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Resumen

RESUMEN

El canal de potasio de alta conductancia activado por calcio y potencial (BK) es
un canal de iones presente en las membranas de casi todas las células de mamifero. Su
actividad es favorecida tanto por aumento del calcio intracelular como por
depolarizacién de la membrana plasmética. En neuronas este canal se encuentra
involucrado en determinar la forma y frecuencia de los potenciales de accién, en
musculo liso con la mantencion del tono, en linfocitos con la respuesta inmune répida,
por nombrar unos cuantos ejemplos. A nivel molecular el canal se encuentra formado
por cuatro subunidades conductoras (subunidades o) que forman canales funcionales. En
algunos tejidos éstas se encuentran asociadas a proteinas accesorias (subunidades B) las
cuales tienen dos segmentos de transmembrana y una regién extracelular de ~120
residuos de aminoécidos. En mamiferos se ha identificado cuatro genes que codifican
estas proteinas (B1-B4), cuyos efectos sobre la actividad del canal han sido
caracterizados tanto en células nativas como en sistemas de expresién heterélogos. Las
subunidades B modifican tanto las sensibilidades a calcio como a potencial, modifican
las cinéticas de apertura y cierre, y alteran la afinidad del canal por ligandos y

bloqueadores.
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Resumen

El objetivo de esta tesis fue determinar regiones de la subunidad B1 involucradas
en conferir los efectos moduladores de ésta sobre el canal BK. Para cumplir este objetivo
se utiliz6 sistemas de expresion heterdloga en los cuales se estudio las corrientes idnicas
causadas por la co-expresion de diversas subunidades B1 mutantes junto a la subunidad
.

Previamente se reporté que el reemplazo en la region extracelular de cada una o
de todas las cuatro cisteinas por alaninas en la subunidad B1 alteran su estructura,
reduciendo la afinidad por CTX y produciendo la pérdida de al menos un puente
disulfuro (Hanner y col., 1998). En este trabajo se encontré que la eliminacién de todas
las cisteinas o la reduccion de los puentes disulfuro por un agente reductor no alteraron
las propiedades modulatorias de f1. Mutaciones individuales de cisteinas por alaninas
alteran la sensibilidad a calcio, sin alterar las cinéticas ni conduccién iénica del canal
BK. Estos resultados pueden interpretarse pensando que la eliminacion de una sola
cisteina (y del puente disulfuro que ella forma) altera el plegamiento y la funcién
modulatoria. Pero la eliminacién de todas las cisteinas permite el plegamiento correcto
de al menos la regién relacionada con la funcién modulatoria rescatando el efecto de la
subunidad B1 sobre la actividad del canal.

Se encontré que mutaciones de delecién de cada uno de los segmentos de
transmembrana y de distintas longitudes de la regién extracelular no se expresaron
funcionalmente. S6lo un mutante carente de casi la totalidad de la region extracelular
produjo una subunidad que se expresé funcionalmente produciendo inactivacion, lo cual

seria consistente con una insercién en la membrana diferente a la subunidad wt. Los
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resultados obtenidos con la quimera B1LB4 (region extracelular de B4 y el resto de 1)
muestran que esta se parece a Pl en su sensibilidad a calcio y en su cinética de
desactivacion. Esto sugiere que los segmentos de transmembrana asf como los extremos
Ny C estén involucrados en la modulacién de la sensibilidad por calcio.

Todos estos resultados en su conjunto pueden interpretarse pensando que los
segmentos de transmembrana y los extremos N y C aportan en la funcién modulatoria.
La regién extracelular cumple una funcién estructural, permitiendo que otras regiones
(como los segmentos de transmembrana o los extremos intracelulares) se encuentren en
una posicién adecuada para causar el efecto modulador que esta subunidad confiere al

canal.

xvii




Abstract

ABSTRACT

The high conductance calcium-activated potassium channel (BK) is an ion
channel present in almost all kind of mammal tissues. This channel is gated by increases
of the intracellular calcium and by plasma membrane depolarization. In neurons this
channel is involved with the shape and frequency of action potentials, in smooth muscle
with the maintenance of the vascular tone, in lymphocytes with the fast immune
response, to name a few examples. At molecular level the channel is formed by four
conductive subunits (o subunits). The tetramers form functional channels. In some
tissues, these are associated to accessory proteins (B subunits), which have two
transmembrane segments separated by an extracellular region of 120 amino acids
residues. In mammals four genes (B1-p4) that codify for these proteins have been found,
whose effects on the channel activity have been characterized in native and heterologous
expression systems. The efcects of B subunits is to modify the sensitivities to calcium
and voltage, modify the kinetics of opening and closing, or alter the affinity of the
channel by different types of ligands.

The main aim of this thesis was to determine the role of regions of the B1 subunit
in conferring the modulatory effects over the o subunit of BK channel. In order to

acomplish this objective I used heterologous expression systems in which it is possible
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to study the ionic currents caused by the co-expression of o and several $1 subunits
mutants.

It has been previously reported that the replacement of each one or all four
cysteines of the extracellular region by alanines diminish the CTX affinity and produces
the loss of at least one disulfide bridge (Hanner y col., 1998). In this work, it was found
that these mutations individually alter sensibility to calcium, altering neither the gating
kinetics nor the ionic conduction of the channel. The elimination of all four cysteines or
the reduction of the disulfide bridges by a reducing agent did not alter the modulatory
properties of B1 subunit. Point mutants lacking each of the four cysteine residues alter
calcium sensibility, altering neither the gating kinetics nor ion conduction of the
channel. These results can be interpreted thinking that the elimination of a single
cysteine (and the disulfide bridge that it forms) alters the folding and the modulatory
function. But the elimination of all cysteines (and the bridges that forms) allows the
proper folding of at least the region related to the modulatory function, rescuing the
effect of the B1 subunit on the activity of the channel.

Also it was found that deletions of each one of the 1 transmembrane segments
and different lengths deletions of the extracellular region produce channels with the
characteristics of those formed by the o subunit alone. Only one mutant lacking almost
all the extracellular region produced a subunit able to modify the BK channel phenotype,
conferring inactivation which is consistent with a different insertion than wr subunit. The
results obtained with the chimera P1LB4 show a similarity to f1 subunit in its calcium

sensitivity and deactivation kinetics. These findings imply that transmembrane segments
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as well as N and C ends are involved in the modulation of the channel calcium
sensitivity.

All these results in their assembly can be interpreted thinking that the
extracellular region and transmembrane segments with their respective N and C ends
contributes in the modulatory function. But besides the extracellular region complies a
structural function. Permitting that other regions (as the segments of transmembrana or
the intracellular ends) be found in an adequate position to cause the modulatory effect

that this subunidad confers to the channel.
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INTRODUCCION

1 Consideraciones generales

Los canales de iones son proteinas de membrana que poseen un poro acuoso en
su interior por el cual se transportan iones desde un lado hacia el otro de la membrana
celular. Este flujo de iones es pasivo, por lo que se produce en la direccion del gradiente
electroquimico de éstos (Latorre y Alvarez, 1996; Hille B, 2001). Estas proteinas se
encuentran en todas las membranas celulares, permitiendo, entre otros procesos,
fenémenos tales como la transmision de sefiales eléctricas, la regulacion de volumen
celular, y la transduccién de sefiales (Latorre y col., 1996; Hille B, 2001). A nivel
microscopico, se ha visto que fluctiian basicamente entre dos estados: uno conductor
(abierto) y uno no conductor (cerrado). Distintos tipos de estimulos cambian la
probabilidad de encontrar el canal en uno u otro estado. Estos estimulos pueden ser por
ejemplo el cambio del potencial de membrana, Ia uni6én de un ligando o un cambio de la
tension de la membrana (Hille B, 2001). Estas proteinas pueden clasificarse por el tipo
de ion que transportan, el tipo de estimulo que provoca su apertura, y su farmacologia,
entre otras caracteristicas.

Los canales de iones cuya actividad es dependiente de la diferencia de potencial

eléctrico establecido a través de la membrana, también llamados dependientes de voltaje,
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son los responsables de las respuestas eléctricas que se producen en neuronas y células
eléctricamente excitables. Poseen una estructura denominada “sensor de potencial”, que
les permite detectar cambios en el potencial eléctrico e inducir de esta forma la apertura
del canal (Hille B, 2001). Dentro de este grupo, se encuentran los canales de potasio
dependientes de voltaje (Kv). Ellos estdn involucrados en procesos tales como la
repolarizacién del potencial de acci6n, eliminacién de la propagacion retrograda y la
duracién del periodo refractario, entre otros (Johnson y Wu, 1995; Hille B, 2001). Su
apertura permite la salida de potasio de la célula lo que genera una hiperpolarizacion de
]a membrana plasmatica. Estos canales se encuentran como tetrdameros en la membrana
(MacKinnon, 1991; Hurst y col., 1992; Liman y col., 1992), en donde cada mondmero
posee seis segmentos de transmembrana (S1-S6), mas una region hidréfoba que forma
parte del poro de conduccién (Begenisich, 1994; Stuhmer y Latorre, 1996). En el
segmento S4 se encuentran aminoacidos cargados positivamente, y en el segmento S2 se
encuentra cargas negativas que en su conjunto forman parte del “sensor” de potencial
(Jan y Jan, 1997; Hille B, 2001). El movimiento de estas cargas en el campo eléctrico
genera las llamadas corrientes de compuerta (“gating currents”), que son consecuencia
de movimientos del sensor de potencial que anteceden a la apertura del canal. Estas
corrientes fueron predichas por (Hodgkin y Huxley, 1952a) y registradas posteriormente
por varios grupos (Armstrong y Bezanilla, 1973; Keynes y Rojas, 1973; Schneider y
Chandler, 1973).

Una caracteristica importante de los canales de potasio es su alta selectividad por

este ion sobre otros cationes monovalentes como sodio, litio, cesio (Hille B, 2001). Esta

propiedad esta dada por una regién denominada filtro de selectividad, que corresponde a
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la secuencia caracteristica de residuos de aminodcidos VGYGD, situada entre los
segmentos S5 y S6, (Doyle y col., 1998; Yellen, 1999; Zhou y col., 2001b; Morais-
Cabral y col., 2001; revisado por Hille B, 2001; Yellen, 2002).

Ademais de las subunidades conductoras, los canales de iones tienen subunidades
reguladoras. Para los canales de potasio existen varios tipos de subunidades reguladoras,
ya sea citosolicas, extracelulares o de membrana. Los efectos sobre la actividad son
diversos, como aumentar su densidad en la membrana celular, modificar la sensibilidad
por efectores o alterar la via de conduccion (Dolphin, 2003; Campbell y col., 2003;
Pourrier y col., 2003; Arikkath y Campbell, 2003; Orio y col., 2002; Melman y col.,
2002; Abbott y Goldstein, 2001; Tinel y col., 2000; Qu y col., 2004; Lewis y col., 2004;
McCrossan y col., 2003; Abbott y Goldstein, 1998; Hanlon y Wallace, 2002).

Esta tesis fue realizada con el propdsito de esclarecer las interacciones
funcionales entre las subunidades conductoras y reguladoras que forman el canal
de potasio de alta conductancia activado por calcio BK (“Big” de grande, y K de
potasio). Como se verd en las secciones siguientes, este canal participa en varios
mecanismos relacionados con la excitabilidad celular. Entender la interaccién entre las
proteinas que forman el canal es importante tanto para explicar fenémenos eléctricos en

algunos tipos celulares, como para entender el funcionamiento de los canales de iones

como proteinas.
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2 El canal de potasio de alta conductancia activado por

calcio y voltaje BK

El canal de potasio activado por calcio y potencial MaxiK o BK, denominado asi
por su alta conductancia unitaria, pertenece a la familia de canales de potasio
dependientes de voltaje Kv (Pallotta y col., 1981; Latorre y col., 1982; Adelman y col.,
1992; Butler y col., 1993; Coetzee W y col, 1999; Gutman y col., 2003). Su
conductancia es de ~300 pS en KCI 150 mM simétrico, permitiendo el paso de unos 10
iones/s por canal, un valor mayor al reportado para otros canales de potasio (por ejemplo
el canal de potasio Shaker tiene una conductancia de 25 pS en las mismas condiciones).
Este canal fue descrito por primera vez en musculo esquelético de rata (Pallotta y col.,
1981; Latorre y col., 1982). La activacion del canal ocurre tanto por aumentos del calcio
intracelular como por aumentos del potencial eléctrico de membrana, lo que en registros
de canales unitarios se manifiesta como un aumento de la probabilidad de encontrar el
canal abierto (Po, Figura 1). A pesar de su alta conductancia unitaria, el canal es
aproximadamente 1000 veces mas selectivo a potasio que a sodio, el otro catién
monovalente de mayor abundancia fisiologica. Hasta el momento se desconoce la causa
de su alta conductancia, pero se ha demostrado que un anillo de 8 cargas negativas en el
vestibulo intracelular del canal tiene una participacion importante en la alta
conductancia. Estas cargas producen un aumento de la concentracion local de iones

potasio en la boca intracelular del canal (Brelidze y col., 2003; Nimigean y col., 2003).
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Figura 1. Dependencia de calcio y de voltaje del canal BK.

A, registro de canal tinico en calcio intracelular 1 y 3 uM a 40 mV. B,.registro de canal tinico a +40 y +80 mV,
en 1 calcio uM. C, Porcentaje de tiempo abierto en funcién de calcio intracelular y potencial de membrana para
parches escindidos de miocitos de rata (Barrett y col., 1982).

2.1 El gen Slowpoke

El canal BK se cloné a partir del mutante de Drosophila melanogaster llamado
Slowpoke, en el cual las corrientes de potasio activadas por calcio estan ausentes (Elkins
y col., 1986). El gen responsable de esta mutacion, al cual se llamé6 slowpoke (luego
llamado Slol), codifica una proteina con varios segmentos hidréfobos (Atkinson y col.,
1991; Adelman y col., 1992). En mamiferos este gen se denomind kcnmal (K+ channel
subfamily M, alpha member 1) (Butler y col., 1993; Gutman y col., 2003; Coetzee W y
col., 1999), contiene varios sitios de procesamiento alternativo de intrones habiéndose
reportado al menos nueve variantes que difieren tanto en sus cinéticas como en sus
sensibilidades a calcio (Adelman y col., 1992; Butler y col., 1993; Lagrutta y col., 1994;

Tseng-Crank y col., 1994; McCobb y col., 1995; Saito y col., 1997; Rosenblatt y col.,
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1997; Jones y col., 1998; Jones y col., 1999; Li y col., 1999; Zarei y col., 2001; Liu y

col., 2002; Langer y col., 2003).

El analisis de secuencia del gen Slo!/, el que codifica el canal BK, predice la

existencia de once segmentos hidréfobos, llamados SO a S10. Esta denominacion tiene

su origen en la homologia con los canales Kv, en donde los segmentos de

transmembrana se denominan S1-S6 (Coetzee W y col., 1999). La existencia del primer

segmento de transmembrana (SO) pasé inadvertida por algun tiempo, hasta que

experimentos de localizacion subcelular mostraron su existencia, lo cual implica que el

extremo N-terminal se encuentre en el medio extracelular (Figura 2A) (Wallner y col.,

1996, Meera y col.,, 1997). Como en los canales Kv, los segmentos S2 y S4 se

encuentran involucrados en la deteccion de
cambios de potencial de membrana (Figura
2B) (Diaz y col., 1998). Asimismo, los
segmentos S5, P y S6 forman parte de la
via de conduccion, como ocurre con los
demas canales de potasio (Hille B, 2001).
Al comparar las secuencias de Slo/
de varias especies se distingue dos regiones
de alta similitud separadas por una region
muy poco conservada. La primera de estas
regiones comprende a los segmentos

hidrofobos (S0-S8), y se la llamé parte

A
subunidad § subunidad o
Acoplamiento con
ssubunidad&n ,
g sor de potencial  Poro
T T T L
1|52|§3|§2 5 *Caicium bowl”
&
icula de
(sdlo p2d y B3) N
“NUCLEO”
B

Segmento S4

S8lol 268 WLGLRFLRALRLIQFSEILQFLNIL 289
8lo2 180 TYLYVPVFLNCWLAXGALQAMMNDL 205
Slo3 192 WLGLRFLRALRLLELPXILQILQVI 213

c “Calcium Bowl”

Slol 945 DTNVQFLDQDDDDDPDTELYLTQPFACG 973
Slo2 916 LLYQAIIKPFVVDLVELLLGIDQHRSDGG 244
Slo3 876 IHIHFIEZQMGGLDGMLEGTSLHLSTSFS 904

Figura 2. Topologias propuestas para las
subunidades a y 8 del canal BK.

A, topologia propuesta para las subunidades o y
de BK. B, alineacion de secuencia de los
segmentos S4 C, alineacion de secuencia del inicio
de S10, donde se encuentra “calcium bowl” en
Slol.
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central o nucleo (“core”, Figura 2A). Mientras que la segunda region que comprende
desde S9 hasta el extremo carboxilo se le denomind cola (“tail” Figura 2A) (Wei y col.,
1994). Dentro de la regién cola, al inicio del segmento S10, se encuentra una secuencia
rica en cargas negativas (DQDDDDDPD) que se pensé que era la regién responsable de
la unién de calcio (“calcium bowl”, Figura 2C) (Schreiber y Salkoff, 1997). Mutaciones
de uno o varios residuos cargados en esta region elimina parcialmente la sensibilidad a
calcio (Schreiber y Salkoff, 1997; Bian y col., 2001). Los otros sitios responsables de la
sensibilidad a calcio se localizan en la regién comprendida entre el final de S6 y el
extremo C-terminal, lo que fue determinando mediante mutaciones puntuales y quimeras
entre Slol y Slo3, como se verd mas adelante (Schreiber y col., 1999; Moss y Magleby,
2001; Xiay col., 2004).

Macro-parches de membrana que s6lo expresan la regién del nicleo de BK
producen canales no funcionales, los que al introducirse en oocitos que expresan sélo la
region cola, producen canales funcionales (Meera y col., 1997). Este resultado muestra
que estas dos regiones del canal actiian como dominios independientes

La region C-terminal, que incluye los segmentos hidréfobos S7-S10, corresponde
aproximadamente a dos tercios de la secuencia primaria de la proteina (Wallner y col.,
1996; Meera y col., 1997). Aqui se encuentran sitios de fosforilacién y unién para las
quinasas PKA, PKC y Src, ademas de sitios de unién a otras proteinas como Slip1, Slob
y PSD-95 (proteina de andamio), 14-3-3(, (proteina de andamio), entre otras

(Schopperle y col., 1998; Wang y col., 1999; Wang y col., 1999; Zhou y col., 1999;
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Zhou y col., 2002; Orio y col., 2002; Zhou y col., 2003b; Zhou y col., 2003a; Jaramillo y
col., 2004).

Una regién intracelular cercana al poro, ubicada al término de S6, y con
alrededor de 160 residuos de aminodcidos, es responsable de la tetramerizacion del canal
(Quirk y Reinhart, 2001). Esta regién tiene similitud estructural con las regiones
reguladoras de otros canales de potasio, por lo que se le denominé RCK (“Regulatory
Conductance of K™ channel”). A partir de la estructura cristalina del canal de bacteria
MthK, se ha propuesto que BK tiene dos de estas regiones contiguas, denominadas
RCK1 y RCK2 (Jiang y col., 2002a; Jiang y col., 2002b) que forman un “anillo de
activacion”. La unién de calcio a los dominios RCK expandiria el didmetro de este
anillo, lo que mueve la compuerta de activacion, abriendo el canal.

Hasta el momento se ha identificado tres genes miembros de la familia Slo: Slo/
(BK), Slo2, Slo3. El gen Slo2 codifica canales de potasio activados por voltaje sensibles
a cloruro y sodio en mamiferos (Kna), 0 cloruro y calcio en nemétodos (nSlo2) (Lim y
col., 1999; Yuan y col., 2000; Bhattacharjee y col., 2003). Los canales Slo2 de
nematodo, que son activados por calcio, carecen de la regién “calcium bowl” (Figura
2C), lo que implica la presencia de otras regiones que ligan calcio. El gen Slo3 codifica
un canal de potasio activado por voltaje, modulado por pH extracelular, e insensible al
calcio intracelular (Schreiber y col., 1998). El canal Slo3 también carece de la region

“calcium bowl” (Figura 2C).
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2.2 Activacion

Ya que BK es un canal dependiente de voltaje, las curvas de activaciéon (Po en

funcién del voltaje) pueden ser descritas con una funcién de Boltzmann de la forma
P, = P [(1+exp(~ zF(V -V, )/RT)) Ecuacién 1

en donde Po™ es la Po méxima, z es una medida de la sensibilidad al efecto del
potencial, Vs es el voltaje al cual se alcanza la mitad de la probabilidad maxima de
encontrar el canal abierto (Po=0,5), F es la constante de Faraday, R es la constante
universal de los gases y T la temperatura absoluta. Ajustando las curvas de activacién a
distintas concentraciones de calcio con la ecuacion 1, se observa que el efecto de este
ion es desplazar los valores de Vg5 hacia voltajes mas negativos (Figura 3A). Esto
significa que al aumentar la concentracién de calcio, se necesita menos voltaje para
activar los canales. Una forma comiin de representar el efecto de calcio, consiste en
graficar el Vo5 en funcion de la concentracion de calcio (Figura 3B). A concentraciones
mayores a 300 nM de calcio, el Vo5 sigue un comportamiento logaritmico con respecto a
la concentracidn de calcio (Figura 3A-B) (Stefani y col., 1997; Cox y col., 1997a; Meera
y col., 1996). A concentraciones bajo 300 nM el V5 se hace independiente de la
concentracion de calcio, pero el canal se puede activar completamente con potenciales
muy positivos, alcanzando su méxima probabilidad de apertura (Cui y col., 1997).

El canal BK presenta varios residuos de aminoécidos cargados en el segmento
S4, de manera similar a los canales Kv. La neutralizacion de estas cargas positivas

reduce la sensibilidad al voltaje del proceso de apertura, indicando que S4 forma parte

del sensor de potencial (Diaz y col., 1998). Asimismo, se ha reportado la presencia de
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corrientes de desplaramientio asceisdas con la apertura del canal en ausencia de coloio
{ralein <30nbY o cual apova la ides de une dependencia de potencial intrinsecs {Stefani
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sugiere que en esta posicion se encuentra el tercer sitio de alta afinidad. (Bao y col,,
2002). Las mutaciones en cada uno de estos sitios por separado no eliminan
completamente la respuesta a calcio, pero en conjunto con mutaciones en el “calcium
bowl”, eliminan la respuesta de alta afinidad (Zhang y col., 2001; Xia y col., 2002; Bao
y col., 2002).

El segundo tipo de sitio es el de baja afinidad y se encuentra en la region RCK1
del canal, donde se ha mostrado que el residuo E399 forma parte de este sitio (Shi y col.,
2002; Xia y col., 2002). Este sitio no discrimina entre calcio y magnesio, y es sensible a
concentraciones de ambos divalentes entre 100 uM y 100 mM. La existencia de sitios de
alta y baja afinidad puede explicar que el canal sea sensible a calcio en un intervalo de

cuatro 6rdenes de magnitud.

2.3 Modelos cinéticos

En los modelos cinéticos actuales la activacion del canal BK involucra tres
procesos: la activacién de los sensores de potencial, la unién de calcio y la apertura del
canal. En estos modelos se considera la activacion del canal como un proceso alostérico
que comprende estos tres eventos y las interacciones entre ellos. Cada subunidad posee
un sensor de potencial (que pueden suftir transiciones entre los estados desactivados y
activados) lo que posibilita la existencia de canales con 0, 1, 2, 3, 6 4 sensores de

potencial activados. Los procesos de activacién de los sensores de potencial y apertura

del canal interactiian a través de un mecanismo alostérico, representado por la constante
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alostérica D (Figura 4B). De tal manera que
el equilibrio cerrado-abierto incrementa D
veces por cada sensor de potencial
activado.

El modelo s6lo considera un sitio de
unién a calcio por subunidad, y debido a
que el canal es un tetrAmero tendremos
canales con 0, 1, 2, 3, y 4 iones calcio
unidos (Figura 4A). A pesar de poseer
muchos estados, este modelo hace algunas
suposiciones para que el numero de
parametros ajustables no sea elevado. Se

supone que las subunidades son

independientes, lo que significa la uni6n de |

un calcio no afecta la constante de
equilibrio de los sitios de las otras
subunidades. Lo mismo se aplica para los
sensores de potencial, la activacién de uno

no afecta a los otros del mismo canal.
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Figura 4. Modelos alostéricos de 50 y 70
estados.

A, modelo de activacion alostérica con 25
cerrados conectados a 25 abiertos. Los canales
pueden tener los sensores de potencial activados
(circulos) o desactivados (cuadrados), y los sitios
de calcio pueden estar desocupados (simbolos
vacios) u ocupados (simbolos llenos). B',
diagrama del modelos de interacciones
alostéricas de 70 estados, mostrando los valores
encontrados para cada una de las constantes
alostéricas (Horrigan y Aldrich, 2002).

Varios indicios sugieren que la interaccién entre el movimiento de los sensores

de potencial y la unién de calcio existe. La demostracién de la existencia de dicha

interaccién vino recientemente del grupo de Aldrich (Horrigan y Aldrich, 2002). Esta

interaccién entre la activacion de los sensores de potencial y unién de calcio esta
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expresada por la constante alostérica E (Figura 4B). Al tomar en cuenta Ja interaccion
entre sensores de potencial y unién de calcio, el esquema cinético aumenta a 70 estados.
Este modelo se puede representar graficamente relacionando la apertura del canal, la
activacion de los sensores, y la unién de calcio mediante constantes alostéricas, como se
muestra en la Figura 4B. Cuando no hay interaccion entre los sensores de potencial y la
unién de calcio, E=1 y el modelo tiene 50 estados (Figura 4A). La activacion del canal

para este modelo se ajusta a la siguiente ecuacién (Horrigan y Aldrich, 2002):

L(1+KC +JKCDE)* .
0= 7 - Ecuacién 2
LQ+KC+JKCDE) +(1+J+K +JKE)
—Z. V —_ V 2+
donde L = LOexp E’K] J =exp Ul K= [Ca ]
kT kT Kd

Los pardmetros son: L0 la constante de equilibrio de la transicién cerrado-abierto con los
sensores desactivados y en ausencia de calcio, Kd la constante de equilibrio de la unién
de calcio en el canal cerrado, Vj es el Vg5 del movimiento de los sensores de potencial,
z; la carga asociad‘a al movimiento de los sensores de potencial, z; la carga asociada al
proceso de apertura, C la constante alostérica que relaciona la unién de calcio con la
apertura, D la constante alostérica que relaciona la activacién de los sensores de
potencial con la apertura, y E la constante alostérica que relaciona la unién de calcio con
la activacién de los sensores de potencial. Este modelo puede dar cuenta de los

desplazamientos de las curvas de activacion al aumentar el calcio
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1

it Alineamiento de secuencia de las subunidades 31-84 de humano.

3 Subunidades B.

1998; Orio y col., 2002).

El canal BK se expresa en casi todos los tejidos de mamiferos, con excepcion del
cardiaco (Jiang y col., 1999). En algunos tejidos se encuentra formado solamente por las
subunidades o como en el endotelio vascular o en el muasculo esquelético (Papassotiriou
y col., 2000), mientras que en otros tipos celulares como la células cromafines, se

encuentra asociado a uno o varios tipos de subunidades B (revisado por Vergara y col.,
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Las subunidades B (también llamadas KCNMB, K* Channel subfamily M Beta
subunit) son proteinas de dos segmentos de transmembrana que en algunos tipos
celulares modulan la funcién de la subunidad o. Hasta el momento se ha identificado
cuatro subunidades B en mamiferos (31-B4) (revisado por Orio y col., 2002). En la
Figura 5 se muestra un alineamiento de secuencia de la subunidades B humanas. A

continuacién se discuten las caracteristicas de cada subunidad.

3.1 Estructura y localizacion

En mamiferos se ha identificado 4 genes que codifican para las subunidades [
(kcnmb1-4). La subunidad B3 presenta cuatro variantes de splicing (B3a-d) en su N-
terminal, regién que confiere inactivacién (Uebele y col., 2000; Hu y col., 2003). Las
subunidades P tienen dos o tres sitios de glicosilacion en la regidn extracelular, que al
menos para 34 influye en la unién de la toxina Charybdotoxin (CTX) al canal (Jin y col.,
2002a). Mediante identificacion de los mRNA de cada una de estas subunidades se ha
podido identificar su localizacién en distintos tejidos, como veremos a continuacién. La
subunidad o de BK se expresa en casi todos los tejidos de mamiferos con la excepcion
del corazén (Jiang y col., 1999). La subunidad 31 se expresa en musculo liso y cerebro
(Eghbali y col., 2003; Tanaka y col., 1997; Meredith y col., 2004; Petkov y col., 2001;
Brenner y col., 2000b). La subunidad B2 se expresa en células cromafines y cerebro (Xia

y col., 2000; Meera y col., 2000; Brenner y col., 2000a). La subunidad 3 se expresa en

células B del pancreas, rifion y testiculos (Brenner y col., 2000a; Behrens y col., 2000;
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Meera y col., 2000; Xia y col., 2000; Uebele y col., 2000). La subunidad B4 se expresa
exclusivamente en cerebro (Meera y col., 2000; Brenner y col., 2000a; Weiger y col.,
2000; Behrens y col., 2000). Sin embargo, aun no ha sido posible verificar en todos estos
tejidos la expresion de dichas proteinas, ya sea por Western Blot o por mediciones

electrofisiologicas.

3.2 Modulacién de la actividad

Las subunidades f afectan la sensibilidad por calcio y potencial del canal BK
cuando ellas son co-expresadas junto a la subunidad a. Las subunidades fl1 y B2

aumentan la sensibilidad por calcio, visto como un mayor desplazamiento de los valores

de V5 en funcién de calcio, comparadas a

canales carentes de dichas subunidades

20010 8 »® 80e
(Figura 6 para B1) (Wallner y col., 1995; ] ’
- 100 1
Dworetzky y col., 1996; Meera y col., E o 1o o
E o,
> 1
1996; Wallner y col, 1999; Xia y col, | = .ge0] * %P7 \\
. 3 _200 ..........
1999). Sin embargo, la subunidad p2 hace o 101 10 106 10 1072
: [Cal, M
que los valores de V5 sean mas negativos
Figura 6. Efectos de B1 sobre la actividad
de BK.

que los de a+Pl bajo calcio 100 nM

Curva Vos-Ca®* para canales formados por
oy a+P1. Lineas rectas marcan la regién de
comportamiento logaritmico.

(Wallner y col,, 1999; Orio y Latorre,

2005). La expresion de cualquiera de las

variantes de splicing de la subunidad B3

5
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no afecta el valor de los V5 (Uebele y col., 2000; Xia y col., 2000; Hu y col., 2003). Por
ultimo, la subunidad P4 hace que el calcio tenga un comportamiento “mixto” sobre la
actividad del canal. A bajas concentraciones de calcio los valores de V5 son similares e
incluso menores a los reportados para canales sélo formados por subunidad a. Pero por
sobre el rango micromolar los valores de Vg5 se hacen mas negativos de los encontrados
para a+B1 y a+f4, es decir aumenta la sensibilidad aparente por calcio (Meera y col.,

2000; Brenner y col., 2000a; Weiger y col., 2000; Behrens y col., 2000; Ha y col., 2004).

3.3 Efecto de ligandos

La presencia de las subunidades [ afecta la afinidad por ciertos ligandos
aplicados por el lado extracelular e intracelular. El compuesto 17B-Estradiol al ser
aplicado extracelularmente aumenta la actividad de canales que expresan subunidades
B1 y B4, pero no cuando se expresa la subunidad B2 (Valverde y col., 1999; Behrens y
col., 2000). Otros compuestos como los antiestrégenos Tamoxifeno e ICI 181,172
aumentan la actividad de canales con subunidades 1, pero no en canales que carecen de
dicha subunidad (Dick y Sanders, 2001; Dick y col., 2001; Dick y col., 2002; Dick,
2002). El compuesto Dehidroxisoyasaponina (DHS-I) aplicado por la cara intracelular
del canal aumenta la actividad de canales que tienen subunidades f1 y p2 con respecto a

canales que expresan solo la subunidad oo (McMannus et al., 1993; Tanaka et al., 1997).
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3.4 Efecto de bloqueadores y la via de conduccién

' La presencia de subunidades B también afecta la afinidad por toxinas por el lado
extracelular. La subunidad f1 de bovino aumenta la afinidad por CTX (a diferencia de la
humana que no lo hace). Esta toxina se entrecruza quimicamente con 1 (Knaus y col.,
1994a), lo que sugiere que dicha subunidad se encuentra en la cercania de la via de
conduccion. Por otro lado, las subunidades B2 y B4 disminuyen la afinidad tanto por
CTX como por Iberiotoxina (IbTX) (Meera y col., 2000; Xia y col., 1999; Behrens y
col., 2000). La construccién de quimeras entre subunidades $1 y B4 pudo determinar que
la region extracelular de B4 es la responsable de la disminucién de la afinidad por ambas
toxinas (Meera y col., 2000).

Las presencia de las subunidades B2 y B3 produce una rectificacién de canal
abierto, visto como una no linealidad de las curvas I-V instanténeas (Xia y col., 2000;
Zeng y col., 2003). Esto se ha interpretado como una alteracién en la via de conduccion.
Mediante la construccion de quimeras entre la subunidad B3 y las otras subunidades [ se
encontr6 que la totalidad de la regién extracelular es responsable de la rectificacion

(Zeng y col., 2003).

3.5 Roles fisiolégicos

La subunidad 1 participa en la mantencién y regulacién del tono del musculo

liso vascular, y del musculo liso de la vejiga (Jaggar y col., 1998; revisado por Gollasch

y col., 2000; Jaggar y col., 2000; Brenner y col., 2000b; Herrera y col., 2001; Meredith y

o
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col., 2004; Pozo y col., 2002). La subunidad (2, alter las propiedades de disparo de las
células cromafines de la médula adrenal, modulando asi la secrecion de catecolaminas
(Solaro y Lingle, 1992; Solaro y col., 1995). La subunidad B4 al estar expresada en el
cerebro se cree que estd implicada en la sensibilidad diferencial del canal BK por CTX,
IbTX y etanol. Ya que en sistemas heterélogos y neuronas aisladas se ha reportado que
canales BK con la subunidad B4 alteran la sensibilidad por dichos compuestos (Wang y

col., 1992; Wang y Lemos, 1992).

3.6 Interpretaciones de los modelos cinéticos

Al ajustar los resultados de corrientes macroscopicas a modelos cinéticos de
activacion , se reportd que la subunidad B1 no afecta los pardmetros relacionados con la
unién de calcio (Cox y Aldrich, 2000; Orio y Latorre, 2005). Esto sugiere fuertemente
que el efecto de B1 es independiente de este ion. Esta subunidad disminuye el valor de z;
lo que se observa como una disminucion de la dependencia de potencial de las curvas de
activacion (Orio y Latorre, 2005). Resultados provenientes de canal {nico y corrientes
macroscopicas coinciden en mostrar que el efecto de la subunidad B1 es independiente
de la concentracion de calcio, y que se debe a algin factor dentro de la maquinaria de
apertura y cierre del canal (Nimigean y Magleby, 2000; Orio y Latorre, 2005).

Al igual que B1, la subunidad B2 aumenta la sensibilidad aparente del canal por
calcio y hace mds lentas tanto la apertura como el cierre del canal (Orio y Latorre, 2005;

Wallner y col., 1999; Xia y col, 1999). Sin embargo, los valores de Vis para

?
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concentraciones menores a calcio 1 pM son més negativos que los conferidos por Bl
(Wallner y col., 1999). Esta subunidad no altera las pendientes (y por consiguiente los
valores de z) de las curvas de activacién como lo hace B1. El ajuste de las curvas G-V
muestra que el efecto de B2 no es sobre la maquinaria de deteccién de calcio, sino a
través de cambios en las constantes de acoplamiento alostérico (Orio y Latorre, 2005). A
nivel molecular esta subunidad podria afectar el movimiento del sensor de potencial (por

aumento de D) y estabilizar la conformacién activa del canal (por aumento de C).

4 Estequiometria a-p

En células cromafines se ha reportado la existencia de una corriente BK que sufte
inactivacion, la cual es sensible a tripsina por el lado intracelular (Solaro y col., 1995).
Esta inactivacién es debida a la presencia de la subunidad B2 (Xia y col., 2000; Xia y
col., 2003). Ajustando el curso temporal de la remocién de la inactivacion por digestion
con tripsina, a un modelo de particulas independientes, se obtuvo 3 a 4 particulas por
canal (Ding y col., 1998), sugiriendo el mismo niimero de subunidades.

Un experimento clave para entender la estequiometria de estas subunidades

consistié en expresar distintas razones molares de subunidades oy B2. Al reducir la
razén molar B2:a., los valores obtenidos para V5 se desplazaron desde valores cercanos

a los que posee a+PB2, hacia valores cercanos a los reportados para o (Wang y col,,
2002). Estos resultados se ajustaron a un modelo en que cada subunidad produce un
incremento idéntico en el desplazamiento de las curvas de activacion. Esto significa que

puede existir canales formados por 0, 1, 2, 3, 6 4 subunidades. Estos resultados son una

e
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clara indicacion de que variando la estequiometria entre estas subunidades, se pueden
formar distintos tipos de canales. Esto puede ser muy importante desde el punto de vista

fisiolégico, ya que corresponde a otra manera de manejar la excitabilidad celular.

5 Estructura del complejo a-

La informacién estructural que se tiene de los canales de potasio viene
principalmente de registros electrofisiolégicos y cristales de canales bacterianos
(revisado por MacKinnon, 2003; Cohen y col., 2003). Estos ultimos han dado
informacion principalmente acerca de la ubicacién espacial de la via de conduccion y de
algunos dominios, como RCK1 (Doyle y col., 1998; Jiang y col., 2002a; Nishida y
MacKinnon, 2002). A continuacion se discutird la informacion estructural que se tiene
del complejo a- de BK.

Se sabe que el segmento SO de la subunidad o es necesario para el acoplamiento
funcional entre ambas subunidades (Wallner y col., 1996). Esto qued6 en evidencia
mediante la construccidon de quimeras entre las subunidades o humana y de mosca,
hSlol y dSlol. La subunidad o de Drosophila no interactia con la subunidad B1
humana. Las quimeras dSlol con el segmento SO de hSlol fueron sensibles a 1,
mientras que las quimeras hSlol con el SO de dSlol no lo fueron. Ademas de S0, la
regién N-terminal de hSlol es necesaria para la interaccién funcional con la subunidad
Bl (Meeray col., 1997; Wallner y col., 1996).

Por parte de las subunidades B, se ha mostrado que ellas se encuentran cercanas

al poro, ya que alteran tanto la conduccidn, como la afinidad por bloqueadores (revisado




Introduccion 22

por Orio y col.,, 2002). Se ha mostrado que un residuo cargado de la subunidad B1 de
bovino (K67) se entrecruza quimicamente con CTX (Knaus y col., 1994b). Para que la
reaccion de entrecruzamiento ocurra, el residuo y la toxina debe encontrarse a una
proximidad de alrededor de 7 A (Knaus y col., 1994b; Munujos y col., 1995). Esta
misma subunidad posee cuatro residuos de cisteina en su regién extracelular, cuya
eliminacién puntual o completa provoca una disminucién en la afinidad por CTX, y la
eliminacion de al menos un puente disulfuro (Hanner y col., 1998). Esta evidencia se ha
interpretado como una alteraciéon de la estructura terciaria de la regién que une los
dominios de transmembrana de la subunidad B1.

Las subunidades B2 y B3 confieren la propiedad de rectificacion al canal abierto,
lo que implica una alteracién de la via de conduccién. En condiciones simétricas de
potasio, esta rectificacion se evidencia a potenciales més negativos que -40 mV. Ambas
subunidades disminuyen la afinidad por CTX, comparado con canales formados s6lo por
subunidades o. La rectificacién y el cambio de afinidad por la toxina sugieren
fuertemente que parte de estas subunidades se encuentran en las cercanias de la via de
conduccion. Para B3 se mostré que al tratar con el agente reductor DTT por el lado
extracelular desaparece la rectificacion de canal abierto, y aumenta draméticamente la
sensibilidad por CTX (Zeng y col., 2003). Es decir, la eliminacién de puentes disulfuro
en esta regidn alterd parte de la estructura de la region extracelular, devolviéndola a una
conformacién similar a la de la subunidad o« en ausencia de B.

Estos resultados en su conjunto llevan a pensar que una porcion de las

subunidades B podria estar formando parte del poro del canal, y por consiguiente
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se le asigna una ubicacién por sobre la subunidad a, hacia el lado extracelular. Se
desconoce como esto puede afectar la probabilidad de encontrar al canal abierto,
ya sea a nivel del sensor de potencial, de la transduccién de la sefial de unién de

calcio o de algin otro fenémeno.
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OBJETIVOS

1 Objetivo general e hipétesis de trabajo
El objetivo general propuesto en este trabajo de tesis fue determinar las
regiones dentro de la subunidad (1 involucradas en conferir los efectos

moduladores de ésta sobre el canal BK.

Este objetivo se desarrollard sobre la hipdtesis de la existencia de regiones
especificas dentro de las subunidades 3 que son responsables del acoplamiento funcional
con la subunidad a. En otras palabras, este trabajo de tesis buscara determinar regiones
especificas en la subunidad B1 que sean responsables de cada uno de los efectos que esta
subunidad confiere: sensibilidad a calcio, cinéticas de apertura y cierre, sitios de unién a

toxinas.

La realizacion de los objetivos especificos contribuird a un mejor entendimiento

de la relacién estructura funcién para la interaccion entre subunidades o y B1.
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2 Objetivos especificos

2.1 Caracterizar biofisicamente el efecto de eliminar las

cisteinas de la region extracelular de la subunidad fI.

El lazo extracelular de Bl comprende 120 residuos, cuatro de los cuales son
cisteinas. Como se discuti6 previamente, la eliminacién de cada uno de ellos disminuye
drasticamente la afinidad del canal por CTX. Esto ultimo debido probablemente a un
cambio de conformacion o una pérdida de estructura en esta regidn, conferido por dichas
mutaciones.

Para cumplir este objetivo se estudiardn electrofisioldégicamente las mutantes
C53A, C76A, C103A, C135A, y C53A/C76A/C103A/C135A, pertenecientes a la regién
extracelular de B1. En los canales modificados por estas subunidades B1 se estudiad la
cinética de apertura y cierre, su sensibilidad al calcio y al potencial eléctrico, asi como la
conduccion, con el objeto de determinar si el cambio en la estructura de la regién
extracelular de B1 afecto el funcionamiento del canal. Esto se cuantificé mediante el uso

de un modelo cinético adecuado. Esto permitié determinar la importancia de la

estructura de esta region, y la participacion de cada uno de los residuos de cisteina.
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2.2 Determinar regiones en la subunidad (1 relacionadas con
los efectos de esta subunidad.

Se realizaron mutantes de supresion de diversas longitudes (10-20 residuos),
tanto en los segmentos de transmembrana como en la regién extracelular, para
determinar su importancia en la funcién de la proteina. Como en el objetivo especifico
anterior, se estudiaron las propiedades electrofisiolégicas de dichos mutantes. Estas
fueron la cinética, dependencia de potencial y de calcio, y conduccién. Estos resultados
permitieron elaborar una idea de los efectos ejercidos por cada una de las regiones

suprimidas.

2.3  Determinar dominios funcionales mediante la
construccion de quimeras entre subunidades gl y .

Como se menciono anteriormente, las propiedades que confieren las subunidades
B1 y B4 a la actividad del canal son dramaticamente diferentes. Mientras la subunidad
B1 aumenta la afinidad aparente por calcio, B4 la disminuye. Estas subunidades afectan
de manera diferente las cinéticas de apertura y cierre, como se discutié previamente:
ambas subunidades hacen mas lenta la cinética de apertura, pero el efecto de B4 es

mucho més intenso. El estudio de quimeras entre ambas subunidades ayud6 a definir

dominios funcionales relacionados con la modulacién que ellas ejercen.
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METODOS

1 Biologia Molecular

1.1 Cepas de Bacterias

Se us6 la cepa de E. coli DH50 para amplificar los vectores de la serie pGEM
(Promera Corp., Madison, WI US4), pCDNA3 y pCI-NEO, en los cuales se encuentran

clonadas las subunidades oo y B utilizadas en este trabajo.

1.2 Cultivo de bacterias

Un inéculo de la cepa transformada con el plasmidio de interés se creci6 en el
volumen deseado en medio liquido con agitacion a razén de 225 ciclos/minutos en un
agitador orbital y a una temperatura de 37 °C,. Se utilizé6 medio LB (Luria-Bertani) o
Typ (Sambrook y col. 1989). En el caso de cultivos en medio sdlido, este se preparé
usando el medio liquido suplementado con agar al 15% (Sambrook y col. 1989). Todos

los medios se esterilizaron en autoclave a una temperatura de 125 °C y una presion 15

psi.
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1.3 Obtencién de bacterias competentes.

Las células competentes se prepararon siguiendo el protocolo con cloruro de
rubidio (PROMEGA, Madison). Este comienza con la toma de una colonia desde una
placa de cultivo sélido que se crece por 14 horas en 50 mL de medio liquido. Desde aqui
se toma 0.5 mL del cultivo y se crece en 50 mL de LB enriquecido con 20 mM de
MgSO4, hasta obtener una absorbancia en el rango de 0.2 a 0.4 a una longitud de onda
de 550 nm. Las células fueron colectadas por centrifugacion y resuspendidas en TFB1
estéril (acetato de potasio 30mM, CaCl, 10 mM, RbCl 100 mM, glicerol 15 %, pH 5.8
ajustado con 4cido acético) y frio, manteniéndolas posteriormente en hielo por 5

minutos. Esta suspensién de bacterias se dividié en porciones de 100 pL, que se

congelaron con N liquido, y se guardaron a 70°C

1.4 Transformacién de células competentes

Una suspensién de bacterias competentes (50 pL) se traté con 0.015 volumenes
de DMSO o B-mercapto etanol (22mM final) durante 10 minutos en hielo, agitando
suavemente cada 2 minutos. A esta mezcla se afiadi6 1 ng de DNA plasmidial y se
mantuvo en hielo por 30 minutos. Luego se dio un choque térmico de 42 °C durante 60
segundos, y se puso en hielo por 1 6 2 minutos. Posteriormente, las bacterias se
crecieron por 45 minutos en 5 mL de medio liquido sin antibiéticos. Finalmente, las
bacterias se crecieron en placas con medio sélido suplementadas con antibiético, a 37°C,

durante 12 a 16 horas.
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1.5 Antibioticos

La seleccion de las bacterias transformadas se realizé de acuerdo a la resistencia
al antibiético impartida por el vector de expresion utilizado en cada caso. El antibidtico
se afiadié al medio estéril a partir de soluciones concentradas que fueron mantenidas a
20 °C. La ampicilina se usé a una concentracién de 100 pg/mL, a partir de un stock de
100 mg/mL en agua; la tetraciclina se usé a una concentracién de 10 pg/mL, desde un

stock de 10 mg/mL en etanol (Sambrook y Russel, 1989).

1.6  Obtencién y purificacién de DNA plasmidial.

Para obtener pequefias cantidades de DNA plasmidial (menos de 5 pg), éste se
purificé con las columnas MINI segun las indicaciones del fabricante (QIAGEN,
Chatsworth). Para obtener grandes cantidades de DNA (alrededor de 50 pg) se utilizaron
columnas MIDI de (QUIAGEN,Chatsworth; o STRATAGENE, La Jolla) segin
indicaciones del fabricante. El DNA se resuspendié en un volumen adecuado de TE

(Tris 10 mM, EDTA 1mM, pH 8) o en agua libre de RNAasa.

1.7 Geles de agarosa

La integridad del 4cido nucleico se verificé mediante electroforesis en geles de

agarosa (0.7% a 0.9%) segin el patrén de migracién con relacion a estandares de peso
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molecular y concentracién conocidas. Los geles se sumergieron en buffer TAE (Tris 40
mM, 4cido acético 20 mM, EDTA 1 mM) y la electroforesis se realizé aplicando el
voltaje necesario para alcanzar 10 mA de corriente. E1 DNA se tifi6 con bromuro de
etidio 0.66 pg/pl (a partir de una solucién 10 mg/mL). Una estimacién preliminar de la
concentracién de las muestras se hizo comparando visualmente las intensidades de las
bandas de interés con los estandares de concentracion conocida. La concentracién de los
4cidos nucleicos se determind de una alicuota de DNA en TE o agua, midiendo la
absorbancia a 260nm en un espectrofotometro Genesis™2 (SPECTRONIC
INSTRUMENTS, Rochester). Posteriormente se tomaron fotografias de los geles
iluminados con una lampara UV, usando una camara digital Nikon (NIKON, USA) con

un filtro para detectar luz UV.

1.8 Purificacién de acidos nucleicos.

Para eliminar impurezas de las muestras de DNA plasmidial (obtenidas por PCR,
o luego del tratamiento con alguna enzima) y RNA (obtenido por transcripcién in vifro),
se efectuaron extracciones en un medio orgénico. La primera extraccién se realizé con
una mezcla que contenia fenol : cloroformo : alcohol isoamilico (25 : 24 : 1). A
continuacién se prosigui6 con dos extracciones en cloroformo : alcohol isoamilico (24 :
1). El DNA plasmidial fue precipitado con acetato de potasio (0.3 M) y 2.5 volumenes

de etanol. Los 4cidos nucleicos se sedimentaron en una centrifuga, y el precipitado se

lavo dos veces con etanol 70%. Posteriormente se sometieron a electroforesis en geles
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de agarosa para cuantificar su concentracién, y determinar la presencia de producto no

deseados.

1.9 Clones

Todas las construcciones que se expresaron en Xenopus laevis fueron cedidas por
la Dra. Ligia Toro (UCLA). Las construcciones para la expresion en células de
mamiferos en cultivo fueron cedidas por la Dra. Maria L. Garcia (Merk Research
Laboratory). La subunidad o del canal BK (KCNMAI) se encuentra clonada en el
vector pGEM zf9- bajo el control del promotor T7. Este promotor permite sintetizar
mRNA in vifro para su inyeccion en oocitos de X. laevis. Este vector tiene una secuencia
poli-A y el extremo 3’ no traducido de la B-globina de X. laevis. Ambas secuencias
aumentan la estabilidad de los productos de la transcripcion, lo que incrementa la
expresién de la proteina (Shih y col., 1998). Esta subunidad también se encuentra en el
vector pPCDNA3 (INVITROGEN, Carlsbad), que se utilizé para transfectar células de
mamiferos. Este vector tiene el promotor T7 para transcripcion de RNA in vitro y el
promotor CMV para la trancripcién en células de mamiferos. La subunidad 1
(KCNMBI) se encuentra clonada en los vectores pSPORT, pGEMzf9- y pBSTA para la
sintesis d¢ RNAm, y pCl-neo para la transfeccion en células de mamiferos. Las
subunidades B4 (KCNMB4), B1Lp4 y B4LP1 se encuentran en pGEMz{9-. Las mutantes
de B1 de bovino (bB1) C18A, CI18A/C53A, C18A/CT6A, C18A/C103A, C18A/CI35A,

C18A/C53A/C76A/C103A/C135A se encuentran clonadas en pCl-neo, el cual tiene la
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secuencia de B-globina de ratén, y los promotores T7 y CMV, para su expresion en

oocitos de Xenopus laevis y en células de mamiferos.

1.10 Mutantes de delecién de la subunidad fI.

Las mutantes de supresion de la region extracelular de B1 se construyeron en el
vector de expresion pGEM9zf-hKCNMBI. Este vector contiene la secuencia de la
subunidad Bl humana (KCNMBI1) entre los sitios de restriccion Sacl y Notl. Se
disefiaron partidores de aproximadamente 20 residuos de nucleétidos, que flanquearon
las regiones a eliminar, y luego se realiz6 una reaccién de PCR con la enzima Pfu Turbo
(STRATAGENE, La Jolla) para amplificar el plasmidio completo (descrito en Gonzalez
y col., 2000). Los partidores fueron sintetizados comercialmente (IDT-DNA, Coralville).
Las condiciones de PCR fueron las recomendadas por el fabricante, sin embargo se
variaron las temperaturas de “annealing” en algunas de las construcciones hasta obtener
la cantidad de producto deseado. Luego de verificar las mutaciones mediante la lectura
de su secuencia, se obtuvo un inserto mediante cortes con enzimas de restriccion. Este
inserto se sub-cloné dentro de un vector previamente tratado con las mismas enzimas

para eliminar la region en donde se hizo la supresion.

1.11 Transcripcion in vitro.

La trascripcion se realizé usando como molde el DNA plasmidial previamente

linealizado en un sitio tinico (el que depende de cada plasmidio) ubicado hacia 3' del
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ORF (“open reading frame”). La purificacion del DNA linealizado y toda su
manipulacién posterior se hizo en medios libres de RNAsas. La linealizacion se verifico
en un gel de agarosa al 0.7%.

La reaccion de transcripcion in vitro se efectué empleando el “kit” mMESSAGE
mMACHINE segiin las indicaciones del fabricante (AMBION, Austin). La sintesis se
dirigié desde el promotor T7 y se hizo en presencia de G(5’)ppp(5°)G, un andlogo del
nucledtido de modificaciéon en 5° (7-metil guanosina, “cap”). La reaccién de
trascripcion se detuvo retirando el DNA templando con DNAsa I libre de RNAasa, y
afiadiendo medio volumen de una solucion de precipitacion de RNA (LiCl 7.5M, EDTA
75 mM). La mezcla se enfri6 a —20 °C por una hora, y se sediment6 a méaxima velocidad
por 20 minutos en una microcentrifuga (EPPENDOFF, Hamburg). El sedimento de
RNA se lavé en etanol 70% y se resuspendid en agua libre de RNAasa. La integridad del
transcrito se verificé en un gel de agarosa al 0.7% libre de RNAasa, y se cuantificd

midiendo la absorbancia.

1.12 Secuenciacion.

Todas las construcciones realizadas fueron secuenciadas autométicamente para
determinar si correspondian al producto deseado (RETROGEN, San Diego). Para
determinar las secuencias, los cromatogramas generados por el secuenciador automatico
se analizaron usando el software BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edw/BioEdit/bioedit.html) y se compararon las secuencias

usando la suite VECTOR NTI (INVITROGEN, Carlsbad).
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2 Expresion heteréloga

2.1 Oocitos de rana.

2.1.1 Ranas

Se utilizé6 un grupo de 40 ejemplares hembras de la especie Xenopus laevis
provenientes de USA (XENOPUS ONE, Michigan). Estas se mantuvieron en grupos de
10 ejemplares en bateas plasticas con 15 a 20 litros de agua potable sin cloro a una
temperatura de 18 °C y en oscuridad permanente. El cloro se extrajo del agua
almacenédndola en toneles de 100 litros y burbujeando aire durante dos a tres dias. Las
ranas fueron alimentadas dos veces por semana con alimento para anfibios (NASCO,

Modesto).

2.1.2 Oocitos

Los ejemplares de X. laevis se anestesiaron sumergiéndolos en hielo por 45 a 60
minutos. A continuacién se procedi6 a hacer una pequefia incisién abdominal por la cual
se extrajeron uno o dos lobulos ovéricos. Estos se transfirieron a una solucién OR-2
(NaCl 96mM, KCI 2mM, MgCl 1mM, HEPES 5 mM pH 7,4). La incision se suturé y el
ejemplar se colocé en una mezcla de agua y hielo para su recuperacion. Los 16bulos se
cortaron en pequefias secciones mediante el uso de pinzas N°5 (DUMONT & FILS,
Suiza). Para obtener oocitos individuales, los 16bulos fueron incubados en medio OR-2

con 1mg/mL de la enzima colagenasa (GIBCO BRL, Gaithersburg), equivalente a 242
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U/mg. El procedimiento consistié en: agitar por 20 minutos a 180 ciclos por minuto,
separar mediante pinzas y luego un segundo ciclo de agitacion de 20 minutos a 30 ciclos
por minuto a una temperatura de 18 °C. Los oocitos tratados se lavaron 5 a 8 veces en
medio OR-2 sin colagenasa, y 6 a 8 veces con la solucion ND96 (NaCl 96mM, KCl
2mM, CaCl, 2mM, MgCl, ImM, HEPES 5mM, pH 7.,4). Finalmente, se colocaron en
una placa de Petri de 100 mm de didmetro con medio ND96 mas el antibidtico
gentamicina (50pg/mL). Se realizd una seleccion de oocitos, eliminando los dafiados e
inmaduros y luego se mantuvieron a 18 C por al menos seis horas antes de la

microinyeccion.

2.1.3 Microinyeccion

Doce a veinticuatro horas después del tratamiento con colagenasa se hizo una
segunda seleccién de oocitos, procedimiento que consistié en retirar la membrana
folicular mediante pinzas. La microinyeccién se realizd usando una lupa binocular
(Nikon, USA) con una fuente de luz de fibra optica (FO-150Z,WPI USA), un
microinyector (A2063XVY, WPI USA) y un micromanipulador (M3301R, WPI USA),
bajo una lupa binocular (Nikon, USA) con una fuente de luz de fibra dptica (FO-
150Z,WPI USA).. Las micropipetas de inyeccidén se hicieron estirando capilares de
vidrio (4878 WPI, Sarasota, USA) en un estirador horizontal (Sutter Instrument,
Novato). La punta de la pipeta se quebré con una pinza bajo el microscopio para obtener
un diametro aproximado de 20 pm. Un tercio de la micropipeta se llend con aceite

mineral liviano libre de RNAasa (SIGMA, St Louis). La micropipeta se insertd en el
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vastago del microinyector y la vaselina liquida se hizo avanzar hasta la punta. Una gota
de la solucién de mRNA se deposité en un trozo de Parafilm® ubicado sobre una placa
de Petri llena con hielo y se succioné 0.75-1.2 pLL de mRNA. Los oocitos se depositaron
en una placa plastica que contenia ND-96, a la que se le adhiri6 una rejilla plastica que
permite mantener a los oocitos en una posicién fija. Se microinyecté 50 nL. de mRNA
total, que corresponden a 10 a 50 ng por oocito. Los oocitos microinyectados se
mantuvieron a 18 'C en ND-96 con gentamicina, solucién que fue cambiada cada 12
horas, retirando cada vez los oocitos en mal estado. Los registros electrofisiolégicos se

efectuaron 2 a 3 dias después de la microinyeccion.

2.2 Células HEK293

2.2.1 Cultivo celular

Se utilizaron células de embrién fetal humano HEK293, cedidas por el Dr. Pablo
Cid, que se mantuvieron a 37 °C y 5 % CO2 en medio de cultivo DMEM/F-12 (SIGMA,
St.Louis) suplementado con 10% suero fetal de bovino (HYCLONE, Logan). Las
células se crecieron en frascos de cultivo de 25 cm? de superficie, con 5 mL de medio de
cultivo con suero hasta alcanzar una confluencia de 70-90%. Las células con este grado
de confluencia se subcultivaron mediante dos lavados con 5mL de PBS pH 7.4, seguidos
de una resuspensién con 1 mL PBS + Tripsina-EDTA 1X (SIGMA, St Louis), para
despegar las células hasta que todas ellas se encontraron en suspensioén. La tripsina se

inactiv6 agregando 1 mL de medio de cultivo con suero. De ésta tltima suspensién se
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tomaron 500 pL, que fueron agregados a un nuevo frasco de cultivo, al que ademas se le
adicioné 5 mL de medio de cultivo con suero. De esta forma se mantuvo el cultivo

celular necesario para transfectar.

2.2.2 Transfeccion

Para transfectar células se usaron cubreobjetos redondos de 10 mm de didmetro
#1, cubiertos con 50 pL de Poly-L-Lisina (SIGMA, St.Louis) estéril, que se mantuvieron
a temperatura ambiente durante 10-30 minutos. La Poly-L-Lisina se eliminé lavando 6
veces con 2 mL de PBS. Los cubreobjetos se colocaron de a 5 en platos de cultivo de 35
mm de didmetro (Orange Scientific, Belgium), con 2 mL de medio de cultivo con suero.
En cada plato de cultivo se agregaron 3-4 gotas de la suspension de células.

Células HK293 al 40-70% de fueron transfectadas con LIPOFECTAMINA-2000
(LPF-2000) segtn instrucciones del fabricante (INVITROGEN, Carlsbad). Brevemente,
8 uL de LPF-2000 se incubaron en un tubo Eppendorff con 250 pL de medio de cultivo
DMEM/F12 (SIGMA, St Louis) sin suero por 5 minutos a temperatura ambiente. En
paralelo, DNA plasmidial se puso en 250 pL de medio de cultivo sin suero. Al
transcurrir los 5 minutos se mezclaron los contenidos de ambos tubos y se incubd por 20
minutos a temperatura ambiente. Al término de esta incubacién el contenido de esta
mezcla se agreg6 a un plato de cultivo de 35 mm con células crecidas en cubreobjetos.
La cantidad de DNA utilizada para transfectar un plato de cultivo de 35 mm con 5

coverslips fue de 1-2 pgr de cDNA de las subunidades o y  en razén molar de 1:2 6 1:4

respectivamente. Ademads se utilizé un vector de expresién con la proteina de membrana
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CD-8 como marcador de transfeccién. Esta proteina se utilizd para distinguir las células
transfectadas, ya que bolitas magnéticas recubiertas con anticuerpo anti-CD8 (DYNAL,

Noruega) se unen a dichas células.

3 Registros Electrofisiologicos

3.1 Micropipetas

Las micropipetas para células se obtuvieron estirando capilares de vidrio con
filamento G150F-4 (WPI, Sarasota) mediante un estirador horizontal P80-PC (SUTTER
INSTRUMENT, Novato). Los micropipetas tuvieron un didmetro de 5-10 pm y una
resistencia de 1-2 MQ. Estas se pulieron en una microforja (NARISHIGE, Long island)
para redondear los bordes de la punta y disminuir el didmetro de la abertura, cuando fue
necesario.

Las micropipetas para oocitos se obtuvieron mediante el mismo procedimiento
anteriormente descrito, pero se usaron los capilares de vidrio sin filamento (Harvard,

PG150T-10). La resistencia obtenida después del pulido con calor fue de 0.8-1.2 MQ.

3.2 Puentes.

Los puentes de agar se construyeron usando capilares de vidrio de un didmetro
interno de 1.2 mm. Estos puentes se modificaron de acuerdo con las dimensiones de la

camara de registro usada. Los capilares se rellenaron con una solucidén caliente de agar
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1% p/p con solucion de registro de baja concentracién de calcio. Estos puentes se

utilizaron en varios experimentos y por lo tanto se guardaron en la solucion de registro.

3.3 Soluciones de registro

Las soluciones de registro usadas para células HEK293 contienen (en mM) K-
MES 140, KC1 2, EGTA o EDTA 5, HEPES 10, pH 7.4. Para registros en oocitos de X.
laevis se utilizaron soluciones que contienen (en mM) K-MES 110, KCI 2, EGTA o
EDTA 5, 10 HEPES, pH 7.4. Para obtener diferentes concentraciones de calcio, se
agregaron pequefios volimenes de CaCl, 1 M hasta alcanzar la concentracién de calcio
libre deseada. La concentracion de calcio libre fue medida con un electrodo de calcio,

usando estdndares de concentraciones conocidas (WARNER INSTRUMENTS,

Hamdem).

3.4 Sistema de Registro de las corrientes macroscopicas

Para registrar la actividad eléctrica de los canales BK se utilizé la técnica de
Patch-Clamp (Apéndice 2) en su modalidad inside-out (Hamill y col., 1981). Esta
consiste en obtener sellos de alta resistencia y luego retirarlos de la célula, dejando el
lado intracel;ﬂar del parche orientado hacia el bafio. Mediante un micromanipulador de 3
ejes (NEWPORT, Irvine) se ubico la pipeta sobre la célula blanco, y mediante un
micromanipulador motorizado (NEWPORT, Irvine) se movié la micropipeta en el eje

vertical hasta tocar la célula. Observando la sefial eléctrica, se procedié entonces a
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aplicar una leve succién esperando hasta obtener un sello de alta resistencia (>1
GQ) estable en el tiempo.

Como amplificador se us6 un Axopatch 200B (AXON INSTRUMENTS, Foster
City), junto a una interfase Digidata 1200B (AXON INSTRUMENTS, Foster City), para
la conversién andloga-digital, digital-andloga. Esta interfase se conectd al computador
de registro mediante un puerto SCSI. E] Software de adquisicion fue la Suite pCLAMP6
(AXON INSTRUMENTS, Foster City), mientras que para el andlisis de las corrientes se
utilizo la suite pCLAMP8 (AXON INSTRUMENTS, Foster City). En la etapa final e
este trabajo se ocupd una tarjeta de adquisiciéon NI-1690 (NATIONAL INSTUMENTS,
Austin) conectada a un puerto PCI del computador de registro. Esta tarjeta estd unida a
una caja adaptadora de cables BNC modelo BNC-2120 (NATIONAL INSTUMENTS,
Austin), la cual es usada para conectar los cables de entrada/salida de sefiales. Para la
adquisicion con esta tarjeta se utilizé un programa desarrollado en nuestro laboratorio,
utilizando el software de desarrollo grafico LabViev (NATIONAL INSTUMENTS,
Austin).

La corriente fue filtrada en un filtro Bessel pasa-bajos de 8 polos (FREQUENCY
DEVICES, Haverhill), a un quinto de la frecuencia de adquisicion, segin el teorema de

Nyquist (Smith, 1997). Se monitored la corriente usando un osciloscopio de 20 MHz de

frecuencia (HUNG CHANG, Setl) previamente filtrada por el filtro de 8 polos.
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4 Adquisicién y analisis

41 Curvas de activacion

Los canales se mantuvieron a un potencial de -70 mV. Los protocolos de
activacién consistieron en un pre-pulso de -140 mV durante 100 ms, seguido de pulsos
sucesivos en el intervalo £200 mV durante 100 ms, con incrementos de 5-10 mV, luego
el potencial retorna a -70 mV. La eleccién y duracién del pre-pulso fue hecha para
cerrar los canales a todas las concentraciones de calcio usadas. Asi al activarse por el
pulso de prueba los canales parten desde los estados cerrados, lo que permite calcular las
constantes de tiempo de activaciéon como se verd mas adelante. El tiempo entre el
comienzo de cada pulso fue de 1 s. La eleccion del potencial de mantencién a -70 mV
fue debido a que a este potencial los canales se encuentran cerrados en un amplio rango
de concentraciones de calcio, y debido a que es un voltaje adecuado para registrar las
corrientes de cola. La intensidad de la corriente se registré desde 50 ms antes del pre-
pulso, hasta 50 ms después de vuelto al potencial de mantencion. En el pulso de cola se
libera de manera instantdnea el bloqueo que sufre este canal en el estado estacionario
(Cox y col., 1997b). Para obtener la curva de activacion expresamos la corriente
macroscopica (I) como

I =gNPo(V —Vi)
donde g es la conductancia unitaria de los canales, N es el ntimero de canales, Po es la
probabilidad de encontrar el canal abierto, V es el potencial y Vi el potencial de

inversion de la corriente. Si hacemos la razén I/l siendo I, la corriente maxima,

entonces tenemos
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I _ gNPo(V-V)
L 8NP0 (V V)

max

Ya que los valores de g, N, y Vi se mantienen constantes al cambiar el potencial de

membrana y la corriente de cola se registra al mismo potencial, tenemos que:

= = Po y como gNPo = G, tenemos también que L = G

Entonces el pico de la corriente de cola es una representacion de la conductancia
alcanzada por los canales durante el potencial de prueba y nos permite obtener
inmediatamente la curva de activacién. Se registro la corriente de cola 150 ps después de
terminado el pulso de prueba, y se graficé en funcién del potencial de pulso de prueba.

Estos valores de corriente se ajustaron a una distribucién de Boltzmann
1) = I"™ [(1+exp(~ zF(V - V,)/RT))

donde I(V) es la corriente de cola a los 150 ps después del cambio de potencial, I es
la corriente de cola maxima medida a los 150 ps, F es la constante de Faraday (96500
Coulomb/mol), R la constante universal de los gases (8,314 Joule/°’K mol) y T es la
temperatura absoluta, V es el potencial de la membrana. Los experimentos se realizaron
a 296 °K. El ajuste de esta ecuacioén a los datos experimentales entrega los valores de
Vo.s que es voltaje al cual se obtiene la mitad de la activacién de los canales y z que es
una medida de la sensibilidad de la activacion por voltaje. Esta funcién es una buena
descripcion de los resultados en un intervalo de valores de 0.1 a 1 de I/Imax y se usé
porque dio un buen ajuste de los datos para los valores experimentales obtenidos. Se dio

igual peso estadistico a todos los puntos de la curva.
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4.2 Ajuste a un modelo de activacion alostérica

4.2.1 Ajuste de curvas G-V

En este trabajo se utiliz6 un modelo cinético en que tanto el calcio como el
potencial actian como efectores alostéricos para la apertura del canal, tal como se
describid en la Introduccién (Horrigan y Aldrich, 2002). Debido a que la dispersion del
punto medio de las curvas G-V para este canal es muy grande (<30 mV), las curvas
fueron desplazadas en el eje del potencial lo necesario para que todas coincidan en su
Vos con el fin de preservar la forma de dichas curvas. Para esto se calculé un valor
promedio de Vo5 (<Vys5>) y se desplaz6 cada curva en un AV=V5-<Vos>. Luego se
efectué una reducciéon de puntos, dejando un punto cada 4 mV usando la funcién
Smooth de Sigmaplot (SPSS, Chicago). El ntimero de curvas G-V utilizado para cada
concentracion de calcio fue entre 3 y 10. Las curvas G-V a varias concentraciones de
calcio fueron ajustadas simultdneamente a la ecuacién 2, con las siguientes restricciones:
z<0.8e, 0>L0<1x103, 50 <Vj <160 mV, Kd<1x10™, C y Dy E <35. Los valores de z y
E se hicieron variar en ajustes preliminares, pero luego se mantuvieron constantes en
z=0.35¢ y E=1. El valor de z fue determinado con mayor precision en nuestro
laboratorio, y es cercano a 0.3 determinado por Horrigan y Aldrich (Horrigan y Aldrich,
2002). Este valor no vari6 para el ajuste de canales a+f1 (Orio y Latorre, 2005), y

tampoco se alej6 mucho de este valor al dejarlo como parametro libre en los ajustes de

cada una de series de datos. El valor de E para todos los canales estudiados fue muy
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cercano a 1, y se vio que al dejarlo como parametro fijo se disminuia mucho el error en

la determinacion de pardmetros como Vj.

*

4.2.2 Ajuste de curvas V,s-Ca**

Ya que no existe una relacioén explicita de la curva Vo,s-Caz+ para este modelo
cinético, se utilizé6 un método numérico basado en los resultados de los ajustes a las
curvas G-V. La probabilidad de encontrar el canal abierto en el modelo de activacion
alostérica puede escribirse en una forma mds simplificada segin la siguiente ecuacién

(Cui y Aldrich, 2000):

1
Po =
1+exp(AGy .,/ kT)

Ecuacién 3

donde AGyca es la diferencia de la energia libre del estado cerrado-abierto y es
dependiente de la concentracion de calcio intracelular y del potencial eléctrico, & es la

constante de Boltzmann y T la temperatura absoluta. Estos autores mostraron

experimentalmente que AGvy c, se puede dividir en dos energias aditivas
AGy ., = AG, + AG, Ecuacién 4

donde AGy es el cambio de energia libre asociado al movimiento de los sensores de
potencial entre los estados abierto y cerrado, y AGca es el cambio de energia libre

resultante de la unidn de iones calcio sobre la apertura del canal. Que esta relacion sea

aditiva implica que E=1, o sea no hay interaccién entre la unién de calcio y la activacién

de los sensores de potencial (Horrigan y Aldrich, 2002). Escribiendo explicitamente
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ambos términos para la condicién de no interaccion de los sensores con la unién de

calcio (E=1) tenemos:

en que

4
AG, = kT In L 1+J() Ecuacién 5
LN\ 1+DJF)

2+
1+ [Ca]

AG., =4kT In ;C,[%Z;ﬁ Ecuacién 6

Kd

J)=exp(z,(V =V))/kT) vy  L(V)=LO)exp(zV /kT)

donde z son las cargas elementales asociadas al movimiento de los sensores de

potencial, Vj es el voltaje al cual se han movido la mitad de los sensores de potencial,

L0 es la constante de equilibrio del proceso de apertura en ausencia de calcio y con los

sensores de potencial no activados, z; son las cargas electronicas asociadas a la apertura

del canal. El ajuste numérico se llevo a cabo igualando a cero la ecuacion 4, lo cual

ocurre cuando G/Gua=0.5. Se tomaron valores de Vg5 y de calcio que cubrieran el

rango de calcio entre 10° y 10™* M y se calcularon los valores de AGy y AGc, para cada

concentracion a partir de los valores de z;, z;, Vj, L0, Kd, C y D obtenidos del ajuste de

las curvas G-V. Este céalculo se hizo buscando el valor de voltaje para cada

concentracion de calcio tal que satisfaga la condicion AGy+AGe=0. Se utiliz6 la rutina

Solver de Microsoft Excell (Microsoft, Redmond).
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4.3 Cinéticas de activacion

Para obtener las cinéticas de activacion se usaron los mismos protocolos de pulso
descritos en la seccion anterior. La frecuencia de adquisicion fue 40 KHz, y la frecuencia
de corte del filtro fue de 8 KHz. El curso temporal de la corriente fue ajustado a un

crecimiento exponencial simple, usando la siguiente ecuacion:
I=1I_(1—exp(t/z,,)) Ecuacién 7

donde Inax corresponde a la corriente en el estado estacionario y Ta €s la constante de
tiempo de activacion. Los valores de 74 fueron graficados en funcién del potencial, y se

hizo un ajuste a la ecuacion
T, = 4y exp(—2,,FV / RT) Ecuacién 8

donde Ay corresponde a la constante de activacion a cero potencial, z,: es una medida de

la dependencia de potencial de la activacion, R,T y F tienen sus significados habituales.

4.4 Cinéticas de desactivacion.

A partir de un potencial de mantencion de -70 mV, los parches se despolarizaron
a 150 mV durante 100 ms, para activar a los canales presentes. A este voltaje los canales
tienen una Po alta a las concentraciones de sobre calcio 1 pM. Luego el voltaje se
cambio a un nuevo valor entre -200 a 0 mV en pasos de 10 mV durante 50 ms, para

volver al potencial de mantencién. Como en el caso anterior, el tiempo entre pulsos fue

de 1 s. La frecuencia de adquisicién para canales que contiene subunidades B fue 20
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KHz, y la frecuencia de corte del filtro fue de 4 KHz. Para canales que tienen sélo
subunidades o, la frecuencia de adquisicién fue 40 KHz, y la de corte fue 8 kHz. EIl
curso temporal de la corriente fue ajustado a un decaimiento exponencial simple, usando

la ecuacién 9:
I=1_ (exp(-2/ ) Ecuacién 9

donde In.x es la corriente a tiempo cero, y T4, €S la constante de tiempo de
desactivacién. Los valores de tq4.s fueron graficados en funcién del potencial, y se hizo

un ajuste a la ecuacion
Tyes = By €XP(24FV /RT)  Ecuacién 10

donde By corresponde a la constante de desactivacién a cero potencial, z4s €s una
medida de la dependencia de potencial de la desactivacion, R,T y F tienen sus

significados habituales.

4.5 Conduccion de canal abierto.

Para determinar las propiedades de conduccidon del canal abierto se usé
protocolos de pulsos similares a los utilizados para la desactivacién. Desde el potencial
de mantencion de -70 mV, se dio un pulso de +150 mV durante 100 ms. Luego se dieron
pulsos entre -200 a +150 mV, por 50 ms, para posteriormente retornar al potencial de
mantencién. El tiempo entre el comienzo de cada pulso fue de 1 s. Se graficé la corriente
isécrona 100 ps después del cambio de potencial, que llamaremos corriente instantanea,

en funcién del voltaje aplicado. La magnitud de la corriente is6crona instantinea es
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representativa de la conduccién a través del canal abierto a cada voltaje. Asi, si existe
una rectificacion intrinseca del canal, esta se deberia reflejar como un comportamiento

no lineal al graficar la corriente instantdnea en funcion del voltaje del pulso de prueba..

4.6 Inactivacion

Para obtener las curvas de activacidén e inactivacion de estado estacionario de
canales con la subunidad B1ALoop se aplicaron protocolos de doble pulso (Hodgkin y
Huxley, 1952a). Desde un potencial de -70 mV se dieron pulsos de -100 mV durante 100
ms para cerrar los canales, seguido por potenciales en el intervalo de £200 mV por 100
ms. Este tiempo es suficiente para activar e inactivar los canales. Luego se aplic6 un
pulso de +150 mV durante 50 ms, con el objetivo de activar los canales no inactivados
en el pulso anterior. La corriente del primer pico es proporcional a la activaciéon de los
canales, mientras la del segundo pico es un reflejo del ntimero de canales no inactivados
durante el pulso anterior.

A partir del valor de la corriente del primer pico a cada potencial, se calculd la

conductancia a cada voltaje segun la ecuacion 6:
G=1,,/(V-Vi)  Ecnacién11

donde Iy es el valor de la corriente de pico, V es el potencial aplicado, y Vjes el
potencial de reversion de la corriente, que siempre fue muy cercano a 0 mV debido a que

se usaron soluciones simétricas de potasio. La conductancia se ajustd a una distribucién

de Boltzmann




£
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G

_ max, pico .
Gpicu - 1+ e_ZF(V‘Vo.s)/RT Ecuacion 12

donde Guax es la conductancia méaxima, z son las cargas electrénicas elementales
asociadas al proceso de activacion, Vo5 es el voltaje al cual ocurre la mitad de la Gpico,
R, T y F tiene sus valores habituales.

Para obtener la curva de inactivacién del estado estacionario, se ajustaron los
datos de corriente del segundo pico en funcién del voltaje, usando una distribucion de

Boltzmann (ecuacion 7):

I

— max . .z
I= (1 + e—z,,,,,F(V—Vo.s,ina)/RT) Ecuacién 13

en la cual I« es la corriente maxima, es decir cuando los canales no estan inactivados,
Zina €S una medida del efecto del potencial sobre el proceso de inactivacion, Vi s, €s el

voltaje al cual ocurre la mitad de 1a Gmaxpico, R, T y F tienen sus valores habituales.

5  Analisis Estadistico.

Para determinar si los valores de Vo5 y z para cada una de los tipos de canales
estudiados eran diferentes al wt, se realizé un test de Student no paramétrico de dos
colas. Este test nos permite conocer si la varianza y la media de dos poblaciones de
distinto tamafio son diferentes. El intervalo de confianza fue del 95%, es decir, con un
error del 5% (p<0.05). Se utiliz6 el programa GraphPad Prism4 (GraphPad Software

Inc.,San Diego).
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RESULTADOS

En las primeras tres secciones de este trabajo se mostrard que cambios en la
estructura de la region extracelular de la subunidad B1 afectan la modulacién que esta
subunidad confiere al canal. En la cuarta seccién se muestra que la expresion funcional
de B1 es dependiente de la integridad de la region extracelular. Posteriormente se
muestra el dramatico efecto sobre la actividad del canal al eliminar la regién
extracelular. En la Gltima seccién se explora la existencia de regiones relacionadas con

los efectos moduladores de las subunidades B sobre la actividad del canal BK.

1 Mutantes puntuales en el lazo de p1.

Al mutar cada una de las cisteinas por alanina en la regién extracelular de la
subunidad B1 se pierde al menos un puente disulfuro y se disminuye la afinidad por
CTX, lo que se ha interpretado como una cambio en la estructura de la regién
extracelular cercana a la via de conducciéon (Hanner y col., 1998). Para evaluar cémo
este supuesto cambio de la estructura de la subunidad 1 afecta el comportamiento del

canal, se co-expresaron mutantes de cisteina por alanina junto a la subunidad o en

células HEK?293.
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Los mutantes puntuales de B1 de bovino C53A, C76A, C103A y C135A (Figura
9A) estan construidos sobre la mutacion C18A, una cisteina del primer segmento de
transmembrana (TM1). Esta mutacion se realizé con el propésito de eliminar la posible
participacion del residuo C18, y sélo estudiar la contribucion de las cisteinas localizadas
en la region extracelular. El mutante C18A confiere propiedades indistinguibles de las

otorgadas por B1 wt, por lo que de aqui en adelante se usé esta mutante como referencia.

1.1 Activacién por calcio y potencial.

Los ¢cDNAs de las subunidades Bl mutantes fueron co-transfectados junto a la
subunidad conductora (o) de manera transitoria en la linea celular HEK 293, en las que
se realizaron registros de patch-clamp en modalidad “inside-out” (ver Métodos). La
aplicacién de pulsos de voltaje entre 200 mV resulté en la aparicién de corrientes
dependientes de tiempo y voltaje (Figura8A). Este canal sufre un bloqueo durante el
estado estacionario (Diaz y col., 1996), el cual afecta la medicién de la conductancia.
Para eliminar este efecto se registraron corrientes de cola a -70 mV (Cox y col., 1997b).
Estas corrientes fueron ajustadas a una ecuacion de Boltzmann (ecuacién 1), de la que se

obtuvo los parametros Vo5 (punto medio de la curva) y z (medida de la dependencia de

potencial) (Figura 8B). La pendiente de la curva en el punto medio (Vo) es 4211;; como

puede verse en la Figura 8B.
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Como se dijo anteriormente, una forma de representar la dependencia de calcio de
BK consiste en graficar los valores de Vs en funcion de la concentraciéon de calcio
intracelular. Con el fin de analizar mas detenidamente el efecto de los mutantes sobre la
sensibilidad aparente por calcio, se analizaron valores de Vo5 y z a varias

concentraciones intracelulares de calcio (Figura 8C).
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Figura 7. Corrientes macroscopicas de o + 1, y determinacién de 2y V.

A, Corrientes macroscopicas de parches de membrana de células HEK-293 transfectadas con los cDNA
de las subunidades a+1. Estas corrientes fueron evocadas por pulsos entre £200 mV desde un potencial
de -140 mV, en escalones de 10 mV y calcio 5 M. A la derecha se muestra una ampliacion de las
corrientes de cola a -70 mV. B, curva G-V obtenida a partir de las corrientes de cola de A. Se muestra el
valor del punto medio de la curva, y el valor de la pendiente en dicho punto. C, curvas G-V para canales
formados por subunidades a-+B1 (simbolos) ajustadas a distribuciones de Boltzmann (lineas continuas) a
diferentes concentraciones de calcio. D, Vis obtenidos a partir del ajuste a una distribucion de
Boltzmann, en funcion de la concentracion de calcio intracelular para canales formados por subunidades
a (circulos llenos) y a+B1 (circulos vacios). Lineas continuas representan ajuste al modelo de activacion
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Activacion de canales a y a+[I

El efecto de la subunidad 1 sobre la activacién del canal BK consiste en
desplazar las curvas de activacion hacia potenciales mas negativos (Figura 8A-B). Esto
se refleja en un mayor desplazamiento de los Vys en funcidn de la concentracion de
calcio (Figura 8C). Este mayor desplazamiento ha sido interpretado como un aumento de
la afinidad aparente del canal por calcio.

Las curvas G-V a varias concentraciones de calcio fueron ajustadas a la ecuacioén
2, que da cuenta de la probabilidad de encontrar al canal abierto en funcién del calcio y
de potencial. Debido a la variabilidad intrinseca en los Vg s para este canal, se procedié a
desplazar las curvas en el eje del potencial para que coincidan en el promedio (< Vo 5>),
como descrito en Métodos. De esta manera se preserva la forma de las curvas, lo cual es
importante para el ajuste a la ecuacién 2. En los primeros ajustes se dejaron todos los
parametros libres, pero se consiguieron menores valores de R? al dejar constante ciertos
parametros. Un pardmetro que se dejé constante fue z a 0,35e¢ debido a que fue
previamente determinado con mayor precision (Orio y Latorre, 2005). Al dejar libre este
pardmetro siempre se llegaba a valores cercanos a éste, lo que implica que la decisién de
dejarlo fijo es correcta. Ademas se puso la restriccién E=1, lo que implica que no se
consideran las interacciones entre el sensor de potencial y la unién de calcio,
simplificando el modelo a 50 estados. Esto disminuy6 el error en la determinacion de

otros parametros como Vj. Al dejar libre el parametro E, este vari6 entre 0,99 y 1,1; por
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lo que se justifica la decisiéon de dejarlo fijo. Las curvas G-V y los valores de los
parametros se muestran en la Figura 8 y la Tabla I.

Como descrito anteriormente el efecto de Pl con respecto a canales solo
formados por subunidad a es disminuir el valor de Vj y L0, y aumentar el valor de la
constante alostérica C (Orio y Latorre, 2005). En mi caso las disminuciones fueron de 35
mV para Vj, la mitad para L0 y un aumento casi al doble en C. El valor de Kd no se
modificé, lo que es concordante con la idea de que B1 no acttia afectando la afinidad por

calcio (Nimigean y Magleby, 2000; Orio y Latorre, 2005).
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Figura 8. Ajuste de las curvas G-V al modelo alostérico de 70 estados.

A, curvas G-V de canales formados por subunidades  a las concentraciones de calcio indicadas
en la figura, ajuste al modelo alostérico en lineas rojas. B, curvas G-V de canales formados por
subunidades o+B1 a las concentraciones de calcio indicadas en la figura, ajuste al modelo
alostérico en lineas azules. Ambos conjuntos de datos fueron obtenidos de macroparches
escindidos de células HEK, y registrados a las concentraciones de calcio indicadas, Los parametros
de los ajustes al modelo alostérico se muestran en la Tabla I la generacion de las curvas
experimentales y el numero de observaciones se explica en Métodos.
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Activacidn de canales con subunidades 1 mutantes

Para exponer graficamente como estas mutaciones afectan la sensibilidad
aparente del canal por calcio, se graficaron los Vo5 en funcion de la concentracion de
este divalente (Figura 9). Las lineas s6lidas corresponden a curvas tedricas construidas a
partir de los valores obtenidos del ajuste al modelo alostérico, como fue explicado en
Métodos. Como se dijo en la Introduccién, uno de los efectos de la subunidad 1 es
aumentar el desplazamiento de las curvas de activacién hacia potenciales mas negativos
para cada concentracién de calcio sobre 100 nM (Figura 9B). En todos los casos se
muestra como linea sélida los ajustes al modelo de 70 estados con las restricciones E=1
y zi=0,35 como explicado en Métodos. Una inspeccion rapida de la Figura 9 muestra que
todas las subunidades mutantes permiten al canal ser dependiente de calcio, pero no de
la misma manera. Los mutantes C53A, C76A y CIl03A muestran a bajas
concentraciones de calcio (<10'7 M) valores de V(s negativos con respecto a canales
formados por subunidades o y at+fB1 (Figura 9C-E). El mutante C53A presenta valores
de Vi 5 similares a o en el rango micromolar (1-10 uM) pero luego estos se hacen mas
negativos y similares a a-+B1, entre 20-100 pM (Figura 9C). En el caso de C76A la
sensibilidad por calcio es similar a o solo en el intervalo de calcio estudiado (Figura

9D). Para C103A los Vs a calcio menor que 10”7 M son menores a a+B 1, pero en el

rango micromolar se hace similar a o solo (Figura 9E).
El caso de C135A es diferente a los demas ya que las curvas G-V en el rango

micromolar se superponen entre si (Figura 10D) asi como sus Vo5 (Figura 9F). Esto
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puede significar que a concentraciones micromolares de calcio ya se alcanzé la
saturacién del efecto de calcio sobre el sitio de alta ‘aﬁnidad, lo que implicaria un
aumento drastico de la afinidad por calcio. El hecho de no tener puntos experimentales a
bajas concentraciones de calcio no hace posible tener una vision completa del
comportamiento de este mutante. Segin el modelo alostérico los valores de V5 a bajo
calcio (<10 M) estarian cercanos a los 400 mV.

Las curvas G-V de canales que expresan las subunidades B1 mutantes también
fueron ajustadas al modelo alostérico, usando las mismas restricciones que para el caso
de o y o+B1. Las curvas se muestran en la Figura 10 y los pardmetros estin en la Tabla
1. A continuacidn se discutiran los efectos de los mutantes C53A, C76A y C103A. Estas
subunidades aumentaron el valor de Vj casi al doble con respecto a B1 wz. Los valores
de Kd variaron muy poco con respecto a o+f1, lo cual implica que no se afect6 la
sensibilidad por calcio. En el caso de LO los mutantes mostraron valores cercanos a los
conferidos por o, sin embargo estos valores son solo el doble que lo encontrado para
a+B1 wt, lo cual es un cambio menor. La constante alostérica C fue menor que el wr
para todos los mutantes (B1wr=28,7; C53A=21; C76A=8; C103A=3,5) y menor incluso
que o (16,3) para C103A. Para la constante alostérica D, cuyo valor fue muy similar
para oo y at+B1 (~18) su aumento casi al doble (~35) con la expresion de estos mutantes.
Para una correcta determinacion de los valores de z; y zj, deben hacerse determinaciones
independientes de ellos, de otra manera dichos valores no son representativos (Horrigan

y Aldrich, 2002; Orio y Latorre, 2005). Estos resultados pueden interpretarse pensando
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que los mutantes afectaron las constantes alostéricas de la activacién (C y D), sin afectar
profundamente Kd y LO.

El hecho que las curvas G-V de C135A en el rango micromolar se superpongan
entre si hace que el ajuste no sea satisfactorio (Figura 10D) y los valores de los
parametros obtenidos del ajuste sean muy diferentes y dificiles de comparar a los
determinados paré los otros mutantes (Tabla 1). El modelo alostérico no puede dar
cuenta de los efectos del mutante C135A, por lo que los valores obtenidos del ajuste no

son comparables con los otros mutuantes.
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Figura 9. Sensibilidad a calcio conferida por las mutantes puntuales de cisteina.

A, diagrama de la subunidad B1 con la posicion de las cisteinas extracelulares. B, Vs en funcion del
calcio intracelular para canales formados por o (circulos llenos) y o + B1 (circulos vacios). C-F, Vjsen
funcion de calcio para canales formados por a. + B1C53A (C), a + B1C76A (D), o + BIC103A (E),ya
+ BIC135A (F). Las lineas corresponden a la tendencia de los datos para canales formados por
subunidad o (linea continua) y o + B1 (linea discontinua). Las lineas contiguas de color corresponden a
ajustes seglin el modelo alostérico, como explicado en Métodos. Los experimentos se realizaron en
células HEK-293, y los puntos experimentales asi como sus N se explican en métodos.
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Figura 10, Ajuste de curvas G-V de canales que expresan las mutantes puntuales de cisteinas

Curvas de activacion para canales a+B1C53A (A), a+B1C76A (B), a+B1C103A (C), a+B1C135A (D). Datos
experimentales en simbolos segun descrito en cada leyenda, ajuste al modelo alostérico en circulos vacios de
colores para cada mutante. Curvas obtenidas en células HEK 293. Curvas obtenidas como explicado en
Métodos.
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Una alternativa a hacer los ajustes dejando todos los parametros libres, fue buscar
el minimo niimero de pardmetros que cambiar para cada tipo de canales, que permita
reproducir las curvas de activacion. Esto fue posible s6lo en el caso de C53A, en el que
variando Vj, Kd y LO se pudo reconstruir las curvas de activaciéon. En los otros casos
s6lo se obtuvieron buenos ajustes con todos los parametros libres (bajo las restricciones
z=0,35 y E=1). Esto significa que los mutantes puntuales no alteran uno o un conjunto
acotado de parametros, sino alteran todos los pardmetros. Esto hace que la interpretacién

de los resultados del ajuste sea complicada.
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1.2 Cinéticas de activacion.

Para estudiar la cinética de activacion se aplicd un protocolo de pulsos como el que se
muestra en la Figura 12A y se procedié a ajustar el curso temporal de la corriente a una
exponencial simple, como se describié en Métodos. Las constantes de tiempo (Tac) que
se obtuvieron de esta manera se graficaron en funcién del potencial (Figura 12B-D). La
subunidad B1 wr hace mas lenta la apertura con respecto a canales formados sélo por
subunidades o, es decir aumenta en el valor de Ta.. El efecto de las subunidades
mutantes en calcio 4 uM visto en la curva T,w-V fue similar al de la subunidad wr
(Figura 12B). En calcio 13 pM existe una dispersion en las curvas Ta-V por parte de las
subunidades mutantes, sin embargo atin son distintas a la curva de la subunidad
o (Figura 12C). Para calcio 41 pM también ocurre una dispersion, sin embargo las

curvas Ta-V son claramente diferentes de a o sola (Figura 12D).

En resumen, las mutaciones efectuadas en la region extracelular de la subunidad

B1 no suprimen el efecto de B1 de aumentar los valores de Tac.
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Figura 11. Cinéticas de activacion a distintas concentraciones de calcio de canales formados por

A, esquema de protocolo de pulsos entre 80 y 180 mV, desde un potencial de mantencion de -140 mV
(arriba), y trazos tipicos de corrientes macroscopicas para o+B1 en calcio 4 uM (abajo). Constantes de
tiempo (7 activacién) en funcién del potencial a concentraciones de calcio 4 uM (B), 13 uM (C), y 41
pM (D). Lineas rectas son ajustes a exponenciales simples. Para cada mutante a cada concentracién de
calcio el miimero de observaciones fue entre 3 y 5.
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1.3 Cinéticas de desactivacion.

Para analizar la desactivacion de los canales se utilizé protocolos como el de la Figura
13 y explicado en Métodos. Como en el caso anterior, la relajacién de la corriente fue
ajustada a una exponencial simple cuya constante de tiempo (Tqs) se graficé en funcién
del potencial. La Figura 13B-D muestra que el cierre de los canales se hace mas rapido a
medida que el potencial se hace mas negativo. Esto se traduce en una disminucion en el
valor de 7Tges al hacer mas negativo el potencial. En calcio 4 pM las subunidades
mutantes ejercen un efecto similar a la subunidad wz, haciendo mas lento el cierre con
respecto a canales o (Figura 13B). A 13 pM de calcio los mutantes hacen més lento el
cierre, de forma similar a la subunidad wt, (Figura 13C). Al aumentar la concentracién

de calcio a 41 uM, las subunidades mutantes mostraron valores de Tqes Similares al w. (

Figura 13D). En las tres concentraciones de calcio probadas, las pendientes de las curvas
Tges-V son similares, lo que significa que las mutantes puntuales no afectan la

dependencia de potencial del proceso de cierre.
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Figura 12. Cinéticas de desactivacion a distintas concentraciones de calcio de canales formados
por las mutantes de cisteina.

A, protocolo tipico de desactivacién con pulso de activacién a +150, y pulsos de prueba entre -220 y -
50 m V (arriba); corrientes macroscopicas de a+f1 en calcio 4 uM (abajo). Constantes de tiempo (t
desactivacion) en funcion del potencial a concentraciones de calcio de 4 uM (B), 13 pM (C), y 41 uM
(D), respectivamente. Lineas rectas son ajustes a exponenciales simples. . Los puntos representan
promedios y desviaciones estindar. Para cada mutante a cada concentracién de calcio el mimero de
observaciones fue entre 3 y 5.

En resumen, mutaciones puntuales de cisteina por alanina en la regién

extracelular no suprimen el efecto de B1 sobre el proceso de desactivacion.
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Figura 13. Mutantes de cisteina no alteran la conduccién.

A, protocolo de pulsos para registrar corrientes instantdneas: desde el potencial de mantencién de -70
se dio un pre-pulso de activacién a +150 mV, seguido de pulsos entre £150 mV, cada 10 mV. B,
corriente de canales formados por subunidad o a 4 pM de calcio, la flecha indica el punto en que se
tomaron las isécronas. C-E, curvas I-V de las corriente instantédnea a 4 (C), 13 (D) y 42 uM de calcio,
para canales formados por subunidades o, o + 1 wt y mutantes. Los puntos representan promedios
y desviaciones estandar. El miimero de observaciones a cada concentracion de calcio fue de 3-8.

1.4 Conduccion.

Ya que algunas subunidades B (B2 y 3) confieren al canal una rectificacion del

canal abierto, se quiso saber si estos mutantes alteran la via de conduccién a nivel

macroscopico.
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ara esto se aplico protocolos similares a los aplicados para estudiar la
desactivacion (Figura 13A). Se grafic la corriente is6crona 50 ps después del cambio
de potencial, en funcion del voltaje aplicado (Figura 13B). Las curvas I-V instantdneas
encalcio 4 pM no muestran rectificacién para canales o y a+f1, asi como tampoco para
los mutantes (Figura 13C). A concentraciones de calcio de 13 y 41 uM tampoco se
observé rectificacion (Figura 13D-E). Estos resultados implican que la conduccién a

través del canal no se altera si se modifica la estructura de la regién extracelular de la

subunidad B1.

2 Mutante p1 CysLess.

Para continuar investigando el papel de las cisteinas extracelulares, se utiliz6 una
mutante, cuyas cisteinas en la region extracelular han sido reemplazadas por alaninas
(C53A/C76A/C103A/C135A, también llamada B1CysLess). Este mutante también esta
construido sobre la mutacion CI8A. La co-expresiéon de este mutante junto a la
subunidad o produjo canales con sensibilidades a calcio y voltaje similares a 1 wr,
como se puede ver en la Figura 14A. Al graficar los V5 a diferentes concentraciones de
calcio intracelular, no existen diferencias significativas con la subunidad B1 wt en la
sensibilidad a calcio (Figura 14B). El ajuste de las curvas G-V de a+P1CysLess al
modelo alostérico (Figura 14C) arroj6 pardmetros similares a las obtenidas para B1 wt.
(Figura 14D). El error en la determinacion de estos pardmetros es bastante grande,

especialmente para a-+f1 wt, posiblemente porque se us6é un pequefio grupo de curvas

G-V.
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Figura 14. Dependencia de calcio y de voltaje de la mutante B1CysLess.

A, curvas de activacion para a+f1 (simbolos vacio) y a+B1CyssLess (simbolos lleno), a 5pM, 23 pM y
41 pM de calcio. Lineas son ajustes a distribuciones de Boltzmann B, Vs en funcion del calcio para
canales formados por o (cuadrados), a+fB1 (circulos vacios), y a+1CyssLess (circulos rojos). Lineas
continuas representan tendencia de o, y linea cortada las de a+f1. . Los Vs representan promedios y
desviaciones estandar C, ajuste de los puntos experimentales de A al modelo alostérico para a-tf1 (lineas
azules) y a+B1CysLess (lineas rojas). D, parametros del ajuste mostrado en C, como promedio + error
estandar. La obtencidn de las curvas experimentales se explica en Métodos. El nimero de observaciones
para canales a+f31 y a+31CysLess fue de 3-4 para cada concentracion de calcio.

2.1 Cinética de activacion

Para estudiar la cinética de activacion de canales o + B1CysLess se aplicéd

protocolos de voltaje similares a los descritos anteriormente. A la concentracion de 4
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uM de calcio las curvas T~V de B1CysLess son muy similares a las de 1 wr (Figura
15A). A concentraciones de 13 y 42 pM de calcio, a pesar de una dispersion en los datos
y una leve tendencia a un aumento, los valores de B1CysLess no mostraron diferencias
con B1 wt (Figura 15B-C).

Esto significa que la eliminacion de las cisteinas extracelulares no suprimio el

efecto de B1 sobre el proceso de activacion.

2.2 Cinética de desactivacion.

A las concentraciones de calcio 4 pM, 13 y 41 uM (Figura 15A,B y C) las
constantes de tiempo de desactivacion fueron similares a a+B1, y diferentes a las
encontradas para canales formados sélo por la subunidad o.. Estos resultados indican que
la eliminacién de las cisteinas extracelulares no afecta el efecto de Blsobre el proceso

de cierre'de los canales.
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Figura 15. Cinéticas de activacion y desactivacion de o+1CysLess.

Constantes de tiempo activacion a concentraciones de calcio 4 uM (A), 23 uM (B), y 41 pM (C). Constantes
de tiempo de desactivacion a concentraciones de calcio 4 pM (A), 23 pM (B), y 41 uM (C). Lineas continuas
representan el ajuste de los datos a exponenciales simples. Las constantes de tiempo se expresan como
promedio con su desviacion estandar. Los puntos representan promedios y desviaciones estandar. El niimero
de observaciones para cada concentracién de calcio fue de 4-5 para ambos tipos de canales.




i
i
]

Resultados 73

2.3 Conduccion

Para estudiar si el mutante B1CysLess confiere rectificacion de canal abierto

se midieron las corrientes instantdneas de cola, como descrito previamente. La

17
Voltaje (mV) gst
¥ R | T Ai g )
150 -100 50 ;iiii‘ 50
“!i 44
ii!i! |
§ lnorm
_L _L ] 5 uM -3 1
" 23 uM '
A ‘
41 pM i
5 -
Figura 16. El mutante $1Cysless no confiere rectificacién de canal abierto.
Corrientes instantaneas normalizadas a las concentraciones de calcio mostradas en la
figura. Los puntos representan promedios y desviaciones estandar. EL nuimero de
observaciones fue 4-5 para cada concentracion de calcio

coexpresion de esta subunidad mutante no produjo rectificacion de canal abierto, como
puede verse en la linealidad de las curvas de las curvas I-V a varias concentraciones de

calcio (Figura 16).
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control 1‘6 min

Figura 17. Efecto de DTT sobre las corrientes de o+31CyssLess.

Corrientes de aCysLess + B1CysLesss en macroparche de oocito de Xenopus a 10 nM calcio intracelular
evocadas por un protocolo que varia entre -200 y +200 mV a intervalos de 10 mV. El potencial de
mantenimiento es 0 mV, y el potencial de cola es -60 mV.

3 Efecto de DTT sobre la actividad de BK.

Se analizo el efecto de la eliminacién quimica de los puentes disulfuro, usando el
agente reductor DTT (ditiotreitol). Este reactivo rompe los enlaces disulfuro formados
entre residuos de cisteinas. Se ha reportado previamente que la aplicacién de DTT por el
medio extracelular a canales formados sélo por la subunidad o no altera su actividad
(Tang y col., 2001; Soto y col., 2002). En mis experimentos se utilizé una subunidad
o, cuyas cisteinas externas fueron reemplazadas por serinas (C14S/C1418/C2778S), a la que
se llam6 aCysLess para tener la certeza de que el DTT no actiie con la subunidad . El
efecto del DTT se registr6 en parches escindidos en modalidad “outside-out” que
expresaron oCysLess+B1. Estos parches fueron expuestos a DTT 2 mM por el lado
extracelular. Dicho tratamiento no produjo cambios en la cinética ni en la magnitud de la

corriente medida 16 minutos de la adicién del DTT (Figura 17).
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4 Deleciones parciales de p1.

Para seguir estudiando el papel de la regi6n extracelular de la subunidad B1, se
construyeron diferentes mutantes a las cuales se les suprimi6 segmentos de membrana o
partes del lazo extracelular (Figura 18). Estos mutantes fueron construidos mediante
PCR, usando partidores que flanquearon las regiones a eliminar (uno a cada lado),
amplificando el plasmido completo (descrito en Gonzalez y col., 2000). La expresion de
las mutantes de supresién junto a la subunidad o produjo corrientes macroscopicas
similares a las observadas para canales compuestos s6lo por subunidades ., con la inica
excepcion del mutante B1A(42-153) (llamado B1ALoop), que se discutiré en la siguiente
secci6n. Esto puede deberse a que estos mutantes no interactiian fisica o funcionalmente
con la subunidad o, o que estas mutantes no se expresan. Esto implica que la integridad

de la regién extracelular es fundamental para el efecto modulatorio de esta subunidad.
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Figura 18. Mutantes de delecién de la region extracelular de la subunidad 1.

Alineacién de mutantes de delecion de B1, gniones muestran los aminoécidos eliminados.
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Figura 19. El mutante $1ALoop produce inactivacion.
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A, esquema de la subunidad B1 wr (arriba) y el mutante B1ALoop (abajo). B, corrientes
macroscopicas de canales o+f31ALoop evocadas por voltajes entre £180 mV en escalones de 10
mV, desde un voltaje de -70 mV. C, Corrientes unitarias a los voltajes sefialados,

5 El mutante B1ALoop.

El mutante B1ALoop (Figura 19A) posee solo cuatro residuos entre los

segmentos de membrana. Estos residuos son prolina y leucina contiguos a TM1, y

prolina y glutamina contiguos a TM2, respectivamente. Al expresar esta mutante junto a
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Figura 20. Activacién de a-+B1ALoop

A, protocolo de dos pulsos (arriba) que evoca corrientes macroscopicas (abajo) para canales o+B1ALoop. Las
flechas indican el tiempo en que se determind las isocronas para la activacién e inactivacion, respectivamente B,
curvas de conductancia normalizada (circulos vacios) y de inactivacion (circulos llenos), obtenidas a partir de las
corrientes que se muestran en A. C, Valores de Vys de activacion en funcién de calcio, expresados como
promedios y desviacién estandar. D, valores de z de activacién en funcién del calcio. E, constantes de tiempo de
activacién a 3 pM de calcio. F, constantes de tiempo de activacién a 23 pM de calcio intracelular. Los valores de
C-E se muestran como promedio y desviacién estdndar, el niimero de observaciones a cada concentracién de

calcio fue de 3-6.
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la subunidad o, se observé una corriente de potasio que presenta inactivacion, tanto a

nivel de corrientes macroscopicas como de canal tmico (Figura 19B-C).

5.1 Activacién del canal formado por otf14ALoop.

Para estudiar la dependencia de potencial de la activaciéon y la inactivacion de
los canales o+B1ALoop se aplicod protocolos de dos pulsos (Hodgkin y Huxley, 1952a),
de los cuales se extrajo las curvas de activacion e inactivacion (Figura 20A-B). Estos
protocolos consisten de pulsos entre +150 mV en escalones 10 mV lo suficientemente
largos para activar y luego inactivar a los canales. Finalmente se aplico un pulso de
prueba a +150 mV para activar los canales que no sufrieron inactivacién luego del
primer pulso (Figura 20A). A partir de los picos de las corrientes evocadas por el primer
pulso (flecha de la izquierda en Figura 20A) se calcul6 la conductancia pico a cada
potencial. Las curvas de activacion se construyeron graficando la conductancia pico
normalizada a su valor méximo (G/Gmax) en funcion del voltaje. La obtencion de las
curvas de inactivacion se discutird en la signiente seccion.

Al aumentar la concentraciéon de calcio intracelular, se observdé un
desplazamiento de los valores de Vo s de activacion hacia potenciales negativos (Figura

20C). Sin embargo, esta dependencia por calcio es mucho menor que la observada para

canales formadas por las subunidades a o o+Bl. Entre calcio 4 y 188 pM el
desplazamiento en el Vos es de aproximadamente 40 mV para o-+$1ALoop, mientras

que para o y a+Bl estos valores son 100 y 200 mV, respectivamente (Figura 20C y
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Figura 9B). La dependencia de voltaje de la activacion representada por el valor de z
obtenido del ajuste a una distribucién de Boltzmann, no es afectada por la concentracion
de calcio (~0,6 cargas electronicas), sin embargo es menor a la reportada para canales o
y o+P1 (cercanos a 2 y 1,8 cargas electrénicas respectivamente) (Figura 20D). Esto
significa que la expresion de este mutante redujo notablemente la sensibilidad a calcio y
a potencial.

La conductancia obtenida del pico de las corrientes no es comparable
directamente con la conductancia obtenida en las colas, porque debido al proceso de
inactivacién no se obtiene un estado estacionario. Por esta razoén se uso una estrategia
alternativa que consistié en ajustar cada curso temporal de las corrientes macroscdpicas
a una ecuacién que predice una activacién y una inactivacién no completa de la
corriente,:

I =1_ (—-exp(—t/7,))(exp(-t/7,,) + I, Ecuacién14
donde ¢ es el tiempo e I(?) es la corriente. Del ajuste de esta ecuacién al curso temporal
de la corriente se obtuvieron los valores de I, que es la corriente maxima de la fase de
activacion, T. la constante de tiempo de activacion, Tina la constante de tiempo de
inactivacion, I, la corriente remanente que no sufre inactivacion. En la Figura 21A se
muestra un registro de corrientes macroscopicas ajustado a la ecuacion 14, y en el
inserto se muestran tres trazos de corriente con el ajuste a dicha ecuacién y con el ajuste
s6lo a la fase de activacién (ecuacion 7, Métodos). Esto tltimo muestra que los valores
de corriente obtenidos en los picos no son muy diferentes a los obtenidos del ajuste a

una exponencial creciente. Las curvas G-V obtenidas a partir de los valores de Tpax
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(corriente en el estado estacionario que no sufre inactivacién) no tenian la resolucion
suficiente para calcular de una manera precisa los valores de Vo5 y z. Al superponer la
curva G-V obtenida de los ajustes de Inax con la G-V obtenida en de la conductancia
pico, estas dos curvas se sobreponen (Figura 21B). Esto valida el hecho de calcular las
curvas de activacion mediante la conductancia de pico. Las constantes de tiempo de
activaciéon e inactivacién obtenidas tanto por separado (ajuste independiente de la

activacién y la inactivacién) como con la ecuacién 9 fueron muy similares (Figura 21C-

D), lo que nuevamente valida el anélisis de Tact ¥ Tina POr separado.
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Figura 21. La inactivacion no afecta la determinacion de los parametros de las curvas G-V

A, trazos de corriente de a-+31ALoop a calcio 5 uM entre potenciales de 0 y +200 mV, cada 20 mV y
ajustados a la ecuacion 14. En el inserto se muestran trazos de corrientes a +40, +80 y +120 mV (en
negro), ajuste a la ecuacion 14 (lineas rojas), y ajuste al componente de activacidén ecuacion 9 (lineas
azules). La corriente mantenida del componente de activacion corresponde a I,,x. B, superposicion de las
curvas G-V generadas por el ajuste a I,y (circulos abiertos) y por la determinacion de la conductancia de
pico (Giico, circulos llenos). Linea continua es el ajuste a una distribucion de Boltzmann. C, constantes de
tiempo de activacion calculadas desde la fase de activacion de la corriente (ajuste por partes, circulos
llenos) y por la ecuacién 9 (ajuste doble exponencial, circulos vacios). D, constantes de tiempo de
inactivacion calculadas desde la fase de caida de la corriente (ajuste por partes, circulos llenos) y por la
ecuacion 9 (ajuste doble exponencial, circulos vacios). Este analisis corresponde a un experimento

La 1, de canales en presencia de B1ALoop fue similar a la de canales formados

sdlo por subunidades o a concentraciones de calcio de 3 y 23 uM (Figura 20E-F). Cabe

e
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.. , ] 1 pero en escala lineal. Estos valores corresponden a un -
significa que ésta subunidad mutante | experimento representativo. :

no le quita al canal la capacidad de
acelerar su apertura al aumentar el calcio intracelular.

Con respecto a la desactivacién, la presencia del mutante $1ALoop hace que la
cinética de apertura del canal sea mas lenta que o solo, pero muche mas rapida que
ot+P1 a calcio 4 uM (Figura 22). Esto significa que el mutante $1ALoop disminuye

dramdaticamente el efecto de la subunidad Bt sobre la desactivacion.

5.2 Inactivacién de atfSlAlLoop

Para estudiar la dependencia de potencial del proceso de inactivacion se utilizé el
protocolo de doble pulso descrito anteriormente (Figura 20A). EI primer pulso puebla ef

estado inactivado, y se mide la corriente evocada por el segundo pulso. Las curvas de

O
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inactivacién se obtuvieron graficando la corriente de pico del segundo pulso
normalizada a su valor maximo (I/Imax) en funcién del voltaje del primer pulso (Figura
20B).

Los valores de Vys de inactivacion en funciéon del calcio intracelular, se
desplazaron hacia potenciales negativos al aumentar la concentracion de calcio (Figura
23A). Esto significa que el proceso de inactivacidn estd acoplado al de activacién, como
ha sido propuesto para otros canales (revisado por Hille B, 2001). En términos de un
modelo cinético simple esto sugiere que para llegar al estado inactivado se debe pasar
necesariamente por el estado abierto. Si existieran transiciones entre cerrado e
inactivado, las curvas de inactivacion no se podrian desplazar junto a las de activacion.

La dependencia de potencial del proceso de inactivacién cambid al aumentar el
calcio intracelular (Figura 23B). Desde valores de z cercanos a 1 para calcio 3 y 39 uM,
aumento a 2,5 para calcio 188 puM. Esto fue un resultado inesperado, y no se tiene una
explicacion para este fendmeno.

Los cursos temporales de la inactivacion pudieron ajustarse a un decaimiento
exponencial simple, de cuyo ajuste se extrajo la constante de tiempo de inactivacién
(tina). La presencia de calcio no produjo un desplazamiento de estas curvas (Figura 23C).
Este fue un resultado inesperado, ya que para corrientes BK; se ha reportado que este ion

desplaza dichas curvas (Solaro y col., 1997; Solaro y col., 1995; Xia y col., 1999).
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Para estudiar la recuperacion de la inactivacion, se aplico un protocolo de pulsos
pareados (Hodgkin y Huxley, 1952b; Solaro y col., 1995), que consisti6 en aplicar dos
pulsos de activacion separados por un de interpulso de duracién variable. Al graficar el
pico de la corriente de recuperacion en funcién de la duracién del interpulso, se obtuvo
el curso temporal de la recuperacion de la inactivacion (Figura 24A). Al usar dos

potenciales de recuperacion (-100 y -150, Figura 24A-B) esta ocurrié mas rapidamente
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Figura 23. Parametros de inactivacién de a-+B1ALoop.

A, valores de Vs de inactivacion en funcién de la concentracién de calcio intracelular. B, valores de z en
funcién de la concentracion de calcio intracelular. C, constantes de tiempo de inactivacion en funcién del
potencial a concentraciones de calcio de 3 y 39 uM. Los valores de para A, By C corresponden a promedios
y sus desviaciones estandar. El mimero de observaciones a cada calcio fue de 4
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al potencial mas negativo (Figura 24C). Esta diferencia se puede apreciar al graficar la
corriente del pulso de prueba versus el tiempo del pulso de recuperacion en escala
logaritmica (Figura 24D). Esto implica que existe una dependencia de potencial en este

proceso.




Resultados 87

A B

150 mV 150 mV 150 mV 150 mV

~100 mV * =100 mV

& 450 mv —7/—

""?s'i"!:.'

‘ ]I'I' v..\!‘

‘"lu'h.‘ i

\'l
T k. 'h!,, ' —_
g i |l||| g
01 1 fi -
-1
-2 7 J j j Y j -3 T 4 T T T T
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
tiempo (ms) tiempo (ms)
5 .
54
o
.
< —_
[ =
2 g -
11{» & ° o -150mV
o o -100 mV
0 T i ’ y p 0
100 ' ’ .
0 20 40 60 80 ] 10 100

tiempo de recuperacién (ms) tiempo de recuperacion (ms)

Figura 24. Dependencia de potencial de Ia recuperacion de Ia inactivacién para a+$1ALoop.

A, protocolo de pulsos pareados con voltaje de recuperacién de -100 mV (arriba), y corrientes evocadas a
calcio intracelular 10 pM (abgjo). B, protocolo de pulsos pareados con voltaje de recuperacién de -150 mV
(arriba), y corrientes evocadas (abajo) a calcio 10 pM. C, curso temporal de recuperacion de la inactivacion a -
100 (circulos vacios) y -150 mV (circulos llenos). D, curso temporal de la recuperacion de la inactivacion en
escala logaritmica, para resaltar las diferencias. Este es un experimento representativo.
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5.3 Conduccioén

Ya que algunas subunidades B confieren al canal una rectificacion del canal
abierto, se quiso saber si este mutante altera la via de conduccién. Se aplicaron
protocolos de pulsos de corrientes instantdneas, como descritos anteriormente (Figura

25A). En los registros no se advierte rectificacioén, ya que la magnitud de la corriente a

-100 o' 100

I (nA)

o 4 1 Voltaje (mV)

1] 20 40 60 80
Tiempo (ms)

Figura 25. Conduccién de a+B1ALoop

A, corrientes instantdneas evocadas por un prepulso de +150 mV, seguido por pulsos entre +150
mV a calcio 10 pM. B, curva IV de las corrientes instantineas mostradas en A. Experiemtno
representativo.

potenciales positivos y negativos es similar (A). La curva I-V de corriente instantanea es
lineal entre -150 a +150, lo que descarta una rectificacién (Figura 25B). Sobre +130 mV
se aprecia una no linealidad, producto de un bloqueo inespecifico, como se ha reportado

previamente. Estos resultados muestran que la subunidad mutante f1ALoop no produce

rectificacion del canal abierto.
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5.4 Localizacion del dominio de inactivacion

Para determinar la localizacion de la regién que confiere inactivacion, los parches
fueron tratados con 10 pg/pL de tripsina por el lado intracelular. Esto resulto en la
eliminacion gradual de la inactivacion. Aplicando pulsos de prueba de 100 mV desde un
potencial de mantencion de -70 cada 5 segundos, se evidencié una desaparicién
paulatina de la inactivacion (Figura 26A). Esto también se manifesté6 como un aumento
en la magnitud de las corrientes de pico y de estado estacionario (Figura 26B). Este
aumento en la corriente se debid a una disminucién en el nimero de dominios de
inactivacion por canal. La aparicién de la corriente de cola es una consecuencia directa

de la remocién de la inactivacién (Figura 26B).

Para apreciar el curso temporal de la remocién de la inactivacién, se graficé la
fraccion de corriente remanente (corriente sostenida/corriente de pico) en funcidn del
tiempo (Figura 26C). Se observa que ésta alcanzé un estado estacionario en
aproximadamente 150 segundos después de la aplicacion de tripsina. Pero incluso a éste
tiempo se observa un pequefio porcentaje de inactivacion (la fracciéon de corriente
remanente nunca llega a 1, Figura 26B). Esto se debe a un fenémeno de bloqueo que
ocurre a potenciales sobre 150 mV y no es parte del fenémeno que estamos estudiando,
por lo que el estado estacionario corresponderia a la remocién completa de la
inactivacién. Otra forma de expresar la eliminacién de la inactivacién consiste en

graficar la ti,, en funcién del tiempo, la cual va aumentando durante el periodo de

exposicion (Figura 26D). Los valores de Tisa son dispersos debido a que atn después de

varios minutos de aplicacién de tripsina existe una caida de la corriente debida al
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bloqueo antes mencionado, lo que hace que los ajustes a cada trazo no sean buenos. La
rapidez del proceso de activacion no es afectada por la remocién de la inactivacion

(Figura 26E).
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Figura 26. Remoci6n de la inactivacién por digestién con tripsina
{

A, protocolo de pulsos, desde -70 mV se da un pulso a 100 mV cada 5 segundos (arriba); corrientes
evocadas a 180 pM de calcio (abajo) durante la digestion con tripsina. B, protocolo de potenciales (arriba)
y corrientes a 10 uM de calcio (abajo), antes y después de la aplicacion de tripsina 10 ug/uL. C, corriente
remanente en funcién del tiempo. D, constantes de tiempo de inactivacién en funcién del tiempo E,

constantes de activacién. La flecha indica el momento de la aplicacién de tripsina.




Resultados 92

La aplicacion de tripsina no alteré la velocidad de apertura ni de cierre de los canales

a+BlALoop, lo que significa que la eliminacién de la inactivacién no afecta ambos
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-
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Figura 27. Remocion de Ia inactivaciéon no altera las cineticas de apertura y cierre de
o+p1ALoop
Constates de tiempo de activacion (A) y desactivacién (B) a calcio 180 uM de calcio antes (circulos
abiertos) y después (circulos llenos) de la aplicacién de tripsina por el lado intracelular del parche.

Procesos
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Comparando las curvas G-V antes y después de la aplicaciéon de tripsina, se
evidencia un aumento de aproximadamente cuatro veces en la conductancia méxima
(Figura 28A). Sin embargo, al graficar las curvas normalizadas por su valor maximo, no
se producen cambios en los valores de Vg5 ni en el de z de activacion (Figura 28B). Este

resultado muestra que la aplicacion de tripsina no alter6 la dependencia de potencial del

proceso de activacion de o+ 1ALoop.

6 Regiones de las subunidades p que modulan a la

subunidad o

Para determinar las regiones en las subunidades  que son responsables de los
efectos sobre la actividad del canal se utilizé la subunidad f4 para construir quimeras
entre ambas subunidades que confiere propiedades distintas a las de [3,. Mientras que 1
aumenta la sensibilidad aparente por calcio, B4 la disminuye con respecto a la subunidad

o. Esta subunidad hace mdas lentas las cinéticas tanto de activacién como de

50 -
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G/Gmax

20 4 0.4 4

10 4 0.2 4

0.0
-150 -100 -50 0 50 100 150 -100 -50 0 50 100
Voitaje (mV) Voitaje (mV)

Figura 28. Efecto de la remocién de la regién de inactivacién sobre la conductancia.

A, curva G-V obtenida a partir de las corrientes de pico. B, curvas G-V normalizadas a su valor
maximo.




Resultados 94
A
desactivacion, comparado con la
200 1
subunidad o (revisado por Orio y col.,
g 100 1
2002). 2
]
Efecto de la subunidad 34 ;
100 ™
La presencia de la subunidad P4 1o 10t 0t 107 10t 10t 10t 10°
B caz» (M)
" 100
produjo canales que mostraron valores de 7 i
Vos mas positivos que los encontrados %w M
g1
@ L
para canales a+f1 ¢ incluso por « (Figura % 1
1
o
5 s $i A 3
29A). Esto implica una menor sensibilidad 8
0.1
aparente por calcio. La cinética de 100 120 40 160 180 200
C Volitaje (mV)
activacion a calcio 4 puM resultd ser mas .
=100 o gips
E * a+B4
lenta que para canales formados por Y
E 10 s
subunidad o,y similar a canales a+B1 s M
:
. % fah . .y 1
(Figura 29B). La cinética de desactivacion § 1
' 1A 1 0.1
a la misma concentraciéon de calcio fue o a0 0 w0 a0
Voltaje (mV)

mas lenta que para canales a, pero mas
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at+p1 (Figura 29C).

Las curvas G-V fueron ajustadas al
modelo alostérico con la tnica restriccion
de E=1, es decir sin interaccion entre la

union de calcio y la activacion de los

Figura 29. La subunidad p4 afecta Ila
sensibilidad por «calcio y la cinética de
desactivacion.

A, Vi en funcién de la concentracion de calcio
para canales formado por subunidades o, a+f1, y
a+B4. Valores de a+P4 corresponden a promedio
y su desviacion estanadar, con 3-7 observaciones a
cada concentracion de calcio.. Valores para o y
a+f1 fueron extraidos de (Valverde y col., 1999).
B, constantes de tiempo de activacién a calcio 4
uM, para canales a, atfl, y ot

B4. C, constantes de de tiempo de desactivacion a
calcio 4 pM, para canales o, a+fl, y a+t
P4. para B y C los valores corresponden a
promedios con sus desviaciones estandar y el
nimero de observaciones fue de 3-6 para cada tipo
de canal.
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sensores. Al dejar libre este pardmetro su valor varié muy poco, pero aumentaba
considerablemente el error en la determinacion de otros parametros. Estos experimentos
se llevaron a cabo en parches escindidos de oocitos de Xernopus, y es interesante notar
que los pardmetros obtenidos no son exactamente los mismos que los obtenidos en
células HEK (Tabla2). La subunidad f4 aumenta el valor de Vj y z con respecto a
canales formados sélo por subunidades a. El valor de Kd disminuy6 en un orden de
magnitud con respecto a o.. La constante alostérica C est4 en un valor intermedio entre o
y a+B1. La constante D mantuvo un valor cercano a o+31.

Si se ejecuta el ajuste a partir de los valores de o variando sélo Vj, Kd y L0, se
pueden reproducir las curvas de o+f34. Pero al hacer variar C o D se obtiene mejores
ajustes. Esto significa que el cambio de Vj, Kd y L0 no es suficiente para dar cuenta del
efecto de la subunidad 4. Es necesario el efecto de al menos una de las constantes

alostéricas (C o D).
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Efecto de la quimera 1154

La quimera B1LB4 (lazo extracelular de PB4, sobre el “background” B1, Figura

31A) produce un desplazamiento de los valores de Vi s similar a lo observado con o +

1 (Figura 31B). Esto implica que la region compartida por ambas subunidades, es decir

los segmentos de membrana y los extremos N y C-terminales son la responsable de la

sensibilidad por calcio.

En términos del modelo de
activacion alostérica dejando todos
los parametros libres (con la
restriccion  E=1), esta quimera
confiere valores de Vj, z;, z, Cy D
similares a o+B1. El valor de Kd es
un orden de magnitud mayor que
otB1 y un orden de magnitud menor
que at+pB4. El valor de LO es mas
cercano al conferido por B4 que por
Bl. Si se ajustan los datos
experimentales a partir de los valores
obtenidos del ajuste de a+f1, solo es
necesario variar Kd (disminuirlo en

un orden de magnitud) y LO

a+p4

GIGmax

-200 -100 0 100 200

GIGmax

Voitaje (mV)

‘Figura 30. Ajuste de curvas G-V de a+B4 y a+BiLB4

al modelo alostérico.

A, curvas G-V a las concentraciones de calcio indicadas
en la leyenda para canales formados por a+f34, ajuste en
circulos rosados. B, curvas G-V para canales a-+B1Lp4,
ajuste en circulos verdes. Curvas experimentales
obtenidas como explicado en métodos.
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(aumentarlo casi el doble). Si se ajustan los puntos experimentales a partir de los
parametros de o+p4, es posible reproducir las curvas con los parametros Vj, Kd y LO. El
valor de Vj es similar al de o+P1, el valor de Kd es el doble que el de at+P4 y
aproximadamente un orden de magnitud menor que para a+fl, y LO es un orden de
magnitud menor que para o+P4 y un poco menos de dos ordenes de magnitud con
respecto a a+f1. Es decir se llega basicamente a los mismos pardmetros, reafirmando la
validez de los pardmetros encontrados por los primeros ajustes (con todos los parametros
libres). Los valores de z y z; no afectaron el ajuste, es decir si ellos variaron o se
mantuvieron fijos no influyé en el resultado final. En resumen, por el andlisis de los
parametros del modelo cinético esta quimera se parece més a 1 que a B4.

La cinética de activacion de a+B1LB4 fue ligeramente mas rapida que la de o +
Bl y o+ P4, pero mucho mas lenta que o (Figura 31C). Sin embargo la cinética de
desactivacién fue similar a la obtenida para o + B4, y mas rapida que o+fB1 (Figura
31D). Ya que la quimera modula la desactivacién de manera similar a 4, y tanto la
quimera como la subunidad B4 comparten el dominio extracelular, podemos pensar en
una relacidn entre este fendmeno y dicha region. Nada se puede decir sobre la activacion
por dos razones, debido a que las cinéticas de a-+B1 y a+B4 son muy similares, y que la

cinética de a+B1LP4 es mas rapida.
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Tabla2. Parimetros del ajuste al modelo alostérico para 4y B11.34

o o1 o4 oP1LB4
Vi 108.8 115 * 71.20+3:.41 * 136.6+32.03 # 65.17 +6:61 *
Z1 0.35 0.35 09 =032 ® 0.45
Zj 0.47 0016 “I' 047 2001 * 0.53 2091 0.43 2004 %
Kd. 2.14x10°7° % 2.13x10° * 1.5x107 H o 2.66x10° *
+5.12x107 . +4.05x 107 . 21.11x107 : +0.17x10°
Lo 2.48x10°7 % 9.08x10°° * 9.74x10% - 2.97x107
+5:83x 107 - +1,72x10° . +17:67x10° +65.53x167
D 36.05 1276 = 16.93 =107 ® 11:253 1387 © 13:85 +7.87
C 19.42 £0.73 | 1017021 * 14.92 +2.02 * 10.58 2054 %
E 1 . 1 . i . 1
R’ 0.99647112 0.99813586- 0.99690942, 0.993.13853

Se indican los valores dé los pardmetros obtenidos del ajuste como promedio * error estandar. Con * se indica la
probabilidad de el valor predicho no sirva para predecir la variable dependiente (P<0.001)

Ya-que-esta-quimera-tiene los-segmentos-de-membrana de B1 v -el lazo-de-B4, los
resultados sugieren que los segmentos de transmembrana estin involucrados en la
-sensibilidad a calcio, y €l lazo involucrado-con la-modulacion de la-desactivacion.

Al estudiar la quimera inversa, B4LB1, se obtuvo corrientes con: caracteristicas
similares a las obtenidas -cuando los canales estan formados solamente por subunidades
ou. Esto puede significar que esta subunidad quimérica no se expresa, o no tiene efecto
sobre la subunidad a.

Estos resultados sugieren la existencia de dominios funcionales dentro de las
subunidades 3. Los segmentos de transmembrana y los extremos N y C terminal, son

responsables de modular la sensibilidad por calcio
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Figura 31. La quimera B1L{34 confiere sensibilidad a calcio similar a 4.

A, esquema de la quimera B1LB4. B, V5 en funcion de la concentracion de calcio para canales formados
por subunidades o, a+f1, a+B4, y a+B1LB4. C, constante de tiempo de activacion a calcio 4 uM para
canales formados por subunidades o, a+B1, y a+p4. D, constante de tiempo de desactivacion a calcio 4
UM canales formados por subunidades o, a+f1, y a+B4. Lineas continuas son ajustes a exponenciales
simples.
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DISCUSION

1 Diseccidén molecular de la funciéon de la subunidad

reguladora p1.

1.1 Papel de las cisteinas extracelulares de pI

Hanner y sus colegas demostraron en 1998 que mutaciones puntuales de las
cistefnas extracelulares por alanina disminuyen la afinidad por la toxina CTX y
producen la pérdida de al menos un puente disulfuro, lo cual se ha interpretado como un
cambio en la estructura terciaria de esta region (Hanner y col., 1998). Los resultados
expuestos en este trabajo muestran que las propiedades modulatorias de una subunidad
Bl en la que se ha eliminado las cuatro cisternas extracelulares (B1CysLess) son
indistinguibles de las propiedades modulatorias de la subunidad B1 wz. Este mutante no
afecta la modulacidn que la subunidad 1 ejerce sobre la actividad del canal, tanto en la
sensibilidad a calcio y potencial como en los pardmetros cinéticos. Tampoco hay una
modificacién en la via de conduccién. Mas ain, la eliminacién quimica de dichos
puentes disulfuro mediante el agente reductor DTT, tampoco afectd la actividad de los

canales.
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Los resultados de los mutantes puntuales parecen contradictorios a los del
mutante B1CysLess, ya que en ellos se afectd la sensibilidad aparente por calcio pero no
se afectd las cinéticas. Asi, los mutantes puntuales generan un acoplamiento funcional
diferente al de las subunidades B1 wt y B1Cysless, debido a que el cambio estructural
alteré su modulacion sobre la actividad del canal. Estos resultados pueden explicarse
pensando que los puentes disulfuro son importantes para el plegamiento original de la
proteina, y que la eliminacién de uno de ellos (por eliminacion de una cisteina) causa un
cambio estructural y un cambio en la modulacién de la actividad del canal.

Lo importante es que la ausencia total de las cisteinas (y de los puentes disulfuro)
no afecta la actividad modulatoria pero si afecta parte de la estructura visto como una
baja afinidad por CTX. Usando el mismo razonamiento, la aplicacién de DTT al reducir
los puentes disulfuro no afectarfa la estructura relacionada con la actividad modulatoria.

Todos estos resultados apuntan a que las cisteinas extracelulares de la
subunidad B1 wt no cumplen un rol en el acoplamiento funcional con la subunidad
o aunque participan en mantener la estructura del sitio de unién a CTX.

Los intentos de expresar la actividad de los mutantes puntuales en términos de
un modelo cinético de 70 estados dieron resultados dificiles de interpretar
principalmente debido a que los datos experimentales recolectados no tienen la riqueza
suficiente como para establecer limites estrechos para el rango de confiabilidad de los
parametros determinados. Sin embargo ninguno de los resultados es incompatible con la

conclusién sefialada mas arriba para la mutante que carece de todas las cisternas.
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1.2 Papel de la regién extracelular de pI -

Si pensamos que el mutante $1CysLess afecta la estructura pero no la funcién,
entonces podemos pensar que al menos parte de esta region no tiene participacion en la
“transduccién” del efecto de la subunidad B1 sobre la actividad del canal. El hecho que
la quimera P1L{4 confiera sensibilidad a calcio similar que B1, vuelve a sugerir carencia
de efecto de la region extracelular sobre la sensibilidad a calcio.

Al hacer subunidades que carecieron de partes de su regioén extracelular, estas no
expresaron funcionalmente. Esto puede deberse a que no interactué funcionalmente con
la subunidad o. o aque no se produjo proteina. Esta ultima posibilidad no puede
descartarse, ya que no se investigd la sintesis de dichos mutantes.

La eliminacién de la region extracelular de Bl produjo un dominio de
inactivacion, el cual puede haberse originado por un plegamiento diferente al de la
subunidad wt. Por otra parte se produjo una disminucion de la sensibilidad a calcio y
potencial, lo cual refuerza la idea de una estructura impropia para este mutante.

Estos resultados sugieren que es necesaria la totalidad de la regién
extracelular de B1 para que se produzca el efecto de ella sobre la actividad del

canal.

1.3 Rol de los segmentos de transmembrana y los extremos N

y C terminales

Los resultados con la quimera P1LB4 sugieren que la sensibilidad a calcio se

encuentra ligada a los segmentos de transmembrana o a sus extremos N y C terminales.
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Esto debido a que la sensibilidad de dicha quimera es similar a $1, y ambas subunidades
comparten tanto segmentos de transmembrana como extremos intracelulares. Resultados
de nuestro laboratorio con las quimeras B1LB2 y B2LP1, muestran que el efecto sobre la
sensibilidad a calcio estd relacionado con los segmentos de membrana y los extremos N
y C terminales, que se encuentran en el lado intracelular de la proteina (P.Orio,
manuscrito en preparacion).

Para la subunidad 4 se ha mostrado que eliminaciéon de probables sitios de
fosforilacién en los extremos intracelulares N y C suprime el efecto de esta subunidad
sobre el canal (Jin y col., 2002b). Los resultados expuestos en este trabajo (y los de P.
Orio) no descartan que los segmentos intracelulares sean los responsables de los efectos
conferidos sobre la actividad del canal, ya que en todas las quimeras analizadas los
segmentos de transmembrana fueron acompafiados de sus respectivos extremos Ny C

Es interesante notar que la quimera B1LB4 mostrd cinéticas de desactivacion
similares a B4, lo que hace pensar que la regién extracelular de B4 estaria involucrada en
la modulacién de la desactivacién causada por las subunidades . Esto sugiere que
mientras una region regula la sensibilidad a calcio, otra regula la cinética de cierre. Sin
embargo esto no ocurrié con los mutantes puntuales de cisteina en 1. Entonces es
probable que esta separacién de funciones modulatorias s6lo ocurra para 34.

No se tiene una explicacion al hecho de la no expresién funcional de la quimera
B4LB1. Aunque fue secuenciada en nuestro laboratorio dos veces, una alternativa es que

dicha quimera no se exprese funcionalmente. En el trabajo de Meera y col. (2000) se

muestra que la co-inyeccion del mRNA de B4LB1 junto al de la subunidad o, producen
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canales que son sensibles a CTX, mientras que la quimera B1LB4 muestra corrientes
poco sensibles a CTX. Estos resultados se interpretaron pensando que la region
extracelular de p4 confiere la baja afinidad por CTX. Sin embargo, es posible que en
dicho trabajo la quimera tampoco se haya expresado, ya que sus cinéticas de activacién
y desactivaciéon son similares a canales formados sélo por la subunidad o, y no se
muestra la sensibilidad a calcio de esta quimera.

La delecion de distintas partes de la proteina, incluyendo ambos segmentos de
transmembrana asi como de partes de la regién extracelular, produjo canales
indistinguibles de los formados sélo por las subunidades a.. Cualquiera que sea la razén
de este comportamiento (no expresién o no asociacién funcional) podemos decir que la
region extracelular de B1 es sensible a deleciones al menos para su expresioén funcional.

En resumen los resultados sugieren que el acoplamiento funcional de la
subunidad B1 con la subunidad o reside en los segmentos transmembrana o los
extremos intracelulares. La integridad de la region extracelular es esencial para la
correcta disposicion de las estructuras relacionadas con la interaccién funcional

entre la subunidad B y la subunidad a.

2 Conduccion y la region extracelular de las subunidades B.

Se ha reportado que la corriente de potasio llevada por BK co-expresado con las
subunidades B2 y B3 presenta rectificacion para el canal abierto, lo cual es un indicativo

de que dichas subunidades afectan la via de conduccién (Zeng y col., 2001; Lingle y

col.,, 2001; Zeng y col., 2003; Xia y col,, 2000). En el caso de B3, mediante la
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construccién de quimeras con otras subunidades se pudo relacionar este efecto con la
region extracelular (Zeng y col., 2003). Sin embargo, no se pudo encontrar secuencias
especificas dentro de esta regién que fueran responsables de la rectificacion de canal
abierto. La presencia de B3 produce transiciones entre cerrado y abierto muy rapidas, lo
que no permite la correcta determinacién de la conductancia unitaria (Xia y col., 2000).
Al tratar canales o+f3 con el agente reductor DTT por el lado extracelular, la
rectificacion fue disminuyendo y la conductancia unitaria fue aumentando segin el
tiempo de exposicién a este agente (Zeng y col., 2003). Esto se ha interpretado como
una ruptura de los puentes disulfuro (causada por DTT) que cambiaria la estructura de la
region extracelular de B1 en la cercania de la via de conduccién. Este tratamiento con
" DTT también aumentd la afinidad por CTX, que en estos canales es reducida con
respecto a canales que expresan sélo la subunidad o. Estos resultados sugieren que en la
subunidad B3 las cisteinas también se encuentran manteniendo la estructura de la region
extracelular en la cercania de la via de conduccion.

En esta tesis se reporta que las subunidades 1 mutantes que alteran la unién de
la toxina CTX mediante cambios en la estructura de la regién extracelular (Hanner y
col., 1998), no alteraron la via de conduccién. El mutante B1ALoop tampoco muestra
rectificacion, lo que indica que su posible mal plegamiento no afecté la via de
conduccién. Una idea grafica de éste fendmeno puede verse en la Figura 32. La
eliminacién de alguna o todas las cisteinas extracelulares cambia la estructura

tridimensional de la subunidad B1 y disminuye la afinidad por CTX, posiblemente por

un cambio en su sitio de unién (Figura 32A-B). Por otro lado, estas modificaciones no
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A Alfa afinidad B Baja afinidad

Figura 32. Resumen del efecto de las subunidades mutantes de 1.

A, esquema de las subunidades o+B1 en presencia de CTX. B, esquema de las subunidades o y
cualquiera de los mutantes que producen un cambio en la estructura terciaria de B1, y una baja en la
afinidad por CTX. C-D, la conduccion es normal en subunidades con plegamiento normal (C) y
alterado(D).

alteraron la conduccion de iones a través de la via de conduccion del canal (Figura 32C-
D).

Alternativamente se puede pensar que los cambios que las subunidades f
confieren sobre la afinidad por CTX no se deben a que dichas subunidades se encuentren
cerca a la via de conduccion, sino que existe algun sitio alostérico que es modificado por
estas mutaciones, e impide la union de CTX. Sin embargo, esto es poco probable ya que
se ha mostrado mediante entrecruzamiento quimico la cercania de $1 y CTX, la cual se

une al poro (Knaus y col., 1994b).




Discusion 107

3 Eliminacion de la regién extracelular: 1ALoop

3.1 Fenotipo at+p1ALoop

Como se mostré en Resultados, la supresion de casi la totalidad de la regién
extracelular de P1 produjo corrientes que sufren inactivacién, la cual desaparece al
digerir con tripsina por el lado intracelular (Figura 26). Esto se interpreté en secciones
anteriores pensando que la desaparicién de la region extracelular impide que las regiones
de B1 involucradas en la modulacién de la actividad del canal, se encuentren en una
posicién adecuada para conferir su efecto. En esta seccién se discutiran biofisicamente
las caracteristicas de la inactivacion producida por B1ALoop.

Canales que expresan esta subunidad mutante fueron sensibles a calcio, pero en
mucho menor medida que la observada para canales a. o a+31. Por ejemplo, entre calcio
4y 188 pM el desplazamiento en el Vos para o+p1 es de aproximadamente 200 mV,
mientras que para o+B1ALoop es de s6lo 40 mV (Figura 20C). Este desplazamiento es
incluso menor que el reportado para canales que s6lo expresan subunidad o, cuyo
desplazamiento entre estas concentraciones de calcio es de aproximadamente 100 mV
(Figura 9B). Este resultado muestra que el mecanismo de activaciéon por calcio no ha
sido eliminado, pero ha sido profundamente afectado. La dependencia de potencial del
proceso de apertura también fue afectada, ya que los valores de z (obtenidos del ajuste a
una distribucién de Boltzmann) fueron menores con respecto a canales formados por

subunidades o y a+B1. En este caso es posible que la subunidad mutante B1ALoop
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produzca un cambio en la energética del proceso de apertura, lo que dificulta
energéticamente la apertura del canal por calcio y por voltaje. Con respecto a la
modulacién de la cinética conferida por P1, esta fue eliminada por este mutante. Es
decir, las velocidades de apertura y cierre son similares a las de canales que carecen de
subunidad B1.

Las curvas de inactivaciéon de canales a+f1ALoop se desplazan hacia voltajes
negativos al aumentar la concentracién de calcio, como lo hacen las curvas de
activacion. Esto es un indicio claro de que el proceso de inactivacién se encuentra
acoplado a la activacién. Es decir, los canales necesitan entrar al estado abierto, para
luego poder pasar al estado inactivado.

Ya que la aparicién de inactivacion es un indicativo de una estructura diferente a
la de wt, entonces es posible que las regiones encargadas con la modulacién de la
actividad del canal no se encuentren en el lugar adecuado para ejercer su efecto.

Otra caracteristica interesante conferida por B1ALoop es que la constante de
tiempo de inactivacion es poco dependiente de potencial, e independiente de calcio
(Figura 23C). Este resultado vuelve a sugerir que la inactivacion es un proceso ligado a
la apertura del canal, y no tiene una dependencia intrinseca a calcio ni a potencial.

Esta independencia de potencial puede explicarse sobre la base de un esquema
cinético con un estado cerrado (C), abierto (O) e inactivado (I), donde toda la

dependencia de potencial esta en el paso C-O

V] Y
C — O _—/ I
B{V) 5

O
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En este esquema la rapidez (1/tina) de llegada al estado I es

T, 1+ Bla (
donde o y B son las constantes de rapidez (dependientes de potencial) de apertura y
cierre, respectivamente y Po es la probabilidad condicional de encontrar el canal abierto.
Como se puede apreciar en la Figura 21B, la curva de activacion estd saturada desde
valores cercanos a +100 mV. Esto implica que los valores de o V) son mucho mayores

que B(V), por lo que el cociente B/oa —0, por lo que 1/tina = 7. Esto explica la

independencia de potencial de Tiga.

3.2 La particula de inactivacion de f14Loop

La inactivacion conferida por B1ALoop puede ser entendida con un modelo de
“bola y cadena”, propuesto en un principio para los canales de sodio (Bezanilla y
Armstrong, 1977), pero es también valido para canales de potasio. Este modelo postula
la existencia de una region “bola” que produce la inactivacién, unida a una “cadena” que
la une al canal. Estas regiones que confieren inactivacién se encuentran en el extremo N
terminal.

Un grupo de secuencias de varios extremos N terminales de subunidades de
canales de potasio que producen inactivacién muestra que todas ellas tienen una regién
hidréfoba, seguida por una regioén con aminoécidos cargados (Figura 33). La naturaleza
hidréfoba de estos extremos les permite entrar en la cavidad interna del canal, que

también es de naturaleza hidrofoba (Toro y col., 1994; Toro y col., 1992; Murrell-
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Lagnado y Aldrich, 1993a; Zhou y col., 2001a; revisado por Aldrich, 2001). Se ha
postulado que la presencia de cargas ayuda a “enfocar” la particula de inactivacion en la
region externa del sitio de uniodn, que también se encuentra cargada (Murrell-Lagnado y
Aldrich, 1993a; Murrell-Lagnado y Aldrich, 1993b; Toro y col., 1994).

El extremo N-terminal de B1ALoop (y de PB1) muestra cuatro aminoacidos
hidr6fobos (LVMA) a partir de la posicion cinco desde el N terminal, que podrian actuar
como la particula de inactivacion, sin embargo esta secuencia se encuentra antecedida y
precedida por dos aminodcidos cargados (Figura 33). Es interesante notar que las otras

particulas de inactivacion no tienen residuos cargados anteriores a la “bola” (con

ShB MAAVA GLY G,L:GJEDRQ,HRKK-Q
ShC H,MQMILV;_A?G‘GS;L PKS S GDEIEG
ShD MTMWQS GGMGGHIGS QNNPWN
KvB1.1 _MQVSIA»CZTiEvH;N\LKiSRNG‘EDR
Kv3.4 N‘ISSVVCV,E‘S:SYRGKKSGNKPP
Kv1.4 MEVAMV.,Sf_A_ESerG'C"NSHMPYG
Kvi.4(A2-39) MA A AL AV A A AT A AlVEGTGGS
BKp 2 MFI WTSGRTSSSYRHDEIK KRN
BKp 3b MTAFUPA SGK _K,,,,R:E_ TIDY SDGDP
BKB 1 MVKKLVMAQKRGETRALTZCIL
Figura 33. Extremos N-terminales de diferentes subunidades de canales de potasio que sufren
inactivacion.

Aminoécidos con cargas positivas en azul, y cargas negativas en rojo.

excepcion de Kvi1.4). Sin embargo, recientemente se ha mostrado que la cavidad interna
de BK tiene dimensiones mayores que las de otros canales de potasio, debido a que

permite el cierre del canal con bloqueadores de gran tamafio (Li y Aldrich, 2004). Esto
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sugeriria que en ella podria entrar una “bola” de mayores dimensiones y cargada. Asi, la
presencia de cargas positivas en la “bola” de B1ALoop podria estar estabilizada por una
mayor cantidad de moléculas de agua presentes en la cavidad interna de BK, comparada
a la de otros Kv.

En el caso de la subunidad B2 se ha determinado que los residuos FIW en el
extremo N-terminal son los responsables de la inactivacion (Xia y col., 2003). Al
aumentar la longitud del N terminal (distancia desde la metionina inicial hasta TM1) la
inactivacién se hace mas lenta, ya que se aumenta la distancia entre el bloqueador y el
poro del canal. Subunidades B2 con extremos N-terminales menores a 13 residuos no
mostraron inactivacién, mientras que las mayores a este valor si lo hicieron, lo que hace
pensar en esta longitud como un “limite estructural” para dicho proceso en esa

subunidad (Xia y col., 2003).
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Es interesante notar que B2 y B3b (que presentan inactivacién) tienen un N-
terminal de 46 y 35 aminoacidos respectivamente, mientras que Bl y B4 (que no
presentan inactivacion) solo tienen 15 y 17 respectivamente. Ya que 1 y P4 se
encuentran cerca al valor de 13 aminoacidos, es probable que ésta longitud sea
responsable de que ambas subunidades carezcan de inactivacion.

Esta evidencia podria proveer una base para explicar el proceso de inactivacion
producido por B1ALoop. Debido a que B1ALoop posee 15 aminodcidos en su N-
terminal, entonces la presencia de inactivacion estaria sugiriendo que el extremo N-
terminal de B1ALoop tiene mas que los supuestos 15 residuos, eliminando 1a posibilidad

de la conformacién de la Figura 34B. Si se piensa que el mutante S81ALoop haya

A | B

T RRRRARR ‘ "
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M} W jﬁ
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Figura 34, Distintas configuraciones de B1ALoop en Ia membrana.

A, subunidad B1 wr. B, TM1 y TM2 en la membrana. C, TM2 asociado a membrana. D, sélo TM2
coma segmento de membrana.
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traspasado  los  residuos de o
transmembrana de TM1 al medio 08 1 e
intracelular, el N-terminal tendria §
Q 044
una longitud de 35 residuos (Figura 02
34C-D). Esto implicaria que el 7 - - o
angulo (grados)

segmento TM2 tuviera una
Figura 35. Analisis de amfipaticidad de TM1 y TM2

orientacion inversa a la propuesta | Detalles en el texto.

para la subunidad wr (con el

extremo C-terminal en el medio extracelular, Figura 34D), o que éste fuera un segmento
asociado a membrana (Figura 34C). En ambos casos TM1 seria totalmente intracelular.
Para poder elegir entre estas dos posibilidades, se realiz6 un analisis de periodicidad con
transformada de Fourier de los valores de hidrofobicidad de los aminoacidos de TM1 y
TM2. Este anélisis no mostré periodicidad en ninguno de los segmentos, visto como
ausencia de un pico a 100° (Figura 35), lo que sugiere que no se tratan de segmentos
anfipaticos y por consiguicnte es poco probable que sean segmentos asociados a
membrana. O sea deberian ser de segmentos de transmembrana o solubles. Este ultimo
argumento sugiere que la configuracion mas probable seria TM2 insertado en

membrana, invertido con respecto a la subunidad wr (Figura 34D).

4 Lecciones acerca del funcionamiento de BK
Un resultado claro de este trabajo es el haber mostrado que la eliminacion de

residuos de cisteina de la region extracelular de la subunidad B1, los cuales alteran la
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estructura, no afecta la modulacion que esta subunidad le otorga al canal. La reduccion
quimica de los puentes disulfuro que forman estos residuos tampoco modifico el efecto

de esta subunidad sobre el canal. Ambos resultados sugieren que parte de la estructura
de la region extracelular no es importante para el efecto de la subunidad B1.

Este cambio de estructura por las mutaciones tampoco afectd la conductancia de
canal abierto, la cual es afectada por la presencia de otras subunidades [3, posiblemente
porque estas forman parte de la via de conduccion.

La eliminacién de partes de la region extracelular de B1 no produjo subunidades
funcionales. La co-expresion de la subunidad oo con el mutante f1ALoop produjo una
region de inactivacion. Esto implica que su insercién en la membrana es diferente a la
subunidad Bl wt. Esto apunta a un rol estructural de la regién extracelular de la
subunidad B1.

Los resultados con la quimera P1LP4 sugieren que la modulacion de la
sensibilidad a calcio se encuentra asociada a los segmentos de transmembrana y los
extremos N y C terminales. Esto reafirma la idea de que los efectos de la subunidad 1
radican en sus segmentos de transmembrana o sus extremos intracelulares.

El cuadro de BK que aparece con estos resultados es que el rol de la region
extracelular de la subunidad B1 es mas bien estructural, y es el de mantener al resto de

la proteina en una conformacién adecuada para interactuar funcionalmente con la

subunidad o.
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APENDICE 1

Sistema de registro: Patch-Clamp.

Esquema eléctrico de la membrana plasmdtica.

La membrana plasmaética puede representarse como un condensador (bicapa

lipidica) en paralelo con varias resistencias (conductancias iénicas), que se encuentran

en serie con una pila (fuerza electromotriz de cada ion). Para registrar la actividad de los

canales i6bnicos presentes en la membrana, es necesario mantenerla a un voltaje

constante, para lo que se usa un sistema de potencial controlado llamado “voltage

clamp”. Un “voltage clamp” ideal consiste de una bateria, un cable, un interruptor, una

célula, y un amperimetro. Ya que el cable tiene cero resistencia, el potencial de

membrana cambia al valor de la pila al
cerrar el interruptor, y el amperimetro
mide la corriente. Sin embargo esta
situacién no es aplicable en registros en
células debido a varios factores: los
elementos conductores tienen resistencia
finita, la capacidad de respuesta de los
componentes es limitada tanto en tiempo
como en frecuencia, los amperimetros
tienen resistencia mayor a cero, entre

otros. Por estas razones se utiliza un

o o
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- Figura 36. Esquema de un “volage-clamp” ideal.

Explicacién en el texto. Vemd es el voltaje de
comando, Vm es el potencial de membrana, Rm y
Cm son la resistencia y la capacidad de la
membrana. A es el amperimetro.
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sistema de control de potencial dindmico, basado en elementos activos y no pasivos,

como se discutird a continuacion.

Registro de corriente

Para registrar la corriente a traves de los canales BK se utiliz6 la técnica de
“yoltage clamp”en su modalidad “patch-clamp”, que consiste en mantener un parche de
membrana plasmatica a un voltaje controlado, y registrar la corriente. Para controlar el
voltaje se us6 un conversor corriente-voltaje, cuyo elemento central es un amplificador
operacional (OPA, “operacional amplifier”). Un esquema de este circuito se encuentra
en la Figura 37. Este conversor se encarga de entregar un voltaje de salida (Vo) que es
proporcional a la corriente que registra el instrumento.

El OPA tiene una impedancia de entrada muy alta permitiendo la deteccion de
corrientes muy pequefias. El electrodo se inserta en la entrada inversora (V-) del OPA
(A1, Figura 37), y el potencial de comando (Vemd) se aplica a la entrada no inversora

(V+). La salida (Vo) se encuentra conectada a la entrada inversora (V-) en un lazo de

BOOST Wv
I

Az

cmd

Figura 37. Esquema del funcionamiento de un amplificador de “patch-clamp”.

Explicacion en el texto.
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retroalimentacién negativa, lo que hace que V-=V+ (Sherman-Gold, 1993). Esto
significa que el potencial en V- y en el electrodo se encuentren al valor de Vemd. Para
que esto ocurra, el amplificador debe inyectar corriente desde Vo, que se dirige hacia el
electrodo, pasando por la resistencia de retroalimentacion (Rf). La corriente que pasa por

el circuito es :

I (Vemd Vo)
=

lo que implica que el voltaje a la salida del circuito es:

Vo=—I+*Rf +Vemd
donde el voltaje a la salida depende de la corriente que pasa por el circuito, més el
voltaje de comando. La sefial se pasa por un amplificador diferencial (A2), el cual resta
el valor de Vemd para obtener un voltaje que es:

V=-I*Rf.

Sin embargo, este circuito es también un filtro pasa bajos, con un una constante de
tiempo de aproximadamente 10 ms, dada por los valores de Rf y Cm (capacidad de la
membrana). Esto limita la resolucion temporal del conversor I-V. Para remediar esto, la
sefial pasé a través de un “high frequency booster” (BOOST en Figura 37), el cual
recupera la sefial en los dominios del tiempo y la frecuencia. Explicaciones técnicas de

este circuito pueden encontrarse en (Sigworth, 1995; Sherman-Gold, 1993)

Compensacion de corrientes capacitivas
La pipeta de registro actiia como condensador, ya que el vidrio es un dieléctrico

que separa dos medios con particulas cargadas (solucién extracelular y de pipeta). Por
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tal razén, al comportarse la
membrana y la pipeta como
condensadores, al aplicar un
pulso cuadrado de voltaje se
produce una corriente transitoria
de

de carga estos

condensadores. Esta corriente
“capacitiva” debe ser eliminada
de los registros..

Para eliminar la corriente

capacitiva, se inyecta por una

via paralela al circuito una

10 Yeng ~—»—

i N
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I
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Figura 38. Circuito de compensacién de corrientes

capacitivas.

Explicacién en el texto

corriente de igual forma y magnitud que esta, de modo que no es registrado por el

amplificador. Para esto se modifica el voltaje de comando con el circuito de la Figura

38, donde cada una de las resistencias variables corresponde a un potenciémetro. La

sefial modificada se hace pasar por el condenador C1, lo que genera una corriente de

igual magnitud a la producida por Cp, lo que produce su cancelacién. Los

potenciémetros se mueven hasta que la corriente capacitiva desaparezca de la salida del

conversor corriente voltaje.

Resistencia en serie

En el circuito del “patch-clamp” el potencial de membrana se controla mediante

el mismo electrodo que inyecta la corriente que circula a través de los canales presentes
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en la membrana. Esto significa que no se puede conocer el potencial “real” de la
membrana. En este sistema el potencial de membrana (Vm) corresponde al voltaje de
comando (Vemd) menos la caida de voltaje producida por la resistencia en serie (Vrs):
Vm =Vemd —Vrs donde Vm = Im* Rm
siendo Im la corriente, y Rm la resistencia de la membrana. Dada la naturaleza del
circuito, tenemos:
Vrs = Im* Rs
por lo que el potencial de membrana sera:
Vm = Vemd —Im* Rs
Por lo tanto es de vital importancia mantener el valor de Vrs lo mas bajo posible. Al
hacer la razén de Vm y Vrs tenemos

Vis _ Rs
Vm Rm

Esto significa que para que Vrs sea muy bajo con respecto a Vm, el valor de Rs debe ser
mucho menor que la resistencia de la membrana (Rm). La resistencia en serie (Rs) esta
determinada principalmente por el tamafio y forma de la pipeta de registro. Para
disminuir el valor de Rs se utiliz6 pipetas de baja resistencia (1-2 MQ) y se registr6
corrientes menores a 5 nA a 200 mV, que corresponde a una Rm de 40 MQ. Los valores
de Rs rondaron los 2MQ, lo que significa que Vrs/Vm =1/20, lo que corresponde a un
error de 5 % en el voltaje aplicado. Este error introducido en la resistencia en serie no

fue corregido.
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