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RESUMEN
La funcién de una proteina depende de su capacidad para interactuar con
otras moléculas. Para poder entender como funcionan las proteinas es
necesario estudiar cdmo interactuan con su moléecula blanco. La
modificacién de la proteina o del gen que la codifica ayudan a entender
como estd interaccionando con otra molecula. En este trabajo de tesis se
analizan dos proteinas modelo: la endonucleasa de restriccion EcoRly la 6-
endotoxina CrylA(b).
La endonucleasa EcoR! se une de manera especifica a la secuencia de DNA
5-GAATTC-3". Si la secuencia no se encuentra metilada en el nitrogeno 6
de la adenina central, la endonucleasa hidroliza el enlace fosfodiester
entre la guanina y la adenina. En esta proteina se estudid la existencia de
determinantes de la especificidad que no estan en contacto directo con las
bases del DNA. Por medio de mutagénesis sitio dirigida se pudo detectar
dos amino acidos que estan implicados en la especificidad. La
modificacion de ellos de manera independiente (amino acido histidina 114
y glutamico 170) da cémo resultado enzimas con actividad, sélo un
remplazo da cdmo resultado una enzima inactiva (prolina 114). Sin
embargo algunos remplazos (tirosina, treonina, fenilalanina y serina en la
posicion 114 6 alanina en la posicion 170 de la proteina) dan como
resultado endonucleasas con la especificidad alterada. El relajamiento en
la especificidad se asemeja a la actividad llamada estrella que se puede
inducir en la enzima silvestre al modificar el medio de reaccion. El
analisis de la estructura terciaria y los resultados anteriores nos
permiten sugerir la existencia de un mecanismo que acopla la unidn
especifica a la catélisis. Este mecanismo asegura la fidelidad de la
actividad de la enzima.
Las &-endotoxinas son una familia de proteinas producidas por Bacillus
thuringiensis que presentan una actividad insecticida. Se conoce la
estructura tridimensional de una de ellas (CrylllA), donde se observan tres
dominios estructurales. A cada dominio se le ha asignado un papel
funcional. El dominio central se cree es él de union especifica. El
mecanismo por el cual reconocen a sus proteinas blanco es poco entendido.
Por ello en el presente trabajo se tratd de tener como entidad separada al
dominio central, al parecer este dominio es poco estable y no se pudo
obtener. Para investigar en mas detalle se contruyé un gen que codifica
para los dominos central y carboxilo terminal. Esta proteina si se detecto,
lo que demuestra que el dominio central necesita del dominio carbaxilo
para ser estable. La existencia de esta contruccién posibilita la
investigagiéon de los determinantes de especificidad de esta toxina.



ABSTRACT
The function of a protein depends upon its capacity to interact with other
molecules. In order to understand how proteins function, it is necessary to
study the way they interact with their target molecule. The maodification
of the protein or the gene coding for it helps us to understand how a
protein is interacting with a molecule. In this thesis two model proteins

are analyzed: EcoRI restriction endonuclease and d-endotoxin CrylA(b).

EcoRl endonuclease recognizes, in a specific manner, the DNA sequence
5'GAATTC-3 . If the sequence is not methylated in nitrogen 6 of central
adenine, the endonuclease hydrolyses the phosphodiester bond between
adenine and guanine. We studied the existence of amino acids that
determine specificity and which are not in direct contact with DNA bases.
By means of site-directed mutagenesis it was possible to detect two
amino acids that are involved in specificity. Modification of them in an
independent manner (114 histidine and 170 glutamic acid) results in
various active enzymes, as well as one ‘mutant with severely impaired
activity (114 proline). Morever, some replacements (tyrosine, threonine,
phenylalanine and serine in 114 position or alanine in 170 position of the
protein) result in endonucleases with altered specificity. Relaxation in
specificity resembles the so called "star" activity, which can be induced
in the wt enzyme by modifying the reaction buffer. X-ray crystallographic
analysis and the above results suggest the existence of a mechanism that
associates specific binding to catalysis. This mechanism assures fidelity
to the enzyme.

The &-endotoxins constitute a family of proteins produced by Bacillus
thuringiensis, and present an insecticide activity. The X-ray
crystallographic structure of CrylllA shows three structural domains. A
functional property has been designated for each domain. It is believed
that the central domain plays a binding function. The mechanism by which
such domain recognizes its target protein is not known. That is the reason
for handling the central domains as a separate entity in this work. The
results show that this domain is not stable and the protein could not be
obtained. To look this in detail, a gen was constructed a gen that codifies
for the central domain and for the C-terminal region. As this protein was
in fact detected, if appears that the central domain needs the C-terminal
region to remain stable. The existence of this construction makes possible
the investigat action of the determinants of specificity, in the absence of
the amino terminal domain, which is mainly involved in pore formation.
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INTRODUCCION

PRINCIPIOS DEL RECONOCIMIENTO MOLECULAR
Formacién de superficies complementarias para determinar Ila
especificidad
El estudio de la interaccidn entre proteinas y otras moléculas es un area
de gran interés, esto constituye la materia priﬁcipal de lo que
denominamos reconocimiento molecular. La funcién de una proteina
depende de su interaccidon con otras moléculas; tas proteinas pueden
interactuar con todo tipo de moléculas, incluyendo proteinas, acidos
nucleicos, polisacaridos, lipidos, etc.

En la actualidad se conocen numerosas estructuras tridimensionales de
complejos proteina-ligando, donde resaltan los de anticuerpos unidos a
sus antigenos, enzimas con analogos de los sustratos (inhibidores) vy
complejos proteina-DNA, entre otros (Janin y Chothia, 1990; Harrison,
1991). Se observa que las superficies que interactian se complementan, lo
que permite que se formen puentes de hidrdégeno, puentes salinos e
interacciones hidrofdbicas. La naturaleza de las interacciones suele
depender de las moléculas involucradas;, por ejemplo, en los complejos
proteina-carbohidrato, predominan los puentes de hidrégeno (Bourne et al.,

1993). Las moléculas de agua estructurales pueden tener una gran
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yrtancia en la especificidad ya que pueden estar actuando como
iadores de la interraccién; por ejemplo, se han observado en complejos
jeno-anticuerpo, donde se propone que ayudan a estabilizar la unidn
it et al,, 1994) y también en proteinas que interactian con DNA
chimiak et al., 1994).
sstudiar la interaccién entre moléculas se observa que los residuos
lucrados en la unidn pueden estar actuando ya sea de manera aditiva o
-gistica. Se puede ver que al alterar un residuo que interactiia con otra
cula se modifica la union. En muchos casos, al quitar grupos quimicos,
lteracion puede ser minima; pero lo que sobresale es que al introducir
0s quimicos la union es, en general, drasticamente alterada (Lesser et
1990).
racciones de largo y corto alcance
elocidad con la que dos moléculas interactian esta limitada por la
Jez con la cual la difusion puede unirlas. Cuando se comenzd a estudiar
nién entre el represor Lac y su DNA blanco se observo que la velocidad
la que se asocian era mucho mayor que la permitida por un proceso
rolado por difusion facilitada (von Hippel y Berg, 1989). Para explicar

5 la asociacion de dos moléculas puede ser mayor que la permitida por

:nomeno de difusion, se propuso que el potencial electrostdtico de las
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moléculas interactuantes es lo gue las guia a un encuentro productivo
(Fersht, 1985), de tal manera que el area de interaccion es mayor que solo
el sitio activo. Lo anterior se ha demostrade de manera experimental con
la enzima superdxido dismutasa, cuya catalisis esta limitada por la
difusion y aumentada por un fendmeno de guia electrostatica, en la que al
modificar su potencial electrostatico se logré hacerla mas rapida (Getzoff
et al.,, 1992). También estudios tedricos con la enzima acetilcolinesterasa
han demostrado como el campo electrostatico de la proteina actia como un
embudo para guiar el sustrato al sitio activo (Gilson et al.,, 1994). Se ha
propuesto que al interaccionar las dos moléculas, el campo electrostatico
actla de tal manera que acomoda al sustrato para guiarlo al sitio de union
para que sea un evento productivo (Northrup et al, 1988). En el caso de
proteinas que interactian con DNA, la carga negativa de éste actia como
un elemento para que la proteina se una de manera inespecifica y la

busqueda sea en una dimension al deslizarse sobre el DNA, en un proceso

independiente de energia (von Hippel y Berg, 1989).
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Unién parcialmente rigida y con movimientos inducidosdurante
la interaccion con el sustrato, que pueden determinar |a
especificidad
La unidn de dos moléculas implica la interacciéon entre sus superficies;
durante este proceso se pueden dar pequefos cambios estructurales que
aumentan la complementaridad. Estos cambios sutiles son importantes
para la funcion (Klibanov, 1995). La flexibilidad de las moléculas es
importante; ya que permite que se minimice el costo energético de la
transicién conformacional cuando existe catalisis (Frankel, 1992). En los
anticuerpos se ha propuesto que a veces la unidn del antigeno induce
cambios conformacionales (induced fit). En efecto, al comparar las
estructuras de anticuerpos en ausencia y presencia de su antigeno se han
observado cambios estructurales considerables (Rini et al., 1992). En
proteinas que unen DNA, también se observan cambios estructurales tanto
en la proteina como en el DNA. Se ha demostrado que la flexibilidad de
ambas moléculas es importante para la unién. La sola neutralizacion de la
carga negativa de lbs fosfatos del DNA es suficiente para que éste se
curve (Strauss y Mahrer, 1994). Dependiendo si la unidon de la proteina es
especifica o no, el grado de la curvatura en el DNA puede varia (Erie et al.,

1994).
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En la estructura tridimensional del represor MetR (biosintesis de
metionina) de E. coli se ejemplifica la influencia electrostatica: tanto en
presencia como en ausencia de su corepresor, asi como unido a su
operador, no se observan cambios eStructurales; sin embargo, la unién del
corepresor aumenta 1000 veces la afinidad hacia su operador. Este
fendmeno se explica como una alteracidn electrostatica que es provocada
por la unidn del corepresor (s-adenosil metionina) (Phillips y Phillips,
1994). En otros casos como en las proteinas con cierre de leucina y
dominio basico, la union al DNA ocasiona que la zona basica se estructure
(O'Neil et al.; 1991). Es decir, estd zona no esta estructurada y la unién al
DNA especifico favorece la formacion de una o-hélice en esta zona.
Uniéon y catalisis: Enzimas
La funcion enzimatica requiere tanlo la union especifica como la catalisis
propiamente dicha. La enzima une al sustrato, lo que ocasiona pequefios
cambios conformacionales en ella. La superficie de la enzima adopta una
forma complementaria al estado de transicion, lo que demuestra por que
los mejores inhibidores se parecen al estado de transicidn. En el caso de la
enzima serin-proteasa, subtilisina, se ha observado que la unién del
sustrato contribuye a la catalisis. Asi, al cambiar la triada catalitica

(Ser, Asp y His) por residuos de ala, se observa una actividad catalitica
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entre 1000 y 10000 veces mayor gque la reaccion no enzimatica (Creighton,
1993). Se propone que la union del sustrato a la enzima favorece que éste
tome una geometria cercana a la del estado de transicion, lo que favorece
la catalisis.

En el caso de la endonucleasa de restriccion EcoRV se ha observado que la
union del cofactor (Mg++) es importante para que la enzima sea especifica.
En su ausencia, la enzima se une al DNA de manera inespecifica (Thielking
et al., 1992). En contraste, la endonucleasa de restriccion EcoRl se une de
manera especitfica a su DNA blanco en ausencia de Mg++ Lo interesante es
que la afinidad por Mg++ es mayor cuando la enzima se encuentra unida al
sitio especifico. Estos ejemplos muestran como la especificidad esta

relacionada con la catalisis y juega un papel importante en la actividad de

la enzima.
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INGENIERIA DE PROTEINAS PARA ESTUDIAR EL FENOMENO DE
RECONOCIMIENTO MOLECULAR

Modificacidén de proteinas

Las distintas maneras de modificar una proteina se pueden agrupar en
enzimaticas y quimicas, tanto sobre el gen que la codifica como sobre la
proteina ya sintetizada (Smith, 1990). Cada enfoque presenta ventajas vy
desventajas y de acuerdo al objetivo del estudio, se elige una de ellas.
Aqui se tratara principalmente de la modificacion realizada sobre el gen.
En este caso podemos modificar de manera aleatoria o dirigida. Cuando se
hace aleatoria se puede usar un reactivo quimico que reaccione con el DNA
o estrategias de PCR. Esto se usa cuando no existe evidencia experimental
O genética que ayude a seleccionar zonas a mutar de manera sitio dirigida.
También se pueden utilizar condiciones de polimerizacidn para introducir
mutaciones en un gen que se esté sintetizando. La manera de introducir
mutaciones sitio dirigidas es por medio de oligonucledtidos que funcionan
como primeros para la sintesis de una cadena de DNA ( revisado en Osuna

et al.,1994).



Separacion de los dominios de una proteina para estudiar la
funcion de cada uno

Dado que el presente trabajo se tratara de expresar de manera
independiente el dominioc que se ha propuesto como mediador de la
especificidad de una proteina, hablaré brevemente de ejemplos donde se ha
realizado algo semejante. Un dominio estructural es una regidn de una
proteina que presenta un plegamiento independiente. En la actualidad se
han determinado las estructuras tridimensionales de varios cientos de
proteinas. En estas estructuras se observa que existen ciertos dominios
estructurales que se presentan en distintas proteinas (Campbell vy
Downing, 1994). Ejemplos claros lo constituyen los anticuerpos, asi como
las proteinas que presentan el motivo estructural hélice-vuelta-hélice
para union a DNA. En estas proteinas se ha demostrado que es posible tener
el dominio de unidn a DNA como una entidad funcional separada (Harrison,
1991). Cuando se analiza el banco de datos de secuencias de DNA, se
pueden distinguir con claridad segmentos de DNA que son homdlogos, ya
que su identidad es muchas veces superior a la que se esperaria por azar.
En tales casos, se puede inferir, y se ha comprobado, que estos segmentos
codifican para un moédulo estructural semejante (Brundell y Johnson,

1983). Mas aun, existen proteinas que estan constituidas por diversos
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motivos estructurales, mismos que estan presentes, juntos o separados,
en otras proteinas. En muchos casos estos dominios tienen una actividad

especifica. Asi, en algunas loxinas proteicas se observa que existen -

hélices que forman un dominio y que potencialmente pueden formar un
poro. En otros casos existen dominios tipificados por secuencias firma que
presentan una funcién determinada. Una secuencia firma es un patrén de
amino acidos (aa) que se presenta en proteinas con funciones semejantes.
Como se menciond, al estudiar una funcién en particular, se puede tratar
de separar el dominio que porta dicha funcion. Con las colicinas es posible
tener el dominio de formacidén de poro como una entidad separada (revisado
en Li, 1992). También con la toxina' de la difteria se ha podido separar el
dominio de unién especifica (Shen et al., 1994). Como estos ejemplos
existen muchos mas donde se ha podido disectar a la proteina en sus
diferentes mddulos y funciones para estudiarlas mas facilmente.

Cuando se quiere separar un d'ominio se enfrentan varios problemas, como
son la estabilidad y solubilidad del dominio (Leistler y Perham, 1894).
Esto se debe a que cuando estan fuera del contexto original, superficies
que antes se encontraban en contacto con aa, ahora estan rodeadas de
solvente, lo que no es necesariamente el caso en la proteina nativa. Cuando

se conoce la estructura terciaria es posible determinar la existencia de

- - A— i ———— r— —_—



10

regiones hidrofobicas en la superficie del dominio. Esto permite el tratar

de modificarlar la region para hacerla hidrofilica y de esta manera

aumentar la solubilidad de la proteina (Leistler y Perham, 1994).

—— —
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MODELOS DE ESTUDIO

ENDONUCLEASA EcoRI

Para estudiar la interaccion DNA-proteina, nuestro laboratorio usa como
modelo de estudio a la endonucleasa de restriccion EcoRl. Esta enzima
pertenece a un sistema de resiriccion-modificacion del tipo Il y ha sido
ampliamente estudiada. Los sistemas de restriccion-modificacion se
clasifican en 3 grupos con base a su composicion y cofactores que
requieren. Los sistema de restriccion y modificacion del tipo Il son
aquellos donde las actividades de modificacion y restriccion se encuentran
en proteinas separadas, necesitando Mg++ y S-adenosil metionina cdmo
cofactores. De la enzima EcoRI se conocen las estructuras cristalinas en
complejo con su DNA blanco, en presencia y en ausencia de Mn++, La
presencia de una actividad facilmente detectable la hace un buen modelo
para su estudio.

Funcion

Luria observo la existencia de sistemas de restriccion-modificacion en
los afnos 50°. El noté que existia un comportamiento diferencial en la
infeccidn de un bacteridfago (fago) sobre diferentes cepas bacterianas: el
fago crecia mejor en algunas cepas, mientras que en otras no crecia. Esto

indicaba la existencia de un sistema que restringia la entrada del fago.
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Ademas , los pocos fagos que lograban crecer en cepas resistentes eran
capaces de infectar a la misma cepa con una alta eficiencia, lo gue
indicaba la modificacion del fago. A este fenomeno lo ‘Ilamé variacién e
implicaba una actividad que restringia la entrada y otra que modificaba al
fago cuando lograba entrar. En la actualidad se conocen tres sistemas (I, Il
y ), sobresaliendo los del tipo |l que son ampliamente utilizados en
ingenieria genética,

Actualmente se conocen mas de 200 actividades distintas de restriccidn-
modificacién. Se han clonado aproximadamente 100 de ellos y se han
secuenciado alrededor de 60 (Wilson y Murray, 1881). La funcidén de estos
sistemas es la de proteger a la celula procariota de la entrada de DNA
extrano. También se les ha asignado un posible papel en la recombinacidn,
pero esto ha recibido poca atencion y ultimamente se les ha propuesto
como genes egoistas (Naito et al., 1995). El comportamiento egoista se
refiere a que la actividad de restriccion asegura la permanencia de lcs
genes de restriccion y modificacion en la célula. Aproximadamente una
cuarta parte de las bacterias examinadas a la fecha presentan sistemas de
restriccion-modificacion y es posible que las tres cuartas restantes lo
presenten, pero no se han identificado por la falta de sustratos adecuados.

Resalta el hecho de que las bacterias que presentan estos sistemas, por lo
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general tienen mas de uno (Wilson y Murray, 1991). Estas proteinas
reconocen de manera especifica secuencias de DNA, generalmente
palindrémicas, cuya longitud varia entre 4 y 8 pares de bases. El sistema
EcoR! reconoce la secuencia 5'-GAATTC-3". La actividad de modificacion
es realizada por una enzima llamada metiltransferasa, que metila residuos
de adenina o citosina. En el caso de la enzima metiliransferasa EcoRI, ésta

introduce un grupo metilo en el residuo de la adenina central (Ng). La

actividad de restriccién es realizada por una enzima (lamada
endonucleasa, que corta el enlace fosfodiester; en el caso de la enzima
EcoRl el corte se da entre la guanina y la adenina, lo que origina extremos
5°salientes (Modrich y Zabel, 1976).

Propiedades

El sistema de restriccidon-modificacion EcoRl se encuentra formando un
operon, donde primero esta el gen de la endonucleasa y luego el de la
metilasa (Greene et al.,, 1981). Se observa que los genes presentan un alto
contenido de guanina y citosina con respecto al genoma del organismo que
los porta, lo que puede deberse a su origen evolutivo o© a'un mecanismo de
regulacion (uso de codones poco frecuentes en el organismo) (Wilson vy
Murray, 1991). La endonucleasa EcoRl! es una proteina de 277 aa, con un

peso molecular de 31063 Da (Newman et al., 1981, Greene et al., 1981).
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Esta funciona como dimero y necesila como cofactor Mg++. Reconoce la

secuencia 5'-GAATTC-3", usando como sustrato plasmido, muestra una

Km de 8X10-9 M (kg aparente). La enzima hidroliza el enlace fosfodiester

entre la guanina y adenina (Modrich y Zabel, 1976). En condiciones de alto
pH, alta concentracion de glicerol, proteina, o la sustitucion de Mg++ por
Mn++ como cofactor, la enzima relaja su especificidad reconociendo y
cortando sitios que varian por un par de bases de la secuencia blanco; a
ésta propiedad se le llama actividad “estrella” (Polisky et al.,, 1975) .

El mecanismo propuesto para la endonucleasa EcoRl es el siguiente: la
enzima primero encuentra al DNA por un fendmeno de difusidn en tres
dimensiones, al unirse al DNA lo hace de manera inespecifica. Cuando se
une al DNA, comienza una busqueda en una dimension, esto lo hace al
deslizarse sobre el DNA en un proceso que es independiente de energia
externa (Terry et al, 1985). El movimiento es favorecido por el
desplazamiento de moléculas de agua e iones del DNA. Durante este
proceso, la enzima puede encontrar el sitio blanco. Se ha demostrado que
los sitios que varian por una par de bases (sitios estrella) pueden detener
momentaneamente a la enzima (Jeltsch et al, 1994). Si la enzima no
encuentra al sitio blanco, se disocia del DNA, para unirse a otro segmento.

Cuando la enzima encuentra el sitio blanco, sufre cambios
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conformacionales que permiten alterar la estructura del DNA, lo que
también permite la formacion del sitio catalitico (Alves at al., 1989)
(Figura 1A). El mecanismo catalitico implica la interaccion del Mg++ con
uno de los oxigenos no esterificados del fosfato, lo que da origen a que se
favorezca el cambio de geometria del enlace fosfodiéster de tetrahédrico
a bipiramidal. Esto origina la hidrélisis del enlace mediante un ataque

nucleofilico Sn2 por parte del agua: el corte ocurre con la inversion de la

configuracion (Connolly, 1984). Un modelo mas reciente propone que el
fosfato 3° al enlace que se hidroliza actia en el mecanismo catalitico al

activar a la molécula de H>O (catalisis asistida por el sustrato) (Figura

1B) (Jeltsch et al,, 1992). Este modelo ha sido apoyado por datos
experimentales, donde se ha sustituido los oxigenos o removido todo el
grupo fosfato y el DNA se hace resistente a la actividad de la endonucleasa
EcoRl (Jeltsch et al., 1993a).

Mutantes generadas

Con la endonucleasa EcoRl se han realizado muchos estudios genéticos vy
bioquimicos para tratar de entender cémo la proteina interactia con su
DNA especifico. Se hara aqui una breve resefa de algunos de los trabajos
mas relevantes.

Uno de los primeros estudios realizados fué la mutagénesis del gen con

A o st AEE . P
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agentes quimicos; en este estudio se observo que existia una zona que era
importante para la actividad de la enzima, pero la estrategia de seleccion
no buscaba mutantes con cambio de especificidad (Yanofsky et al, 1987).
En una estrategia semejante, se han encontrado variantes con la
éspecificidad alterada (Heitman y model, 1990a). La mutagénesis de la
enzima EcoRl realizada en el presente trabajo se basd en una de las
posiciones determinadas en el estudio de Heitman y Model (Heitman y
model, 1980a). Otros muchos estudios usando mutagénesis sitio dirigida
se basaron en una estructura de la endonucleasa en complejo con su DNA
blanco (a 3A de resolucién) (McClarin et al., 1986) que posteriormente se
demostro estaba mal determinada (Kim et al., 1990). En estos estudios se
observd que la sustitucidon de algunos residuos no alteraba la
especificidad. La mayoria de las mutantes presentaban la catalisis
alterada (Wolfes et al., 1986; Geiger et al., 1989; Oelgeschlager et al,
1980; Needels et al, 1889; King et al., 1989; Heitman y Model, 1990b;
Osuna et al, 1991). Las evidencias mdas claras de que la primera
estructura estaba mal determinada provienen de estudios con sustratos
alterados, que demostraron la existencia de mas contactos que los vistos
en la estructura (Lesser et al., 1990). Estudios cristalogréaficos

posteriores demostraron que la primera estructura reportada estaba mal,
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con un trazo errdneo de la cadena polipeptidica y que existian mas aa
involucrados en el reconocimiento de los que se suponia (Kim et al.,, 1990).
Algu.nos estudios posteriores han explorado la conexidn entre la catalisis
y la especificidad. Asi, existen mutantes en aa que contactan el DNA, que

tiene alterada la especificidad y la catalisis (Jeltsch et al., 1993b).
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Figura 1. Esquema de la interaccién y mecanismo catalitico de la
endonucleasa EcoRI. En el panel A se muestra la interaccién de la enzima
con el DNA. Los circulos muestran al dimero de la enzima en presencia de
Mg++. El rectdngulo muestra al dimero de la enzima en ausencia de Mg++. La
hebra representa el DNA y el corte se muestra como una ruptura en la
hebra. Las flechas indican la direccién de la reaccion. En el panel B se
muestra el mecanismo catalitico de la reaccion de la endonucleasa. Se
muestra como el oxigeno 3" al enlace que se hidroliza activa la molécula

de agua que participa en la reaccion. Tambien se muestra el papel del Mg++
en la catalisis
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Estructura de la proteina y su funcion; contactos con el DNA y
formacion del sitio activo
La estructura corregida del complejo EcoRI-DNA se tiene a una resolucidn
de 2.7A, mostrando un dimero de estructura globular , con un didmetro de
50A (Figura 2A) (Kim et al., 1990). El DNA se encuentra abrazado por la
proteina, donde el surco menor estd expuesto al solvente y el surco mayor
en la interfase DNA-proteina. El DNA se encuentra distorsionado y el surco
mayor esta ampliado, lo que permite que la proteina pueda interactuar con
todas las bases del sitio de reconocimiento (Figura 2B y 2C). La distorsion
del DNA pudiera inducirse sodlo en parte por la proteina ya que,
aparentemente, fragmentos de DNA que portan la secuencia blanco pueden
tener una curvatura en ausencia de la proteina (Diekmann, 1988). Sin
embargo, en la estructura se observa que existe un acercamiento entre los
Ne de las adeninas centrales, lo que puede ocasionar problemas estéricos.
Al usar sustratos donde se eliminan estos grupos, se observa que la
enzima presenta una afinidad mayor, lo que indica que la enzima también
contribuye a la distorsion (Lesser et al,, 1993). Esto puede explicar por
qué la metilacion del DNA por la metilasa EcoRl, inhibe el corte del mismo.

Cada mondmero de la endonucleasa EcoR! posee una arquitectura a/B,

consta de una lamina B que se encuentra con o-hélices en ambos lados. Los
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aa involucrados en la catalisis estan en la lamina p (aa 91, 111 y 113). Los

aa involucrados en el reconocimiento estan distribuidos en dos zonas. La

primera zona es una estructura compuesta de cuatro a-hélices (dos de

cada mondémero) {aa 145, 200-203) y la segunda estructura es un segmento
estructurado, no periddico, que corre a lo largo del surco mayor (aa 137-
142) (Figura 2C y 2D). Este fragmento no periddico se ha sintetizado vy
muestra uhién especifica al sitio canonico. Como es de esperarse, Su union
es menor que la que muestra la proteina completa (Jeltsch et al, 1995). EI
reconocimiento esta sobredeterminado, ya que de los 18 posibles
contactos que se pueden establecer con el surco mayor del sitio de
reconocimiento, se forman 16. Es importante mencionar que en otras
proteinas, un nimero menor de contactos puede determinar la
especificidad (Harrison, 1991). El numero posible de grupos en el surco
mayor del DNA que pueden formar interacciones con una proteina fueron
calculados por Seeman y colaboradores en 1976 (Seeman et al.', 1976). En
la estructura no se observan los primeros 16 aa de la enzima, ya que
presentan una alta movilidad lo que impide su determinacion en la
cristalografia. Sin embargo hay evidencia experimental que apoya su
importancia en la actividad (Jen-Jacobson et al., 1986). Existen varias

estructuras de la endonucleasa EcoRl en complejo con su DNA candnico,
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una de ellas es en presencia de Mn++. En esta estructura se observa que la
unidén del ion induce ligeros cambios esiructurales para la formacidon del
sitio catalitico que posiblemente contribuyen a su especificidad (Figura 3)
(Rbsenberg, 1991). La estructura global de la enzima no se altera
sustancialmente, se observan cambios en las cadenas laterales de los aa
que estan en la interfase con el DNA. Las cadenas laterales de los aa que

unen el Mg++ se mueven para poder unirlo.
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EcoRI CON Mn++

EcoRT SIN Mn++

ECoRI CON Mn++

vl ——— EcoRI SIN Mn++
oden 111

Figura 3 Cambios estructurales originados por la union del Mn++ en la
endonucleasea EcoR!l. En el panel A se muestra el DNA del complejo en
ausencia de Mn++ y el trazo de los carbones o de un mondmero de la
endonucleasa EcoRl en presencia y ausencia de Mn++ En el panel B se
muestran los aa del sitio catalitico y como se acercan al Mn++. Los
numeros indican la distancia que existe entre los aa y el Mn++, En rojo se

muestra la estructura de la proteina en presencia de Mn++y en lila en
ausencia de Mn++,
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Relacion de las estructuras conocidas y posible relacién
evolutiva
La endonucleasa EcoRl posee varios isosquizomeros, de los cuales se
conoce la estructura primaria de uno de ellos: Rsrl (Stepheson et al.,
1989). La identidad con Rsrl es mayor del 50% a nivel de aa, lo que indica
su homologia. Sin embargo, se han realizado estudios que demuestran que
Rsrl presenta ciertas diferencias en como interactta con su DNA blanco
(Aiken et al.,, 1891). Esto se demostrd al observar que la modificaciéon de
bases del DNA del sitio de reconocimiento afectaban de manera diferente
la unidn y catélisis de las enzimas. Existe otra endonucleasa clonada y
secuenciada; Munl(Siksnys et al., 1894), que reconoce una secuencia
parecida a la de la endonucleasa EcoR!l: 5'-CAATTG-3". En este caso la
identidad es del 19%,; sin embargo existen argumentos funcionales que
hacen suponer que la estructura terciaria es semejante. Esto es
importante, ya que demuestra gque a besar de la baja identidad que existe
entre diversos sistemas de restriccion, éstos pueden ser homdlogos. El
origen de estos sistemas es un misterio, ya que se observa poca similitud
de secuencia entre ellos para poder establecer relaciones filogenéticas.
Estudios basados en las estructuras cristalograficas de EcoRl, Pvull,

BamHl y EcoRV han demostrado que, a pesar de no ser semejantes en su

- - -
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secuencia, presentan importantes similitudes estructurales. Estas
enzimas se pueden clasificar en dos grupos de acuerdo a sus semejanzas:
(EcoRl 'y BamHl) y (Pvull y EcoRV). Estos grupos corresponden al tipo de
extremo que dejan al hidrolizar el enlace fosfodiester, 5'salientes vy
rasurados, respectivamente (Aggarwal, 1995). En otro estudio se observo
que parte de las estructuras basicas de las endonucleasa EcoRly EcoRV
son semejantes, particularmente alrededor del sitio catalitico (Venclovas
et al. 1994). Esto es muy importante ya que indican que los dos grupos
podrian tener elementos con un origen comun. Por Ultimo, recientemente
se ha demostrado una homologia entre la endonucleasa Nael y ciertas DNA-
ligasas. Se demostro que esta endonucleasa puede tener actividad de
topoisomerasa y recombinasa. Aungue esta endonucleasa no es de las mas
representativas (presenta dos sitios de unién a DNA), permite trazar un

posible origen para algunas de ellas (Jo y Topal, 1995).
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S-ENDOTOXINA CrylA(b) berliner
El segundo modelo corresponde a la §-endotoxina que es una proteina que

tiene actividad de bioinsecticida, esta interacciona con glicoproteinas o
proteinas, ademas se conoce la estructura cristalina de una de ellas. Su
especificidad esta poco caracterizada, ya que el tamafo de la proteina
(=600aa) la hacen dificil de estudiar. El poder separar el dominio que esta
involucrado en la especificidad es importante ya que facilitaria su
estudio. Esto requiere el conocer las interacciones que se forman entre los

dominios (proteina-proteina) para poder separarlos adecuadamente.

Clasificacion de las d6-endotoxinas
El esquema de clasificacion de las 4-endotoxinas se basa primariamente

en la identidad de secuencia entre los distintos genes y secundariamente,
en su espectro de actividad (Hofte y Whiteley, 1989). Se reconocen dos
principales categorias en este esquema; las llamadas Cry que actian sobre
células de insecto in vivo e in vitro. La otra categoria son conocidas como
Cyt que son solo activas in vivo contra dipteros, pero tienen un mayor
espectro de actividad in vitro. El grupo de las Cry comprende una gran
familia de proteinas que se clasifican segun de la siguiente manera (Feite-

lson et al., 1992):
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Cryl:lepidoptera

Cryll:lepidoptera y diptera

Crylll:coledptera

CrylV:diptera

CryV:nematoda

CryVlI:nematoda

Las toxinas se pueden separar en dos grupos de acuerdo a su tamano; de
140-130KDa (Cryl, CrylVA y CrylVB) y de =70KDa (Cryll, Crylil y CrylVD).
En gen;sral, existe una identidad a nivel de aa que va del 25% a mas del S0%
entre las distintas Crys, con la excepcion de CryV| que parece ser de un
origen diferente (Figura 4). La clasificacién basada en la actividad, en

algunos casos correlaciona con su grado de identidad, pero no siempre,

Actividad bioldgica de las d-endotoxinas

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram positiva que forma esporas.
Esta bacteria crece en forma vegetativa cuando los nutrientes son
abundantes, pero cuando los nutrientes son limitantes, forma endoesporas
y uno o mas cristales proteicos. Algunas de las proteinas presentes en los

cristales (conocidas como &-endotoxinas) poseen una actividad

insecticida. No todas han mostrado ser tdéxicas a insectos, asi en un

estudio se observd que de 1000 cepas aisladas, un 40% no presentaban
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actividad insecticida (Knowles y Dow, 1993). Sin embargo, se probaron
sOlo algunos insectos, lo que no excluye la posibilidad que sean tdxicas
para otros insectos u organismos. La produccion de estas toxinas durante
la esporulacion puede indicar que son importantes en el ciclo bioldgico de
la bacteria. La bacteria no crece en el suelo, solo en insectos sensibles y
en condiciones de laboratorio. Asi, la toxina claramente ayudan a dar las
condiciones para gque la bacteria crezca en el insecto (Aronson, 1993).
Modo de accion

Se ha propuesto un esquema general para el modo de accion de las 6-

endotoxinas (Figura 5A-D) (Knowles, 1994). Este comienza con la ingestidn
de la endoespora y el cristal con las protoxinas. Al ser ingerido por la
larva del insecto sensible, el cristal se solubiliza en el intestino medio,
gracias al pH que existe en ¢l (Du et al, 1994). Ademas éste pH es
importante para la actividad de la toxina (Feng y Becktel, 19384). Una vez
solubilizada, la protoxina sufre una maduracidén, la cual consiste en el
corte proteolitico del amino y carboxilo terminal. Es importante
mencionar que las caracteristicas de la maduracion depende de la toxina
en cuestion. La porcidén central constituye la toxina madura y ésta se une a
un receptor (una proteina o glicoproteina) presente en las

microvellosidades de las células columnares del intestino medio (Hofmann
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et al., 1988). Existen diferentes receptores para las toxinas y un
organismo puede presentar varios posibles receptores para una toxina. Se
ha demostrado que CrylA(c) se une a dos proteinas glicosiladas, una N
aminopeptidasa y a una fosfatasa (Knight et al., 1994, Sangadala et al,
1994). En el caso de CrylA(b), se clond el gen de una cadherina que es el
receptor de la toxina (Vadlamudi et al., 1995). Las toxinas CrylA(a) Yy
CrylA(b) se unen a proteinas de peso molecular semejante (Oddou et al.,
1991). La toxina se inserta de manera irreversible a la membrana y origina
la formacidon de un poro y asf, la pérdida del potencial de membrana de la
célula (Knowles y Ellar, 1887). La unién de la toxina a la célula no siempre
indica que es toxica, debido a que no necesariamente se inserta en la
membrana. No se conoce como esta formado el poro, ya qué puede estar
constituido por una o varias moléculas de toxina, pero existe evidencia que
apoya la segunda propuesta. El evento siguiente es la lisis celular, dafo
del intestino y la muerte del insecto por ayuno o infeccidn,

Es importante mencionar que existen pocos casos de resistencia generada
a la toxina en el campo y esto hace suponer que la o las proteina a las
cuales se une, estan altamente comprometidas en la biologia de la larva
del insecto (Tabashnik et al., 1994). Esto se demostréo al generar

poblaciones resistentes en condiciones de laboratorio, las poblaciones
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resistentes mostraban una menor capacidad de reproduccion. En el caso de
CrylA(b) que se une a una cadherina se comprueba esto (Vadlamudi et al,
1995). Asi, las caherinas son proteinas altamente conservadas en la

evolucidon que son importantes para la interaccion entre las células de un
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Figura 4. Posible relacion evolutiva entre las clases de 8-endotoxinas. Se

compararon 29 toxinas maduras (=640 aa c/u) (Feitelson et al, 1992).
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Figura 5. Mecanismo de accion y estructura de la d-endotoxina CrylllA. En

el panel A se muestra la ingestién de la protoxina. En el panel B se
muestra la solubilizacién y maduracion de la toxina. En el panel C se
muestra la interaccion con un receptor del intestino medio. En el panel D
se muestira la formacion de un canal. En el panel E se muestra la
estructura de la toxina CrylllA, donde se ven los tres dominios de la
toxina. En obscuro se muestran las zonas conservadas entre las distintas
toxinas.
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Relacion entre la estructura y funcion de la toxina CrylllA

La estructura tridimensional de la 6é-endotoxina CrylllA consta de tres

dominios estructurales (Li et al., 1991) (Figura 5E). El dominio | que

corresponde a la regién amino terminal consta de 7 a-hélices. El dominio
Il que corresponde a la parte central, consta de tres laminas B, que forman
una estructura triangular y una pequefa a-hélice. Por ultimo, el dominio
1l que es la parte carboxilo terminal, forma un pB-sandwich. A cada

dominio se le ha dado un papel funcional en el mecanismo de acciéon de la
toxina. El dominio | forma el poro, lo que ha sido demostrado por la
actividad del fragmento proteolitico correspondiente (Walters et al.,
1993), por mutaciones (Chen et al, 1995), por sintesis de la hélice que se
inserta (Cummings et al., 1994; Gazit et al., 1994), asi como por el

dominic expresado de manera aislada (Von Tersch et al.,, 1994). Al parecer
la a-hélice central (a-5) es la que se inserta en la membrana (Cummings
et al., 1994, Gazit et al., 1994). El dominio Il esta involucrado en la unidn
especifica: existen evidencias de que las asas que se forman entre los
elementos f, estan involucradas en la interaccién con el receptor (Widner

y Whiteley, 1990; Smith y Ellar, 1994; Lu et al., 1994; Liang y Dean, 1994;

Bosch et al, 1994a; Rajamohan et al., 1995). Sin embargo, existen
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estudios que demuestran que en algunos casos también es necesario partes
del dominio Il (Schnepf et al.,, 1990). ElI dominio lll es interesante, ya que
estd involucrado en estabilidad de la toxina (Almond y Dean, 1993;
Nishimoto et al. 1994; Wabiko y Yasuda, 1995), especificidad (Schnepf et
al., 1990) y formacion del poro ( Chen et al.,, 1993; Chen et al.,, 1995).

Al comparar las secuencias de aa de las distintas toxinas, se observa que
existen 5 bloques de aa basicos que se conservan. En la estructura
cristalografica se observa que dichos bloques se encuentran formando el
nucleo de la toxina, lo cual es consistente con que incluso otras toxinas
cuyo grado de identidad es menor pueden presentar una estructura similar.
En el reporte de la obtencién de cristales de la toxina CrylA(a) (tiene una
identidad del 35% con respecto a CrylllA) se informd que posiblemente
tiene una estructura cristalina semejante a la toxina CryllA (Borisova et
al., 1994).

Relaciones evolutivas qué ayudan a fundamentar el uso de un gen
del cual no se conoce la estructura de Ja proteina en cuestion

Se propone que las d-endotoxinas son de origen monofilético, con la
posible excepcion de CryVI. Como se dijo anteriormente, el porcentaje de

identidad entre las distintas familias varia entre un 25% y 90% (Feitelson

et al,, 1992) (Figura 4), lo cual es indicio de una estructura terciaria
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semejante En este sentido se acepta que cuando la similitud es mayor del
25%-30%, las proteinas son homodlogas y, por lo tanto sus estructuras son
semejantes (Chothia, 1992). También existen ejemplos donde la similitud
es menor y sin embargo, las estructuras se parecen; en estos casos no es
sencillo discernir entre homologia y convergencia.

Potencial biotecnoldgico de las d-endotoxinas
La importancia de las d-endotoxinas radica en su actividad insecticida

altamente especifica, que generan poca resitencia y que son
biodegradables. Todas estas caracteristicas las hacen de suma
importancia en el control de plagas. En la actualidad existen en el mercado
diversos productos insecticidas basados en estas toxinas. Por otra parte,
con el fin de ampliar la accidn de estos bioinsecticidas, diversas
empresas colectan y caracterizan Bacillus, buscando actividades
insecticidas contra ciertas plagas, utilizando diversos métodos

(Schnepf,1995), en fechas recientes por medio de PCR (Cerdn et al, 1994).



35

OBJETIVOS E HIPOTESIS DEL TRABAJO

Todos los datos presentados anteriormente nos permiten formular varias
preguntas sobre los posibles meéanismos gue estan implicados en la
funcion de las proteinas modelo.

En el caso de la endonucleasa EcoRl, la pregunta que sobresale es cdmo
actuan los residuos de aa implicados en el reconocimiento y que no estan
en contacto con las bases del DNA. La evidencia experimental apoya la
existencia de determinantes de la especificidad que no estan en contacto
directo con las bases del DNA del sitio blanco. Sin embargo, se propusd que
la estructura cristalografica muestraba a la enzima antes de ser activa,
asi que existen cambios conformacionales que pueden acercar a estos
residuos al DNA durante la catalisis. El analisis enzimatico de distintas
mutantes (en posiciones que contactan el DNA) mostré que la mayoria de
ellas tenian alterados sus parametros cataliticos, lo que indicd la
existencia de una conexidn entre la especificidad y la catalisis. Un reporte
en particular (Jeltsch et al.,, 1993b), demostrd que al alterar un residuo de
aa, la energia de unidon se modificaba lo esperado para la pérdida del
contacto, pero ademas se veian alteradas sus constantes cataliticas
(Jeltsch et al, 1993b). Una manera de demostrar que el residuo participa o
no en un contacto especifico es la de cambiarlo y observar los efectos que

ocasiona. De esta manera se puede observar la importancia de éste residuo
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en la actividad de la enzima. Nosoilros proponemos la existencia de un
interruptor de la actividad enzimatica de la endonucleasa EcoRI que acopla
la unidn especifica a la formacidn de la maquinaria catalitica.

lLLas 8-endotoxinas poseen un gran potencial biotecnoldégico, pero existen

muchas preguntas acerca de su funcion. Una de las mas interesantes es
poder determinar la zona de la toxina que participa en la especificidad y si
dicha zona corresponde a un dominio estructural. Esto es importante para
poder tratar de modificar la especificidad de la toxina hacia insectos que
constituyen plagas de cultivos de importancia econdmica. Existen técnicas
que permiten crear variabilidad y seleccionar a aquellas que posean una
actividad en particular. El tamafo de la toxina madura (=600 ‘aa) hace
dificil la aplicacion de estas ttécnicas. Asi, que una de las primeras
preguntas es determinar si existe una modularidad estructural y funcional
en la toxina. Como se menciond anteriormente la estructura
cristalografica de CrylllA muestra que 'existen tres modulos
estructurales, por lo que parece factible la separécién de ellos. La
evidencia genética sefala que el dominio Il puede ser el principal
determinante de la especificidad (Widner y Whiteley, 1990; Smith y Ellar,
1994; Lu et al., 1994, Liang y Dean, 1994; Bosch et al., 1994a; Rajamohan
et al., 1995). Existen casos donde el dominio lll puede estar participando

en la especificidad, pero las evidencias mas fuertes, basadas en
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mutaciones vy la variabilidad de esta zona, apunta a que es el dominio Il el
principal determinante de la especificidad. El dominio Il consta de
aproximadamente 200 aa y es un buen candidalo a probar en el sistema de
despliegue en fago (Smith, 1985), para poder seleccionar variantes con
especificidad alterada. El andlisis de la estructura hace pensar que el
dominio |l puede ser estable cuando se expresa de manera independiente.
OBJETIVOS
En el caso de la enzima EcoRl, estudiar determinantes de la especificidad
que no estan contactando a las bases del DNA de manera directa. Asi,cémo
la existencia de mas aa implicados en este reconocimiento indirecto.

Mientras que en el segundo modelo, es decir la 5-endotoxina CrylA(b), el

objetivo consiste en aislar el' dominio |l de manera independiente y
verificar si la especificidad reside en este dominio.

HIPOTESIS

En la endonucleasa EcoRl proponemos que existe un sensor de la
especificidad que accjpla la unidn especifica con la liberacién de la
maquinaria catalitica.

Enla toxina CrylllA proponemos que el dominio Il en ciertas condiciones
puede ser expresado de manera independiente y mostrar unién especifica,

lo que permitird su estudio.
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ANTECEDENTES

Endonucleasa EcoR!

En la literatura se habia reportado una mutante en el aa 114 (H-S) de la

endonucleasa EcoR! que mostraba una actividad estrella (Heitman y Model,
1990a). Esta mutacién resulta interesante, ya que de acuerdo a la
estructura cristalografica, este residuo de aa no estd haciendo contacto
con las bases del sitio de reconocimiento. Esto nos motivé a mutagenizar a
saturacion ésta posicién (Flores, 1994). El banco que se generd presentaba
mutantes con una actividad insensible a la presencia de la metilasa, pero
no se caracterizd a fondo. Es decir, a pesar de que el DNA se encontraba
metilado en los sitios que reconoce la endonucleasa EcoRl, era cortado por
la enzima. Esto era importante ya que hablaba de la posible existencia de
un interruptor en el mecanismo de especificidad. Esto, ademas abria la
posibilidad de tener mutantes con la especificidad allerada a partir de
enzimas alteradas en dicho interruptor.

d-endotoxina

Al comenzar el proyecto en colaboracion con la Dra. Alejandra Bravo

(Instituto de Biotecnologia/lUNAM) se contaba con un banco de datos con 50
distintos genes de &-endotoxinas y el gen de la toxina CrylA(b). Se

selecciond este gen, ya que se contaba con las metodologias para ensayos
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in vivo e in vitro. El poder manipular la especificidad de ésta proteina
representa un objetivo para la generacion de toxinas para controlar plagas.
Existen técnicas para la generacion y seleccion de proteinas variantes. El
tamafno de la toxina madura representa una limitante para el uso de estas
tecnicas, por lo que poder trabajar con parte de esta es un objetivo en este

campo.

MATERIALES Y METODOS

Endonucleasa EcoRI

Los materiales y métodos se describen en el articulo de la endonucleasa
EcoRl que se genera del presente trabajo. Ademas de las mutaciones en el
codon 114, se mutd el coddén 160 y 170 del gen, mas adelante se explica
los motivos por los se mutaron estos codones. Las estrategia de
mutagénesis del codén 114 se muestran en la figura 2 del articulo. Se
mutd el coddn 160, ya que el gen seudosilvestre que usamos presenta un

cambio en esta posicidon (glu—asp) (Kuhn et al,, 1986). Asi, la mutacidn que

introdujimos, retorna al coddn original (Figura 6). Existe evidencia de que
estd mutacion no altera la especificidad y soélo altera ligeramente las
constantes cataliticas. Esto nos permiten decir que las conclusiones del

presente trabajo no se ven alteradas por esta mutacién adicional. El coddn

170 (glu—gln, ala) lo mutamos para determinar su efecto en la
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especificidad de la proteina (Figura 6). Se selecciond gIln ya que es un
cambio conservativo y ala porque quita la posibilidad que interaccione con
his 114. La mutagénesis del coddn glul70 se basé en la observacion de la
estructura cristalografica del complejo proteina-DNA en presencia de
Mn++ donde se veia una posible interaccion entre el residuo his114 vy
glu170. Las condiciones de PCR, clonacién y secuencias de los oligos

usados se dan en la figura 7.



Ecomut160

Ecomut170A
Ecomut170
fiindlll TS e Plasmido
| | .
Plasmido
= o pKGSmet
t i cortado con pKGSmet 41
- Hind
Ecorevseq
PCR
5 Hindii+Pst}
Pstl
! !
L'1l {'J Plasmido pKGS met
Hindill C Megaprimer
PCR y digestion v
con Hinalll+Psti
v Fragmento mayor
Hindlll-Pstl
~
il
Ligacion

Plasmido pKGS met

mutado en la posicion
1600170

Figura 6. Estrategia de mutagénesis de las posiciones 160 y 170 del gen de
la endonucleasa EcoRl. Las secuencias de los oligos utilizados se dan en la
figura 7. La zona gruesa del oligo y del megaprimer representa la regidén
que porta los cambios. La posicion de los oligos es relativa, ya que el oligo
Ecomut170 estd un poco mas hacia el extremo 3° del gen.
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Oligonucledtidos utilizados

Qligonucledtidos utilizados con la endonucleasa EcoRl

Ecomut 160 (26 nt)
a)5-TTATGCTCTCTGAGAGCCACTTTCCT-3
Ecomuti70 (41)
b) 5-CACTTTCCTTACGTCCTTTTTCTA(CAG/GCG)GGGTCTAACTTTIT-3
EcoHind (24 nt)
C) 5'-GAAATAAATGAAGCTTTAAAAAAA-3
Ecorevseq (24 nt)
d) 5-AATGCTTTTGTCTTTATGATTTAC-3’

Oligonucledtidos utilizados en la clonacién del dominio i1y -l de la &-endotoxina CrylA(b)
berliner

Domi Il 5" (47 ni)
e) 5-CGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACAAGAGAAATITATACAAAC-S
Domi Il 3" (46 at)
f) 5-CAGTGCCAAGCTTGCTTTACTGCAGACTACCGATGTATCCAAGAGAA-3’
Domi Il H6 3" (51 ni)
g) 5 -AGTCGCCAAGCTTTTAGTGATGGTCGATGGTGATGACTACGATGTATCCAAGA S
: Domi tI-HlI H6 3" (52 ni)
h) 5-AGTGCCAAGCTTAGTGATGGTGATGGCTGATGAACTAAATTGGATACTTGATC-3

Figura 7. Oligonucleétidos utilizados en los experimentos. Oligo a, nucledtido
(nt) 467-494 (FMLSESHFP), el coddn en negrillas corresponde al cambio asp160-»glu. Oligo
b, nt 483-524 (HFPYVLFLQQ/AGSNFL); en negrillas estan los dos aa probados en esta posicion
(glu— gin/ala). Se sintetizaron dos oligos, uno para cada cambio. Oligo ¢, nt 183-216
(EINEALKK). Oligo d, del nt 667-690 (VNHKDKSI). Oligo e, nt 931-850 (TREIYTN), las
negrillas corresponden ala zona del gen, las italicas al sitio BamH! utilizado para la clonacién y
la regién 5° es parte del gen de la -gal. Oligo f, nt 1498-1518 (FSWIHRS); las italicas indican
el sitio Hindlll utilizado para la clonacion. El fragmento que se produce corresponde del aa 264-
459 de la toxina CrylA(b). Oligo g, nt 1501-1518 (SWIHRS); la regién subrayada
corresponde a los codones para la cola de his (6 codones). Los nt en itdlicas corresponden al sitio
Hindlll uvtilizado para su clonacion. Oligo h, nt 2076-2086 (DNVSNLV), Este oligo llega al final
del gen de la toxina y ayuda a generar el dominio ll-ill que consta de 389 aa, que en esle caso
tiene ademas la cola de histidinas sefialada por el subrayado (6 codones). Las condiciones de PCR
son 25 ciclos: 1 min a 92°C, 1 min a 55°C y 3 min a 72°C. Un ciclo a 72°C durante 15 min. El
buffer de reaccion es :MgCl, 2.5mM; KCI, 50mM; Tris-HCl, 10mM pH 9 y 1% de Triton X-
100. Ademas tiene 250uM decada dNTP, 30 pmolas de cada oligo o 1ug de megaprimer, 100 ng
de templado y 2.5 U de Taq polimerasa. Los producios de PCR fueron purificados, digeridos y
clonados siguiendo técnicas convencionales. Los productos fueron eleclrotransformados en E. coli
cepa JM101. Las clonaciones se confirmaron por secuencia y patron de digestion, Las
referencias de estas técnicas se dan en el articulo. Las construcciones de la toxina se clonaron en
pUC18 y pBTAC como BamHl/Hindill,



43

~af}——— DOMINIO III

INTERFASE
CON DOMINIO III

B )
’/.NIE 370
.

DOMINIO II

INTERFASE
CON DOMINIO I

Figura 8. Interfase del dominio Il de la §-endotoxina CrylllA con los
dominios Il y lll. En el panel A se muestran las cadenas laterales de la
interfase. En el panel B se muestran los residuos hidrofobicos del dominio
Il que se encuentran en la interfase. Se muestra una representacion en
bolas y varillas de los residuos hidrofdbicos en la interfase del dominio I,
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-endotoxina CrylA(b) berliner

Disefio

Primero se analizd la estructura de la toxina CrylllA para observar la
interfase que existe entre el dominio Il y los dominios | y lll. Se observé
que era factible separar el dominio Il y que no existian zonas hidrofdbicas
importantes que quedaran expuestas al solvente al remover los otros dos
dominios y que pudiera dificultar la solubilidad de la proteina (Figura 8).
Se usd el plasmido pTP 658-3 que porta el gen de la toxina CrylA(b)
berliner. Para poder delimitar el dominio |l de la tfoxina, primero se
realizé un alineamiento multiple a nivel de proteina entre ta subfamilia de
toxinas CrylA y CrylllA, ésta Gltima es de la que se conoce la estructura
tridimensional. Para el alineamiento se usé el programa Align (Hein,

1989). Del alineamiento se dedujo la porcidon de la proteina CrylA(b) que

corresponde al dominio Il (Figura 9).
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aa 100% conservados. La lineg continua indica el dominio ||



48

Construccién de los vectores

Se disenaron 3 oligonucledtidos (Figura 7) para que por medio de PCR se
pudiera aislar el dominio Il y clonarlo bajo el promotor lac del plasmido
pUC18 (Yanisch-Perron et al., 1985). Se disenaron dos contrucciones, una
que porta 17 codones adicionales en el 5" y 2 codones en el extremo 3" del
gen del dominio I (pUC I1). La segunda contruccion difiere en el carboxilo
terminal, en que porta 6 codones que codifican para his (pUC Il H6) (Figura
11). La cola de his permite purificar la proteina por afinidad en una
columna de agarosa Ni++ (Janknecht et al., 1991). Esto se basa en la alta
afinidad que muestra las his por el niquel y que existen pocas proteinas
que presenten tractos de his. Adicionalmente, para expresario con mas
eficiencia se clond bajo el promotor tac en el plasmido pBTAC-2 (Boer et
al., 1983). Esto se realizd por'subclonacién de la contruccion anterior
(pBTAC Il y pBTA Il H6) (Figura 10). Por el tipo de vector utlizado, ésta
construccidn sdlo porta 6 codones extras en el extremo 5  del gen'del
dominio |Il.

Para realizar la construccion con el dominio H-1ll, se disefid un
oligonucledtido que introduce los codones para la cola de his en el extremo

3" del dominio Il (Figura 7). Se clond en pUC18 y pBTAC-2 (pUC II-lll HB y

pBTAC II-lll H6) (Figura 10). Todas las contrucciones se verificaron por
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patrones de restriccion (datos no mostrado) y por secuencia (Sanger, et
al., 1977) del fragmento de DNA clonado.

Purificacion de la proteina

La cola de histidinas se usd para purii. * la proteina por afinidad, en una
columna de agarosa-Ni++(Jankecht et al.,, 1991). La purificacién se realizé
en condiciones desnaturalizantes y se siguieron las recomendaciones del
fabricante (QIAGEN).

Inmuno-deteccion

Para los ensayos de inmuno-deteccion se usaron anticuerpos anti-CrylA(b)
y anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina.

Para los ensayos de unidn se usd el procedimiento de Bosch (Bosch et al.,
1994b). Que consiste esencialmente en la unidon que muestra la toxina a
vesiculas del intestino medio de'insectos sensible, Para ello se incuba la
toxina en presencia de la toxina. Se colectan las vesiculas por
centrifugacion. Se separan las proteinas en un gel de acrilamida al 7.5% y

se transfieren a una membrana de nitrocelulosa. Se inmunodetecta la

toxina por medio de anticuerpos policlonales antiCrylA(b).



L s

MIIV+ D Yal u.cd B BamHl OU?S

mH! 0.25 o
Ba d “ 7 nicio domill 0.27
inicio domill 0.2

50
domill H6
pUC I H6
Pstl 0.86 3.27 Kb y__/cola His 0.86
Hindlll 0.87 Hindlil 0.87
inicio 0.00
D domi |l H6 0.02
cola His 0.61
domi 1l H ind Il 0.63
pBTAC 1l H6
5.19 Kb
inici inicio f-gal 0.22
niclo 0.00 BamHl! 0.25

inicio domi -1l H6 0.27

domi {I-lll H6 cola His 1.19

pUC 11-Ill H6
3.86 Kb

indlil 1.21

pBTAC -l Hé6
5.77 Kb

domi lI-lit HE

cola His 1.43
Hindlll 1.45

Figura 10. Contrucciones realizadas para la expresion del dominio I y li-
. A, pUCII. B, pUCIlI H6. C, pUC II-lll H6. D, pBTAC Il H6. E, pBTAC II-lii

HBE.

TN A TR
eIt

FALLA |

S

GEN

-



51

RESULTADOS

Endonucleasa EcoRI

La mutagénesis de la posicién H114 se discute en el articulo (ver pagina
60), pero aqui sé}lo quiero resaltar que ésta posicion esta implicada en un
interruptor de la especificidad de la enzima. Esto se deriva del hecho de
que algunas mutantes dan un relajamiento en la especificidad, que existen
diversos reemplazos que dan enzimas activas y solo unb es inactivo. Todo
esto puede excluir su posible participacion en el contacto directo con el
DNA y/o catalisis porque aa con propiedades totalmente diferentes dan una
enzima activa,

La mutagénesis del aa 170 mostro que ésta posicion participa en la
especificidad (Tabla 1). La actividad de la mutante glui70ala es insensible
a la presencia de la metilasa, ya que al inducir su expresién, la cepa se

muere. Esta mutante restringid mejor que la enzima silvestre a fago Avir

metilado (casi un orden de magnitud mas) y casi igual a fago no metilado
(un orden de magnitud menor). La actividad de la mutante glu170gin no
mostré actividad insensible a la presencia de la metilasa ya que su
expresidn inducida no es deletérea a la célula que portan la metilasa

EcoRI. La restriccion sobre fago Ay €s menor que el de la silvestre (casi
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dos ordenes de magnitud menos) y sobre iy metilado no muestra

diferencias con respecto a la silvestre.

TABLA I’

RESTRICCION FENOTIPO

w i
fago M- 1.81x10-7 silvestre

fago M+ 0.67

E170A
fago M- - estrella
fago M+ +

E170Q
fago M- = silvestre
fago M+ - -

"Los resultados de esta tabla son preliminares, ya que solo se realizd una
determinacién. En general es necesario hacer varias determinaciones para
sacar la media. Lo importante es la actividad que muestran con respecto a
la presencia de la enzima metilasa EcoRl. Fenotipo silvestre indica  que la
expresion de la endonucleasa no es deletérea a la célula que la porta.
Fenotipo estrella indica que la expresion de la endonucleasa es deletérea a
la célula que la porta. - y + indican que la actividad de restriccion se ve
disminuida 0 aumentada casi un orden de magnitud con respecto a la
enzima silvestre. -- indica que la restriccidn disminuyo casi dos ordenes
de magnitud. = indica que la restriccion es semejante a la silvestre. La
enzima metilasa esta en trans. Los experimentos se realizaron en células
de E. coli cepa JM101.
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La mutagénesis en la posicion 160, para retornar el aa silvestre, también

mostré que la enzima silvestre se produce en mayor cantidad que la

seudosilvestre (Figura 11).

d-endotoxina CrylA(b) berliner

El dominio Il no se observd, ni bajo el promotor lac, ni con tac. La inmuno-
deteccidn no detectd la proteina (Figura 12, carriles 3-6),

Cuando se traté de aislar el dominio |l H6 por medio de una columna de
agarosa Ni++ se obtuvo una proteina del PM esperado (Figura 13, carriles 4 -
6), sin embargo, ésta no reacciond contra los anticuerpos (datos no
mostrados).

Los ensayos de unidén o competencia no mostraron que el dominio se uniera
a vesiculas de Trichoplusia ni (datos no mostrados). Para tener un
elemento adicional sobre la naturaleza de la proteina purificada se realiz6
un analisi de aa de ella. El analisis de aa reveld que la composicién del
supuesto dominio Il H6 es diferente al esperado (Figura 14).

La construccién del dominio -1l no muestra una expresidon alta ya que en
geles de proteinas totales tenido con azul de coomassie, no se observa. Sin
embargo se purifico una proteina del PM esperado (Figura 15). Esta

proteina mostrd reaccion contra los anticuerpos anti-CrylA(b). Es
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importante mencionar que la construccion con el promotor /ac produce mas
cantidad de proteina a pesar de que este promotor es menos fuerte que el
de tac. Para observar la influencia de la temperatura en la estabilidad de
la proteina en la célula, se crecid la bacteria a 30°C y 37°C. Se observé

que la proteina se expresa mejor cuando la bacteria se cultiva a 37°C
A M 1 2 3 4 5 6 B

(figura 186). 24200 - oo e
111,400 e o .

74,250 S E iz
== = 111,400 ..
45,500 U
a5,500 @
29,500 oo
18,300 el 18300 ()

L KT

180 60 120 180

Figura 11. Gel de proteinas totales de cepas de £. coli JM101 que expresan
la endonucleasa EcoRl silvestre y mutante en el aa 160. A)1-3, enzima
silvestre en el aa 160. 4-6, enzima mulante en el aa 160. B) 1, enzima
purificada. M, marcadores de PM. La induccién fué en presencia de la
metilasa EcoRl con 1 mM de IPTG cuando el culivo tenia una D.O.g00nm=0.6.
Se colectaron células a los 80, 120 y 180 minutos (min) respectivamente.
La banda de aproximadamente 30 kDa se ve aumentada en el caso de la
proteina con el gen silvestre lo que indica que es mas estable,

e ECOR!
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endotoxina CrylA(b) berliner €N extractos de células de E. coli cepa JM101
Portadoras de distintos plamidos. 1, puUC 18. 2, pucC 11, 3, pUC Il Hs. 4, pUC
-1l He. 5, PBTAC. 6, pBTAC | HE. 7, pBTAC 1]-1)| HE. M, marcadores de
PES0 molecular (cadena Pesada de la Miosing , 214.2 kDa: fosforilasa B,
111.4 kDa; albumina de Suero bovino, 74.25 kDa: ovalbumina, 45.5 kDa;
anhidrasa carbdnica, 29.5 kDa; B-lactoglobulina, 18 3 kDa y lisozima, 15.4

kDa). Se usé E, coli IM101 como Cepa huésped. Para |a induccion se crecig g 37°C a una D.0.g00

$€ sonicaron en hielo. Las pProteinas se sépararon en un gel de acrilamida al 109 y se
tranfirieron a yn filtro de nitrocelulosa. Para la inmuno deteccién se saturd la membrana con
gelatina y se ysg anticuerpos policionales contra la toxina madura. Como Segundo anlicuerpo se
utilizd un antj conejo anti Ig@ conjugado con fosfatasa alcalina. Para revelar € uso BCIP y NRBT.
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Figura 13. Gel de acrilamida de la proteina purificada por la columna de
agarosa Ni++. 1, 2 y 3 fracciones .1-3 de la cepa con el plasmido pUC18. 4,
5 y 6 fracciones 1-3 de la cepa con el plasmido pUC Il H6. Las fracciones
representan los 3 primeros mililitros del buffer usado para eluir la
proteina. M, marcadores de peso molecular, los pesos se dan en la figura

anterior. Para la purificacién se crecié e indujo como se menciona en la figura 12, todas las
manipulaciones se realizaron a temperatura ambiente. Para la purificacién se utilizo
condiciones desnaturalizantes. La pastilla celular de 100 ml de cullivo se resuspendié en 5 ml de
buffer A (cloruro de guanidina, 6M; NaHPOq, 0.104; Tris, 0.01M, pH 8) y se dejé 1 hora en

agitacion continua. Se centrifugd a 10,000 g durante 15 minulos y se tomo el sobrenadanie. Se
le adicioné 0.5 mi de resina (equilibrada en buffer A} y se dejo en agilacion continua durante 45
minutos. Se cargd en una columna de 1 ¢cm de didmetro. Se lavé con 10 mi de bufler B (urea, 8M;
NaHzPO4 0.1M; Tris 0.01M, pH 8). Luego se lavd con 10 ml de bulfer C (bulfer B pH 6.3).

Para eluir se usd 5 mi de buffer D (buffer B pH 5.¢).
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#esperado #observado # contaminante
ala 9 16 14
cys 0 0 6
asp / 15 19
glu 8 21 17
phe 11 7 4
aly 19 33 29
his 12 20 20
ile 15 7 3
lys 1 11 6
leu 13 16 14
met 7 4 4
asn 13 - 6
pro 15 8 5
gln 10 - 6
arg 14 4 4
ser 30 22 5
thr 13 13 5
val 11 18 295
trp 2 - -
tyr 9 5 4

Figura 14. Analisis de aa de la proteina purificada por medio de la columna
de agarosa Ni++. #esperado, indica el contenido de aa deducido a partir de
la secuencia de DNA clonado en pUC Il HE. #ohservado, indica el contenido
de aa calculado de la proteina purificada. #contaminante,indica el
conternido de aa reportado para la proteina endogena de E. coli que se
copuriiica como contaminante (Wuilfing et al., 1984). El contenido de aa de
la proieina purificada concuerda mas con el de la proteina enddgena de E.
coli. El analisis de aa en HLPC lo realizd el lab del Dr. Possani del Instituto
de Bic:ecnologia/UNAM.
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-1l para observar sy

1, pUC [1-111- H6 sin
- 2, pUC 111} He inducido a 37°¢C 3, pUC Ii-1j H6 inducido‘a
30°C. 4, PBTA II-1Il Hs sin inducir g 37°C. 5, PBTAC 1(1-1)) H6 inducido a

H6 inducido g 30°C.
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Saturation mutagenesis of His''* of EcoRI reveals relaxed-specificity

mutants
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SUMMARY

EcoRI recognizes and cleaves DNA at GAATTC sites and is one of the best characterized sequence-specific restriction
endonucleases { ENases). In previous studies, an EcoRI mutant, which exhibited relaxed substrate specificity and cleaved
both canonicul and EcoRI star sites, was isolated. This mutant enzyme has Tyr instead of His''?. Here, we subjected
residue 114 of the EcoRI ENase to saturation mutagenesis. The resulting mutant enzymes were churacterized both in
vivo and in vitro, resulting in the identification of mutants with canonical (H114K, Q, D, I) or relaxed (HI14Y, F, S.
T) specificity, as well as one mutant with severely impaired activity (H114P). In the X-ray structure of an EcoRI-
substrate complex, His'! is located between the catalytic and recognition regions of EcoR[ and may directly contact
the DNA phosphate backbone. Based on our genetic and biochemical findings and the X-ray structure, we propose
that His!' participates in substrate recognition and catalysis, either directly, via protein-DNA interactions, or indirectly,

by mediating conformational changes that trigger DNA cleavage in response to substrate recognition,

 INTRODUCTION

EcoRl is one of the best studied ENases (Heitman,
1992). However, despite numerous biochemical, struc-
tural and genetic studies (Rosenberg, 1991; Heitman,
1992), the mechanisms by which this enzyme recognizes
its substrate have only recently begun to emerge. A

Correspondence to: Dr. X. Soberon, Instituto de Biotecnologia/UNAM,
Apdo. Postal 510-3, Cuernavacia, Mor. 82271, México. Tel. (52-73)
{14-904, ext, 273/260; Fax (52-73) 172.383;
¢-mail: soberont@pbrid2.ceingebi.unam.mx

Abbreviations: A, absorbance (1 cm); aa, amino acid(s); bp, base pair(s);
DTT, dithiothreitol; ecoRl, gene encoding EcoRl; ENase(R'), restriction
endonuclease; {PTG, isopropyl-f-p-thiogalactopyranoside: kb, kilo-
base(s) or 1000 bp; Km, kanamycin; LB, Luria-Bertani (medium),
MTasetM), DNA methyltranslerase; N, equimolar mixture of A, T, G
and C; nl, nucleotidets); ofigo, oligodeoxyribonucleotide; PCR, poly-
merase chain reaction; §, equimolar mixiure of G and C; wt, wild type;
XGal, §-bromo-4-chlora-3-indolyl-B-p-guluctopyranoside.

SSDF0378-1119194)00863-9

number of mechanisms of specific DNA interactions are
common to both ENases and repressors, including linear
diffusion along the DNA molecule (von Hippel and Berg,
1989} and recognition via hydrogen bonds and Van der
Waals contacts in the DNA major groove {Seemin et il
1976). However, it is important to stress that the mecha-
nism of action of ENases involves not only the recogni-
tion of the target site, but also the coupling of recognition
to catalysis. Genetic analysis has revealed that ENases
are quite resilient to changes in specificity (Heitman and
Model, 1990; Heitman, 1992). In contrast, alterations in
specificity have been demonstrated for repressor-operator
protein-DNA interactions { Youderian et al., 1983; 1994;
Wharton and Ptashne, 1987, Pabo and Sauer, 1992},

A combination of genetic ( Heitmun and Model, 1990),
crystallographic (Kim et al, 1990) and biochemical
(Lesser et al., 1990) studies have implicated some aa in
the mechanism of recognition and catalysis by the EcoR1,
Previous genetic studies identified EcoRI mutants with
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Fig b Sicreo draning of the region surrounding restdue Hist'™ in the EcoRL-substrate complex. His''™ tshown with dotted surface) lies between

and Gln' e strand 83 The phospliate at the scissile bond is indicated by a sphere. The majority of the direct hydrogen-bond protein-base

mteractions aceur bevond the Gin''* side chain and would be focated at the bottom of this representation. Distances are noted between the imidazole
ring ntrogens amnd the onygen atoms of the phosphate and the side chain of Ghu'™ eourdinates of the EcoRI-DNA co-crystal structure were kindly

provided by Tohn M. Rosepberg),

relaxed substrate specificity (Heitman and Model. 1990).
One of them is HEIY, with a specificity similar to that
observed with the wt ENase in Sstar® butler conditions
(Hsu and Berg, 1978 Gardner ct al.. 1982; Rosenberg
and Greene, 1982 Robinson and Sligar, 1993). Inspection
of the crystallographic structure of the EcoRI-DNA com-
plox t Kim et al., 1990) reveals that aa'' does not directly
contact DNA bases. Rather, His'™ is located between a
region containing an intricate set of interactions with the
recognition site, the active site, and the substrate, and
may hvdrogen bond to one of the phosphate groups
(Fig. 1) tJeltsch etal, 1993a), leading to the proposal that
this scgment of EcoRT communicates a recognition event
to the catalvtic machinery (Thielking et al. 1991).
Furthermore, part of the side chain of His''" is solvent
cxposed and may then mediate interactions in *star’ buffer
conditions.

To further advance our understanding of how DNA
recognition and catalysis might be coupled, we performed
saturation mutagenesis of aa'. The resulting EcoRl
ENase mutants were characterized in vivo and in vitro,
revestling one null tinactive) mutant, several mutants with
canonical spectficity, ranging from low to more robust
activities and four mutants with relaxed  substrate
spectiicity,

RESULTS AND DISCUSSION

() Saturation mutagenesis of EcoR1aa'™

We generated o collection of mutant of EcoRI genes
by introducing an NNS mixture at codon 14 (Fig. 2). We
cotploved a mutant EcoR(GIU'" - Asp: EL60Dj(Kuhn

et al,, 1986). that displays an activity very similar to wt,
but is presumably unstable prior to dimerization so that,
when produced at low levels, it's activity can be tolerated
by the cell in the absence of M-EcoRI For simplicity, we
refer here to this as the wt enzyme. The ligation mixture
was transformed into E. coli IM 101 cells and plated unin-
duced in the absence of IPTG. Colonies in this experi-
ment displayed either a healthy or a flat, translucent
phenotype. The latter indicates in vivo ENase activity
(Osuna et al, 1991). Out of several hundred colonies
scored, 76% displayed activity. In a separate transforma-
tion experiment, the mutagenized ecoRIR and the
ecoRIM genes were introduced together on the same
plasmid. Under these conditions, activity of the wt R gene
present under repressing conditions does not produce a
translucent phenotype. However, we identified 34% of
the colonies as flat-translucent, We interpreted this result
as follows: several aa replacements {66%) resulted in
either a ‘silent” phenotype, with little eflect on the activity
and specificity, or a null phenotype; a smaller proportion
(34%) affords a new activity, with reduced sensitivity to
the presence of methylated DNA,

Sequencing of plasmid DNA isolated from several col-
onies revealed various aa replacements that retained
activity. Mutants HHSY, F, S and T displayed activities
that were resistant to the presence of M-EcoRIl. The
HIHD, Q, K and I mutant proteins were active, and still
sensitive to inhibition by the M:EcoR{. The only inactive
mutant we have sequenced is HI 4P (Table [). All active
mutants induced an SOS response when expressed in a
strain carrying the lacZ reporter gene fused to the dinD
DNA-damage-inducible promoter (Table l) (Heitman
and Model, 1990). Microscopic observation of cells bear-

-—
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Fig. 2. Mutagenesis strategy. Short, solid lines indicate synthetic oligos
used as mutagenic primers and extension primers (thickenings denote
mutagenic codons, which were introduced by incorporating NNS at
codon 114). Methods: Mutagenesis was performed by the "'megaprimer’
method (Sarkar and Sommer, 1990). For the first PCR, oligo
primers were Y-CTTTACCTTGSNNTTTGGCTTCAGC (Ecomutlid)
and 5-GAAATAAATGAAGCTTTAAAAAAA (EcoHindlll), For the
second PCR, an oligo that hybridizes 44 bp beyond the unique Pyl
site. present in the gene was used, ie. S“AATG-CTTTTGTC
TTTATGATTTAC (Ecorevseq). Gel-purified oligos were provided by
the  Muacromoleculur  Synthesiy  Facillity  of  the  [nstituto  de
Bioteenologin/UNAM. The second PCR-product was cloned as
HindlI- Pstl frugment, into either pKGS or pKGSmet, replacing the
wt region as a cassente. Plasmid pKGS, which curries a {ull-length
ceoRIR gene under the control of the inducible promoter lucUVS {u
gift from P.J. Greeng; Kuha et al, 1986). Plusmid pKGSimet is a deriva.
tive of pKGS plasmid, containing the ecoRIR gene (the ecoRIM pene
from pPG430 (Kuhn et al, 1986} as a Psl fragment, was cloned in the
Pl site of pRGS). PCR reuctions were performed for 30 cycles in the
following conditions: 92 C. I min; 55°C, I minand 72°C, 3 min. Ligation
mixtures from the PCR mutagenesis were electroporated ( Dower et al.,
1988) o E. coli strain MO (Aluc-pro supk thi [F 1raD36
proAB+lac FZAMISH (Yanisch-Perron et al,, 1985). The HindU1-Psl
fragment encompassing the mutations were recloned in plasmids pK GS
and pKGSmet and completely sequenced. JIMI0L colony phenotypes
were assessed visually and by monitoring induction of a dinDl:lacZ
fusion on XGal indicator medium with strain HF{ (a dinD{sMud (Ap*
luey derivative of IM 0L, oblained by Pl transduction, was used for
SOS-induction assays: Hettman and Model, 1990). Colonies were
grown on Luris-Bertani imedium) ( LB) plates containing 25 pg Km/ml,
Inducing conditions were | mM 1PTG.

7

g the plasmid coding for mutants DY, Sand T
revealed a filimentous morphology . chiracteristic of SON
response (hot showny,

We characterized all the mutants which cleave DINA
to some extent despite the presence of the M-EcoRE Ve
also performed o prehminary characterization of the
mutants with canonical spectiictty. The reluxed speciticity
mutants represent disstimilar departures from the wt resi-
duer mutant HUE has a sintlar size and shape but,
compared to His, Phe is hydrophobic and can aot
hydrogen-bond: mutants HEMT and HITS provide
hydrogen-bounding moieties, but have smadler side chains.,
The previously described HIHY EcoRT ENase mutant
(Heitman and Model, 1990) was re-isolited nour sereen
and was also characterized.

IUas striking that some of the canonmical spectlicn(y
mutants, specially HUH and HETD, displayed clear
vivo activity, despite w signtficant change in the nature
of thetr side chains, as compared to the wt His.

(b) lu vivo restriction activity

We also tested in vivo ENise activity of these EcoRl
mutants, we tested their efficiency to restrict unmethyi-
ated and  EcoRl-methylated  bacteriophage  2eir. As
shown in Fig. 3, the HU4T mutant dilfers in activity,
with respect to the HUY, HE4E and HITI4S mutants,
The HIHET mutant restricts unmethylated 2.eir phage at
a level comparable to wt EcoRI, but it is also shightly
active against M EcoR-methylated X phage. In compari-
son, the HIH4F, HI14Y and H14S mutant enzyvimes ire
fess active against unmethyliated A phage, but are signifi-
cantly more active against M+ EcoRl-methylated 2 phage
when compared to either wt EcoR1 or the HITT mutant,
This tndicates spontancous ‘star” activity in vivo. Mutants
Hit4and HT4D show diminished, but significant activ-
ity against unmethylated phage. They do not show any
difference in restriction activity against methyluted DNA
when compared with the wt {nat shown), To test il hagher
levels of restriction reflected an unhealthy state of the
cells, incompatible with phage growth, we tested the sus-
ceptibility of cells bearing wt and mutant ENase genes
to infection with the RNA phage RI7. Al cells were
slightly less susceptible to infection, and the differences
between them were orders of magnttude less pronounced
than those observed with DNA phage (not shown).

(c) Purification and in vitro activity of mutant EcoRl
proteins

To better characterize their enzymattic  activities,
mutant ENases were purilied by phosphocelulose and
hydroxyapatite chromatography as previously described
(Cheng et al, 1984). Fig. 4 shows time courses of the
cleavage pattern displayed by the puriticd mutant pro-

o
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Mutants isoslated by colony phenaty pe®

ALLELED Colony appearanee® SOS induction? Phenotype
Repressed Induced Repressed lnduced
M M M- M” M™ M M- M’
I SIRE] + T T + + + + DB .B - MB wi
hY AT n.d. e n.d. - ND DB n.d. - Star
3 FHETY + + ok - - DB DB - - Star
3 REERIE nal. bbb nd. - ND DR n.d. - Star
R 111438 n.d. FUR S n.d. - ND DB n.d. - Star
6. Fiidat + + R e N s MB LB - MB wt
7 HildK + R = - + o+ DB LB - LB wi
s, HE4O + R — ++ 4+ + DB L.B - LB wi
v, D + o - + 4+ + + DB 1.B - LB wi
10, Hitap 4+ 4+ + 4+ 4+ nd 4+ + + 4+ nd \\Y n.d. W n.d. Null

A and M designations indicate the presence (+) or absence (=) of the ecoRIM gene, expressed from the same plasmid as the ecoRIR or pICi

{ Herman and Model, 19900,

P Designations for mutant ENases are the original aa, the residue number and the aa present in the mutant. Lines 1-6: ¢coRIM gene present in cis,

Lines 7 HY: cooRIM gene present in truns,

© 4 4+ 4+ 4+ normal appearing colony: + + +, lower density of colonies but no decrease in colony size; +, reduced size and visibly translucent

colonies: —, no growth; n.d.. not determined.

¢ QS phenotypes were scored as dark blue (DB), medium blue (MB), light blue (LB) and white (W) on medium with 30 ug XGal/ml and 25 pg

Km ml nd., not determined.

teins with double-stranded 2 phage and pBR322 plasmid
DNA. In all cases. the five known canonical EcoRI sites
in A phage are rapidly cleaved (Fig.4A and C), with
slower hydrolysis of secondary, non-canonical sites
(Fig. 4B and D). In normal buffer conditions (Fig. 4E),
pBR322 is readily cleaved at the canonical site by all
mutants. The partial digests displayed by the mutants, as
well as double digestions (not shown) are consistent with
cleavage at the primary star sites of this plasmid (Gardner
et al. 1982). Star conditions (Fig. 4F) also reveal a
pattern very similar to that produced by the wt ENase
and the previously described HI14Y (Heitman and
Model, 1990). This is an indication that the ‘star’ activity
is not due to the presence of the distant, E160D, muta-
tion. We note that the two mulants with aromatic aa
(H114Y and HI114F) exhibit higher activity for the
secondary sites, in comparison to H114T and H114S. The
specific activities of these mutant enzymes were deter-
mined semiquantitatively by monitoring the time course
of digestion of a synthetic DNA fragment containing a
canonicitl GAATTC EcoRlIsite (Fig. 5). No cleavage was
observed in control reactions without enzyme (not
shown). We find that canonical activity is higher in the
HIT4S and HIT4T mutants and fower in the HI14Y and
HitdF mutants, but is reduced in all of the mutants
tested.

(d} Conclusions
[t has been known for two decades that the EcoRI
I Nuse cleaves sites that differ by one bp from the canoni-

cal recognition sequence (Hsu and Berg, 1978; Gardner
et al., 1982; Rosenberg and Greene, 1982; Robinson and
Sligar, 1993) under suitable conditions ( high protein con-
centration, basic pH, presence of glycerol, Mn?* as cofac-
tor). This phenomenon is called EcoRI ‘star’ (or EcoR1*)
activity. The fact that EcoRl mutant proteins can be
found which display similar 'star’ activity under canonical
buffer conditions (Heitman and Model, 1990; this work)
suggests that there are elements of specificity that can be
manipulated and whose study may shed light on the
mechanism of action of the EcoRl ENase. The relaxed
substrate specificity of the His!'* EcoRI mutants is partic-
ularly interesting because this aa is located between two
aa that have been directly implicated in EcoRI substrate
recognition and catalysis. Lys'!* has been postulated to
be part of the catalytic machinery (Selent et al., 1992);
GIn'', which hydrogen-bonds with the recognition net-
work, has been shown to affect both specificity and cata-
lytic activity, leading to the suggestion that it participates
in communication between the substrate binding site and
the active site in the enzyme-substrate complex (Jelisch
et al, 1993a). It is also noteworthy that the phosphate
group near His'** has been postulated to participate in
substrate-assisted catalysis (Jeltsch et al., 1992; 1993b),
Additional information is provided by the report that
HI114N substitution reduces DNA cleavage activity by
160-fold (mainly due to a decrease in K_,,), but does not
alter substrate specificity (Selent et al,, 1992).

From the properties of the His'"* mutant proteins. we
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Fig. 3. Restriction of infection by methyluated and unmethylated bacteriophage Avir by wt and mutant EcoR1. The ability of mutant and wt ENases
to restrict phage was assessed by measuring the titer of Avir phage on strain JMI0!I, and compuring it with the titer of phage on strain JM 101
expressing the R genes. Restriction values, shown in panel B, are an average of three measurements and were caleulated as follows: An appropriate
dilution of phage was determined at which individual plaques could be counted within the spot containing phage. The number of plagues, divided
by the dilution, was then obtained for each plasmid-bearing strain and divided by the value obtained with the plasmid-free strain, Methods: Restriction
was determined quantitatively by spotting portions of serially diluted phage stocks on a lawn of bacteriu harboring either no plasmid, or plasmid
pKGSmet bearing the wi or mutant ¢coRIR genes. Strains were grown on LB-plates with 25 pg Km/m! and 0.05 mM 1PTG to partially induce the
lacUVS-regulated ecoRIR gene. Methylated Avir DNA was obtained by growing the phage on a strain harboring the ceoRIM gene.

can not distinguish a clear pattern in the relationship
between the level of activity, the relaxation of specificity
and the sequence of the mutants. Although aa with
hydrogen-bonding capacity are over-represented in the
active mutants obtained, this property is not required to
exhibit either relaxed or canonical specificity, as evi-
denced by the Phe and the lle replacements, respectively.
The residual activity of the Asp mutant is hard to under-
stand in the vicinity of the phosphate group. Also note-
worthy is the fact that mutant HI14T is slightly more
active at in vivo restriction than the wt enzyme, perhaps
because of the added relaxed specificity. On the other
hand, the in vitro activity against an oligo bearing a
canonical EcoR1 site is reduced in all of the H114X
mutants tested. All mutants produce qualitatively similar
putterns of digestion with two substrates, which are also
similar to wt 'star’ activity. This probably indicates that
relaxation of specificity follows a similar order of prefer-
ence in all cases,

At this point, we can envision three possible explana-

tions for our findings. First, our results could be interpre-
ted according to the notion of a set of subtle interactions
that allosterically couple recognition and catalysis. In this
model, the mutations, as well as *star’ buffer conditions,
are able to partially uncouple allosteric activation.
Alternatively, His'™ may directly participate in substrate
recognition, or catalysis, or both. The His''* is positioned
appropriately for such a role in the catalytically compe-
tent conformation. However, the diversity of replace-
ments which retain activity, and the lack of conservation
of this position in ENases with structurally similir active
sites [BamHI (Newman et al, 1994); EcoRV (Winkler,
1992); Peull (Athanasiadis et al, 1994)], as well as in
ENAses postulated to share this cuatalytic motif [Munl
(Siksnys et al,, 1994); Hhall, Pxtl and NeoPt (Anderson,
1993) and Fokl (Waugh and Sauer, 1993)], argue against
a role in catalysis. By this argument, His'"™ may fultil
an EcoRl-specific role, such as substrate recognition.
Finally, aa'"¥ may position critical residues in its vicinity
(see Fig. 1). The catalytically-competent conformation
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Fig.d. Restriction digests of 2 and pBR322 DNA with mutant or wt
LcoRL Panels A-D, 2 DNA. Panels E and F, pBR3I22 DNA. Panels
A~E. normal huller. Panel FLostar buller. Pancl A, 30 min: panel B, 60
min; p-mul C. B30 min and pancels D=, 16 h Lanes €. undigested: lanes
Lowt 200004 T Y O TH T S TS, 6. mutant HEIGY from
1Ilc||m; noand Maodel, 19901 Methods: Reactions contained 0.01 pmol
(dimericy wt or mutant EcoRiE protems and 2.5 pg A or | pg pBRI22
DNA in 30 pl of bulfer N (30 mN TrisHICTH IO mM MgCH, /100 mM
NaCHT mNE DTT) e 37 C Samples were withdrawn from reaction
tubes at the imbicated tmes, termmated by heating at 65 C for 10 min,
analyzed by clectrophoresis on a 08% agarose gel and stained with
cthidium bromide. Star builer conditions were: 25 mM Tris'HCl, pH
3 2mM MeClo 5" ghveerol (from the enzyme storage bufler).

would, in this case. require mainly Van der Waals inter-
actions that could be fultilled, to varving extents, by a
diversity of side chains.

Further characterization of these mutants by biochemi-
cal. moleeular modeling. and  Xeray crystallographic
analyses. should further our understanding of the molecu-
lar interactions that underlie EcoR1 substrate recognition
and catalysis,
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DISCUSION

EcoR|

El banco de mutantes en la posicion hist14 de la endonucleasa EcoRl
muestra que la mayoria de los reemplazos en esta zoha generan enzimas
con actividad catalitica detectable in vivo (Tabla | del articulo). Estas
mutantes inducen la respuesta SOS. La respuesta SOS consiste el la
activaciéon de la transcripciéon de aproximadamente 20 genes, que estan
involucrados en la reparacion del DNA. Esta respuesta se induce por varios
factores, como son la presencia de cadena sencilla y corte del DNA entre
otros. La activacion de la respuesta SOS es un buen indicaddr de que las
enzimas son expresadas y estan cortando DNA. La secuenciacion de
mutantes que no inducen la respuesta SOS (10 mutantes), mostro que tcdas
presentaban pro en ésta posicion. Una hipdtesis que resultaba interesante
era que podria existia un relevo de protones enire el oxigeno 3°, his144 vy
glu170. Esto ayudaria a la activacién de la molécula de H;O, pero la
diversidad de remplazos que conservan la activida de la enzima la
descarta. La diversidad de reemplazos activos sugiere que his114 no esta
involucrada directamente en el mecanismo catalitico. Ademéas se puede
inferir que la flexibilidad de ésta zona es importante para la funcidn de la

enzima, ya que el unico reemplazo inactivo es pro gue es un aa que quita
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flexibilidad en la zona donde se encuentra. Una posible alternativa al
efecto de pro en estd posicion es que exista un impedimento estérico. En la
estructura cristalina del complejo de la endonucleasa con su DNA blanco
se observa que esta posicion se encuentra cercana al esqueleto del DNA.
Asf, pro puede estar blogueando la union. E! ensayo in vivo es sensible y
permite detectar la existencia de mutantes con actividad residual. El
mecanismo de accion de las mutaciones en la posicion 114 es dificil de
racionalizar por la diversidad de aa que conservan la actividad de la
enzima (his114thr, tyr, phe, ser, ile, lys, gin, asp). Con respecto a la
actividad estrella, también se observa que no existe un patrén claro que
correlacione la actividad con la naturaleza del aa. La actividad sobre
sustrato sintético muestra que existen dos grupos; el primero corresponde
a mutantes con una actvidad semejante a la silvestre (ser y thr) y el
segundo con una activad reducida (phe vy tyr).

En la estructura del complejo DNA-EcoR! en ausencia de Mg++,. se observa
que his114 puede estar formando un puente de hidrogeno con el oxigeno no
esterificado del fosfato 3" al enlace que es hidrolizado (Figura 1 del
articulo). Se ha propuesto que éste oxigeno juega un papel importante en el
mecanismo catalitico de la enzima (catalisis asistida por el sutrato)

(Jeltsch et al,, 1992). El papel asignado es el de activar la molécula de HoO
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que participa en la catalisi. Una evidencia adicional es que en la
estructura del complejb DNA-EcoRI-Mn++, se observa que éste aa se aleja
del oxigeno y se acerca al aa 170(glu) pudiendo entonces formar un puente
salino con éste. Una posible explicaciéon es que his114 funcione como un
interruptor de la especificidad. Es decir, parte de un interruptor que
impide la formacidon del sitio catalitico a menos que se formen los
contactos especificos. La maquinaria catalitica se encuentra apagada por
la interaccién entre el aa 114 y el oxigeno y sdélo cuando esta unida al
sitio especifico se libera. Para tratar de sustentar ésta propuesta, se
mutd el aa 170(glu) que, segin nuestro modelo, forma parte de este
interruptor. La mutante glui70ala mostro una actividad insensible a la
presencia de la metilasa EcoRl y la mutante g|u17dgln mostré una
actividad sensible a la metilasa EcoRl. Esto demuesira que este aa
también participa en la especificidad de la enzima. Podemos interpretar
que gin170 puede aun formar el puente de hidrogeno con his114 y por esto
no tiene alterada la especificidad, mientras que alat70 no lo puede hacer.
La existencia de residuos importantes para la especificidad que no estan
contactando a las bases del sitio de reconocimiento, apoyan la existencia
de mecanismos adicionales que estan operando en el reconocimiento

especifico. Este mecanismo implica el prendido y apagado de la maquinaria
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catalitica y que este es dependiente de la union especifica. Se puede
postular un mecanismo alostérico en la actividad de la enzima, es decir, el
reconocimiénto guia a la enzima a su estado activo. Al comparar la
estructura de los complejos de la endonucleasa con su DNA blanco en
ausencia y presencia de Mn++, se observa que el sitio catalitico se forma

cuando se une el cofactor. La actividad de restriccion sobre fago Ay

mostré que las mutantes estrella restringen al fago metilado, 1o que es un
indicativo de su actividad in vivo. Es interesante hacer notar que las
mutantes con mas actividad estrella, muestran menor actividad sobre fago
no metilado. Al parecer la actividad estrella se gana a expensas de la
actividad canénica. Sobresale la mutante his114thr que muestra un mayor
grado de restriccion sobre fago no metilado que la silvestre. Esto se puede
explicar, ya que esta mutante esta cortando tanto sobre el sitio candnico,
como sobre los sitios estrella. Esta mutante corta casi igual que la
silvestre DNA sintético y tiene actividad estrella, lo que puede explicar
este comportamiento. Todo esto apoya nuestra hipdtesis sobre la
existencia de un acoplamiento entre la especificidad y la catalisis.

Por Gltimo la mutagénesis sobre el residuo asp160glu, dio como resultado
que la proteina se exprese mejor. En un gel de proteinas se puede ver la

banda que corresponde al tamafno esperado, mientras que la seudosilvestre
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no se logra detectar. El residuo mutado se encuentra expuesto al sclvente

por lo que la mutacion al parecer la hace menos estable y se degrada mas

facilmente.

d~endotoxina

Los resultados con el dominio Il de la &-endotoxina CrylA(b), indican

problemas de estabilida o expresion. El fragmento no se logra detectar ni
en gel de proteinas tenido con azul de coomassie ni con anticuerpos
policlonales contra la toxina. Una evidencia adicional es que no se logra
purificar por afinidad en condiciones desnaturalizantes. Este tipo de
purificacidén se ha usado con otras proteinas en nuestro laboratorio y ha
dado buenos resultados. La proteina que se observd en la purificacion,
probablemente, es una contaminante enddgena de E. coli. (Wilfing et al.,
1994). Esto es consistente con que en la cepa con el plasmido sin inserto
observamos también esta proteina (Figura 13, carriles 1-3), los
anticuerpos no reaccionan contra ella y el analisis de aa no corresponde al
de la toxina. Hay que mencionar, sin embargo, que en él articulo sobre ésta
proteina contaminante se reporta su secuencia y ésta no concuerda con el
analisis preliminar de aa realizado sobre la proteina purificada en éste

trabajo (Figura 14). En la mayoria de los casos el contenido de aa
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concuerda con el de la proteina enddgena de E. coli. Las diferencias se
pueden deber a que exista polimorfismo de esta proteina. El numero de aa
de la proteina enddgena de E. coli es de 196 aa, mientras que el dominio |l
consta de =219 aa, por lo que es dificil saber si se produce un poco y no es
reconocido por los anticuerpos utilizados.

La construccion donde se tiene el dominio Il-1ll si se pudo detectar con
anticuerpos; sin embargo no se observa una banda conspicua en un gel de
proteinas totales tefido con azul de coomassie. Con los anticuerpos se
observa un producto de degradacion de = 25 kDa, que puede corresponder al
dominio Il (Figura 12, carriles 4 y 7). Se puede proponer que el dominio Il
es poco esfable y es necesario el dominio lll para disminuir este problema.
Existen evidencias reportadas de que cuando se va deletando de manera:
secuencial a la toxina, hay una zona en el extremo carboxilo terminal que
es importante para la estabilidad de la toxina (aa 603-603 de la toxina
CrylA(b) (Wabiko y Yasuda, 1995). Cﬁando se pasa este limite, la pro.tel'na
se degrada y no se puede detectar ni con anticuerpos policlonales. Esto
puede deberse a la poca estabilidad del dominio II. Un modelo que se ha
propuesto para el mecanismo de accidén de la toxina implica la insercidn de
la hélice 5 del dominio |. Para que se logre ésto, es necesario que la toxina

sufra cambios conformacionales drasticos. Asi, el dominio Il podria ser
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flexible y sensar la union especifica, lo que daria como resultado que
permita la insercidn de la toxina a la membrana. Esto explicaria en parte,
porque el dominio |l aislado no es estable. Es importante mencionar que la
mayor expresion observada con el promotor /ac se puede deber a que esta

construccidon porta una porciéon adicional del péptido o de la enzima f

galactosidasa y probablemente este la estabilice y proteja de la
degradacion. Un posible manera de ver esto seria el crear un sitio sensib.le
a proteasas entre el dominio Il y Il para poder obtener el dominio Il
separado in vitro. Esta posibilidad es dificil ya que la unién entre los

dominios no estd expuesta en la estructura de la toxina CrylllA.

Discusion general

Los datos presentados en este trabajo nos demuestran cdmo la funcién de
una proteina presenta detalles particulares que son dificiles de. anticipar
de la estructura cristalina ya sea sola 0 en complejoc con su molécula
blanco o analogos del sustrato. Asi, es dificil visualizar qué residuos
alejados de la interfase, que no contactan a la otra molécula, pueden estar
actuando en el proceso de reconocimiento. El entender este tipo de
mecanismo de regulacidén a distancia nos ayuda a tener una vision sobre la

finura de la regulacion de la funcidn de las proteinas.
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Por otra parte, el poder separar a una proteina en los médulos que la
constituyen nos permite estudiar de manera aislada una funcidn en
particular. E! poder delimitar de manera precisa cada modulo, es
importante para poder lograr su expresion independiente. Como se observa,
aun cuando las evidencias estructurales y funcionales indican que es
posible separlos, existen restricciones estructurales que dificultan su
separacion. En este caso, la funcion de la proteina implica cambios
conformacionales en el dominio Il que restringen su separacion.

Los resultados obtenidos en la presente tesis indican que la flexibilidad vy
los contactos intramoleculares son importantes en la regulacion de la
proteina. Esto implica que cuando se esta realizando la modificacion de
una proteina, es importante tener claro que la actividad deseada esta
principalmente determinada por los contactos directos, pero la finura de

la misma, esta determinada por el contexio donde se encuentra.
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CONCLUSIONES

Se demostré que el aa his114 de la endonucleasa EcoRl esta involucrado en
la especificidad de la enzima y que no participa en la catalisis.

Se demostrd la existencia de una conexion entre glu170 y la especificidad
de la endonucleasa EcoRl. Se propone la posible existencia de un sistema
de contactos intramoleculares que estédn involucrados en la interaccion
entre la actividad y la especificidad de la endonucleasa EcoRIl. Este
sistema involucra a los aa his114 y glu170.

Se demostrd que la endonucleasa EcoRl mutante en la posicidn 160 esta
altera en su estabilidad. Esta variante no se acumula cuando se induce su
expresion, cuando porta el aa original (glui160), la enzima se acumula en la
celula.

Se demostrd que la porcidn de la 8-endotoxina CrylA(b) correspondiente al

dominio Il no es estable de manera independiente.
Se demostré que el dominio Il juega un papel importante en la estabilidad

del dominio Il.
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Perspectivas de los modelos experimentales

Los modelos estudiados aun tienen muchas preguntas por contestar.

En el caso de la endonucleasa EcoRl faltaria realizar mas estudios sobre la
posible existencia de la comunicacion entre la especificidad y la
actividad. Un posible experimento seria realizar mutaciones simultaneas vy
a saturacion en las posiciones 160 y 170 para encontrar un nuevo par de
residuos que sean activos y conserven la especificidad. Dependiendo de la
naturaleza del par generado se podria contestar de manera mas adecuada
esta pregunta. Un segundo camino es la investigacién del cambio de la
especificidad. Hasta el momento no se ha logrado tener variantes con una
especificidad nueva. Esto se puede deber a la existencia de este
interruptor, por lo que las variantes con actividad insensible a la

presencia de la metilasa pueden ayudar a lograr este objetivo.

En el caso de la &-endotoxina CrylA(b) la primera pregunta gque queda

abierta es si la construccién con los dominios Il y Il muestran unién
especifica. Esto es importante, ya que permitiria tener una proteina mas
peqheﬁa para su futura manipulacion. Otra pregunta es ver si existen
-contactos entre el domio Il y Il que puedan alterar la actividad de la
toxina. Esto se debe a que posiblemente el dominio Il sufra cambios

conformacionales que esten determinados por el dominio I, Un avance
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importante es que se demostro la factibilidad de la purificacién de ésta
proteina usando columnas de Ni++ que permite purificar a variantes que se
expresan mal. Esto es relevante ya que muchas veces al modificar ésta
proteina se altera su estabilidad, lo que dificulta su caracterizacioén. Por
ultimo falta ensayar si cuando se clone el dominio Il en una fusion
traduccional ésta pueda ser estable. Esto se ha observado con otras
proteinas y de ser cierto para este caso, se podria montar en el sistema de
despliegue en fago. Esto Ultimo seria importante para la generacidon vy

seleccion de mutantes con especificidades nuevas.
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