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RESUMEN

La sticholisina | (Stl) es una actinoporina producida por la anémona de mar
Stichodactyla helianthus. Aunque no se conoce con exactitud el mecanismo
molecular de formacién de poros de las actinoporinas se plantea que transcu-
rre por varias etapas: la unién inicial a la membrana, la oligomerizacion, el des-
pliegue del segmento del extremo amino y la formacidn final del poro trans-
membrana. La estructura tridimensional de las actinoporinas se caracteriza por
un nucleo central de hojas-f intercaladas flanqueado por dos hélices-a., un sitio
de unidn interfacial mediante el cual interactian con los lipidos de las membra-
nas, y lazos que interconectan las fibras b. La regién estructural de las actinopo-
rinas menos estudiada es la de los lazos localizados hacia el sitio de interaccién
con la membrana. El lazo B4-f5, que comprende los residuos 76 al 84 de Stl, es
uno de los de mayor flexibilidad conformacional de la proteina. Con el objetivo
de evaluar la contribucién de esta region al mecanismo de formacién de poros
se disefid y obtuvo el mutante Stl P8OC. El residuo de Pro®® es el mas expuesto
dentro del lazo 4-B5 y se encuentra conservado en la familia de las actinopori-
nas. La proteina mutante Stl P80C se expreso en el sistema de Escherichia coli y
se purificd en un solo paso mediante cromatografia de intercambio catidnico.
La introducciéon de un residuo de cisteina en la posicion 80, no alterd los rasgos
conformacionales de la toxina segun los estudios de espectroscopia de fluores-
cencia y dicroismo circular. Esta sustitucion aminoacidica no afectd la capacidad
de unién de Stl a membranas modelo, sin embargo, modifico su actividad per-
meabilizante frente a eritrocitos humanos y liposomas. Los resultados sugieren
que la Pro® de Stl pudiera participar en un evento o etapa posterior a la unién
inicial a las membranas y previa a la formacion del poro funcional.

Palabras clave: citolisinas, fluorescencia, dicroismo circular, proteina forma-
dora de poros, permeabilizacion de membranas, mutantes de Cys
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ABSTRACT

Sticholysin | (Stl) is an actiporin produced by the sea anemone Stichodactyla helianthus. The mechanism of pore
formation by actinoporins is a multistep process, involving binding of the water-soluble monomer to the mem-
brane and subsequent oligomerization on membrane surface, leading to the functional pore formation. However,
the molecular details of the mechanism of membrane insertion and oligomerization have not been completely
clarified yet. The tridimensional structure of actinoporins display a common fold characterized by a [-sandwich
core flanked by two a-helices, a membrane recognition site and loops interconnecting all b-sheets. The less stud-
ied structural regions of actinoporins include the loops located at the protein-membrane interaction face. The
loop that connects 4 and (5 strands, comprising residues 76—84 of Stl, displays the highest conformational flexi-
bility of the whole protein in solution. In order to get insights into the contribution of this region to the actino-
porins pore forming mechanism, we devised and obtained the mutant Stl P8OC. Pro® is the most solvent-exposed
residue in the [4-15 loop and is well conserved along the actinoporin protein family. StI PSOC was expressed in a
bacterial system and purified in a single step by cation exchange chromatography. The conformational characteri-
zation derived from fluorescence and CD spectroscopic studies of Stl PSOC revealed that replacement of Pro® by
Cys in Stl did not noticeably change the conformation of the protein in solution. Interestingly, this amino acid sub-
stitution did not affected Stl binding to membrane, whereas provoked noticeable changes in its permeabilizing
activity both in erythrocytes and liposomes. These results suggest that St Pro®® could be involved in step after that
of membrane initial binding and prior to the functional pore formation.

Keywords: cytolysins, fluorescence, circular dichroism, pore-forming protein, membrane permeability, Cys mutants

INTRODUCCION

Las sticholisinas | (Stl) y Il (Stll) son proteinas forma-
doras de poros purificadas a partir de la anémona
Stichodactyla helianthus. Estas toxinas pertenecen al
grupo de las actinoporinas (Kem, 1988) y poseen una
elevada actividad hemolitica (Tejuca et al., 1994; La-
nio et al., 2001) que puede ser inhibida por la presen-
cia de esfingomielina (EM) (Bernheimer y Avigad,
1976). La actividad permeabilizante de estas toxinas
depende fuertemente de la composicion lipidica de la
membrana y se favorece por la presencia de esfingo-
mielina y lipidos no formadores de bicapa (Alvarez et
al., 2001). Stl es una proteina basica, de 20 kDa de
masa molecular, no posee residuos de cisteina en su
composicion aminoacidica e incrementa la permeabi-
lidad idnica de las membranas al formar poros que
resultan de la asociacidn de tres o cuatro mondémeros
(Anderluh y Macek, 2002). La estructura tridimensio-
nal (3D) de cuatro actinoporinas ha sido determinada:
equinotoxina Il (Eqtll) de Actinia equina (Athanasiadis
et al., 2001; Hinds et al., 2002), Stll (Manchefio et al.,
2003) y Stl (Castrillo et al., 2009; Castrillo et al., 2010)
y fragaceatoxina C de Actinia fragacea (Mechaly et al.,
2011). La comparacion de las estructuras 3D muestra
caracteristicas comunes en la familia de las actinopo-
rinas: un nucleo central de hojas-f3 intercaladas, flan-
queado por dos hélices-a (Manchefio et al., 2003;

Garcia-Linares et al., 2013) y un sitio de unién interfa-
cial (SUI) mediante el cual interactdan con las mem-
branas (Bakrac¢ et al, 2008). La hélice-a localizada
hacia el segmento del extremo amino (hélice-al) es
anfipatica y se ha sugerido que puede separarse del
nucleo central de hojas-P para formar las paredes del
poro (Manchefio et al., 2003). A partir del analisis de
la estructura 3D de Stll en complejo con fosforilcolina,
determinada por Manchefio et al., (2003), Bakrac et
al., (2008) definieron el SUI como un conjunto estruc-
tural compuesto por el sitio de unién a fosforilcolina y
una agrupacién de aminodacidos aromaticos que com-
prende la hélice-a2.

Aungue no se conoce con exactitud el mecanismo
molecular por el cual las actinoporinas forman poros
en las membranas, existe consenso sobre un proceso
que transita por varias etapas (Alegre-Cebollada et al.,
2007; Kristan et al., 2009): unién de los mondémeros a
la membrana a través del SUI (Bakrac et al., 2008),
oligomerizaciéon de los mondmeros (Malovrh et al.,
2003; Manchefio et al., 2003; Gutiérrez-Aguirre et al.,
2004), despliegue del segmento del extremo amino
de cada uno sobre la superficie de la membrana
(Malovrh et al., 2003; Gutiérrez-Aguirre et al., 2004)
para formar finalmente el poro al penetrar en la
membrana en una conformacion helicoidal (Alvarez et
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al., 2001 y 2003; Anderluh et al., 2003; Mechaly et al.,
2011). Actualmente existen dos propuestas para la
arquitectura del poro funcional: el poro toroidal
(Alvarez et al., 2009; Kristan et al., 2009) y el poro
conico (Mechaly et al., 2011). En el modelo de poro
toroidal las paredes estan compuestas por las hélices-
a de tres o cuatro mondmeros y las cabezas polares
de los lipidos de la membrana en curvatura positiva
(Alvarez et al., 2009). En el modelo de poro cénico las
paredes la forman las hélices-a de nueve mondmeros
y ha sido propuesto solo para la fragaceatoxina C
(Mechaly et al., 2011).

Hasta el momento han sido caracterizados estructu-
ral y funcionalmente cuatro mutantes de cisteina de
Stl en zonas de relevancia funcional para la toxina: Stl
E2C y Stl F15C en la region del extremo amino, Stl
R52C y Stl W111C en la region préxima al SUI (Valle et
al., 2011; Penton et al., 2011). La regidn estructural
de las actinoporinas menos estudiada es la de los la-
zos localizados hacia la regién de interaccién con la
membrana, que resultan importantes en el proceso
de unién y formacion del poro (Pardo-Cea et al., 2011;
Garcia-Linares et al., 2013). El lazo B4-B5 que com-
prende los residuos 76-84 de Stl es uno de los de ma-
yor flexibilidad conformacional y se ubica en una posi-
cion intermedia entre el segmento del extremo amino
y el SUl (Garcia-Linares et al,, 2013, Castilla et al,,
2013). Con el objetivo de evaluar la participacién de
esta region en el mecanismo de interaccion con las
membranas de Stl, se obtuvo y purificd el mutante Stl
P8OC. El residuo Pro® esta conservado en la familia de
las actinoporinas y es el mas expuesto dentro del lazo
B4-B5. La introduccion de un residuo de cisteina en
esta posicion permitiria su futura conjugacién con
sondas fluorescentes y de espin para el estudio de su
interaccion con las membranas mediante espectros-
copia de fluorescencia y de resonancia paramagnética
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electrénica, respectivamente (Anderluh et al., 1999;
Pulagam y Steinhoff, 2013).

MATERIALES Y METODOS

Materiales

La 1-palmitoil-2-oleil fosfatidilcolina (POPC), la EM
de cerebro bovino y el colesterol proceden de Avanti
Polar Lipids (EUA), mientras que la carboxifluorescei-
na (CF) y el B-mercaptoetanol (BME) provienen de
Sigma-Aldrich (EUA). El oligonucledtido promotor T7
(# catdlogo T 3870) fue suministrado por el kit
pMOSBlue Blunt Ended Cloning, de Amersham Phar-
macia Biotech (EUA) y la sticholisina | recombinante
(Stlr) fue suministrada por el Laboratorio de Biomem-
branas del Centro de Estudio de Proteinas (CEP) de la
Facultad de Biologia, Universidad de La Habana.

Obtencién del mutante Stl P80C

La sustitucion de Pro por Cys en la posicion 80 de
Stir se introdujo mediante tres reacciones en cadena
de la polimerasa (PCR) por solapamiento segliin Ho et
al. (1989). En la primera y segunda reaccidn se uso
como molde el vector pET3a-stIr (Pazos et al., 2006) y
la combinacidn de pares de los oligonucledtidos pro-
motor T7/P80Ca y P80Cs/Ct-BamHI (Tabla 1), respec-
tivamente. En un tercer PCR se utilizaron como molde
los productos de PCR purificados de las dos primeras
reacciones y los oligonucledtidos promotor T7/Ct-
BamHI (Tabla 1). Los oligonucledtidos que introducen
la mutacién fueron disefiados con el programa NT/
Vector 9.0.0 (Informax Inc, EUA). El producto del ter-
cer PCR se purificd a partir del gel y se insertd en el
plasmidio pBluescript Il SK(+) para su secuenciacion.
La secuencia nucleotidica del posible gen mutado se
realizd con el kit T7 Sequencing TM de forma similar a
lo descrito por Pazos et al. (2006). El gen mutado,

Tabla 1. Oligonucledtidos empleados en la obtencion del gen st/P80C.
Table 1. Oligonucleotides used for obtaining the stIP80C gene.

Nombre Orientaciéon  Secuencia

promotor T7  sentido 5'-GTAATAGGACTCACTATAGGG-3'

P80Ca antisentido  5-AGCGCCTGTTGCAACGCAGCCTGA-3’

P80Cs sentido 5’-TCAGGCTGCGTTGCAACAGGCGCT-3’

Ct-BamHI antisentido  5'-GGGGGATCCTTAGCGTGAAATCTTAATTTGCAT-3’

Leyenda: Los nucledtidos que introducen la sustitucidn por cisteina, se encuentran resaltados en negrita y
en subrayado el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion BamHI.
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verificado por secuenciacion, fue extraido del plasmi-
dio pBluescript Il SK(+) mediante doble digestidn con
las enzimas BamHI y Ndel para ser posteriormente
clonado en el vector de expresién pET3a.

Expresion y purificaciéon de Stl P80C

El vector pET3a-stIP80C obtenido se utilizé para
transformar células de Escherichia coli BL21(DE3)
pLysS. La expresidon del mutante se realizé6 mediante
el método de autoinduccion descrito por Studier
(2005). La purificacion de Stl P80C se realizé a partir
del sobrenadante del lisado de la bacteria mediante
un Unico paso de cromatografia de intercambio idnico
en carboximetil celulosa (CM-52). En el proceso cro-
matografico se incluyd un paso de lavado intermedio
con 100 mM de BME para eliminar moléculas no
deseadas que hubiesen podido enlazarse al grupo SH
del residuo de cisteina (Valle et al., 2011). La eluciéon
se realizd con un gradiente lineal de fosfato de sodio
0,02 M a pH 7,4 conteniendo desde 0 hasta 0,5 M de
NaCl. El flujo lineal del proceso cromatografico fue de
8,6 cm/h. La homogeneidad de la proteina se compro-
b6 mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE) al 15 % segun Laemmli (1970). La concen-
tracién proteica se determind mediante la absorcién a
280 nm y el coeficiente de extincidn de Stl obtenido
por Lanio et al. (2001).

Preparacion de las vesiculas liposomales

Una mezcla de POPC:EM (proporcion molar 85:15)
disuelta en cloroformo: metanol (2:1, v/v) se secd
bajo corriente de nitrégeno y la pelicula obtenida se
sometio al vacio durante 2 horas. Para los ensayos de
incorporacidén a membranas de vesiculas unilamelares
pequefias (SUV) la pelicula lipidica se hidraté con Tris-
HCI 10 mM, pH 8,2, NaCl 300 mM hasta una concen-
tracién fosfolipidica de 2,6 mM. La suspensién obteni-
da se sonicé en un equipo Branson 450 (EUA) durante
10 minutos con ciclos alternos de sonicacion y des-
canso de 30 segundos, a 252C. Posteriormente, se
centrifugd la suspension a 6000 g durante 10 minutos
en una centrifuga Eppendorf 5415 C (Eppendorf, Ale-
mania) para eliminar las vesiculas de mayor tamario.
En el caso de los ensayos de permeabilizacion se pre-
pararon vesiculas unilamelares grandes (LUV) de
POPC:EM (85:15) cargadas con el fluoréforo CF segun
Tejuca et al. (1996). La pelicula lipidica se resuspendié
con una solucion de 80 nM de CF en Tris-HCl 10 mM,
pH 8,2, NaCl 300 mM hasta obtener una concentra-
cion fosfolipidica de 26 mM. La suspension obtenida
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fue sometida a 6 ciclos de congelacion-descongela-
cién y posterior extrusidn en un extrusor Liposofast
Basic Unit (Avestin Inc., Canada) con dos filtros de
policarbonato con poros de 100 nm de didmetro
(Nucleopore, EUA). Los LUV cargados con CF se sepa-
raron del fluoréforo no encapsulado mediante filtra-
cién en Sephadex G-50 (Pharmacia-LKB, Suecia). La
concentracion de fosfolipidos se determind por el
método colorimétrico descrito por Rouser et al.
(1970).

Medidas de fluorescencia intrinseca

Las medidas de fluorescencia se realizaron en un
espectrofluorimetro F-4500 (Hitachi, Japén) equipado
con celdas termostatadas (252C). Se emplearon cube-
tas de cuarzo de 1 cm de pazo de luz, agitacién y ren-
dijas de 5 nm para la excitacion y la emision. El espec-
tro de emisioén de la fluorescencia intrinseca de 1 uM
de proteina disuelta en tampdn Tris-HCl 20 mM pH
8,2, NaCl 300 mM se determind en el intervalo de 300
a 450 nm, en solucion y en presencia de SUV de
POPC:EM (85:15). La excitacidén se realizé a 295 nm
para obtener la sefial exclusiva de los Trp (Lakowicz,
2006a). En todos los casos se realizé la correccion de
la linea base de emision de fluorescencia con las
muestras sin proteinas y con vesiculas segun corres-
pondié. El nivel de exposicién promedio de los Trp en
la superficie de las proteinas en solucién o unidas a
membranas de SUV se analizé al adicionar acrilamida
(AA) como atenuador hidrosoluble (Lakowicz, 2006a;
2006b). Se determind la relacién entre las intensida-
des de fluorescencia a 334 nm en ausencia (Fp) y en
presencia (Fas) de concentraciones crecientes de AA
([AA]). Como medida de la eficiencia de atenuacion de
la fluorescencia se calculd el valor de la constante de
Stern-Volmer (K,), a partir de la regresion lineal de los
resultados experimentales segin la ecuacidon
(Lakowicz, 2006b):

Fo/ Faa = 1+ Ky [AA]
Espectros de dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular (DC) se obtuvie-
ron en un espectropolarimetro Jasco J-720 (Jasco Cor-
poration, Japén), a 25°C. Los espectros en el UV-
lejano y UV-cercano fueron registrados en el intervalo
195-260 nm y 250-350 nm, en cubetas de cuarzo de 1
y 5 mm de paso éptico, con 4 mM y 16 mM de toxina
disuelta en agua, respectivamente. En todos los casos
se realizé la correccidn de la linea base con soluciones
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gue no contenian proteina. Los espectros se normali-
zaron al convertirlos a elipticidad molar [q] emplean-
do el peso molecular determinado para Stir (19 390
Da) por espectrometria de masas mediante ionizacién
por electro espray (Lanio et al., 2001) y para Stl P80C
(19 396 Da) a partir de su secuencia aminoacidica en
el servidor de Internet ExPASy (http.//expasy.org). Los
espectros se filtraron con la transformada rapida de
Fourier en una ventana de 5 puntos para su represen-
tacion con el programa Origin version 7,0383
(OriginLab Corporation, EUA).

Medidas de presién superficial

La interaccion de las toxinas con monocapas lipidi-
cas se evalué utilizando un equipo u-Through-S,
(Kibron, Finlandia). Las monocapas fueron preparadas
depositando una mezcla lipidica de POPC:EM (85:15)
a 0,2 UM de concentracion, sobre la superficie de 300
uL de Tris-HClI 10 mM, pH 7,4, NaCl 145 mM (TBS),
hasta alcanzar la presion inicial (po) deseada. En la
subfase se afiadid la toxina a 0,7 uM final, previamen-
te incubada con BME 15 mM. Los cambios de presion
superficial (p) se registraron en el tiempo, a 25°C y
con agitacion constante hasta obtener una sefal esta-
ble (10 minutos). La extensién del proceso de inser-
cion de la proteina en la monocapa se caracterizé a
través del incremento maximo de la presion superfi-
cial (Dp), segun la expresidn:

Dp = prpo

Los valores de Ap se graficaron en funcién de pgy
los datos experimentales se ajustaron a una linea rec-
ta. El valor del intercepto con el eje de las abscisas se
corresponde con el pardmetro denominado presidn
critica (p.). La p. representa la presidon que debe apli-
carse para que no ocurra incorporacion de la toxina
en la monocapa y esta directamente relacionada con
la afinidad de la toxina por los lipidos que la compo-
nen (Brockman, 1999).

Incorporaciéon a membranas lipidicas

La unién de las toxinas a SUV de POPC:EM (85:15)
se determind a partir de la relacion de emisiones de
fluorescencia a 334 nm de la toxina en solucion (Fo) y
al adicionar cantidades crecientes de vesiculas (F). La
muestra de 1,5 puM de toxina previamente incubada
con BME 15 mM vy disuelta en Tris-HCl 20 mM pH 8,2,
NaCl 300 mM, se excitd a 295 nm. Los experimentos
fueron realizados a 252C con rendijas de 5 nm para la
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excitacion y la emisién. Las correcciones de la
intensidad de la linea base de la fluorescencia y la
contribucion de los SUV se sustrajo de las mediciones
con el uso de controles. Para cada proteina se grafico
la relacion de intensidades de fluorescencia (F/Fo) en
funcion de la cantidad de fosfolipidos totales
adicionados en forma de vesiculas SUV. Los resultados
experimentales se ajustaron a la funcién de Boltzman,
a partir de la cual se determinaron los parametros F/
FomaxY Lipso. F/Fomsx representa la maxima relacion de
intensidad de fluorescencia en el ensayo y Lipsola con-
centracion de lipido necesaria para unir la mitad de
las proteinas totales.

Ensayos de permeabilizacion

La capacidad permeabilizante de las toxinas se
evalué en LUV de POPC:EM (85:15) cargados con el
fluoréforo CF segln el procedimiento descrito por
Valle et al. (2011), en solucién amortiguadora Tris-HCI
20 mM, pH 8,2, NaCl 300 mM. La emisidon de
fluorescencia se midié en un espectrofluorimetro F-
4500 (Hitachi, Japon) a 259C de temperatura. Las
muestras fueron excitadas a 490 nm vy se registré la
emisidn de fluorescencia de la CF a 520 nm. Se em-
plearon cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz,
rendijas nominales de 5 nm para la excitacién y la
emision, y agitacion constante. El incremento de la
fluorescencia de la CF se registrd en el tiempo durante
7 minutos a partir de afadir la toxina, previamente
incubada con BME 15mM, a una solucién de vesiculas
(=10 pM de fosfolipidos). La liberacién total del
fluoréforo se alcanzé al adicionar un exceso del
detergente Triton X-100 (Sigma, EUA). La fraccion de
vesiculas que contienen al menos un poro (f), es
equivalente a la proporcidon de fluordforo liberado
para cada tiempo, asumiendo que la salida del
fluoréforo es simultanea a la formacién del poro
(Tejuca et al., 1996). El parametro f se calculé segun la
ecuacion:

f=(Fi—Fo) / (Feotai — Fo)

donde F; es la intensidad de fluorescencia registrada
a cada tiempo, F, es la fluorescencia antes de la adi-
cion de la toxina y Fya s la fluorescencia cuando
todas las vesiculas han sido disueltas por la adicidn de
un exceso de detergente. Los valores de f se grafica-
ron en funcién del logaritmo de la relacién de cantida-
des molares proteina/fosfolipidos y se ajustaron a la
funcién sigmoidea de Hill. A partir del ajuste se deter-
mind la relaciéon molar proteina/fosfolipidos necesaria
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para permeabilizar la mitad de las vesiculas que po-
seen al menos un poro, pardmetro denominado k.

Determinacion de la actividad hemolitica

La actividad hemolitica se determindé mediante la
disminucién del valor de absorbancia de la luz disper-
sada a 600 nm de una suspensidén eritrocitaria
(Harshman y Sugg, 1985) producto de la lisis celular
causada por las toxinas. El ensayo hemolitico se reali-
z6 en un lector Multiscan EX (Labsystems, Finlandia)
en placas Costar (EUA) de 96 pozos de fondo plano. La
suspension eritrocitaria se prepard a partir de eritroci-
tos obtenidos de un donante sano. La concentracion
de la suspension eritrocitaria se ajustd por dilucién
con solucién amortiguadora TBS hasta obtener un
valor de absorbancia a 600 nm de 0,1 en las condicio-
nes del ensayo. A las toxinas previamente incubadas
con BME 15mM se les realizé diluciones doble seria-
das con TBS en la placa de 96 pozos para un volumen
final de 0,1 mL. La cinética de hemdlisis inducida por
las proteinas a temperatura ambiente (252C) se inicid
con la adicion de 0,1 mL del estandar eritrocitario en
cada pozo y se registré durante 15 minutos, con agita-
cion a intervalos de lectura de 10 segundos. Los valo-
res de hemdlisis expresados en porcentaje (% de he-
molisis) se determinaron en funcién de las concentra-
ciones de proteina en el ensayo segun la ecuacién:

% de hemolisis = 100 * (Aq - As) / (Ao — A7)

... donde Aq y A; son los valores de absorbancia inicial
(0 minutos) y final (15 minutos) del ensayo hemoliti-
co, respectivamente. A; es la absorbancia que corres-
ponde a la lisis total de los eritrocitos en presencia de
un exceso de toxina (10 nM). Los valores de porcenta-
je de hemdlisis se graficaron en funciéon del logaritmo
de la concentracidon de toxina y se ajustaron a la fun-
cion sigmoidea de Hill. A partir del ajuste se determi-
no el parametro HCsy que representa la concentracion
de proteinas a la cual se alcanza la lisis del 50 % de los
eritrocitos en el ensayo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Diseno de Stl P80C

Para seleccionar el residuo a sustituir dentro del
lazo B4-B5 primeramente se realizé un alineamiento
de las secuencias de este lazo para las actinoporinas
determinadas hasta el presente. Solo cuatro residuos
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del lazo B4-B5 estan conservados en la familia, indica-
tivo de su importancia evolutiva: Lys’®, Gly’®, Pro® vy
Gly**, mientras que el resto de los residuos presenta
sustituciones conservativas y semiconservativas. De
forma similar al disefio realizado por Valle et al.
(2011), se tuvo en consideracion ademas el grado de
exposicion al solvente del residuo a mutar con el obje-
tivo de garantizar la futura conjugacion del grupo
sulfhidrilo. A partir de la estructura 3D de los 20 mo-
delos depositados para Stl (Castrillo et al., 2009) (Fig.
1), se calculd el area accesible a la superficie (ASA) en
el servidor web WHAT IF (http://swift.cmbi.ru.nl/
servers/html/index.html) con la opcidn “Accessibility-
Buried surface” (Vriend, 1990). De los cuatros resi-

Nucleo Central

Segmento del extremo de hojas B

amino (hélice a1)

- extremo carboxilico

extremo amino

lazo ho1-B1
(25-30)

Sitio de unioén Interfacial

lazo B6-B7 (hélice 02)

(106-116)

Figura 1. Superposicion de los 20 modelos estructurales
determinados por resonancia magnética nuclear para Stl
(PDB; 2KS4) (Castrillo et al., 2009). Se especifican los
elementos estructurales y el intervalo de residuos que
forman los lazos de la zona de interaccion con la membra-
na (Garcia-Linares et al., 2013). La cadena lateral de la
Pro® se representa con varillas. La figura se realizé con el
programa UCSF Chimera para Windows (Pettersen et al.,
2004).

Figure 1. Superposition of 20 nuclear magnetic resonance
models of Stl (PDB: 2KS4) (Castrillo et al., 2009). The
different elements of secondary structure, as well as the N-
and C-terminal ends, are labeled. The residues of the
membrane interaction loops (Garcia-Linares et al., 2013)
are also indicated. Pro% s represented as stick model.
Image was generated by the UCSF Chimera program for
Windows (Pettersen et al., 2004).

REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
RNPS: 2362 « ISSN: 2307-695X * VOL. 3 + N.02 « MAYO— JULIO * 2014 « pp. 27-40



IMPORTANCIA DE LA PRO80

33

duos conservados del lazo p4-B5, el residuo Pro® re-
sultd el de mayor nivel de exposicidn, con un valor de
ASA de 82 + 5 %. Segun Gromiha et al. (1999), los resi-

duos con mas de un 50 % de ASA se consideran ex-
puestos.

Obtencion de Stl P80C

Mediante el método de autoinduccién empleado se
expreso un 67 % de Stl P80C en cuerpos de inclusidn y
un 33 % en la fraccion soluble. La proteina mutante se
purificd a partir de la fraccion soluble, en un solo paso
cromatografico de intercambio catiénico (Fig. 2). La
evaluacién de la actividad hemolitica en las fracciones
del perfil mostré un pico de actividad coincidente con
el pico IV (resultado no mostrado). El andlisis por SDS-
PAGE (inserto Figura 2) sugiere que el pico IV se co-
rresponde con la toxina mutada. Stl P80C eluye apro-
ximadamente a 0,23 M de NaCl con una homogenei-
dad superior al 95 % y un rendimiento de 3,3 mg de
proteina por litro de cultivo. Este ultimo valor es me-
nor al alcanzado por Pazos et al., (2006) durante la

obtencion de Stir (10 mg/L de cultivo), pero se en-
cuentra dentro del rango variable de rendimiento

YADIRA DE LA PATRIA HERVIS VALDES ETAL.

obtenido para el resto de los mutantes de Stl (2,5-9,6
mg/L de cultivo) (Valle et al., 2011). Stl P80OC fue capaz
de formar espontdneamente dimeros enlazados por
puentes disulfuro (datos no mostrados), de forma
similar a otras proteinas mutantes de Cys de Stl (Valle
et al., 2011; Pentdn et al., 2011) y de Eqtll (Anderluh
et al.,, 1999). Los experimentos de caracterizacion
estructural y funcional se realizaron preincubando la

proteina con BME, para asegurar la presencia solo de
la forma monomérica.

Caracterizacion conformacional de Stl P80C

La caracterizacién conformacional de la proteina se
realizé mediante técnicas espectroscopicas. La Figura
3 muestra los espectros de fluorescencia intrinseca de
Stir y Stl P80C en solucién y en presencia de SUV de
POPC:EM (85:15). Los espectros de ambas proteinas
en solucién son similares y presentan un maximo de
emision de fluorescencia (l.s) alrededor de los 333
nm (Tabla 2). En presencia de SUV de POPC:EM (85:15)
se observa un desplazamiento de la I, hacia los 328
nm (Tabla 2), caracteristico de la localizacion de resi-
duos triptofanilos en ambientes mds hidrofdbicos
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Figura 2. Perfil cromatografico de intercambio cationico de St P80C donde se observan los valores de densidad éptica a 280
nm (D.O. 250 nm) (m) de cada fraccion y el gradiente lineal de NaCl empleado en la elucién (linea gris). I: muestra no fijada a la
matriz, II: lavado con BME 100 mM, Il y IV: picos de elucidn. Inserto: andlisis mediante SDS-PAGE al 15 % (Laemmli, 1970),
carril 1, muestra aplicada; carril 2, pico I; carril 3, pico II; carril 4, pico IlI; carril 5, pico IV; carril 6, Stir.

Figure 2. Cation exchange chromatography of Stl P80C. Optical density of fractions at 280 nm (D.O. 280 nm) (m), NaCl elution
gradient (gray line). I: unbound sample, II: washed step with 100 mM BME, il and IV: elution peaks. Insert: SDS-PAGE 15 %
(Laemmli, 1970), lane 1, applied sample; lane 2, peak I; lane 3, peak II; lane 4, peak IlI; lane 5, peak IV, lane 6, Stir.
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(Lakowicz, 2006a). Los espectros de emisién de Stir y
Stl P8OC en solucion, atenuados con acrilamida, mos-
traron una disminucién en la intensidad de fluores-
cencia y en los valores de | ,,; de emision (~5 nm) con
respecto a los espectros en ausencia del atenuador
(Tabla 2). Los valores de Ksv de ambas toxinas en so-
lucién fueron muy similares y muestran también una
disminucién cuando se atenua la fluorescencia de Stlir
y Stl P80C en presencia de SUV (Tabla 2).

En la Figura 4A se muestran los espectros de DC UV-
lejano de StIr y Stl P8OC como la variacién de la elipti-
cidad molar ([q]) en funcién de la longitud de onda.
Ambos espectros son similares y muestran una banda
positiva centrada en los 195 nm y un minimo alrede-
dor de los 217 nm, tipico de proteinas estructuradas
bdsicamente en hoja-f (Venyaminov y Yang, 1996).
Las sefales espectrales en el UV-cercano de Stir y Stl
P80C son iguales (Fig. 4B). Estos espectros se caracte-
rizan por presentar bandas de absorcién negativas a
266 y 270 nm que se corresponden con la zona de
absorcion de los residuos de Phe (Kelly et al., 2005). A
los 284 nm los espectros muestran una banda de ab-
sorcién positiva correspondiente a los residuos de Tyr
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Figura 3. Espectros de emision de fluorescencia de residuos
Trp de StIr (negro) y Stl P80C (gris) a 25°C, en solucion
(linea continua) y en presencia (linea discontinua) de = 100
MM de fosfolipidos en forma de SUV (POPC:EM, 85:15).

Figure 3. Fluorescence spectra of tryptophanyl residues of
rStl (black) and Stl P8OC (gray) at 25°C, without (solid line)
and with (dashed line) = 100 uM phospholipids as 85:15
POPC:EM SUV.
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Tabla 2. Parametros conformacionales y funcionales de St
P8OC y Stlr.

Table 2. Conformational and functional parameters of St
P80C and rStl.

Parametros Stir Stl P8OC
Imsx (nmM) en solucién® 332,5+1,6 333+0,0
Iméx (ar:)m) en presencia de 3272403 328+0,8
SUV*

Ksv (M) en solucién 3,27+0,10  3,22+0,08
Ksv (M™) en presenciade 2,29 + 0,06 2,29 + 0,05
pc(mN/m) 44,96 42,65
F/Fomax 1,60+0,06  1,51+0,07
Lipso 14,79+1,07 14,33+1,15
k (x 10%) 8,4+0,3 236+1,8
HCso (nM) 0,23+0,02 2,01+0,16

Leyenda: Los valores mostrados son el resultado de 3-4 determi-
naciones experimentales independientes.2 La longitud de onda
del méximo de emision (lmsx) s€ determind a partir de la integra-
cion del espectro. ®SUV de POPC:EM (85:15).

y un maximo de absorcién a los 292 nm correspon-
diente a los residuos de Trp (Fig. 4B) (Kelly et al.,
2005). En el caso de Stl P80C se observa un desplaza-
miento del espectro de DC UV-cercano hacia valores
positivos de elipticidad molar.

Unioén de Stl P80C a membranas lipidicas
modelos

La capacidad de interaccion de Stl P80C a membra-
nas se determind en monocapas y en SUV. El incre-
mento de la presion superficial (Ap), es indicativo de
la asociacion de la proteina a una monocapa lipidica,
por lo que se utiliza para caracterizar su capacidad de
interaccion con este sistema de membrana (Martinez
et al., 2007). Al graficar los valores Ap alcanzados por
Stir y Stl P80C en funcion de diferentes presiones ini-
ciales (po) de la monocapa de POPC:EM 85:15 se ob-
servé una disminucion de los valores de Ap al aumen-
tar la presién de partida (Fig. 5A). El calculo del para-
metro p. rindié valores similares entre ambas protei-
nas (Tabla 2), con una diferencia de 2,3 mN/m.

El incremento en la relacién de intensidades de fluo-
rescencia en presencia de cantidades crecientes de
SUV permitié caracterizar la interaccion de las protei-
nas con las membranas (Fig. 5B). Al aumentar la canti-
dad de SUV en el ensayo se observé un incremento en
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Figura 4. Espectros de dicroismo circular en el UV-lejano (A)
y UV-cercano (B) de StIr (-) y Stl P80C () en agua, a
25°C. Los espectros mostrados son el promedio de 6 y 12
barridos de lectura para UV-lejano y UV-cercano, respecti-
vamente. [q]: elipticidad molar.

Figure 4. Circular dichroism spectra of rStl () and Stl P80C
(—) in water, at 25°C. The far UV spectra (panel A) and near
UV spectra (panel B) are an average of 6 and 12 scans,
respectively. [q]: molar ellipticity.

la relacion F/F, hasta llegar a un valor saturante de
concentracion fosfolipidica. La totalidad de las molé-
culas de toxina se unieron a las vesiculas, aproximada-
mente a partir de los 60 uM de fosfolipidos. Las cur-
vas de union a SUV obtenidas para Stir y Stl P80C
muestran un comportamiento similar (Fig. 5B). El
calculo de los parametros Lipsoy F/Fo msx rindio valores
similares para ambas toxinas (Tabla 2).

Capacidad formadora de poros de Stl P80C.

La capacidad formadora de poros de Stl P80C se eva-
lué al determinar su actividad permeabilizante en
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Figura 5. Interaccién de Stir y Stl P80C con membranas mo-
delo. (A) Variacion de la presién superficial (Dp) de monoca-
pas lipidicas de POPC:EM (85:15) al afiadir toxina, a 25°C.
(B) Variacion de la intensidad de fluorescencia intrinseca de
las toxinas al afiadir cantidades crecientes de SUV de
POPC:EM (85:15), a 25°C. Fo y F son las intensidades de
fluorescencia en solucién y en presencia de vesiculas, res-
pectivamente. Los valores representan el promedio de tres
determinaciones experimentales independientes, las barras
verticales la desviacion estandar de cada valor y la linea
continua el mejor ajuste a la funcién de Boltzman. Stir (m) y
Stl P80C (o).

Figure 5. Interaction of rStl and Stl P80C with model mem-
branes. (A) Changes in the surface pressure (Dp) of a
POPC:EM (85:15) monolayer upon addition of toxin, at 25°C.
(B) Changes in the intrinsic fluorescence intensity of toxins
upon addition of increasing quantities of 85:15 POPC:EM
SUV, at 25°C. Fy and F are the fluorescence intensities with-
out and with vesicles, respectively. The mean of three experi-
mental determinations is reported. The standard deviations of
the mean value are represented by vertical bars and the best
fitting to Boltzman function by a solid line. Stlr (m) and Stl
P80C (o).
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Figura 6. Capacidad de Stlr y St PS80C de formar poros en
sistemas de membranas modelo. (A) Permeabilizacién de
LUV de POPC:EM (85:15) por la adiciéon de cantidades
crecientes de toxina, a 25°C. f, fraccién de vesiculas que
poseen al menos un poro funcional determinada a partir de
dos experimentos independientes; linea continua, mejor
ajuste a la funcién sigmoidea de Hill. (B) Actividad hemoliti-
ca de las toxinas frente a eritrocitos humanos. Los valores
representan el promedio de cuatro determinaciones experi-
mentales independientes, las barras verticales la desviacion
estandar vy la linea continua el mejor ajuste a la funcion
sigmoidea de Hill. Stir (m) y Stl P8OC (o).

Figure 6. Capacity of rStl and Stl P80C to form pores in
model membranes. (A) Changes in the fraction of vesicles
of POPC:EM (85:15) where at least one pore was formed (f)
upon addition of increasing quantities of toxin, at 25°C. The
results from two individual experiments are reported. The
best fitting to Hill sigmoidal function is represented as a solid
line. (B) Changes in the human erythrocytes disruption upon
addition of increasing quantities of toxin, at 25°C. The mean
of four experimental determinations is reported. The stand-
ard deviations of the mean value are represented by vertical
bars and the best fitting to Hill sigmoidal function by a solid
line. Stir m) and Stl P80OC (o).
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membranas modelos y su actividad hemolitica frente
a eritrocitos humanos. La actividad permeabilizante
se determind a partir de la habilidad de la toxina de
provocar la salida del fluoréforo CF encapsulado en
LUV de POPC:EM (85:15). La velocidad y la extensién
del proceso pueden caracterizarse por el incremento
de la fluorescencia asociado a la liberacidn del fluoré-
foro (Kayalar y Duzgunes, 1986). Segun se ilustra en la
Figura 6A, a medida que aumenta la concentracién de
toxina se produce un incremento en el nimero de
vesiculas que contienen al menos un poro hasta al-
canzar el valor de f,; dentro de las condiciones del
ensayo. El valor de k determinado para Stl P80C es
tres veces superior al de StIr (Tabla 2), indicativo de
una menor capacidad permeabilizante.

Resultados similares se obtuvieron al determinar la
actividad hemolitica de las toxinas frente a eritrocitos
humanos. En la Figura 6B se representan los porcen-
tajes de hemdlisis alcanzados por Stir y Stl P80C a
diferentes concentraciones de toxina. Los valores de
HCsq calculados (Tabla 2) indicaron que en este mode-
lo de membrana Stl P80C resulté nueve veces menos
hemolitica que Stlr, con un valor de HC;, de 2,01 nM.

Discusion

Una caracteristica de las actinoporinas es la ausen-
cia de residuos de cisteina en su estructura primaria
lo cual ha sido utilizado para estudiar la relacidn es-
tructura-funcion de estas proteinas. La introduccidon
de cisteina en regiones funcionalmente importantes
de las actinoporinas permite la unién de sondas fluo-
rescentes o de espin para el estudio, mediante espec-
troscopia de fluorescencia o de resonancia paramag-
nética electrénica, de la interaccion de estas toxinas
con las membranas. La sustituciéon de diferentes ami-
noacidos por cisteina en Eqtll permitié evaluar la im-
portancia de estos residuos en su capacidad de unién
a las membranas y en su actividad formadora de po-
ros (Malovrh et al., 2003; Kristan et al., 2004). Ma-
lovrh et al. (2003) marcaron diferentes posiciones de
Cys de Eqtll con la sonda fluorescente N-(2-
(iodoacetoxi)etil)-N-metil)Jamino-7-nitrobenz-2-oxa-
1,3-diazol y propusieron una topologia de insercidon
del segmento del extremo amino en la membrana. En
el caso de Stl, se han caracterizado cuatro mutantes
de Cys (Stl E2C, Stl F15C, Stl R52C y Stl W111C) y se
evalué la importancia funcional de estas posiciones
(valle et al., 2011; Pentdn et al., 2011).

Con el propésito de profundizar en el mecanismo de
formacién de poros de las sticholisinas se disefio el
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mutante Stl P8OC. El residuo Pro® se encuentra alta-
mente conservado en la estructura primaria de las
actinoporinas descritas hasta el momento y es el ami-
noacido mds expuesto en la superficie de la proteina
de los que conforman el lazo que une los residuos 76-
84 de Stl (Fig. 1). Stl P80C se expreso en las células de
E. coli BL21(DE3)pLysS tanto en la fraccién soluble
como en cuerpos de inclusion como ha sido informa-
do para otras actinoporinas y mutantes de Stlr (Valle
et al., 2011). Debido a que en las renaturalizaciones
se pueden originar poblaciones de moléculas confor-
macionalmente diferentes a la nativa, como fue evi-
denciado para Stll por Manchefio et al. (2001), el pro-
ceso de purificacion de Stl P80C se desarrollé a partir
de la fraccidn soluble.

La comparacion funcional entre Stir y Stl P80C es
vdlida solo si el mutante retiene las caracteristicas
conformacionales de la proteina recombinante al ser
sustituida la Pro®® por Cys. Por tal motivo se determi-
naron las caracteristicas conformacionales de Stl P80C
con respecto a Stlr mediante técnicas espectroscopi-
cas de baja resolucion como DC y emisidn de fluores-
cencia. Stl P80C conserva la estructura predominante
de hoja-3 observada para Stir, para los mutantes de
Cys de StIr (Valle et al.,, 2011) y para el resto de las
actinoporinas (Manchefio et al., 2003; Garcia-Linares
et al., 2013). La similitud de los espectros de DC en el
UV-cercano de Stir y Stl P80OC (Fig. 4B), indica que las
disposiciones conformacionales de ambas proteinas
son parecidas entre si. En el caso de Stl P80C, se ob-
serva un desplazamiento del espectro hacia valores
positivos, lo cual pudiera deberse a la presencia de
entidades diméricas enlazadas mediante enlace disul-
furo entre sus cisteinas. Debido a que el BME interfe-
ria con las sefiales de DC, los ensayos se realizaron en
agua, conteniendo la muestra casi un 50 % de dime-
ros en solucién (datos no mostrados). La presencia de
cistina genera una sefal ancha y centrada alrededor
de los 260 nm en los espectros de DC (Kelly et al.,
2005). La forma y magnitud de los espectros de DC en
la region del UV-cercano va a depender del nimero
de aminodacidos aromaticos y cistina, su movilidad, la
naturaleza de su microentorno, accesibilidad al sol-
vente, asi como de la disposicion espacial de los mis-
mos en la estructura de la proteina (Kelly et al., 2005).
Los resultados de la caracterizacion conformacional de
Stl P80C mediante DC y emisidén de fluorescencia de-
mostraron que no se producen cambios en las estruc-
turas conformacionales de Stir en solucién producto
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de este cambio aminoacidico. No se descarta que
pueda haber cambios en la disposicion espacial del
lazo B4-B5 producto de la mutacién introducida, los
cuales no fueron detectados con las técnicas espec-
troscopicas empleadas. La Pro es un iminodcido que
posee limitaciones conformacionales impuestas por la
naturaleza ciclica de su cadena lateral pirrolidina, por
lo que frecuentemente se encuentra en las regiones
de los lazos o giros B de la estructura 3D de las protei-
nas (Enemark et al., 2012). El lazo B4-f5 de Stl posee
una elevada flexibilidad estructural (Garcia-Linares et
al., 2013) (Fig. 1), que pudiera garantizar un reacomo-
do de los residuos aminoacidicos una vez introducida
la mutacidn, sin afectar la conformacién global de la
toxina.

La caracterizacion funcional permitié evaluar la par-
ticipacion de la Pro®® de Stl en la unién a las membra-
nas y la formacion de poros. Los resultados demostra-
ron que Stl P80C se une a monocapas de POPC:EM
(85:15) con similar afinidad que Stir (Fig. 5A). La dis-
minucion de los valores de Ap al aumentar la presion
de partida (po) se debe a un mayor grado de empa-
quetamiento de los lipidos que limita el nUmero de
moléculas de toxina que pueden insertarse en la mo-
nocapa. La similitud entre los valores de p. calculados
para Stir y Stl P80C demuestran que ambas proteinas
se asocian y penetran en la monocapa de POPC:EM
(85:15) con la misma afinidad. Resultados similares se
encontraron al evaluar la capacidad de interacciéon de
Stir y Stl P80C con SUV de igual composicién lipidica.
La similitud en los parametros Lipso y F/Fo msx para
ambas toxinas indican que las afinidades aparentes de
Stlr y Stl P80C por los lipidos en los SUV de POPC:EM
(85:15) son similares. Estos resultados estan en co-
rrespondencia con los valores de p. obtenidos. Por
tanto, ambas proteinas presentan la misma capacidad
de interaccion con membranas modelo de composi-
cién POPC:EM (85:15). Aunque la Pro® se encuentra
en un lazo ubicado hacia la cara de interaccién con la
membrana, parece no estar implicada directamente
en el reconocimiento lipidico de Stl. Sin embargo, la
disminucién de la actividad permeabilizante de vesi-
culas y la accidn litica frente a eritrocitos humanos, al
sustituir la Pro® por Cys, es indicativo de la importan-
cia de este residuo en la formacion de poros. Estos
resultados son similares a los descritos para Stl R52C
por Valle et al. (2011) y para los mutantes de Cys de
Eqtll que involucran los residuos Ser>*, Lys”’, Arg®,
Ser'™ y Ser®™ (Anderluh et al., 1999). Todos estos
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residuos aminoacidicos se encuentran ubicados en los
lazos de interaccién con la membrana (B4-B5, B6-B7 y
B9-B10) o en posiciones cercanas a estos (Fig. 1). La
conservacion de las regiones involucradas en el reco-
nocimiento lipidico y la reducida actividad permeabili-
zante indican que estos residuos pudieran ser rele-
vantes en los cambios conformacionales que tienen
lugar luego de la unidn inicial a las membranas o du-
rante el proceso de oligomerizacién. Pardo-Cea et al.
(2011) y Castilla et al. (2013) resaltaron la importancia
de estos lazos para la funcionalidad de las sticholisi-
nas a partir de estudios de dinamica conformacional y
flexibilidad mediante espectroscopia de resonancia
magnética nuclear. Por tanto, la disminucion en la
capacidad formadora de poros de Stl P80C pudiera
relacionarse con una afectacion en un evento o etapa
posterior a su unidn inicial a las membranas y previa a
la formacion del poro funcional. Esta idea esta en co-
rrespondencia con la posicion intermedia del lazo 4-
B5 entre el SUI y el segmento del extremo amino,
implicado en la formacion del poro.

Ha sido demostrado que la flexibilidad de las protei-
nas es importante para los eventos de interaccion
proteina-proteina, asi como proteina-membrana
(Medeiros et al., 2010). En el caso de las actinoporinas
se ha estudiado la dindmica de dos miembros de la
familia, Eqtll y Stl, y de dos mutantes de Stll en solu-
cion sin datos concluyentes acerca del papel de la
flexibilidad para la unién a la membrana. Reciente-
mente, Castilla et al. (2013) al analizar el comporta-
miento dindmico de Stl en presencia de micelas de
dihexanoilfosfatidilcolina por resonancia magnética
nuclear demostraron que el lazo B4-B5 es un segmen-
to flexible de la molécula que se encuentra involucra-
do en el proceso de union de la proteina a estas mice-
las. Nuestros resultados constituyen la primera evi-
dencia experimental que sugiere que el residuo Pro®
no es esencial para la unidn de la sticholisina | a las
membranas pero si para la formacién del poro.
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