entregando el mejor modelo geométrico que da
cuenta de la cinética de emision sensibilizada registrada experimentalmente, lo que se

detalla a continuacioén en esta tesis.
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Obtencién de un mapa espacial de los dadores respecto al aceptor para las
construcciones BK-LBT

Utilizando la metodologia de analisis desarrollada en el [aboratorio del Dr. Francisco
Bezanilla de la Universidad de Chicago (Hyde et al. 2012; seccién Materiales y
Métodos) es posible ubicar en el espacio la posicién relativa de los cuatro dadores
respecto al aceptor suponiendo que éstos se encuentran en los vértices de un
cuadrado paralelo al planc de la membrana celular. La resolucién de esta metodologia
llega a 0.5A si la razdn varianza/promedio del registro de emisién sensibilizada es
menor a 2.5. El programa de andlisis calcula esta razén ajustando una funcién multi-
exponencial de seis componentes al registro del decaimiento de la fluorescencia en el
tiempo, dividiendo el cuadrado del valor residual entre el valor experimental y el
calculado para cada punto del registro y promediando los valores obtenidos de todo el
registro (Hyde et al. 2012).

El programa entrega el mejor modelo geométrico que da cuenta de los registros de
emisién sensibilizada. Para esto realiza un ajuste global a todos los trazos que se
estan analizando de una construccion en particular, por lo que la cantidad de trazos
influye directamente en el tiempo que tarda el programa en encontrar un minimo.

Para cada construccion BK-LBT se seleccionaron seis del total de registros de emisién
sensibilizada de manera de que el tiempo de andlisis fuera de alrededor de 30 minutos
para cada conjunto de datos. La seleccion de los trazos fue de tal manera que se
tuviera la mayor razén entre la amplitud de la sefial de emisién sensibilizada y la del
artefacto pl;oducido por el laser. El objetivo de esta seleccion es reducir [a distorsion
producida por el artefacto del Iaser en el modelo geométrico. La mayor razdn
varianza/promedio encontrada de todos los registros de emision sensibilizada que se

utilizaron fue de 0.97 lo que indica que la incerteza del resultado del analisis es menor
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a 0.5 A (Hyde et al. 2012). La rutina de ajuste entrega como resultado las coordenadas
cilindricas z r y 8 para la posicion del dador 1, y el desplazamiento radial de la nube
del aceptor RS (Figura 2.7) (Materiales y Métodos, Hyde et al. 2012).

Para que los mapas de posicion de los dadores sean comparables entre distintas
construcciones BK-LBT, es necesario que la posicion del aceptor sea la misma para
todos. Esto porque se supone que el inserto LBT no modifica la orientacion en la que
se une la toxina a la boca del poro ni la posicién del fluoréforo BODIPY-FL. Para esto
es necesario buscar la mejor posicion del aceptor (RS) que da un ajuste satisfactorio
para todos los set de datos.

Ademas se acotdé [a coordenada z a un intervalo que fue definido utilizando los
resultados experimentales de LRET utilizando Cu™® como aceptor. Se definié como
limite superior el valor maximo de z que fue calculado al final de la seccion "LRET
entre el dador LBT-Tb* y el aceptor Cu*?. Como limite inferior de la coordenada z,
se fijd 10 A por debajo del limite superior para cada construccion, ya que este es el
diametro aproximado de la estructura del péptido LBT (Nitz et al. 2004, Hyde et al.
2012). Como no fue posible obtener una restriccién del intervalo permitido en el eje z
para la construccién BKNTLBT, se utilizé como limite inferior 15 A por sobre el centro
de |z bicapa y como limite superior 40 A.

Utilizando esta aproximacion se llevé a cabo una busqueda de la mejor posicién del
aceptor. Para esto se realizé el andlisis fijando el valor de RS entre -2 Ay -4.5 A en
pasos de 0.5A y se registrd el valor del error cuadratico para cada valor de RS. Los

resultados estan en la Figura 3.11.
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Figura 3.11. Efecto de la posicion del aceptor relativa al eje de simetria del modelo geométrico
(RS) sobre el error cuadratico del ajuste para cada conjunto de datos de emisién sensibilizada.
La coordenada z del ajuste ha sido acotada de acuerdo a la distancia calculada entre el sitio de
Cu'? y el dador Tb**-LBT. Se comparan separadamente los las soluciones correspondientes a
las construcciones BK-LBT en ausencia (A) y en presencia (B) de la subunidad accesoria beta1.
Con estos resultados se fij6 la posicién 6ptima del aceptor dejando RS = -3.25 A para el andlisis

geométrico final, comun parta todas las construcciones.

El criterio para elegir la posicion éptima del aceptor es que el error de cada ajuste sea
igual para todos los conjuntos de datos de manera de que la incerteza del ajuste sea
igual entre ellos (comunicacién personal con el Dr. H. Clark Hyde, Universidad de
Chicago). Para las construcciones BK-LBT en ausencia de subunidad beta1 la posicién
optima del aceptor corresponde a RS = -3.5 A, mientras que para las construcciones
co-expresadas con la subunidad beta1 la posicion 6ptima se logra con RS = -3 A
(Figura 3.11).

Se realizé el andlisis final de todos los registros de emisién sensibilizada fijando la
posicion del aceptor en RS = -3.25 A, ya que es el valor medio entre las posiciones

Optimas del aceptor para los dos conjuntos de soluciones (en ausencia y en presencia
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de la subunidad beta1). La tabla IV resume el resultade de este analisis geométrico
realizado a todos los conjuntos de datos. El ajusie a los decaimientos de emision
sensibilizada fue realizado individualmente y no como un solo ajuste global para cada
construceién de manera de fener valores promedio y desviacion estandar de los
promedios de los resultados del analisis geométrico.

El méximo error cuadratico promedio de los ajustes fue de 1.07. Esto indica que las
soluciones son satisfactorias, ya que el criterio utilizado para calificar un ajuste como
estadisticamente confiable es un error cuadratico menor que 1.1 (comunicacién

personal con el Dr. H. Clark Hyde, Universidad de Chicago; Hyde et al. 2012).

Tabla IV. Anélisis geométrico de los registros de emisién sensibilizada

Construccién 7] r z error del ajuste
* A A

BKSOLBT 609 = 106 362 05 201+ 1.1 103 = 0.02
BKS1LBT 5844 = 51 304 £ 0.2 177 £+ 00 1.04 = 0.03
BKS2LBT 375 ¥ 16 424 £ 07 289+ 05 107 £ 0.04
BKNTLBT 776 & 57 332 + 14 297 £ 6.0 1.05 1 004
BKSOLBT+betal 306 + 4.7 406 £+ 06 292 + 1.9 108 % 0.08
BKS1LBT+beta1 513 * 28 317 + 05 191 % 07 105 % 0.05
BKS2L.BT+beta1 388 * 1.2 446 £ 11 202+ 1.2 1.06 % 0.01
BKNTLBT+betal 380 + 3.2 448 £ 05 308 16 105 * 0.04

Se muestra el resuitado del anélisis geoméfrico de los registros de emision sensibilizada segtin
Hyde et al. (2012). El andlisis se realizd sobre cada trazo de emisién sensibilizada utilizando las
restricciones en la coordenada z de acuerdo a los experimentos utilizando Cu*? como aceptor, y
fijando RS = -3.25 A. Estén anotados los valores promedio + error estandar de las coordenadas

{z, r, 6) del modelo geamétrico {Figura 2.6) que minimizan el error cuadratico entre el frazo de

emisién sensibilizada y la Ecuacion 8.
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A partir de las fres coordenadas anotadas en la tabla IV se puede localizar la posicion
de cada dador respecto del aceptor para cada construccion BK-LBT. De esta manera
se construyd un mapa espacial de los dadores en ausencia de la subunidad betal que
muestro sobre una imagen del modelo molecular del BK del cual se obtuvo la nube de
puntos del aceptor {(Figura 3.12).

El modelo del BK fue rotado en torno al eje z de manera tal que la posicién del
fluoréforo BODIPY-FL (Figura 3.12, indicado en amarillo) quede alineada con la
posicién de la nube de puntos del aceptor (Figura 3.12, indicado en cian). Se puede
observar que las posiciones de los dadores se ubican dentro de la estructura del
dominio del sensor de voltaje y en las cercanias del borde superior del modelo
molecular del BK (Figura 3.12). Los datos obtenidos del analisis geométrico muestran
que la construccion BKS2LBT posee la mayor distancia entre el dador y el eje de
simetria, mientras que la construccién BKS1LBT posee la mas corta. Aunque la
construccion BKNTLBT posee los decaimientos mas rapidos de emisién sensibilizada,
la distancia al eje de simetria se encuentra 3 A mas alejado que BKS1LBT, pero la
coordenada z resulta mayor para BKNTLBT por lo que los dadores de esta estructura
quedan mas cercanos al plano donde se encuentra el aceptor. El angulo relativo a la
posicién del aceptor es diferente en cada construccidn por lo gue las posiciones de los
cuatro dadores estan dispersas sobre el dominio sensor de voltaje.

Se puede observar que los dadores para BKS1LBT y BKS2LBT coinciden con la
posicién de los segmentos de transmembrana correspondientes (Figura 3.12). Esto
sugiere que la disposicion de los segmentos S1 y S2 en el modelo molecular de BK es

similar a la que se encuentra en el sensor de voltaje de [a familia Ky.
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Figura 3.12. Mapa espacial de los dadores obtenido del analisis geométrico de los registros de
emision sensibilizada. A. Posicion del dador para las cuatro construcciones BK-LBT en
ausencia de la subunidad beta1 desde la cara extracelular de la membrana. Los segmentos SO,
S1 y S2 del modelo molecular estan coloreados en azul, rojo y verde respectivamente. La nube
de puntos del aceptor se representa en color cian. El modelo molecular, que se muestra al
fondo, fue rotado de manera de hacer coincidir la posicién del aceptor BODIPY-FL del modelo
(en amarillo) con la posicion final de la nube del aceptor proveniente del modelo geomeétrico. B.
la misma representacion que en A vista desde el costado, donde la cara exterior de la

membrana queda hacia arriba.

Una vez obtenido el mapa geométrico para los cuatro dadores, es posible hacer este
mismo calculo con los datos obtenidos en presencia de la subunidad betal. Este mapa
espacial se muestra en la Figura 3.13. Al comparar las Figuras 3.12 y 3.13 es posible
observar que la presencia de la subunidad beta1 altera la posicion de los dadores

respecto de la posicion calculada en la ausencia de esta subunidad.
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Figura 3.13. Mapa espacial de los dadores en presencia de |a subunidad beta1. A. Mirando el
canal desde su cara extracelular vemos la posicion de los dadores BKSOLBT, BKS1LBT, y
BKS2LBT representados como bolas azules, rojas y verdes respectivamente. La nube de
puntos del aceptor se representa con puntos de color cian. Se muestra en amarillo la posicién
promedio del fluoréforo BODIPY-FL obtenida de la simulacion que dio origen a la nube del
aceptor. B. la misma representacion que en A vista desde el costado, donde la cara exterior de

la membrana queda hacia arriba.

En la Figura 3.14 se detallan los cambios desde dos perspectivas distintas. Los
paneles A y B detallan los cambios vistos desde el lado extracelular de la membrana.
Las flechas de colores indican el vector de desplazamiento proyectado sobre el plano
Xy, que se calcula a partir de las coordenadas cilindricas r y ¢ (Tabla 1V). Las distancias
indicadas representan la magnitud del vector de desplazamiento en ese plano. Al
mismo tiempo los paneles C y D muestran los cambios desde la perspectiva del interior
de la membrana indicando el desplazamiento vertical de las posiciones mostradas
respecto al eje z. Las flechas de colores en estos paneles indican el vector de

desplazamiento en ese eje.
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Figura 3.14. Cambio en la estructura del sensor de voltaje del canal BK inducidos por la
presencia de la subunidad betal. A muestra los cambios de posicion del dador de las
construcciones BKNTLBT y BKSOLBT, mientras B lo hace para BKS1LBT y BKS2LBT, mirados
desde el lado extracelular de la membrana. El eje de simetria esta marcado con una cruz en los
paneles A y B. Las flechas de colores representan el vector de desplazamiento en el plano xy
indicando su magnitud. C y D muestran los mismos cambios vistos desde el interior de la
membrana. Las flechas de colores muestran el vector de desplazamiento en el eje z indicando
su magnitud. La nube de puntos del aceptor aparece coloreada cian y la molécula de BODIPY-

FL se representa en color amarillo.

El cambio de mayor magnitud en la posicion del dador lo muestra la construccion
BKNTLBT con un desplazamiento total de 28.7 A, que consta de una rotacién de 39.6 °

en sentido horario, un desplazamiento radial de 11.6 A alejandose del eje de simetria
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y en z un cambio de 2.5 A hacia el lado intracelular. Este desplazamiento es seguido
en magnitud por la construccién BKSOLBT con un desplazamiento total de 22.4 A, que
consta de una rotacién de 30.2 ° en sentido horario, un desplazamiento radial de 4.4 A
alejandose del eje de simetria y un cambio en z de 9.1 A hacia el lado extracelular.
Esto deja estas dos posiciones cerca de donde se encuentra el dador en BKS2LBT.
Las construcciones BKS1LBT Y BKS2LBT mostraron un desplazamiento total de 2.5 A
y 2.4 A respectivamente. El primerc consta de una rotacién de 3.1° en sentido anti-
horario, un desplazamiento radial de 1.3 A alejandose del eje z y vertical de 1.4 hacia
el lado extracelular. El segundo muestra una rotacién en sentido anti-horario de 1.3°
un desplazamiento radial de 2.2 A alejandose del eje z.

Los resultados expuestos (Figura 3.14; Tabla V) apuntan a que la subunidad beta1
efectivamente interactia con el domino sensor de voltaje del canal BK, alterando su
estructura. La magnitud del desplazamiento de la posicién del dador en las
construcciones BKSOLBT y BKNTLBT comparadas con las restantes construcciones

sugiere que la subunidad beta1 interactua directamente con el segmento S0.
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Un modelo molecular refinado usando los resultados experimentales de LRET

Luego de tener una solucién satisfactoria para las posiciones del dador en el caso de
las tres construcciones BK-LBT, se utilizaron las cuatro distancias efectivas entre
dadores y aceptor como restriccion al realizar una dinamica molecular del modelo del
canal BK. Para hacer efectivas las restricciones de distancia se inserté el motivo Tb*-
LBT en la estructura modelada del canal BK (Figura 3.15). Durante la simulacion, la
restriccion tiene forma de potencial arménico en tres dimensiones en torno a las cuatro
distancias entre los dadores y el aceptor, calculadas de acuerdo a las coordenadas de

la tabla IV.

A | B

20A

Figura 3.15. Representacion de cintas del modelo molecular que se utiliza para al aplicar las
sucesivas restricciones experimentales que imponen las construcciones BKS1LBT, BKS2LBT y
BKSOLBT. A. Vista desde el lado extracelular. Esta estructura corresponde a la construccion
BKS1LBT previo a la aplicacién de las restricciones. Los segmentos de trans-membrana SO0, S1
y S2 estan coloreados en azul, rojo y verde, respectivamente. El inserto LBT se muestra como
un lazo amarillo con los atomos de Tb™ representados como bolas negras. En purpura aparece
la estructura de la IBTX-BODIPY, con el fluoréforo en color amarillo. Las lineas punteadas
negras corresponden a las cuatro distancias que se utilizan como restriccién, en forma de un

potencial arménico. B. El mismo modelo visto lateralmente desde el interior de la membrana.
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El potencial arménico es aplicado entre los atomos de Tb* y el centro de masa del
BODIPY. Se insertdé solo un LBT por subunidad del canal para evitar problemas
estéricos y ademas para ser consistentes con la estructura de las construcciones que
se utilizaron en los experimentos. El protocolo que se utilizé para construir este modelo
molecular refinado se encuentra detallado en la seccién de Materiales y Métodos. El

resultado final de estas simulaciones aparece en las Figuras 3.16 y 3.17

Figura 3.16. Representacion de cintas del modelo molecular obtenido al aplicar las sucesivas
restricciones experimentales de las construcciones BKS1LBT, BKS2LBT y BKSOLBT. El modelo
molecular se superpone con las coordenadas del dador para las cuatro construcciones. El
espacio conformacional del aceptor se representa como puntos color cian. Esta representacion
corresponde a una vista lateral desde el interior de la bicapa de lipidos. En puntos rojos se
representan las moléculas de agua, mientras que en cian se muestran las cadenas alifaticas del
POPC que forma la bicapa. Los segmentos de trans-membrana S0, S1 y S2 estan coloreados
en azul, rojo y verde, respectivamente. El lazo extracelular entre el extremo N-terminal y el
segmento SO aparece en purpura. La estructura de la IBTX-BODIPY se representa en color

marrén, con el fluoréforo en color amarillo
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Figura 3.17. Representacion de cintas del modelo molecular obtenido al aplicar las sucesivas
restricciones experimentales de las construcciones BKS1LBT, BKS2LBT y BKSOLBT. El modelo
molecular se superpone con las coordenadas del dador para las cuatro construcciones. El
espacio conformacional del aceptor se representa como puntos color cian. Esta representacion
corresponde a una vista desde la cara extracelular de la bicapa de lipidos. Los segmentos de
trans-membrana S0, S1 y S2 estan coloreados en azul, rojo y verde, respectivamente. El lazo
amino terminal extracelular del que precede al segmento SO aparece en purpura. La estructura
de la IBTX-BODIPY se representa en color marrén, con el fluoréforo en color amarillo.
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El modelo molecular resultante de las tres sucesivas simulaciones se sitla
correctamente enh la bicapa de lipidos con las hélices alfa de los segmentos de trans-
membrana embebidas completamente en la bicapa (Figura 3.16). El segmento SO, que
fue modelado utilizando predicciones de estructura secundaria, tiene una longitud tal
que para mantenerse dentro de la bicapa adopta una conformacién inclinada. Al mismo
tiempo esta inclinacién lo pone en Ia periferia del dominio sensor de voltaje, mostrando
pocos contactos en su parte cercana a la cara intracelular y otorgandole cierta libertad
(Figura 3.15; Figura 3.16; Figura 3.17).

La disposicién relativa de la parte superior de los segmentos de trans-membrana SO0,
S1 y $2 coinciden satisfactoriamente con la solucién geométrica obtenida del anélisis
de los registros de emision sensibilizada, donde se observa que la coordenada del
modelo geométrico esta dentro de un radio de 10 A respecto de la parte superior de
cada segmento (Figura 3.16; Figura 3.17). Esto es un resultado esperado ya que es
ese precisamente el objetivo de aplicar las restricciones obtenidas del modelo
geométrico experimental.

En el modelo estructural obtenido, las distancias aproximadas enfre la parte superior
de cada segmento de frans-membrana y el eje de simetria resultan ser de 45:A para el
segmento SO, 33 A para el segmento S1 y 40 A para el segmento S2. Este orden
pone al segmento S2 més cercano del eje de simetria que el segmento S0, lo que no
estaria de acuerdo con los resultados experimentales obtenidos en esta tesis (Figura
3.12; Tabla IV). La explicacion mas probable para esta discrepancia es la relativa
libertad que tiene el inserto LBT, el cual aparece mas e%xtendido que los 10 A que se
esperaban de [a estructura cristalina (Nitz et al. 2004; Hyde et al. 2012), llegando a
tener una distancia maxima de 15 A entre el sitio de inserto y el atomo de Tb** (Figura

3.15). Dada la fuerza ejercida por las restricciones impuestas del modelo geométrico,
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se observa que el segmento S2 se encuentra inclinado unos 30° pero esta inclinacion
es paralela al eje de simetria dejando este segmento apuntando hacia afuera del
dominio sensor de voltaje, y por lo tanto la proyeccion del inserto LBT queda
efectivamente mas alejada del poro que el segmento mismo. Similarmente, la
inclinacion del segmento S0 es de manera tal que apunta hacia el eje de simetria y por
lo tanto la proyeccién del inserto LBT queda més cercana del eje que la porcién
extracelular de este segmento. Finalmente el segmento S1 queda practicamente
paralelo al eje z y légicamente [a distancia entre este segmento y el gje de simetria es
practicamente idéntica a la distancia entre la posicién proyectada del LBT y el eje z.

Es posible notar también que la simetria radial cuadruple se conserva lo que indica que
tanto el dominic del poro como los cuatro dominios sensores de voltaje se encuentran
en una conformacion estable, pues la simulacion final se llevé a cabo sin restricciones

(Figura 3.17).
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4. Discusion

Implementacién de la técnica de LRET para describir la arguitectura del canal BK

Se propuso utilizar la interaccion LRET como herramienta para describir de manera
cuantitativa la arquitectura del canal BK, por sus diversas ventajas y poder de
resolucion (Selvin, 2002; Sandtner et al. 2007; Hyde et al. 2012). Como dador de LRET
se utilizé el ion fluorescente Tb*® unido a la secuencia peptidica LBT (MacNaus et al.
1990; Franz et al. 2003; Nitz et al. 2003; Nitz et al, 2004; Sculimbrene & Imperialli,
20086), que fue introducida en cuatro posiciones del dominio sensor de voltaje del canal
BK, dando origen a construcciones funcionales que mostraron curvas de activacion
(G/V) similares a al canal silvestre. El decaimiento de la fluorescencia del dador para
las cuatro construcciones fue de alrededor de 2.45 ms, lo que es indicativo de que el
LBT esta correctamente plegado (Nitz et al. 2004; Sandtner et al 2007). Con esta
perspectiva, el uso de las construcciones BK-LBT para inferir la estructura del canal BK
se puede considerar valida. Como aceptores de la interacciéon LRET se utilizaron. el
metal Cu™ y el fluoréforo BODIPY-FL. La justificacion para el uso de estos dos
aceptores distintos es que el valor de R, es distinto, de 20 y 43 A respectivamente lo
que permite hacer mediciones intra-moleculares a distintas escalas.

Al utilizar el Cu** como aceptor se observé interaccion LRET en fres de las
construcciones BK-LBT mostrando tiernpos de vida del dador en presencia del aceptor
que fueron de los 0.98 ms a los 1.37 ms en ausencia de la subunidad betal. Las
distancias calculadas usando la Ecuacién 7 con 7, = 2.45 ms y Ro = 20 A, entre el sitio
de Cu*?y el dador Tb**-LBT fueron de entre 18.7 y 20.7 2 A. Ya que la magnitud de las
distancias calculadas son muy cercanas al valor de R, estas se puede considerar

confiables, y cumplen a su vez con la expectativa de que el LBT se encuentre justo por
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encima del dominio sensor de voltaje, que tendria al Cu* en su seno, de acuerdo a los
especulado en Ma et al. (2008).

Al utilizar como aceptor de LRET la IBTX-BODIPY fue posible observar la aparicién de
sefiales robustas de emision sensibilizada, tal como ha sido reportado en publicaciones
anteriores que siguieron esta estrategia (Posson et al. 2005; Posson & Selvin; 2008;
Hyde et al. 2012). A diferencia de los experimentos utilizando Cu*? como aceptor, los
registros de emision sensibilizada mostraron marcadas diferencias en la cinética de su
decaimiento, para las distintas posiciones de los dadores indicando que se encuentran
a distintas distancias del aceptor, el cual se encuentra cerca de poro del canal. Ademas
los decaimientos de emision sensibilizada poseen mas de un tiempo de vida, indicando
que el aceptor BODIPY-FL se encuentra fuera del eje de simetria. Esto permite la
construccién de un mapa tridimensional de los cuatro dadores con respecto a la
posicién del aceptor (Posson et al. 2005; Posson & Selvin, 2008; Hyde et al. 2012).

Al co-expresar el canal BK con la subunidad betal ocurrieron ligeros cambios de
distanciauentre el sitio de Cu*? del sensor de voltaje y los dadores para tres de las
cuatro construcciones BK-LBT, mientras que el aceptor BODIPY-FL mostro que
ocurren desplazamientos de alrededor de 25 A para las construcciones BKNTLBT Y
BKNSOLBT. Esto sugiere que la subunidad betal promueve una re-ubicacién del
segmento S0. Para conciliar los datos de ambas aproximaciones experimentales, esta
re-ubicaciéon ocurriria principalmente en el plano de la membrana sin involucrar
movimientos verticales del segmento S0. Aungque los mapas espaciales obtenidos del
andlisis de los registros de emisién sensibilizada muestran que si ocurrirfa un
desplazamiento vertical del segmento SO, por lo que se necesita experimentos

complementarios para poder resolver esta aparente contradiccion.
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La arquitectura del canal BK

El canal BK posee siete segmentos de trans-membrana, teniendo seis segmentos
homélogos a los que se encuentran en la familia de canales Ky, de los cuales se
conoce la estructura molecular obtenida por cristalografia de rayos X (Jiang et al. 2003;
Long et al. 2005; Long et al. 2007). Esto significa que la posicién exacta del segmento
S0 no puede ser deducida por homologia.

La estructura del BK fue obtenida a una resolucién de 17 A por crio-microscopia (Wang
& Sigworth, 2009) y no tiene el suficiente detalle como para determinar con precisién la

ubicacion de los segmentos de trans-membrana (Figura 4.1).

A BK B Kv1.2 TM

Figura 4.1. Estructura del canal BK, obtenida a partir de crio-microscopia. A. se muestra la
estructura completa del canal con una resolucién de 17 A. El lado intracelular del canal esta
orientado hacia abajo. Los colores representa una escala arbitraria del eje z. B. Se muestra en
forma de grilla la estructura representada en A. En colores se representan de los dominios
trans-membrana obtenidos de la estructura del canal KV 1.2 (Long et al. 2007) y el anillo de
activacion intracelular (gating ring) obtenido de la estructura del MthK (Jiang et al. 2002) a la
misma resolucién. De las partes del mapa del BK que no quedan completos por las regiones
coloreadas se deduce la posicién del lazo amino terminal extracelular (triangulo azul), el
segmento SO (6valo verde) y del lazo entre el SO y S1 intracelular (poligono rojo). Tomado de
Wang & Sigworth, 2009.
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Se ha sugerido que la gran protrusién observada en la periferia del dominio sensor de
voltaje podria corresponder al lazo amino terminal extracelular que esta unido al
segmento SO. Esto ubicaria al segmento S0 a unos 40 A del eje de simetria.

Ofra pista acerca de la posicién del segmento SO respecto de los otros 6 segmentos ha
sido obtenida utilizando entrecruzamiento entre residuos de cisteinas (Liu et al. 2008a).
En este reporte se posiciona el segmento SO principalmente en las cercanias del lazo
que une los segmentos S3 y S4, teniendo menos contacto con los segmentos S1 y S2,
y ningln contacto con los segmentos S5 y S6.

Sobre la base de la estructura del canal Ky1.2/2.1 (Long et al. 2005; Long et al. 2007)
se infirio que el segmento SO quedaria en la periferia del sensor de voltaje con los
segmentos S3 y S4 rodeando el flanco del segmento SO que enfrenta al eje de
simetria. Los segmentos 81 y S2 estarian un relativamente mas alejados del segmento
S0 (Figura 4.2A).

Los resultados presentados en esta tesis apoyan también la hipétesis de que el
segmento SO se encuentra en la periferia del dominio sensor de voltaje (Figura 3.12;
Figura 3.16; Figura 4.2B) tal como han sugerido los experimentos de crosslinking (Liu
et al. 2008a) y la estructura obtenida con crio-microscopia (Wang & Sigworth, 2009).
Utilizando la interaccion LRET como una regla espectroscopica podemos afirmar que el
segmento SO se encuentra a 36.2 A del eje de simetria, lo que concuerda con la
estimacion obtenida de la estructura de crio-microscopia.

También se observa que la disposicién relativa de los segmentos S1 y S2 coincide con
la inferida de los experimentos de crosslinking, disposicién que se deduce suponiendo
que el dominio sensor de voltaje es similar al de la estructura obtenida por

cristalografia del Ky1.2/2.1.
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Figura 4.2. Mapas estructurales de los segmentos de trans-membrana obtenidos
experimentalmente. A. Posicion relativa entre los segmentos de trans-membrana inferida a
partir de la formacion de puentes di-sulfuro entre segmentos. Tomado de Liu et al. (2008a). B.
posicién del dador en los segmentos S0, S1 y S2 de acuerdo a los datos obtenidos en esta

tesis, en conjunto con el modelo molecular refinado con los datos experimentales de esta tesis.

Al mismo tiempo el dador del segmento SO se encuentra a 8.7 A del dador del
segmento S1 y a 21.3 A del dador del segmento S2. La formacién de puentes di-
sulfuro es posible entre residuos que se encuentran hasta 15 A de distancia en la
estructura cristalina (Careaga & Falke, 1992; Butler & Falke, 1996), por lo que de
acuerdo a los resultados presentados en esta tesis la formacién de puentes di-sulfuro
entre SO y los segmentos S1 y S2 seria plausible, tomando en cuenta que la estructura
del LBT tiene un diametro aproximado de 10 A (Nitz et al. 2004).

No obstante la alta resolucion de la técnica de LRET, el trabajo desarrollado en esta
tesis solo permitié encontrar la posiciéon de cuatro puntos de la estructura del sensor de
voltaje del canal BK, dejando sin conocer la posicién de los segmentos S3 y S4. En el

sensor de voltaje de los canales Ky, los segmentos S3 y S4 estan en contacto con los
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segmentos S1 y S2, formando una especie de paquete (Jiang et al. 2003; Long et al.
2005; Long et al. 2007; Figura 4.3A). Esta disposicion es funcionalmente muy
importante pues se ha demostrado la exquisita especificidad en la posicién de los
residuos cargados que atraviesan el campo (Ahern & Horn, 2004; Gonzalez-Perez et
al. 2010). Esto indica que las cargas moviles (las cuales estan en el segmento S4 en
los canales Ky) necesitan de la interaccién especifica con cadenas laterales de los
otros segmentos para atravesar el campo. Por lo tanto en el médulo sensor de voitaje
del BK la cercania de los segmentos S2, S3 y S4 se haria necesaria, ya que estos son
los que llevan las cargas que atraviesan en campo eléctrico (Diaz et al. 1998; Ma et al.
2006). El modelo molecular refinado que fue obtenido en esta tesis muestra que estos
segmentos estan separados por una distancia maxima aproximada de 20 A (Figura
4.3B).

Existe evidencia experimental de que el segmento SO regula el equilibrio entre las
conformaciones de reposo y activa del sensor, ya que mutaciones en este segmento
desplazan el Vy, de la curva G/V decenas de milivoltios (Koval et al. 2007). La cercania
del segmento SO con el resto del dominio sensor de voltaje, propuesta tanto en la
literatura como por los resultados de esta tesis, permitiria la interaccion entre el
segmento SO con al menos uno de los segmentos de trans-membrana que portan Igs

residuos cargados, S2, 83 y 84 (Diaz et al. 1998; Ma et al. 2006).
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Figura 4.3. Detalle de la estructura del sensor de voltaje. A. Vista desde el lado extracelular de
la estructura del canal KV1.2. Los cuatro segmentos de trans-membrana del dominio sensor de
voltaje se disponen formando un paquete. Tomado de Long et al. (2005). B. Vista desde el lado
extracelular del modelo estructural obtenido de la dinamica molecular restringida con los
resultados experimentales de LRET. En colores se muestran los cinco segmentos de trans-
membrana que conforman el dominio sensor de voltaje. Se indica también el mapa espacial de

los dadores obtenido del anélisis de los experimentos de LRET.

Se ha sugerido que en la conformacion de reposo del dominio sensor de voltaje, el
extremo amino terminal del segmento SO estaria relativamente proximo al pequefio
lazo extracelular que une los segmentos S3 y S4, ya que el residuo W203 del
segmento S4 es capaz de apagar la fluorescencia al marcar las posiciones G18 y R20

del segmento SO con el fluoréforo TAMRA (Pantazis et al. 2010b). El apagamiento de
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la fluorescencia en este reporte corresponderia a una transferencia electronica entre el
triptéfano y el estado excitado del fluoréforo, interaccién que ocurre a una distancia de
~10 A (Mansoor et al. 2002; Islas & Zagotta, 2006). Utilizando la misma estrategia, se
demostré que el residuo W203 apaga la fluorescencia del TAMRA en las posiciones
S135 y Y145 que se situan en la parte extracelular de los segmentos S1 y S2
respectivamente (Pantazis & Olcese, 2012), muy cerca de donde se inserté el motivo
LBT para los experimentos de LRET. Esto por lo tanto apunta a que los segmentos S3
y S4 (unidos por un pequefio lazo) se encontrarian a unos 10 A de los otros tres
segmentos del dominio sensor de voltaje. Esto pone al lazo S3-S4 en una posicion
central respecto los tres dadores (S0, S1, S2) en el mapa experimental y por lo tanto ni
el modelo refinado en esta tesis ni el inferido de los experimentos de crosslinking dan
cuenta de los resultados experimentales obtenidos con apagamiento de fluorescencia
(Pantazis et al. 2010b; Pantazis & Olcese, 2012). En este ultimo reporte se comprobéd
también que al introducir un residuo de triptéfano en la posicion S141 (cercano al
segmento S1) apaga la fluorescencia del TAMRA en la posicion S135, pero en el
estado activado del sensor de voltaje. Por lo tanto en estado de reposo el segmento S2
se encontraria a una distancia mayor de 10 del segmento S1, resultado que esta de

acuerdo con el mapa experimental obtenido de los experimentos de LRET (Figura 4.3).

Los cambios de conformacién del dominio sensor de voltaje

Uno de los objetivos principales de esta tesis es describir cuantitativamente los
cambios de conformacién que sufre el sensor de voltaje del canal BK. Existe
informacién de que los segmentos SO a S4 actuan como un médulo sensor de voltaje
(Diaz et al. 1998; Ma et al 2006, Koval et al. 2007), similar al que se encuentra en la

familia de canales dependientes de voltaje K,. Este médulo sufriria cambios de
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conformacion al ser activado por la diferencia de potencial eléctrico de la membrana.
La existencia de re-arreglos estructurales en esta parte del canal ha sido sugerida y
demostrada con anterioridad, ulilizando variadas herramientas, tales como
electrofisiologia y fluorescencia (Stefani et al. 1997; Horrigan & Aldrich, 2002, Savalli et
al. 2006; Pantazis et al. 2010a; Pantazis et al. 2010b; Pantazis & Olcese, 2012,
Contreras et al. 2012). Las ventajas que tiene la técnica de LRET para calcular
distancias intermoleculares la convierten a priori en una atractiva herramienta para
describir mas detalladamente los cambios en la estructura del dominio sensor de
voltaje (Selvin, 2002; Posson et al. 2005; Sandtner et al. 2007; Posson & Selvin; 2008;
Hyde et al. 2012).

Utilizando la técnica de volfage clamp de dos micro-electrodos (TEV), se aplicd un
pulso de 200 mV al ovocito mientras se registraba el decaimiento de la flucrescencia.
El resuliado experimental es que no se detecta un cambio en la cinética del
decaimiento del dador en presencia del aceptor Cu** ni de la emision sensibilizada del
aceptor BODIPY-FL al despolarizar la membrana. La corriente total de los ovocitos
durante el pulso de voltaje fue del orden de cientos de microamperios (aun cuando
existe un bloqueo del 95% de la corriente cuando se utiliza la {BTX-BODIPY). Esto
provoca una pérdida de control sobre el voltaje en el punto de deteccion de la
fluorescencia respecto del voltaje al que se esta fijando el ovocito (Baumgartner et al.
1999). Por esta razén es légico pensar que en estas condiciones no se logré perturbar
la conformacion del sensor de voltaje en el punto donde se mide la sefial de
fluorescencia. La explicacién de por qué en el caso del canal Shaker estos cambios de
conformacion si se han podido detectar es basicamente porque la conductancia de
Shaker es 20 veces menor que [a del canal BK (comparar lverson et al. 1988 con

Latorre et al. 1982) y ademas el V,; de la curva Q/V es de -40 mV (Schoppa et al.
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1992; Seoh et al. 1996; Aggarwal & MAcKinnon, 19986), por lo que la corriente total del
ovocito es considerablemente mas pequefia asegurando el control de voltaje en el
punto de coleccién de luz.

En esta tesis no se estudié una posible estrategia para atacar el problema descrito
anteriormente, por lo que esta interrogante queda abierta hasta que se encuentre una
alternativa para asegurar el control de voltaje en el punto de coleccién de luz ya sea
modificando la técnica de volfage clamp o bien encontrar una manera de disminuir la
corriente idnica.

Por otro lado esta documentado que la subunidad beta1 produce cambios funcionales
en el BK (Dworetzky et al. 1996; Orio et al. 2002; Orio et al. 2006; Contreras et al.
2012). Esta subunidad consiste en dos segmentos trans-membrana unidos por un lazo
extracelular {Knauss et al. 1994) y su presencia aumenta [a sensibilidad aparente a
Ca*?, enlentece la cinética de activacion y de-activacién y también produce una
aparente disminucion en la carga asociada a la apertura (Wallner et al. 1996;
Dworetzky et al. 1996; Meera et al. 1996; Cox and Aldrich, 2000; Nimigean and
Magleby, 2000; Bao and Cox, 2005; Orio and Latorre, 2005). La evidencia experimental
ha propuesto que esta subunidad estaria afectando directamente la operacion del
sensor de voltaje del canal BK (Bao and Cox, 2005; Orio and Latorre, 2005; Contreras
et al. 2012). Ademds se tiene evidencia de que el segmento SC y el extremo amino
terminal extracelular son necesarios para observar el efecto de la subunidad betat
(Wallner et al. 1996; Morrow et al. 2008), por lo que es posible suponer que existe
cercania entre el segmento S0y alguna parte de la estructura de la subunidad betat.
Evidencia estructural de la interaccién entre el segmento SO con la subunidad betal
fue obtenida haciendo experimentos de crossfinking entre residuos de cisteina

introducidos en distintas posiciones de las subunidades alfa y beta1 (Liu et al. 2008b;,
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Liu et al. 2010). Usando esta ultima aproximacion se determiné que el segmento TM1
de la subunidad betal esta relativamente cercano a los segmentos S1 y S2, teniendo
poco contacto con el segmento S0 y ninguno con el lazo S3-S4. Al mismo tiempo el
segmento TM2 muestra que solo esta en contacto con el segmento S0. Un resultado
interesante es que los segmentos TM1 y TM2 de la subunidad betal aparecen
anclados a dominios sensores de voltaje de dos subunidades adyacentes (Figura 4.4).
Los resultados experimentales presentados en esta tesis muestran que efectivamente
ocurre un cambio estructural del dominio sensor de voltaje cuando hay interaccién con
la subunidad betal. De acuerdo al mapa experimental obtenido, la posicion del
segmento SO y del extremo amino terminal extracelular son las partes del sensor de
voltaje que mas se desplazan irente a la presencia de la subunidad beta 1 (Figura 4.4).
Esto sugiere fuertemente que [a subunidad beta1 se ancla al dominio sensor de voltaje
interactuando directamente con el segmento S0, lo que es consistente con los reportes
que fueron mencionados (Wallner et al. 1996; Liu et al. 2008b; Liu et al. 2010).

En colaboracion con el grupo del Dr. Francisco Bezanilla se ha logrado obtener sefiales
emision sensibilizada insertando la secuencia LBT en las cercanias de los segmentos
de trans-membrana TM1 y TM2 de la subunidad betal. Estos experimentos fueron
realizados por el Dr. Jorge Sanchez-Rodriguez en el laboratorio del Dr. Bezanilla, y el
resultado del andlisis de los decaimientos de emision sensibilizada se muestra en el
contexto de los resultados obtenidos en esta tesis (Figura 4.4). )
Los mapas espaciales generados por ambas aproximaciones (crosslinking y LRET) son

conciliables en ausencia de la subunidad beta1, ya que las posiciones relativas de los

segmentos S0, S1 y S2 muestran una disposicidn similar (Figura 4.4, Ay C).
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Figura 4.4. Efecto de la subunidad beta1 sobre el mapa estructural de los segmentos de trans-
membrana del canal BK. A. Posicién relativa entre los segmentos de trans-membrana inferida a
partir de la formacion de puentes di-sulfuro entre segmentos de la subunidad alfa solamente
(Tomado de Liu et al. 2008a). B. Posicion relativa entre los segmentos de trans-membrana
inferida a partir de la formacién de puentes di-sulfuro entre los segmentos TM1y TM2 de la
subunidad beta1 y los segmentos S0-S4 de la subunidad alfa (Tomado de Liu et al. 2010). C y
D. Mapas experimentales mostrando las posiciones obtenidas en esta tesis para el dador Tb™-
LBT en las distintas posiciones comparados con el modelo molecular refinado. También se
muestra la posicion del dador para los segmentos TM1 y TM2 de la subunidad beta1, resultados
obtenidos por el Dr. Jorge Sanchez-Rodriguez (Universidad de Chicago). Las dos figuras
comparan los mapas obtenidos en ausencia (C) y presencia (D) de la subunidad beta1

respectivamente.
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Por ofro lado los mapas espaciales generados en presencia de la subunidad betail
presentan una diferencia notable que hace que estos no sean conciliables facilmente:
los datos de emisién sensibilizada muestran que el segmento SO se acerca a la
posicién del segmento S2, mientras que la disposicién de los segmentos de trans-
membrana inferida a partir de los experimentos de crosslinking no muestran esta
cercania. La justificacién para esta disposicion descansa sobre la base del alto
porcentaje de entrecruzamiento entre el segmento SO y el TM2, y el hecho de que
tanto TM1 como TM2 son pueden entrecruzarse con dos subunidades alfa adyacentes
(Figura 4.4B).

Los experimentos de LRET también sugieren que ambos segmentos de trans-
membrana de la subunidad betal se encuentran flaqueados por subunidades alfa
adyacentes (Figura 4.4D), pero con la diferencia de que el segmento TM1 resulta mas
cercano al segmento S0. El mapa espacial obtenido de los experimentos de LRET
sugiere que es el segmento TM1 el que se ancla al segmento S0, produciendo el gran
desplazamiento observado en este ultimo. El sutil cambio de posicién (solo un par de
angstroms) de los segmentos S1 y S2 ante la presencia de la subunidad betal no
descarta la posibilidad de que estos pudiesen estar interactuando directamente con
alguna parte de la subunidad beta1, ya que los experimentos de crosslinking mugstran
que ambos segmentos pueden formar puentes di-sulfuro con el segmento TM1 de la
subunidad betat.

Es importante recordar que los mapas espaciales obtenidos de los experimentos de
LRET son generados a partir de registros de fluorescencia que provienen de una

preparacién in vivo, de canales funcionales y que se construyen a partir de medidas de

distancia que son calculadas con gran precision (Selvin, 2002; Hyde et al. 2012).




Por ofro lado, a pesar de que [a distancia enfre los atomos de azufre en un puente di-
sulfuro es de solo 3 A se ha reportado la formacién de este enlace entre residuos que
se encuentran a 15 A de distancia (Careaga & Falke, 1992; Butler & Falke, 1996).
Tomando en cuenta este antecedente, podemos pensar gue el porcentaje de puentes
di-suifuro formados no es una medida directa de la distancia entre residuos, ademas de
las distorsiones que puede ocasionar el tratamiento necesario para lograr la formacién
de los enlaces di-sulfuro y su posterior deteccién y cuantificacion (Lui et al. 2008a; Lui
et al. 2008b; Liu et al. 2010).

No obstante [a cercania entre el segmento SO y la subunidad betal es apoyada por
diversas evidencias experimentales (Wallner et al. 1996; Morrow et al. 2006; Lui et al.
2008b; Liu et al. 2010) incluidos los datos de LRET aqui presentados, es necesario
tener en consideracion que no necesariamente es en el segmento S0 donde ocurre el
acople funcional entre ambas subunidades. Al respecto existe evidencia de que los
extremos amino y carboxilo intracelulares de la subunidad betal serfan los
responsables de modificar funcionalmente la operacién del sensor de voltaje del canal
BK (Orio et al. 2006; Contreras et al. Manuscrito en redaccion).

Los resultados experimentales que se han mostrado en esta tesis contribuyen al
conocimiento actual de ia arquitectura molecular del canal BK. El trabajo desarrollado
da un vistazo, por primera vez, a la arquitectura de la cara extracelular del canal BK en
condiciones funcionales, utilizando una preparacion in vivo y al mismo fiempo permite
examinar detalladamente los cambios de conformacién que pueden inducir estimulos

que alteran la funcién de esta molécula, en este caso particular la co-expresidn con la

subunidad accesoria beta1.




5. Conclusion
En esta tesis se trabajé sobre la hipdtesis de que cada estado funcional del canal BK
tiene una arquitectura espacial determinada. Se ceniré la atencién en el dominio
sensor de voltaje, ya que [a informacién disponible apunta a que ocurren cambios
estructurales gue pueden ser detectados mediante diversas metodologias.
Como herramienta fundamental se utilizo la interacciéon LRET para medir las distancias
intermoleculares que quedan determinadas por la arquitectura de este canal de iones.

Respecto de los resultados experimentales se puede concluir que:

1. Los segmentos S1 y S2 del sensor de voltaje del canal BK se orientan de
manera similar a la esperada de acuerdo a los datos de cristalografia de los

canales Ky y de crosslinking.

2, El segmento S0 se encuentra en la periferia del dominio sensor de voltaje.

3. La subunidad betal provoca un re-arreglo en la disposicion de los tres

segmentos trans-membrana estudiados, siendo el segmento S0 y su extremo

amino terminal extracelular los que sufren el mayor desplazamiento.
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