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DETERMINACION DEL PAPEL DE LOS IRIPTOFANOS EN LA TOXICIDAD DE
LA PROTEINA CrylAb DE Buacillus thuringiensis

Introduccion
CARACTERISTICAS GENERALES

Bacillus thuringiensis comprende a un grupo de bacterias que en los Gitimos
afios ha adquindo gran importancia, tanto a nivel agricola por su aplicacion como
bioinsecticida, como en el ambito de la investigacién debide a su gran potencial
biotecnolégico, ya que produce proteinas capaces de matar a insectos de diferentes
ordenes tales como coledpteros, dipteros y lepidopteros

La primera referencia de un microorganismo con las caracteristicas de Bacillus
thuringiensis aparecid en 1901 y fue hecha por Ishiwata, quien describié a Bacillus soto
aislado del gusano de seda en Japén. Diez afios después Berliner asignd el nombre de
Buacillus thuringiensis a una bacteria aislada de larvas de gusano del maiz, en la
provincia de Turingia, Alemania (Feitelson, J 8 1993) Se usé como preducto comercial
por primera vez en el afio de 1938 en Francia

B thuringiensis es una bacteria aerobia, Gram positiva, que tiene la capacidad de
formar esporas Sus principales nichos los constituyen el suelo, el follaje de algunas
plantas, hojas y el intestino de algunos insectos Esta bacteria estd ampliamente
distribuida por el munde ya que se han encontrado esporas en muestras de sedimentos
marinos de Japon {(Maeda M, et ai 2000}, Espafia (Iriarte J. er.a 2000} v hasta en el
Antartico (Forsyth G, et al 2000}

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS

B thuringiensis es una bacteria capaz de formar esporas, como respuesta a la
limitacidn de fuentes de carbono, nitrégeno v fosforo. Este proceso da como resultado la
formacién de una célula quicscente que es altamente resistente a la desecacion, la falta
de nutrientes v a la exposicion a la luz ultravioleta Este proceso involucia la regulacién
temporal de la expresidn gendtica, comunicacidn intracelutar, y diferenciacion
morfoldgica que da origen a la espora (Devine K M 2000)

El proceso de esporulacion requiere de 6 a 8 hr para completarse Se puede
dividir claramente en 7 estados que basicamente se resumen de la siguiente manera: En
un inmicio la célula sensa las condiciones del ambiente v toma la decisidén de iniciar la
esporilacidn; posteriormente ocuwrre una division asimétrica de la célufa para dar origen
al compartimento que dard lugar 2 la espora Dentro de este compartimento se
empaqueta una copia def matenal genético ¥ se crea la corteza de la espora, por tltimo
la célula madre se lisa y hbera al exterior su espora ya madura (ver Figura 1)



Figural Esquematizacién de los 7 estadios de esporulacion para ¢l género Bacillus

Otra caracterfstica que le permite a B. thuringiensis asegurar su supervivencia en
el ambiente, es su capacidad de producir una serie de factores de virulencia.

En la Tabla | se muestran los diferentes factores de virulencia producidas por 8

thuringiensis

Tabla | Factores de virulenciade B thuringiensis

Factor de virulencia !Caracteﬂsticas Efecto Referencia
Enterotoxina Proteina de aprox|Provoca diarrea en|Darmagga, HP

40kDa Se produce | humanos 1995.

durante la  fase

vegetativa,
Fosfolipasa C Hidroliza Titbal R W 1993

34kDa membranas
tosfolipidicas

Hemolisina 11

Proteina de aprox
47kDa

Actila sobre céiulas
de mamifero

Budarina 71 e af
1994,

al ATP

i_né%_bidores de la

Quitinasas Hidroliza quitina { Kramer ] M 1997
45-80kDa rompiende  enlaces | Samson, M S 1998
a1-4 glucosidicos
| Turicinas Tiene actividad de|Favret ME ef af
1t 6 kDa bacteriocinas contra | 1989
otras especies de|Cherif A er al 2001
Bacillus
beta-exotoxinas Moléculas andlogas ; Achlan como [Kim, YT e aof

1970,
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\ IRNA polimerasa. | 1

Ademés de esto B thur ingtensis puede producir 2 tipos de proteinas insecticidas:

a) Las proteinas Vip que se producen durante la fase vegetativa de la bacteria
Son proteinas de 80 a 88 kDa que se excretan al medio extracelular y son
activas confra una gran variedad de lepidépteros (Estruch, I.J ef af 1996} Se
propone que atacan especificamente las células del intestino, provocando
paralisis del peristaltismo intestinal, pardlisis general en ¢l msecto y la
muerte {Yu, C. ef al 1997).

by Las delia-endotoxinas se producen durante la fase de esporulacién. Se
subdividen en 2 familias, de acuerdo a su similitud en secuencia de
aminoacidos:
i)Proteinas Cry.- Son una familia de proteinas que pueden ser de 70 kDa
hasta 130 a 140 kDa. Forman cristales durante a fase de esporulacién de la
bacteria y son toxicas contra una amplia variedad de insectos y algunos
nemadtodos ya que atacan especificamente las células intestinales
ii)Proteina Cyt - Se empaca junto con algunas proteinas Cry, es activa
contra dipteros y en estudios in vitre ha demostrado ser citolitica contra
células de larvas de dipteros y contra eritrocttos humanos Es una proteina
de aproximadamente 150 aminoécidos, tiene siete hojas beta y seis hélices
alfa que se encuentran rodeando las hojas beta (Li, J et al 1996) Se propone
que estas proteinas forman poros en las membranas por la insercion de sus
hojas B3, f6 y B7 (Promdankoy, B 2000)

CARACTERISTICAS MOLECULARES DE B, thuringiensis

Los analisis comparativos de las subunidades pequeiias del RNA ribosomal 165
ha provisto una clasificacion adecuada para las bacterias. y el genero Bacillus no ha sido
la excepcién Fsta clasificacién muestia que B anthracis. B cereus y B thuringiensis
pertenecen a un grupo filogenético muy relacionado, inclusive hay quienes propenen
que deben ser considerados como miembros de una niisma especie Se propone que la
diferencia basica son los plasmidos que codifican para las proteinas Cry en el caso de Bt
y fa antracina en €l caso de B amnihracis ( Helgason, E ef af 2000)

El genoma de B thuringiensis tiene enire 27 y 5 Megabases y esto depende de
los elementos extracromosomales de cada subespecie (Carlson. € R et af 1994)

Se sabe que los genes cry generalmente estan codificados dentro de plasmidos,
aunque también se han enconttado genes cry dentro del cromosoma y es una
caracteristica particular que una cepa nativa de B rhuringiensis tenga varios plasmidos
que codifiquen para mas de una delta endotexina Los genes ¢1/ estan en su mayoria
como unidades monocistrénicas, cuyos sitios de iniclo de la transcripcion estén
inmediatamente arriba del gene v tienen un terminador s4o independiente corrientc
abajo de la regién codificante, mientras que hay otros genes (324 w28 y cnviid)



que forman parte de un operdn y que estdn acompaifiados de una chaperona conocida
comeo p20

B thuringiensis produce sus proteinas toxicas durante la fase de esporulacion y
las almacena hasta que sobreviene la lisis celular Se ha observado y cuantificado la
cantidad de proteina Cry producida y se ha enconirado que puede llegar a ser hasta el
25% del peso seco de la bacteria. Esta produccién ocupa gran parte de la maquinaria
celular de la bacteria y estd coordinada con la fase de esporulacion Estos procesos estin
controlados por una serie de mecanismos de regulacién a nivel franscripcional,
postranscripeional y postraduccionat

En Bacillus subtilis existe mucha informacién acerca del mecanismo de
regulacién espacial y temporal del proceso de esporulacidon La esporulacion es
controlada a nivel transcripeional por una sucesiva activacion de factores sigma, los
cuales se unen a la RNA polimerasa para dirigir la trascripcién de promotores
especificos para la esporulacion. Se sabe que el factor o A es activo durante la fase
vegetativa y los factores oH, of, oF, oG y oK son activos durante la fase de
esporulacién y cada uno de éstos aparece en un orden dwante el desarrollo. cA y oH
aparecen en la fase de transicion, oF y oK son activas dentro de la célula madre y oF v
oG son activas en la preespora

Para B. thuringiensis se ha encontrado que los genes ¢ry/ presentan dos
promotores sobrelapados Btl v Btll y cada uno es activado a diferentes tiempos durante
la esporulacion, se sabe que la trascripcion de Btl es dependiente de un factor con un
88% de identidad a oE de B subtilis, mientras que Btll es dependiente de un factor
como oK (Agaisse, H 1995}

Otro factor importante que contribuye a maximizar la expresion de los genes cry,
es la produccion de RNA mensajero {(RNAm) muy estable. Se ha reportado que tiene
una vida media de 10 minuios y se sabe que los factores que le confieren estabilidad | se
encuentran localizados en segmentos no codificantes, ya sea como estructuras
terminales en el extremo 3 o bien comeo estabilizadores de RNAm en el extremo 5
(Agaisse, H 1995)

NOMENCLATURA Y CLASIFICACION DE LAS 3-ENDOTOXINAS

En 1989 Hifte y Whiteley hicieron una clasificacién de las toxinas Cry de
acuerdo al orden de insecto conira €l que son especificos; asi las proteinas toxicas conira
lepiddpteros se denominaron Cryl, aquéllas que son téxicas contra lepiddpteros y
dipteros se tamaron Cryll, Crylll son toxicas para coledpteros y las CrylV son
especificas para dipteros. Posteriormente. crecid el nimero de secuencias reportadas y
se decidid que las proteinas Cry se clasificarian de acuerdo a !a homologia en su
secuencia de aminodcidos Se propuso que el nombre Cry se conservara y a cada
proteina se le asignd un nombre compuesto por 4 categorias En la primera categoria se
cambié el nimero romano por un nitmero arabigo y a todo gen cuyo producto muestia
una homologia menor al 45% respecto de las proleinas conocidas se le asigna un nueve
nimero arabigo !a segunda categoria es una letra mayuscula y se le asigna una nueva
letra a todo gen cuya secuencia comparta menos del 73% de homologia pero més del



45%. La tercera categeria es una ictra miniscula y se asigna a todas !as proteinas que
compartan menos del 95% de homologia pero mas del 75% Para diferenciar a las
proteinas que varian solamente en algunos residuos, se asigna una cuarta categoria que
consiste en un nlunero ardbigo y se le asigna a las proteinas que presentan una
homotogia entre el 95 y 100%

ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS TOXINAS Cry

Las proteinas Cry se producen como protoxinas de 70 hasta 130 kDa y son
almacenadas en la célala madre en forma de cristales Dependiendo de su composicién
estos tienen formas cubicas, romboidales, bipiramidales, esféricas o irregulares
(Schnepf, et al 1998}

El fragmento toxico de aproximadamente 60 kDa se produce después de varios
cortes proteoliticos por enzimas digestivas presentes en el intestino del insecio

Hasta el momenio se ha determinado la estructura tridimensional de las toxinas

Cry3A, CrylAa y Cry2Aa y las tres proteinas presentan una estructura globular
compuesta de 3 dominios (Figura 2)
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Figura 2 [structura widimensionat de [atoxina Cry3a
Dominio I

El dominio I, de aproximadamente 220 aminodcidos, consta de ocho hélices alfa
antiparatelas arregladas de forma circular y una hélice alfa central. Algunas de las
hélices {¢3-a7} son: lo suficientemente largas y anfipaticas para atravesar la membrana,
por lo que se ha propuesto que este dominio tiene la capacidad de formar poros en la
membrana del epitelic intestinal

El dominio I tiene similitud con otras toxinas formadoras de poros tales como la
colicina A que consta de 2 hélices o centrales rodeadas por oche hélices « antiparalelas

o



(Parker, MW et al 1992), o la toxina de la difieria que se propone enira en la membrana
por la formacioén de una estructura tipo “pasador™(Zhan H e af 1994)

Se ha propuesto que el dominio I se inserta en la membrana de acuerdo a un
modelo llamado de sombrilla, donde un par de hélices se insertan en la membrana v el
resto del dominio | se rearregla sobre la superficie de la membrana simulando una
sombrilla abierta (Figura 3) Se hicieron mutaciones que generan puentes disulfuro
dentro del dominio I y entre dominio I y I para restringir el movimiento de la proteina
Estas mutantes se analizaron en bicapas sintéticas, en presencia y ausencia de agentes
reductores. Los resultados concuerdan con el modelo de sombrilla, es decir, las hélices
a4 y aS se insertan en la membrana (Schwartz J L er al 1997).

Figura 3 Modelo de sombeiita. Modificade de Gazit o7 of 1998

También se diseitaron péptidos sintéticos de cada una de las hélices ¥ se midié
su capacidad de insertarse en la membrana. Se encontrd que a excepcion de la hélice ol
todos tenian la capacidad de insertarse en una membrana sintética de fosfolipidos y que
las hélices 4 y 5 tienen la capacidad de asociarse en el interior de la membrana y que se
orientan de forma antiparalela (Gazit E ef af 1998). También se reportd que el dominio
I aislado en presencia de membranas sintéticas es capaz de formar canales idnicos

Estudios de rmutagénesis sitio-dirigida permitieron identificar algunos
aminoacides que estan involucrades en la toxicidad de la proteina En la proteina
Cry1Ab se sabe que sustituciones no conservativas en el aminodcido R93 que se
encuentra entre las hélices 2 y a3 provocan una pérdida de la actividad debido a que
probablemente estd involucrado en dar conformacion a estas dos hélices (Wu, D. er af
1992) Mutaciones al azar en las hélices ad y oS provocan la pérdida de actividad in
vitro (Manoj Kurmar A S et al 1999) Sin embargo, oiras mutaciones permiticron
enconfrar mutantes que mejoraban hasta en 5 veces ia actividad de la proteina silvestre
La mayoria de esas mutaciones cafan dentro de las hélices o3, a4 y en el lazo entre las
hélices o3 y b {Yamamoto T, and Dean,D 2000).

Por otro lado mutaciones en la hélice o7 disminuyen la toxicidad de la proteina
sin disminuir la afinidad de unidn al recepior, haciendo andlisis de permeabilidad a
iones se encontré que el poro es menos permeable a Rb  que a K™ Es por eso que se le
atribuye una posible participacion en la estructuracion del poro (Alcantara, E P ef al
2001y
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Dominio

E1 dominio i, de aproximadamente 209 amino#cidos, consta de tres hojas beta
acomodadas en forma de un prisma piramidal, las dos primeras hojas beta estan
constituidas por cuatro cadenas beta y la tercera hoja tiene sélamente tres cadenas beta
Las hojas 1,2 v 3 estan unidas por lazos de 3, 13 y 8 amino4cidos respectivamente v que
se encuentran agrupadas en el apice del prisma

Los lazos del dominio II se encuentran en una region hipervariable por lo que se
propuso que confieren la especificidad a la toxina. Al hacer mutagénesis sitio-dirigida se
identificaron algunos residuos involucrados en la unién especifica a membranas de
lepidépteros y coledpteros (Li,1.ef al 2001) Se propone que todos los lazos pueden
participar en la union al receptor {Schnepf ez al 1998)

Por comparacidn de estructuras se sabe que este dominio tiene una topologia
parecida a Ia de cuairo proteinas que unen carbohidratos: la jacalina que se encuentra en
plantas, la proteina I que es constituyente de la membrana vitelina del huevo, la
aglutinina de Macula pomifera y la KM+ de Artocarpus integrifolia. Sin embargo hasta
ahora no se ha determinado la unidn del dominio II a algin carbohidrato en particular,
pero se ha demostrado que el dominio III es el que participa en la unidn a la N-
acetilgalactosamina de la aminopeptidasa {Burton, S L ef af [999)

Dominio 111

El dominio III, de aproximadamente 143 aminodcidos, consta de dos hojas beta
arregladas de forma antiparalela, formando un f-sandwich

La estructura de B-sandwich puede estar participando en varios pasos claves en
la funcién de la toxina Se ha propuesto que ef dominio IIT participa conservando la
integridad de la toxina protegiéndola de posteriores protwedlisis (L, . et af 1991) Sin
embargo, otros estudios han demostrade que este dominio interacciona con un receptor
localizado en el epitelio intestinal Se demostrd que los residuos N506,Q309 v Y513 de
la proteilna CylAc participan en la unién a la N-acetilgalactosamina de la
aminopepiidasa en Manduca sexta(Burton, S L e af 1999} = Se hicieron intercambios
del dominio III entre toxina la CrylAb, que no es toxica para Spodoptera exigua y la
CrylCa que cs altamente téxica v se encontrd gue al intercambiar el domimio IiI
también se intercambiaba la especificidad del receptor, poniendo de manifiesto la
importancia de este dominio en la especificidad {de Maag R ef al 1996)

La toxina se encuenfra esirechamente empacada ya que existen
aproximadamente 16 puentes salinos y muchas interacciones de van der Walls Estas
interacciones se encuentran principalmente entre los dominios I-IT y I-IIf Estudios
recientes demostraron la importancia de esios puentes salinos, ya que al romperios se
logra una mejor insercion en la membrana pero hay una menor toxicidad debido a que la
toxina queda menos empacada y es mas susceptible de ser procesada por las proteasas
del intestine (Coux, F et al 2001)



Dentro de la secuencia de las proteinas Cry existen 5 bloques conservados que se
encuentran en regiones estructuralmente importantes El blogue | comprende 1a hélice 5
del dominio I ¥ se propone se inserta en la membrana; et bloque 2 abarca la hélice a7 y
la primera hoja beta del dominio II en donde se encuentran los aminoacidos que
participan en las interacciones entre los dominios Iy IT El blogue 3 conticne las tiltimas
hojas beta de dominio II, cuya ubicacion estd involucrada en la interaccién entre
dominio It y III. El cuarto bloque corresponde a la hoja beta 17 del dominio ITI y el
ultimo bloque estd formado por Ia hoja beta 23 del dominio HI

En una reviston elaborada en 1998 por Schnepf, E y colaboradores, encontraron
otros tres bloques conservados localizados en el carboxilo terminal de la protoxina que
es completamente procesada durante la fase de activacién. Esto sugiere que tal vez esta
secuencia de aminoédcidos pudiera ser importante para la adecuada cristalizacion de la
toxina dentro de la bacteria (Crickmore pp72).

ANALISIS FILOGENEIICO

Con las secuencias reporfadas para las proteinas Cry se hizo un andlisis
filogenético que permitidé entender cdmo es que estas proteinas han evolucionado
(Bravo, A 1997) Este anilisis se hizo para cada uno de los dominios por separado, y se
elaboraron los arboles filogenéticos para cada dominio que se muestran en la
Figurad

Figura 4 Arboles filogenéticos perenecientes al dominio 1 (1) dominio 11 (11} y dominio T (TH,
Tomado de de Maag R er af 2001

Los arboles para los dominios I y I muestran una correlacién entre €] patrén de
agrupamiento y la especificidad global hacia un orden de insectos; estos resultados
resultan un tanlo sorpresivos ya que el dominio I no se propone como un determinanie
de especificidad sin embargo esto podria ser consecuencia de procesos evelutivos en los




cuales se seleccionaron diferentes tipos de dominios I para actuar en las diferentes
condiciones de intestino de distintos insectos, tales como la composicion de la
membrana y el pH (de Maag R ef f 2001)

El dominio [l muestra una distribucion diferente, es decir la distrdbucidn de
dominies no estd directamente relacionada con la especificidad de la toxina, lo que
sugiere que este dominio ha evolucionado independienterente de los dominios Fy IT Se
propone que durante la evolucion de estas proteinas se llevaron a cabo eventos de
intercambio del dominio IH entre diferentes proteinas (de Maag R.et af 2001)

MECANISMO DE ACCION

Una vez que los insectos han ingerido hojas o granoes contaminados con restos de
B thuringiensis, dejan de comer debido a una pardlisis intestinal y, posteriormente,
mueren debido a una lisis celular en las células del intesting

El aparato digestivo de los insectos estd dividido en tres secciones y cada una de
ellas tiene una funcién especial. La region anterior se relacioma con la ingestion,
trituracién y el almacenamiento de la comida, mientras la parte media es el sitio de
produccitn enzimatica, digestion y absorcién Finalmente la region posterior sirve para
1a absorcidn de agua vy formacién de heces (Barnés 1989)

El intestino medio esta recubierto por una membrana que rodea directamente la
comida en el lumen y que se conoce como matriz peritréfica; es sintetizada por el
epitelio digestivo, frecuentemente en respuesta a la tens:dn del intestino medio durante
la ingesta de comida

La matriz peritrofica estd compuesta bésicamente por quitina, proteoglicano y
proteinas. Las proporciones de estos constituyentes varia de especie a especie y durante
fos estadios de desarrollo Esta matriz funciona como barrera protectora confra
patdégenos ya que recubre a las células epiteliales; también es capaz de
compartamentalizar e inmovilizar enzimas

Dentro del intestino medio de los insectos existe una gran cantidad de enzimas
que procesan los alimentos A continuacion se muestra una tabla donde se resumen el
tipe de enzimas que se han encontrado, condiciones dptimas de trabajo y en qué insectos
han sido caracterizadas



Tabla 2 Enzimas presentes en el intestino de los insectos

Enzima Nombre pH éptimo Insecto
Peptidasas Tripsina 8-10 OCHI,DLyT
Quirmiotripsina 8.2-10 O,CHi,D yL
Cistein proteasas 5.5-6 CHHyT
Aspartic-proteasas 3.3.-35 H,CyD
Aminopeptidasas 7.2-85 O,LH,CHi vD
Carboxipeptidasa 7.6-8.5 0CDhyL
Glucosidasas a— amilasa 4.8-9.5 O,CHi,D yL
Celulasa Ne C
Hemicelulasa Ne 0,Tri,1
Quitinasas MNe DL
Lisosima N¢ D
A glucosidasas 3713 H,CD,L yHi .
B-glucosidasas 45-65 OHCDyL
Fructosidasas 6 L
Trehalasas 4.8-6 CD,L, Hiy Dic
Lipasas Fosfolipasas Nc C
Estearasas Ne Dic, L yD
TAG y MAG lipasas Ne O,LY Dic

Abreviaciones: C colelpteros, D dipteros, L lepiddpteros, [ dpteros, Hi himendpleros, © ordpteros, T tisanura, H hemipieros,
Dic dictopteros Tii tricopteros.Nc no se conoce Nota: toda 12 informacion esta resumnida del libre Biclogy of the insect midgut
capitlo 6

El mecanismo de accidén involucra la solubilizacidn de la protoxina en las
condiciones alcalinas y reductoras del intestino medio del insecto Posteriormenie se
producen cortes proteoliticos por enzimas digestivas homdlogas a la tripsina o
quimiotripsing, libetando el fragmento tdxico de 60 a 65 kDa La toxina es capaz de
unirse al receptor que se encuentra en la membrana de las células del intestino medio del
insecto Por (iitimo, fa toxina es capaz de insertarse en la membrana y formar poros que
llevan a la lisis de las células

Solubilizacién

Muchas protoxinas Cry son insolubles en condiciones neutras o ligeramente
Acidas, solamente pueden solubilizarse & pH alcalino y en condiciones reducioras,
debido a que muchas de ellas conticnen en su carboxilo terminal varios residucs de
cisteinas que forman puentes disulfuro dando estabilidad al cristal. El intestino medio de
muchos lepidépteros v dipteros se caracteriza poi tener condiciones alcalinas y
reductoras ideales para la solubilizacién de las protoxinas (Aronson, A ef af 1991)

Activacién

Las proteinas Cry se preducen como precurseres inactivos que para volverse
activos necesitan ser procesados por proteasas del intestino medio de los insectos dando
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una proteina activa capaz de matar al insecto. Aproximadamente el 50% de 1a protoxina
es removida por cortes proteoliticos, en el exiremo amino terminal se eliminan
aproximadamente 28 aminoacidos mientras que en el extremo carboxilo terminal se
remueven alrededor de 600 aminocacidos.

En la Figura 5 se muestra ¢l patron de corte para algnnas protoxinas,
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Figura 5 Patrones de corte para las toxinas Cryl Cry2 Cry3 y Cry L1 Modificado de Rukmnint V. er g/ 2008

Para caracterizar estas proteinas se han hecho estudios sobre el patrén de corte
utilizando varias enzimas, desde tripsina y quimiotripsina, hasia el juge gastrico de los
insectos Estos altimes ensayos representan una forma mas acertada para determinar las
condiciones de activacién in vivo

De estos estudios se sabe que la toxina CrylAb sufie varios cortes
intramoleculares El primer corte se da en entre los aminoacidos Leus7 y Gly68,



localizados dentro de la hélice a2, con este corfe la hélice al es eliminada,
posteriormente se produce otro corte entre las hélices o2a ¥ a2b y finalmente se
produce un corte dentro del dominio I (Miranda, R et af 2001)

Estudios sobre la actividad de las toxinas después de cada corte demuesiran que
la toxina sin Ia hélice al es la que promueve mejor la formacion del poro in vitro

Variaciones en el procesamiento de las protoxinas con diferentes proteasas pueden
proveer cierta selectividad o especificidad a la toxina, por gjemple para la toxina
CrylCl, la cual es activa contra lepid6pteros o dipteres dependiendo de la forma de
activacién. Se propone que las proteasas de lepiddpteros cortan un fragmento que va
desde el aminodcido 558 hasta el 595 En un corte posterior con proteasas de dipteros se
remueve el fragmento de 524-558 (Rukmini, V et af 2000)

Union_a receptor

Los lepiddpteros tignen células goblet y células columnares formando la
monocapa del epifelic en el intestine medio; en la membrana de estas células se
encuentran las microvellosidades que contienen una gran cantidad de proteinas. Deniro
de estas proteinas existen dos que tienen la capacidad de unirse con gran afinidad a las
toxinas Cry. A estas proteinas se le ha identificado como receptores

Aminopeptidasa {(APN)- Es una proteina de aproximadamente 120 kDa Se propene
que estd asociada a una N-acetilgalactosamina {(GailNac) y es capaz de unirse a las
proteinas Cry Hay reportes gue indican que esta proteina estd unida a la membrana por
un anclador glicosil-fosfatidil inesttol (GPI) Este tipo de proteinas se encuentran en
regiones de la membrana conocidos como rafts. A estos complejos se les encuentra
asociados con sefializacion intracelular y como puertas por las que algunos patdgenos
penetran a la célula (Rosenberger, C M. et af 2000}

En la toxina CrylAc se determind que la unidn al receptor se lleva a cabo en dos
pasos y se mapearon los aminodcidos que participan en dicha unién. De acuerdo con
este modelo, e! reconocimiento de la APN estd determinado por el dominio III, que se
une a la GaiNac del receptor seguido por el contacte de los lazos del dominio I al
receptor (Jenkins, F L. ef af 2000)

Por estudios estructurales, se determind que cuando fa CiylAc se une a la
GalNac, sufre un cambio conformacional que puede hacerla competente para insercién u
oligomerizacion {Li, }. et al 2001).

Caderina - Se determind por experimentos de unidn a ligando que la proteina Cryl1Ab es
capaz de unirse a una proteina de 210 ¥Da en vesiculas de microvellosidad apical de
Manduca sexta la cual se ha identificado como miembro de ia supetfamilia de las
caderinas. (Garczynsky, ST er al 2000). Por otro lado se hicieron estudios en
poblaciones de insectos resistentes a la toxina CrylAc Se encontrd que estos insectos
tienen interrumpide el gen que codifica para una proteina de la familia de las caderinas,
lo que apoya fuerternente el papel de esta proteina como receptor {Gahan, L T ¢f of



2001). Asi mismo la expresion de la caderina de Bombix mori en células Sf9 hace que
estas c€hulas se vuelvan sensibles a la toxina CrylAa.

Oligomerizacién y formacién de poro.

Aun no se sabe si la unidn de la toxina a estas proteinas sélamente involucra la
posibilidad de que la toxina se cligomerice y se inserte en la membrana, o bien si este
evento promueve una cadena de sefializacion intracelular y lo que aunado a la formacion
de poros lleve a la lisis y muerte celular.

Después de la unidn al receptor se propone que ocurre un cambio
conformacional que hace gque la foxina sea competente y pucda insertarse en la
membrana. Se han hecho estudios en donde se rompen los puentes salinos y por tanto la
molécula tiene mayor movilidad. Estudios in vitro muestran que estas mutantes forman
poros igual que la toxina silvestre, y que se insertan mucho mas rapido (Coux, F. et af
2001)

En un principio se determind queé proieinas tales como la CrylAc, Cry3B y
Cry1C son capaces de formar poros de aproximadamente 10-20 A en bicapas sintéticas
y con analogia a otro tipo de toxinas se propuse que las proteinas Cry forman
oligémeros conteniendo de 4 a 6 unidades que les permiten insertarse en la membrana
(Knowles, BH et af 1987) Hasta ahora los estudies han demostrado que las toxinas
pueden formar agregados de aproximadamente 200 kDa y que se requieren por lo menos
4 mondémeros de toxina para poder formar poros (Soberén, M et al 2000)

Hasta el momento se desconoce cudles son los eventos involucrados poce antes
de la formacién de poro Pero se puede pensar en algunas posibilidades; por gjemplo:

1) Que las toxinas se oligomericen y postericrmente se unan al receptor para
poder insertarse

2)Que la toxina se una a} receptor, se inserte en la membrana y, una vez ahi se
formen los agregados,

3) Que la toxina se una al receptor, forme un preporc con varias mondmeres y
posteriormente se inserte en la membrana

ANTECEDENTES

En muchos aspectos, el triptofano (I1p) es un aminocdcide muy especial De
todos los residuos es el gue tiene una drea superficial mayor, consta de dos anilles, un
anillo bencénico que es altamente hidrefoébico v un anille heterociclico que tiene ia
capacidad de formar puentes de hidrégeno (Uttamkumar, S ef 4l 2000) (Figura 6) Por
otro lado, de acuerdo con modelos propuestos para evaluar cambios evolutivos en las
proteinas se sabe que el triptofano estd altamente conservade es decir que dificilimente

cambia por otro residuo a lo largo de la evolucion {Davhotf. M O 1978)
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Figura 6. Estructura del  riptofano

Ademas de sus caracteristicas fisicas, tiene otras caracteristicas estructurales
muy importantes. Se propone que la estructura del triptofano es muy similar a la de las
bases plricas del DNA, y los sitios de unidn en donde se encuentran los triptofanos
pueden asemejarse a las regiones de las proteinas donde acurre la interacecion alrededor
de las bases como sucede con el DNA Segun esta observacian se propone que tal vez el
triptofano pudiera tener un importante papel en la interaccion con moléculas que tiene
cofactores como la adenina (Uttamkumar, S. e al 2000)

El Trp también juega un papel importante en ia estructura de muchas protefnas y
en la interaccion de estas con otras moléculas El ejemplo mejor conocido es el del
represor de triptofano en £ .coli, que reprime la transcripeion de algunos operones‘ en
presencia de un exceso de triptofano.

También se propone que la participacion de un amillo aromético es muy
importarite en la interaccidn de {as lectinas con un residuo de carbohidrato. Algunos
miembros de 1a familia de las lectinas tiene la secuencia QXW como consenso en el sito
de reconocimiento

Otro gjemplo de la conservacion del triptofano en secuencias, es el motivo
WSXWS que se encuentra en los miembros de la clase 1 de receptores de la
superfamilia de las citocinas { Uttamkumar, S er of 2000)

También se ha descrito que existen dominios WW, que participan en la
interaccidn proteina-proteina y su presencia se asocia a algunas enfermedades como
distrofia muscular o hipertensién (Staub O, et al 1996).

Se propone que los residuos de triptofano son capaces de conferir estabilidad
térmica a una proteina, ya que proteinas que son privadas de algunos de estos residuos
disminuyen su Im hasta en 20°C (Chang, Y 1997}

Otros estudios proponen que los residuos de Trp pueden estabilizar estruciuras
cuaternarias y ayudar en procesos de plegamiento En cuanto a la estabilizacidn por
triptofano se conocen algunos ejemplos v se ha determinado que estos rtesiduos
generalmente se encuentran el la interfase lipido-agua ya sea en la parte interna o
externa de la membrana y se propone que cumpten la funcién de posicionar a la proteina
dentro de la membrana {Schiffer, M. ¢t al 1992} Estudios mas detallados en bicapas
sintéticas de fosfatidilcolina han reportado que el anillo nitrogenado del triptofano se
mantiene preferencialmente el la interfase polar/no polar, muy cerca de los grupos
carhonilo, mientras que el anillo atomatico esté en contacto con las cadenas acilicas de
los lipidos (de Planque, M R.R . et af 1999)

TESIS CON .
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Los analisis de las proteinas de membrana cuyas estructuras tridimensionales
han sido reportadas muestran que los residuos de triptofano y tirosina prefieren
localizarse en las regiones que corresponden a las superficies de la membrana, lo que
sugiere que tienen una participacion como posicicnadores de Ia proteina (Yau W-M . et
al 1998, White, DH ef al 1999)

La tirosina, la fenilalanina y el triptofano tienen electrones deslocaiizados
participando en los enlaces = lo que les permite absorber radiacién electromagnética y
posteriormente emitir fluorescencia, cada uno de ellos a una longitud de onda particular.

La fluorescencia que se registra en las proteinas se debe principalmente a los
residuos de triptofano. El anillo ind6lico es altamente sensible a la polaridad de los
solventes, por lo tanto el espectro de emision de este residuo puede reflejar la polaridad
del ambiente que lo rodea Es decir, se puede saber si la proteina se encuentra
desnaturalizada o asociada a otra molécula, por ejemplo, algiin sustrato.

Otra caracteristica importante, es que la fluorescencia del triptofano puede. ser
apagada por algunas sustancias tales como yoduros, oxigeno, acrilamida, succinimida,
enire otras. Esta sensibilidad se attibuye a la facilidad con que el anillo indélico dona
electrones cuando se encuentra en su estado excitado FEsta propiedad permite
determinar la exposicion o accesibilidad al solvente de los residuos de Trp en una
proteina

Se han hecho estudios estructurales midiendo la fluorescencia del triptofano en
algunas proteinas Las estrategias utilizadas, consisten en monitorear la flnorescencia
intrinseca de la proteina nativa y apagar gradualmente esta fluorescencia con algin
apagador en solucion o poniendo a la proteina en comtacto con su sustrato o con
membrana lipidicas (Raja, S et al 1999, Verza, G. et af 2000 y Weizgtman, C et of
1995)

La proteina Cry!Ab tienen dentro de su secuencia nueve triptofanos, siete de los
cuales estan localizados en el dominio I, es decir en el dominio que se propone se
inserta en la membrana.

Con la finalidad de hacer estudios que nos permitan establecer la relacién
estructura-funcién de la proteina Cryl Ab utilizando espectroscopia de fluorescencia se
decidi6 fabricar mutantes puntuales en cada triptofano de ia proteina cambiandolos por
fenilalanina. Este cambio en principio no afecta de manera importante la estructura y
plegamiento de la proteina pero eliminando la contribucién a la emision de unc de los
residuos de Trp '



OBJETIVO GENERAL

-Caracterizar las mutantes puniuales de triptofano por fenilalanina en cada uno
de los pasos del mecanismo de accidén

OBJETIVO PARTICULAR
-Construir mutantes puntuales de triptofane por cisteina
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MATERIAL Y METODOS
Obtencién de proteinas de E coli,

Se siembra sobre placa de medio LB la cepade E colt a37° C durante 12 horas (hrs)

Se inocuia 4 m! de medio “Terrific Broth™ {(1B) ampicilina a 100 ug/ml (amp™)}, con
una colomnia aislada de £ coli y crecer a 37° C durante 8 hrs

Se inocula 440 ml de TB amp™ (400m] de TB y 40mi de sales de fosfatos +100 pi de
ampicilina )

Seincyba de 48 a 60 hrs a 37°C.

Se distribuye en botellas para centrifugar a 5,000 rp m en rotor SS34 Sorvall durante 5
minutos (min)

Se resuspende la pastilla v se agregan 50 ml de solucidn de lisis a cada botella, la
pastilla se resuspende con ayuda de una pipeta Pasteur y a la suspension se le agregan 2
mg de lisosima y se deja durante 12 hrs a 37° C

Se centrifuga Ia solucién a 10,000 rp m. durante 10 min en rotor SS34 Sorvall Se
decanta el sobrenadante,

Se resuspende la pastilla en 30 ml de solucién de kavado |

Se sonican las células con 10 pulsos de 10 segundos(seg), con descansos de 30 seg,
manteniendo las botellas en hielo.

Se centrifugan las células 10 min a 10,000 r p m en rotor S534 Sorvall

Se resuspende la pastilla con vértex en solucion de lavado [y se centrifuga a 10,000
r.pam. durante 10 min en rotor $S34 Sorvall Hacer 4 lavados come el anterior.

Se resuspende la pastilla en 30 ml de solucién de lavado II y se centrifuga a 10,000
rpm durante 10 min Estos lavados se repiten 3 veces mas

La pastilla se resuspende en 20 m! de agua estéril con PMSE 0 ImM se centrifuga a
[0,000 r pm. por 10 min y se repite el lavado una vez mas

Porltimo se resuspende la pastilia en 5 ml de agua con PMSF 0 1mM

Medio I8

Bactotriptona 12g
Extracto de levadura 24g
Glicerol conc 4ml
H20 cbp S00ml
Sales de fostato

KH,POC, 2 3¢
KHPO, 12 56¢g
H,O cbp 100ml
Medic LB

Peptena 10g
Extracto de levadura 3g
NaCl 10g

H,Ocbp 1000ml



Solucidn de lisis

Tris 50mM
EDTA 50mM
Sacarosa 15%

Solucidn de lavado I
NaCl 05M

Solucién de lavado H
NaCl 0.5M
TritonX-100 2%

Cepas y plasmides

Cepa o plasmido Caracteristicas

E.coli MV1190) Amp-, A lac, A pro, A recA
E.coli DH5a Amp- Nal+, A recd
pBluescriptSK+ Amp+,lac

pHCPP Amp+, origen ColEl.

Bioensayos

Se utilizan larvas de Manduca sexta det primer estadio de crecimiento, en placas de 24
pozos con una capacidad de 4ml En cada pozo se ponen 2 ml de medio de cultivo y se
le agregan 35 pl de la solucion con la concentracidn de toxina que se desea ensayar
contra de las larvas ( desde 2 ng hasta 500 ng). En cada pozo se coloca una larva y se
dejan creciendo de 7 a 8 dias. A los § dias se cuantifican las larvas muertas y se saca el
porcentaje de mortalidad con respecto a la silvestre

Ensayo de solubilidad

La protoxina se solubiliza. Se deja solubilizando durante 2 hrs a 37° C. Después se
centrifuga a 10000 rp m durante 5 min. Se guarda el sobrenadante y la pastilla se
elimina

Activacion por tripsina.

Se toman 100 pg de protoxina solubilizada, se adicionan 100 ui de buffer Tris-HCl pH
8 se le adiciona tripsina solubilizada en relacion 1:10, 1:20, [:50 y 1:100 (m/m). S¢
incuba durante 2 hrs a 37° C con agitacién y se inactiva con PMSF a una concentracién
final 1mM



Activacién en presencia del anticuet po sefv73

Se toman 100 pg de protoxina y se pone a incubar con ¢l anticuerpo en proporcién 1:1
m/m. durante 1h a temperatura ambiente Una vez cumplido este tiempo se adicionan las
proteasas*® en una relacion 1:10 m/m. Se deja incubando [hrs a 37° C Las proteasas se
inactivan con PMST imM concentracion final

La mezcla de reaccion se centrifuga 10 min a 10,000 rp.m.

Se desecha la pastilla v se guarda el sobrenadante para hacer los ensayos de formacién
de poro.

*L as proteasas que se utilizaron en este ensayo fueron:

Iripsina - Se solubilizan 10 mg de tripsina de la marca SIGMA en 1 ml de una solucidn
con HC1 ImM y CaClz 5mM

Jugo gastrico - Se disectan larvas de Manduca sexta del 5° estadio de crecimiento, se
corta un segmento del intestino v se exirae ef contenido gastrico junto con ia matriz
periteéfica , se coloca en un tubo y se centrifuga a 5,000 rp m Se toma el sobrenadante
y se hace pasar por un filtro de 0 22 pm Las proteinas se cuantifican por el método de
Bradford v se guardaa —70° C

Purificacion de anticuerpo scFv73

Dia 1

Se siembra una colonia de E co/i en 50 ml de medio 2xTY con glucosa al 2% y 50
pg/mi de ampicilina.

Se incuba durante 12 lrs a25°Cy 250 rpm

Se pre-calientan a 37° C dos matraces con capacidad para 2 1

Dia2

Se siembran 5 ml del cultive del dia | en 500 mi de medio 2xTY con glucosaal 0 1% vy
ampicilina [00 pg/ml

Se incuban a 37° C a 200 1 p m hasta alcanzar una densidad éptica de 0.7 a 600 nimn

La expresion de la proteina se induce con 0 5 mM de IPTG

Seincuba a 25° C durante 4 hes 2 200 1p m

Se colectan las células centrifugando el cultivo a 5,000 rp m durante 13 min

La pastilla se resuspende en 1/40 de solucién PPB (12.5 ml) y se mantiene en hielo por
20 min.

Se centrifuga 2 3,000 r p m durante 15 min y se recolecta ¢l sobrenadante {suspensiénl)
La pastilla se resuspende en 1/40 de solucién de MgS8CO 4+ 5 mM (12 5 mi) y se mantiene
en hielo por 20 min (suspensidén2)

La suspension 1 y 2 se centrifugan a 13,000 r pm durante 15 min y s¢ recolecta el
sobrenadante

El sobrenadante se transfiere a una membrana de didlisis y se dializa por 14 hrs en 4 1
de buffer PBS 1X

Dia3
Se prepata una columna con resina agarosa-niquel-NTA



La resina se lava con 10 ml de una solucién de imidazol 20 mM en PBS

El sobrenadante previamente dializado se carga en las columnas.

La columna se lava con una solucién de imidazol 35 mM en PBS

Los dos altimos ml del lavade se recolectan

La muestra se eluye con 2 ml de solucion IMAC.

Las columnas se regeneran con una solucidn de imidazol 500 mM en PBS, se equilibran
y se almacenan con 2 ml de PBS 1X y azida al 0.2%

Medio 2xTY.

Triptona l6g
Extracto de levadura I0g

NaCl Sg
H.,Ocbp 1000m!
PBS

Nali,PO, 42 64g
Na,HPO, 4 72g
NaCl 5384g
H,0cbp 1000mL
Solucién PPB

Sacarosa 200mg/ml
EDTA M
Tns-HC1 30mM pHS8

Activacién por vesiculas

Se toman 100 pg de foxina y se ponen a incubar con 10 pg de vesiculas de
microvellosidad apical, purificadas sin inhibidores de proteasas Se incuban durante 45
min a 37° C. Se inactivan las proteasas con PMSF a una concentracién final de 1 mM
La mezcla de reaccion se cenfrifuga a 10,000 rpm. durante 10 min. Se desecha la
pastilla y se guarda el sebrenadante para hacer ensayos de formacién de poro.

Purificacién de vesiculas de microvellosidad apical (VMVA) de larvas de Manduca
sexta.

Se descongelan en hielo los intestinos, se pesa una cantidadentre 25y 3 g

La muestra se coloca en el homogeneizador previamente sumergido en hielo y se
agregan 30 ml de sol [

Se coloca el émbolo de teflon en el taladro Se dan @ golpes a 2,250 rp m Estos golpes
deben ser suaves, el primer golpe no debe llegar al fonde del homogeneizador solo debe
comprimir el tejido, los demdas golpes se dan de una manera suave y llegando hasta el
fondo del homogenizador

Después de 05 9 golpes se agregan 30 ml de 1a sol I, la adicidén debe ser 1esbalando el
liquido por las paredes del homogeneizador, suavemente

Se coloca un parafilm en la boca del homogeneizador y se mezcla suavemente por
inversion Fl homogeneizador se coloca en hiele por 15 min, durante este tiempo se
agita por inversién de 5 o 6 veces
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En este paso se toman 200 pl de muestra para hacer las determinaciones de actividad
enzimatica de fosfatasa alcalina y aminopeptidasa.

*Una vez transcurridos los 15 min la solucién se transfiere a dos tubos para centrifuga y
se centrifuga a 4,500 rp.m. durante 15 min a 4° C en un rotor JA-20 Beckman

*El sobrenadante se transfiere a otros tubos previamente esterilizados y la pastilia se
descarta,

*El sobrenadante se centrifuga a 16,000 r p m. durante 30 min a 4° C usando el equipo
antes descrito.

Se desecha el sobrenadante y la pastilla de un tubo se resuspende en 15 ml de sol 1 {ria
con ayuda de vértex (suavemente procurando despegar la pastilla) y se transfiere al otro
tubo, la pastilla se despega suavemente con voértex y se resuspende. Se le agrega
cuidadosamente y resbalando por las paredes 15 ml de sol II fifa y se mezcla por
inversion, se repiten los pasos marcados con asterisco

La pastilla se resuspende muy suavemente con ayuda de vortex en 500 pl desol I fifa y
se le adicionan 500 pl de agua, esta mezcla se transfiere a un homogeneizador
(previamente enfriado en hielo) y se coloca el embolo pequefio en el taladro

Se Ie dan 3 golpes suaves a 2,250 1.p.m. De esta mezcla se toman 50 ul para hacer las
determinaciones de actividad enziméatica de fosfatasa alcalina y aminopeptidasa

Esta solucién se transfiere a una membrana de dilisis y se dializa 12 hrs contra 1000
volimenes {1 | de solucion) en una solucion de dialisis

Posteriormente se cuantifica la proteina por el método de Lowry modificado; también se
hacen las determinaciones de actividad enzimatica de fosfatasa alcalina vy
aminopeptidasa

Solucion |

Manitol 360mM
Tis-HCl FrmM
EGTA(acido etilen glicol-

aminoetil eter tetra acetico) SmM
DTT(ditiotreitol} 2mM
EDTA(4cido etilendiamino tetracético) ImM
HEPES 10mM
PMSF 0 lmM
Leupeptina 100ug/ul
Pepstatina 100ug/ 11l
Neomicina

pH 74

Solucidén IF
MgCl, 24mM
Solucidn de diglisis

KO 150mM
EGTA 2mM
EDTA 0 5mM



HEPES 10mM

Determinacién de proteina por el método de Lowry modificado.

Se toma una muestra de 5 y 10 jl de muestra (homogeneizado 0 VMVA) y se llevan a
un volumen de 100 pl Se agregan 3 ml de la solucion AB+C 100:1. Se incuba lhr a
temperatura ambiente y se agregan 3 ml de folin diluido 1:1 con agua, se incuba 45 min
a temperatura ambiente Se hace la determinacién en un espectrofotémetro a 625nm y
los valores se referencian a fa curva estandar

Curva estandar

De una solucion de albiimina sérica de bovino {(BSA) de 10 mg/ml se toman 10 ml y se
hace una dilucién 1:100 con agua para obtener una solucién 0.1 mg/ml

BSA 01 mg/ml (ul) H:0 pl
0 1000
30 950
100 200
200 BOGQ
400 600
Solucién AB Solucién C
Na:CO3 2g
SDS lg Cu8045H20 023g
NaQH 04g H20 cbp 50ml
KNaC4sHaOs 4H:0 0.16g
H20 cbp 100ml

Determinacion de aminopeptidasa.

Se prepara L-leucina-p-nitroanilida 10mM
En una celda de poliestirenc se pone la siguiente solucidn:

Tris-HC! 200mM
NaCl 250mM
VMVA 2-10ul
H,OmQ cbp 900l

A esta mezela de reaccion se adiciona 100 ul. de L-leucina-p-nitroanilida y se agita por
inversion

Se sigue la cinética de la reaccién por 1 3 y 5 min. en el espectrofotémetro, midiendo la
absorbancia 2 405 nm

Se considera que 0 lunidades de absorbancia a 405mn equivaten a lumol/min
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Determinacion de la actividad de fosfatasa alcalina

Se disuelven lmg/ml de p-nitrofenol fosfato en una solucién 100 mM de tris-HCL, 0 5
mM de MgCl,, pHY (solucion 1),

Se disuelve lmg/ml de p-nitrofenol fosfato en una solucién 100mM de tris-HCI, 05
mM de MgCl,, 0.02% de triton X-100 pH 9 (solucion 2)

Se dispersan 20 pg de muestra en 500 ul de la solucidn 1

Se agita en vOrtex v se incuba 15 min a temperatura ambiente. Simultdneamente se hace
lo mismo con la solucién 2

Se detiene [a reaccién agregando 500 pl de una solucidn 250 mM de EDTA ajustada a
pH 8

Se lee a 405 nm en un espectrofotémetro utilizande celdas de poliestireno de 1 cm de
longitud y se refiere a una curva estandar de p-nitrofenel

La actividad enzimética especifica se calcula considerando la cantidad de proteina
necesaria para transformar 1 nmeol de p-nitrofenol fosfato en un minuto

1 a cantidad de fosfatasa alcalina se calcula en presencia y ausencia de triton -X 100 para
calcular la proporcién de vesiculas con orientacidn positiva (fosfatasa orientada bacia el
exierior)

Curva estandar

La curva se prepara haciendo diluciones de un estandar de p-nitrofenol 20mM en
solucién I

Se toman 4 puntos que son: 10,20, 40 y 80 nM.

Biotinacion de proteinas

Se ponen 03 mg de toxina vy se le adicionan 10uL de reactivo para biotinacion del
modulo de biotinacién de proteinas (Amersham Life Sciences). Se deja incubando
durante 1 hr a temperatuta ambiente. Se preparan columnas de Cefadex lavadas con 50
ml de buffer PBS Ix

La toxina biotinada se hace pasar por las columnas v se cenirifuga a 2,000 r p m durante
2 min

Se cuaniifica la proteina del sobrenadante por el método de Bradford

Se carga en un gel desnaturalizante de poliacrilamida y posteriormente se transfiere a
una membrana de nitrocelulosa

La membrana de nitrocelulosa se lavan con una solucién de PBS1X + Tween 20 al 2%
durante 5 min

Se hacen 2 lavados de 5 min con solucién PBSix + Twen20 al 0 05%

Se hacen 2 lavados adicionales de 5 min con una solucién de PBS 1x + Tween 20 al
01%

Posteriormente la membrana se incuba durante 1 hr con una solucién de PBS 1X y
estreptavidina acoplada a peroxidasa de Amerham Life Sciences, en una relacion 1:4600
viv

I a membrana se lava con agua corriente y se le hacen 2 lavados de 10 min con una
solucion de PBS 1X

Se incuba con luminol del médule SuperSignal Chemiluminiscent Substrate (Pierce) y
la sefial se imprime en peliculas para quimioluminiscencia {Amerham pharmacia
biotech)



Ensayo de union.

Se pone 10 pg de vesiculas de microvellosidad apical de larvas de Manduca sexta en
contacto con 100 nM de concentracion final de toxina bictinada y se lleva a un volumen
final de 100 pl .

Se deja incubando durante 1 hr a temperatura ambiente

Se centrifitga a 14,000 r.p m. durante 10 min

Se hacen 2 lavados con 100 pl de sofucion de unién

Se retira el sobrenadante y la pastilla se resuspende en 15 ml de PBS v 5 ml de mezcla
litica

Esta mezcla de reaccién de hierve por 3 min. en bafio de Maria y se carga un gel de
poliacrilamida al 10%.

I as proteinas se transfieren a una membrana de nitrocelulosa.

La membrana se lava con PBS 1x v Tween 20 al 2%.

Se incuba con estreptavidina acoplada a peroxidasa 1 hr en una dilucién 1:7500

Selava 2 veces con PBS 1x v Tween 20 al 0.05%

Se revela con luminol (el procedimiemto es igual que para biotinacion de proteinas).

Solucion de unidn
01% BSA

0.1% Tween20
PBRS1x

Mezcla litica

Glicerol cone 4mi
Tris-HC1 (0.5 M pH 6 8) 5ml
SDS(dodecil sulfato de sodio) 04g
B-mercaptoetanol Il
Azul de bromofenol

Ensayo de formacion de pore.

Se pone | 8 ml de buffer de cloruro de metil-glucamina 150 mM y HEPES 10 mM a pH
8

Se adiciona 1 pl de colorante 3,3 dipropiltiodicarbocianina (diS-C3(5}).

La celda se introduce en el espectrofotémetro

Se le adicionan 10 pg de VMVA

A los 75 seg. se adicionan la muestra ya sea | pl de valinomicina o bien toxina para
obtener una concentracion final de 100 nM

Se hacen adiciones crecientes de KC1 3 M

Extraccién de plasmidos.
Se siembra en 3 mi de medio 1 B amp'® una asada de la cepa de £ Cofi Se incuba
durante 12 hrs a 37°C

Se toma 1 5ml de cultivo de £ coli con el plasmide de interés y se pone en un tubo
Eppendert
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Se centrifuga a 14,000r pm. por 2 min

La pastilla se resuspende en 00 pl de solucidn I+ lisosima y se deja en hielo 10 min,
Se adicionan 200 pl de solucion II, se mezela suavemente y se deja en hielo 5 min

Se adicionan 150 pd de solucidn 111, se mezela bien y se incuba 10 min a—-20° C.

Se centrifiiga a 14,000 durante 15 min a4° C

El socbrenadante se transfiere a un tubo Eppendorf limpio y se adicionan 450 pl de
isopropanol frio. Se dgja 20 min a-20° C.

Se centrifuga 10 min a 14,000 rpm 2a4°C

Se elimina el sobrenadante y la pastilla se resuspende en 200 pl de agua + 20 21 de
acetato de sedio 3M pH 7

Se adicionan 440 ul de etanol frio y se centrifuga 10 min a 14,00024° C

Se hacen 2 lavados con etanel frio al 80% La pastilla se seca al vacic en un savant y se
resuspende el ADN en 30 pl de agua.

Selucidn I Solucién I Solucidn 11

Glucosa 50mM NaOH 02N Acetato de potasio SM 60ml
Iris-HC1 25mM pH 8 |SDS 1% Acido acetico glacial ~ 11.5ml
EDTA 10mM H20 28 5ml

Construecion de vectores

El gen crylAb se encuentra insertado dentro de’un vector de 2562 pb con un origen de
replicacién ColE1l. A este plasmido se le llama pldsmido pHCPP, tiene resistencia a
ampicilina y tiene un tamario de 7034 pb. El gen crvl4d dentre de su secuencia tiene 2
sitios de corie para la enzima Cla/ y dentro de este fragmento se encuentian 8 de los 9
triptofanos que presenta esta proteina

El plasmido pHCPP se corté con Clal (Biolabs) de acuerdo a la siguiente reaccion:

plasmido pHCPP lpg
Buffer de digestion 10x 2ul
Enzima 1pl
HzOcbp 20l

Tiempo de digestidn 2hrs, temperatura de digestién 37°C

Se obtuvo un fragmento de 1800 pb que se purificé con el module prepagene de biorad
Este fragmento se ligd al vector pSK+/- previamente digeride la enzima Cial
Se utilizé T4 ligasa v buffer marca Boheringer

Fragmento Clal de 1800 pb G5ug
pBluescritSK+ 0lpg
Buffer 10x 2ul
Enzima (16,000U/ul) Tl
H,Ocbp 20pl

Las candiciones de la ligacion fueron 12 hrsa 16°C




La reaccion de ligacion se transformé en células DHSa, se selecciont en placas de Lb

amp' y se tomo una colonia como referencia. A este vector se le llamé pSKHCPP

Células competentes.

Sembrar células DH5« sobre medio SOB sélide y crecer 12 hrs a 37° C.

Iransferir 4 6 5 colonias bien aisladas en 1 ml de medio SOB liquido + 20mM MgSO4
El cultivo se diluye en 100 ml de medio SOB + 20mM MgS04 en un matraz erfenmeyer
de 11 previamente calentado a 37° C

El culiivo se crece hasta una densidad 6ptica entre 043 y 0.48 a 550 nm

El cultivo se transfiere a tubos para centrifuga y se deja en hielo 5 min , se centrifuga a
10,000 r p.m. a 4° C durante S min

Se desecha el scbrenadante y la pastilla se resuspende en 40 mi de medio Tibl frio

Se deja 5 min. en hielo y se centrifuga durante 5 mina 10,000 rp.m. y4°C

La pastilla se resuspende en 4 ml de Ttb2 frio, se deja 15 min. en hielo.

Se reparte en alicuotas de 20 | en tubos Eppendor previamente enfriados en hielo seco
Las células se conservan a —70° C.

Medio SOB

Bactotriptona 20g
Extracto de levadura 3g
NaCl 0.5¢g
H,0 cbp 950 ml

Una vez que se disolvieron los reactivos se le agregan 10 ml de KC1 250 mM Se ajusta
el pH a 7 con NaQH, se ajusta el volumen a 1 1 y se esteriliza por autoclave
Antes de usar el medio se le agregan 3 ml de una solucién estéril de MgCl, 2 mM

Ifbl

CH,COOK 30mM
LiCl 100mM
CaCl, 10mM
MgCl, 50mM
Glicerol conc 15%

Ajustar pH a 5 8 con acido acético
Esterilizar por filtracidn

Tib2

MOPS 10mM
CaCl, 75mM
LiCl 10mM
Glicerol conc 15%

Ajustar pH a 6.3 con KOH
Esterilizar por filtracion
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Transformacién de E.coli

Se toman 50 ul de células competentes, se descongelan en hielo v se les adicionan 50 pg
de ADN.

Se deja incubando 30 min

La mezcla de reaccion se pone a 42° C por 90 seg y se pone en hielo durante 2 main.

Se le agregan 200 pl de medio LB y se deja incubando a 37° C durante una hora

Se toman 50 pl y se extienden en una caja petri con medio de cultivo LB amp'®

Mutagénesis sitio-dirigida por PCR

Esta técnica consiste en disefiar oligonucleotidos (oligos) mutagénicos en el codon
de interés ¥ usar oligos que se alinean en una regién en el polylinker del vector donde
esta clonado el fragmento de interés

Oligos complementarios {un olige que alinea en el vector y un oligo mutagenico,
olil+oli2 y olid+oli3) son usados para generar 2 fragmentos de ADN que tiene regiones
sobrelapantes Figura 7

Estos fragmentos se mezclan posteriormente ¢n una reaccion de fusién, donde las
regiones sobrelapantes se alinean y subsecuentemente el extremo 3° sobrelapados de
cada cadena sirve como cebador para la extension de la cadena complementaria Fl
producto resultante de esta fusidn es amplificado por PCR usando los oligos que se
alinean en el vector. Figura 7.
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Figurz 7 Técnica de mutapénesis sitio-dirigida por extensidn de fragmentos sebrelapantes
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Qligonucleotidos mutagénicos

Se disefiaron 8 oligos muiagénicos y se sintetizaron en la unidad de sintesis del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Las secuencias se rnuestran a continlacion

Wo6SCdir
GAT-ATA-ATA-IGI-GGA-ATT-TTI-GGI-C

W73Cdir
CCC-TCI-CAA-TGY-GAC-GCATITI-CTTI-GIA-C

W117Cdix
TTT-AGA-GAG-TGTI-GAA-GCA-GAT-CCT-AC

W182Cdir
AAA-GGE-GIG-GAT-TTG-ATG-CCG-C

W210Cdir
GIA-CGC-IGI-TAC-AAT-ACG-GGA-TTA-G

W219Crev
ATC-CGG-TCC-ACA-TAC-ACG-CIC-TAA-TCC

W226Crev
ATA-TCI-TAT-ACA-ATC-TCI-AGA-ATC-CGG

W316Crev
GAI-GCC-CTG-AAC-AAT-AAT-ATI-CTC-C

La reaccion de PCR se llevd a cabo usando el vector pSKHCPP como ADN molde y fa
Vent polimerasa Las amplificaciones se hicieron a partir de 100 ng de ADN molde, 1a
mezcla de reaccion se detalla a continuacidn:

ADN molde 0 Sug
Oligonucledtido directo (Spmol/ul} ful
Oligonucleotidos reverso (Spmol/pt) 1yl
Buffer 10 x 10ul
dNTIP's 5ul
Enzima lul
Agua T3 2
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Las muestras fueron cubiertas con 100 pl de aceite mineral.

Los ciclos de extensién y alineamiento son:

93°C 2min I ciclo
95%C 1 min.

53°C 1 min 30 ciclos
72°C 1min

72°C 5 min. 1 ciclo

Una vez que se tuvieron los productos de amplificacién se corrieron en un gel de
agarosa al 0 7% a 130 mV y fueron purificados con el modulo prepagene de Biorad para
purificacién de productos de PCR

Sobrelapamiento y extensién de mega cebadores.

Los fragmentos generados por el PCR se mezclan en un tubo Eppendorf de 500 ul, se
calentaron en bafio de Marifa durante 7 min y postetiormente se mantiene en hielo
durante 5 min Esto con la finalidad de sobrelapar las dos cadenas de ADN.
Posteriormente se agregan los nuckéotidos la solucion amortiguadora y la enzima con la
finalidad de extender las cadenas sobrelapadas Se usaron las siguientes condiciones de
desnaturalizacion, alineamiento y extension,

Mega cebador dir 100ng
Mega cebador ey 100ng
DNTP's Spd
Buffer 10x Spl
Agua 34pl
Enzima 1pl

El programa de extensién

72°C 3 min Lciclo
95°C lmin

53°C Imin [Ociclos
T2°C [min

72°C Smin Tcicle

Para amplificar los fragmentos extendidos se adicienaron a la mezcla de reaccién los
oligos 17 y 13 pertenecientes al vector donde se clond el fragmente a amplificar. Las
condiciones para obtener el PCR fueron usaron las mismas gue el anterior La mezcla
que se adiciond fue:
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17 3l

13 Sl
dNip's 5ul
Buffer 10x S5pul
Agua 29 ut
Enzima il

Las condiciones de amplificacion fueron:

72°C 3 min leiclo
95°C 1min

53°C 1min 30ciclos
72°C Imin

72°C Smin Icicle

Digestion de fragmentos

Los productos de PCR se digieren con enzima Clal de biolabs de acuerdo a las
signientes condiciones

ADN lug
Buffer 10x 4 ul
Hz0 10 ul
Enzima 1 ul

Clenacion en pSK+/-

Los fragmentos de 1800 pb se clonaren en el vector pBluescriptSK+ de acuerde a ias
signientes condiciones:

Vector (pBluescriptSK+ digerido con Clal} 0lug
Inserte (ADN amplificado por PCR) 0 8ug
Buffer 10x 2pl
H,C 6ul
Enzima(ligasa) lpl

El producto de la ligasa se transformod en células DHS5a y se seleccionaron las colonias
blancas en medio LB amp'™
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RESULTADOS Y DISCUSION

La proteina CrylAb tiene dentro de su estructura 9 triptofanos, los cuales estin
localizados como se indica en la Tabla 3

Tabla 3. Localizacién y conservacion de los triptofanos

Posicidn Localizacién Porcentaje de conservacion
1 65 Entre hélice o 2a y a2b dominiol 77
2 73 Dentro de hélice o2b dominio | 76
3 117 Dentro de hélice a3dominio [ 80
4 182 Entre hélice o5 y a6 dominio { 90
3 210 Deentro de hélice a6 dominio 1 52
6 219 Entre hélice a6 v o7 dominio 1. 10
7 226 Dentro de hélice a7 dominio I 70
g 316 Dentro de hoja (31 dominio II 75
9 455 Dentro de hoja B11 dominio 11 66

El porcentaje de conservacion se calculo utilizando todas las secuencias couocidas de proteinas Cry

Las mutantes fueron construidas en el laboratorio del Dr. D Dean como trabajo
posdoctoral de ta Dra Maria Eugenia Nuiiez

Bioensayos

Se hicieron bicensayos con larvas de Manduca sexta del ler estadio de desarrollo y
los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4
Mortalidad
Cepa % de mortalidad 200ng/cm

W6SF 75
W73F 90
WIL1T7F 100
Wi82F 0
W210F 50
W210F 90
W226F i0
W316F 5
W455F 20

Wt 100

En este experimento no se determind la dosis letal mediz LCsy Solamente se
ensayaron 3 concentraciones y lo que se reporta es ¢l promedio de los porcentajes de
toxicidad para una sola de las concentraciones
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Los resultados anteriores indican que las mutantes W226F, W316F y W455F tienen
una mortalidad inferior al 20 por ciento con respecto a la silvestre mientras que las
mutantes W73F, W182F, W117F v W219F tienen bisicamente inalterada su toxicidad
Las mutantes W65F y W210F tienen una toxicidad entre 50 vy 75%. Es necesario mencionar
que estos bioensayos se hicieron con proteina fotal, por lo que no representan potencias
reales

Produccion

La proteina silvestre v las mutantes se expresaron en el plasmido pSB.12 dentro de
la cepa MV1190 de E coli La proteina se produjo como agregados insofubles en agua, se
separé la mayoria de las membranas y el contenido intracelular de las bacterias, quedando
una pastilla que esta constituida principalmente por la proteina de interés. Las proteinas
fueron analizadas en un gel de poliacrilamida ai 9% y SDS

Ocho de las nueve mutantes produjeron la proteina de aproximadamente 130kDa,
mientras que la mutante W316F presenta dos bandas menores a 46kDa Figura 8

Produccion de proteina

[WesH
[W73F
—_——
sz
W210F
[wezeF
t
W316F
W219F

200 —f-~=r
3 ProfoXina

116 —nsa

Oy — - -

68 —f~ s

46 —{uwm

Figura 8. Proteina CrylAb silvestre v mutantes ¢n get de poliacrilamida al 9% con SDS tefiido con azul de
COOMAassic
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Se cuantifico el porcentaje de produccién de las proteinas de 130 kDa por medio de

densitometria.

Tabla 5. Porcentaje de produccién

Cepa % de produccién

W6SF 53

W73F 25
WI117F 33
WI82F 32
W210F 60
W219F 63
W226F 82
W316F 7
W455F 36

Todas las mutantes tienen una menor produccion de protoxina en comparacidn de la

silvestre, sin embargo, la mayoria de etlas no pierden la toxicidad

Solubilizacién

Para saber si alguna de las mutantes que presentaron menor actividad téxica debido
a un problema de plegamiento, se eligieron varias soluciones amortiguadoras para
solubilizar la proteina Las condiciones se resumen en la tabla 6.

Tabla 6. Soluciones amortigueador as

Solucién Concentracion (nM) pH Clave
Carbonatos 100 8 A
Carbonatos 100 9 B
Carbonatos 100 10 C
Carbonatos 100 11 D

Cap’s 100 10 E
Cap’s 100 11 F
Hepes 100 8 G
Ches 100 9 H
Glicina 10 3 I
NaOH 5 12 J
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Los resultados se resumen en la tabla 7

TABLA 7. Resultados de solubilizacién.

Cepa A B C D E F G H
W6sSF | +/- +/- + ++ + ++ +/- +/-
WT73F +- +/- + ++ + ++ +/- +/-
WII7F | +- +- + ++ + ++ +/- +/-
WI182F | +/- +/- + ++ + ++ +/- +/-
W2I0F |+~ +- + ++ -+ ++ +i- +H- ]
W219F | +/- +- + ++ + ++ +/- +/-
W226F | -==m | e | - el Bl B [—
W316F | ND ND ND ND ND ND ND N
WASSF | - | - | - el Tt o IS JR—

Wt +/- +/- ++ ++ ++ ++ +- +
Abreviaturas: ND no determinado ---- ne s¢ solubilizo. +/- poca solubilizacién + solubilizacion éptima ++ méaxima

solubilizacion

Las delta endotoxinas activas contra lepidépteros, purificadas de B thuringiensis se
solubilizan a pH 105 en condiciones reductoras tratando de simular las condiciones del
intestino medio del insecto. Para caracterizar adecuadamente las mutantes expresadas en
E coli se probd un intervalo de pH entre 8 y 11 ¥ se usaron dos sales diferentes para obtener
esos pHs

Los resultados mostraron que las mutantes W226F v W455F no se solubilizaron en
ninguna de las condiciones probadas Se decidié wtilizar 2 soluciones adicionalmente, una
solucidén amortiguadora con glicina a pH 3, que normalmente se usa para solubilizar delta
endotoxinas activas contra coledpteros y otra solucién a pH 12 cor hidréxido de sodio

Tabla 8
Cepa i J ]
W226F 1 b e
w455 | e e
7 Wi I ++
Abreviaturas: ---- no se sotubilizé ++ SCLUBILIZACION

Come se observa en la tabla anterior, las mutantes W226F v W455F son incapaces
de solubilizarse.
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Para saber si el perfil de solubilizacidn para las ofras mutantes era distinto de la
sitvestre, se hicieron curvas de porcentaje de solubilidad con respecto al pH de solucion
amortiguadora de carbonatos. A continuacion se muestra la siguiente grafica

Solubilidad vs pH

——WesF
= 120
+ F
< 100 WIsF
% 80 1 —ﬁ——W11?F‘
3 80 —X—W1B2F,
@ 40 -
L8 o —X—W210F
PR 0 —&--W219F
| 8 g 10 M et |
|

pH

Figura 9 Grafico donde se muestra el perfil de solubilizacion para la proteina silvestre v las mutantes

Todas las mutantes que se sofubilizaron tienen el mismo patrén que la silvestre, es
decir tiene un porcentaje de solubilidad mayor a pH 11

También se hicieron curvas de porcentaje de solubilizacién con respecto al tiempo
Se encontrd que todas las proteinas alcanzan su mayor grado de solubilizacién a las dos
horas.

Todas las protoxinas gue fueron capaces de solubilizarse muestran el mismo perfil
gue la silvestre, es decir, presentan una solubilizacion menor a pH entre 8 ¥ 9 y se
solubilizan mejor a pH entre 10 y 11. Las mutantes W226F y W455F fueron incapaces de
solubilizarse en las condiciones analizadas

La mutantes W455F y W226F no se consideraron para hacer los siguientes ensayos

Procesamiento proteolitico con tripsina

Para determinar la estabilidad de las mutantes, es decir si estaban afectadas en su
plegamiento se hicieron digestiones con tripsina que se sabe realiza varios cortes en la
protoxina hasta dejar el fragmento toxico entre 55 y 65 kDa

En la Figura 10 se muestra el patrén de corte paia la proteina silvestre y las
mutantes en presencia de tripsina en una relacion 1:10
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Figura 10 Perfil de corte de la proteina silvestre y mutantes con lripsina

Como se puede observar todas las mutantes tiene el mismo patrdén de corte, lo que
sugiere que las mutaciones no estdn causando disminucién en {a toxicidad debido a
deficiencias en plegamiento.

{Unis

Para determinar si las mutantes tienen disminuida su toxicidad debido a que no son
capaces de unirse al receptor en la membrana se hicieron ensayos de union.

En este ensayo, las toxinas se marcan con biotina y se pomnen en contaclo con
vesiculas de microveliosidad apical, para que la toxina se una a su receptor Se hacen varios
tavados para eliminar la toxina marcada que no se unié Posteriormente las vesiculas se
cargan en un gel de poliacrilamida al 9% con dodecil sulfato de sodio para eliminar los
lipidos de las membranas Las proteinas unidas se transfieren a una membrana de
nitrocetulosa. Las proteinas se revelan con estreptoavidina acoplada a peroxidasa por medio
de una reaccién de quimictuminiscencia.

De esta forma si hay proteina marcada, se asume que la toxina fue capaz de unirse a
su receptor

En la Figura 11 se muestra el patrén de unién de la toxina.
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Figura 11 Perfil de union de las toxinas a vésiculas de microvellosidad apical de Manduca sexta

Todas las proteinas son capaces de unirse al receptor al igual gue la silvestre Sin
embargo, este ensayo es cualitativo y no puede dar informacién acerca de la afinidad de la
unidn al receptor.

Activacién en presencia del anticuerpo scFv73

Se sabe que las protefnas Cry necesitan unirse a un receptor en las membranas de la
microvellosidad apical, para poder llevar a cabo su funcion toxica. Hasta el momento se
conocen 2 tipos de receptores los que pertenecen a familia de las aminopeptidadsas y los
gue pertenecen a la familia de las caderinas

Para identificar cudles regiones en el receptor estin participando en el contacto con
ia toxina, en el laboraiotio, se generaron anticuerpos contra la proteina CrylAb y se
probaron para saber si alguno de estos era capaz de competir por el sitio de unién de fa
toxina. Se identifico que el anticuerpo scFv73 compite por el sitio de union tanto in virro
como in vivo (Gomez, I et al 2001)

Haciendo el andlisis de la region CDR3 del anticuerpo scFv73, se encontrd que
muestra 71% de similitud con una regién de 8 aminoAcidos presente en el receptor Bt-R; de
Manduca sexia con proteinas de la superfamilia de las caderinas y hasta ahora se propone
que las caderinas participan como receptores de membrana para las proteinas Cry

Este anticuerpo se utilizé como modelo de receptor, para activar las toxinas La
protoxina sotubilizada se pone en contacto con el anticuerpo y esta mezcla de reaccién es
cortada por proteasas (tripsisna o jugo gastrico; ver; Material y Métodos) La reaccion se
detiene con PMSF A continuacién se muestra una imagen de un gel donde se ve el patron
de corte de ias toxinas, tanto silvestre como mutantes

“TESSCON |
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Figura 12 Patrén de corte para las toxinas activadas en presencia del anticuero sctv73

Posteriormente se midio la capacidad de formacion de poro (ver mas adelante)

Activacion con vesiculas.

Otra forma de activar eficientemente las protoxinas es con vesiculas de
microvellosidad apical, purificadas sin inhibidores de proteasas Estas vesiculas tienen
activas las protesasas asociadas al intestino medio del insecto y el receptor nativo se
encuentra presente

La protoxina se pone en contacto con las vesiculas, posteriormente se eliminan las
vesiculas y se toma el sobrenadante donde queda la toxina activada

A estas toxinas también se les midi6 actividad formadora de poro.

Ensayes de formacién de poro

Cuando la toxina esta en contacto con las vesiculas, se produce un cambio de
potencial de membrana provocade por el movimiento de iones a través de la membrana
debido a la formacidn de poros

El cambio de potencial puede registrarse como cambios en la flucrescencia de un
colorante ya que esle puede distribuirse en la membrana hasta alcanzar su equilibrio de
acuerdo al potencial de membrana

Los ensayos de formacién de poro se ilevan a cabo utilizando vesiculas de
microvellosidad apical, toxinas activadas vy el colorante 3.3 dipropiltiodicarbocianina (diS-
C3(5)), que tiene una carga parcial positiva deslocalizada. Las vesiculas se cargan con una
solucion de concentracion conocida de KCI Posteriormente se ponen en contacto con la



toxina activada (se produce una hiperpolarizacién) y registran los cambios de fluorescencia
Se le adicionan cantidades crecientes de KCI hasta repolarizar completamente la vesicula.

En la Figura 13 se muestra el procedimiento general para medir formacion de poro
en nuestro sistema

+ % oF ={Fn ~Foh x 100
p

walnomyein

=R
K=F K naide
- Y% AF

{UAF)

i
i
4.

e -
Ef+ (mV) J,

g

Figura [3 Diagrama de a metodologia para medir formacién de poro

En este sistema la hiperpolarizacién se observa como una disminucion en la
fluorescencia de la cianina, mientras que en la depolarizacion se observa el efecto opuesto

El potencial de reposo de la membrana (Em) v el potencial de equilibrio (Ek) para
cada una de las adiciones de potasio se calculan utilizando la ecuacién de Nerst:

Ek = RI In(K"a/(K"f
F
En donde R es la constante de los gases ideales, T es la temperatura en Kelvin y F
es la constante de Faraday

Los valores de Ek se grafican contra tos cambios de fluorescencia (Figural4). Al
extrapolar los cambios de fluorescencia a cero, se obtiene una estimacion del potencial de
1ep030 de la membrana



En la figura 14 se muestran los trazos correspondientes a la valinomicina un
ionoforo especifico para potasio y control negativo es la solucién amortiguadora que se

utiliza para solubilizar a toxina.

6.00%,

Valnomionz
—

o e THIASECOS

Fluorescencla

Tiempe ()

Figura 14. Registro de 1a fluorescencia de la valinomicina y los canales intrinsecos.

Este procedimiento se hace igual para la proteina silvestre v lag mutantes

En la figura 15 se muestran los trazos correspondientes al control negativo v a la

mutante Wo5SF

¢ Inflinsenos

Fluorescencia
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100 =200 200 400 500
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Figura 15 Registro de la fluorescencia para la mutantes W6SF vy los canates infrinsecos

Los trazos registrados para las demaés mutantes son muy similares, y el analisis
completo se detalla mas adelanie
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Se calculé el potencial de equilibrio para cada una de las adiciones de potasio y la
pendiente se relaciona directamente con la permeabilidad del potasio en las vesiculas.
Figura 16
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Figura 16 Grafico de permeabilidad de las vesiculas en presencia de ta toxina

Se calculd el porcentaje de permeabilidad de la toxina para cada una de las mutantes
con respecto a la silvestre y los resultados se muestian en la en la Tabla 9 y en la Figura
17

Tabla 9. Porcentaje de actividad de formacion de poro

Cepa % de formacion de poro
W6SE 754
W73F 96.6
WI17F 100
WI182F 100
W210F 912
W219F 939

Wi 100
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Figura 17 Grafico donde se muestra el poreentaje de permeabilidad para las mutantes y la proteina silvesire

Papel de los triptofanos en la toxicidad de la proteina Cryl Ab

De acuerdo con los resultados obtenidos, sabemos que lfos residuos W73, W117,
W182, W219 del dominio I no son indispensables, es decir, la presencia de la fenilalanina
satisface las necesidades hidrofobicas en esas regiones dentro de la toxina

Los residuos W65 y W210 del dominio IT tiene disminuida su toxicidad en un 25 y
50% respectivamente, sin embargo, muestran un comportamiento similar a la toxina
silvestre en activacidn, vnién al receptor v formacion de poro. E1 W65 se encuentra en el
lazo que conecta la hélice ¢2a y con la a2b, en esta region existe una secuencia de corte
para proteasas digestivas Manduxa sexta gue se ha reconocido como FGPSQW v se sabe
que el corte se produce entre la FA& y G69 (Miranda, R. et a/ 2001). Al hacer el cambio por
fenilalanina en la posicién 65 se genera un secuencia FO65-G66 que tal ves también es
reconocida por las proteasas digestivas y facilita el corte y posterior disminucién en la
actividad. El residuo W210 se encuentra al finat de 1a hélice a6 y de acuerdo a la estiuctura
tridimensional de la proteina CrylAa esta posicidn esta expuesta hacia el lado opuesto de
los dominios I y III; tal vez este residuo este participando en ia interaccidén con otias
proteinas

El residuo W226 del dominio 1 parece estar participando en la interaccion del
dominio I y dominio II por lo que su ausencia cambia el plegamiento de la proteina
provocando que no se sotubilice

Los residuos W316 y W455 del dominio 11 posiblemente son importantes para el
plegamiento de la toxina. Al eliminar el residuo 316 no se obtiene una proteina de 130 kDa,
lo que bien podria ser consecuencia de un aumento en la susceptibilidad a la degradacion
por las proteasas de la bacteria Por otro lado la ausencia del residuo W455 que se
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encuentra dentro del corazdn hidrofobico de la proteina podiia producir un plegamiento
diferente de la toxina que hace dificil la solubilizacion.

En la Figura 18 se muestra un modelo de cémo podifan estar orientados los
triptofanos de acuerdo a su posicitn en el momento en el que el dominio I se inserta y
forma el poro

Figura 18. Modelo de insercion del dominio | dentro de la membrana

Antetiormente se ha reportado que los residuos de triptofano que se encuentran en
algunas proteinas de membrana, tienen la funcion de anclar a la proteina en la membrana,
va que se encuentran en la interfase lipido-agua (Schiffer, M e al 1992). De acuerdo con
este modelo se puede proponer que los triptofanos en la proteina Cry1Ab pudieran tener la
misma funcion, es decir estdn posicionando a la proteina, por lo que al cambiarlos por
restduos de fenilalanina que es una aminodcido similar al triptofane, no se afecta de manera
importante la funcion

Mutantes no conservativas

Para saber qué papel estd jugando an residuo aromatico en las posiciones 65, 73,
117, 182, 210 y 219 se decidié hacer mutaciones no conservativas en cada una de estas
posiciones por separado Se eligié a la cistelna ya que ademds de ser un residuo polar es
muy reactivo y puede acoplarse a colorantes fluorescentes

Estas mutantes se generaron por la técnica de mutagénesis sitio-dirigida por
ftagmentos sobrelapantes. Para generar las mutantes se hicieron dos construcciones
Partiendo del plasmido pHCPP que contiene el gene c¢ry/Ab se corto un fragmento Claf de
1800 pares de bases (pb) dentro del cual se encuentran 8 de los 9 triptofanos. E1 pHCPP
deletado de este fragmento (ApHCPPClal} se religd, mientras ef fragmento de 1800 se
insertdé en el plasmide pSK dentro de la region de mdltiples sitios de restriceién
(pSKHCPPClal

A continuacion se muestra ¢] esquema de los vectores constiuidos
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Cosntruccién de vectores

Plasn:ido con gene 73 /45

Clal Clal

Digerir fragmente y clonarlo en pSK+ -

Religar el plasmido pHCEP para bacer PCR

Clal Clat +

pHC PPACTal

Chal Clal
Clal

Figura 19 Vectores construides.

También se disefiaron cligonuclettidos (oligos) sustituyendo el codon de triptofano
por €l codon para cisteina (ver material y métodos)

Se obtuvieron productos de PCR usando un oligo mutagénico y otro que se alinea
en el vector Asi, se obtuvieron fragmentos de diferentes tamafios tal como se muestra a
continuacion

Tabla 10 Oligos utilizados y tamafio del fragmento de ADN amplificado.

Oligo de pSK Oligo mutagenico Tamafio pb |

T3 316 rev 238
T3 I 226 rev 368
3 219rev 547
7 65dir 1004
T7 TAdir 1070

| T7 [17dir 938
T7 82dir 747
T7 210dir 659

af . 44



Figura 20 Amplificacion de fragmentos de ADN por PCR

Posteriormente se eligieron dos fragmentos de PCR distintos y se sobrelaparon, asi,
cada fragmento funcionaba como un mega cebador para extender las cadenas y obtener un
fragmento de 1800 pb. Los fragmentos sobrelapados son:

T13-316rev:T7-65diz
T13-316rev:17-73dir
13-316rev:17-210dir
13-226rev: T7-117dix
T3-129rev: T7-182diz

Se amplificaron por PCR cada uno de estos fragmentos usando los oligos que se
alinean en el vector. Se purificaron fas bandas y se digitieron con Clal para generar los
extremos cohesivos y poder insertarlos dentro del plasmido pSK. Figura 21,
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Figura 21 Productos de PCR cmpalmados y amplificados
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Los fragmentos se insertaron dentro del plasmido pBluescriptSK+, se verificé que
efectivamente estuviera el inserto dentro del vector y se mandaron a secuenciar 4
candidatas de cada mezcla de reaccidn

Solamente se obtuvieron las mutantes W63C, W73C, W182C, y W219C, de las
candidatas seleccionadas para las mutantes W117C y W210C no se encontrd ninguna que
tuviera la secuencia mutante

Una vez obtenidas ias secuencias el inserto se cortd con enzima CLAJ, se subclond
el vector ApHCPPClal y se verificd la orientacién. De esta manera, se cuenta hasta el
momento con cuatro de las seis mutantes deseadas.

CONCLUSIONES

1. Las mutantes W65F, W73F, WI117F, WI82F, W2I10F y W2I9F tienen un
comportamiento similar a la proteina silvestre (toxicidad, produccion, activacion, unidn a
receptor v formacién de poro)

2 La mutante W226F pierde la toxicidad debido a que no puede solubilizarse. Ya que el
W226 se encuentra en la zona de contacto entre dominio 1 y dominio I, probablemente ta

toxina se empaca de una manera diferente

3. La mutante W316F pierde su toxicidad debido a que no se produce una proteina de 130
kDa y por lo tanto no existe el fragmento téxico de 60kDa

4 La mutante W445F pierde su toxicidad debido a gue no se solubiliza

5 Hasta el momento se han construido las mutanies no conservativas W6s5C, W73C,
WI82C, y W219C.
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PERSPECTIVAS

Una vez que se sabe que es posible cambiar los triptofanos de algunas posiciones
dentro del dominio 1, sin que la toxicidad se vea afectada de manera importante, el
siguiente paso es generar mutantes dobles o triples con la finalidad de tener una toxina con
el menor numero de triptofanos pero que siga siendo toxica Con estas mutantes se podrian
hacer estudios de fluorescencia utilizando bicapas de lipidos sintéticos, registrando como
cambia la fluorescencia cuando la proteina se inserta en ia bicapa lipidica.

Por otro lado, con las mutantes de cistelna por triptofanc serda necesatio hacer
ensayos de toxicidad, unién y formacién de poro En caso de que estas proteinas no estén
afectadas de manera importante en su toxicidad se podran hacer estudios de flucrescencia
marcando los residuos de cisteina con algun fluordforo

Para marcar las cisteinas se ha seleccionado el colorante 7 nitrobenz-2 oxa-1,3-
diazoil (NBD) ya que tiene una longitud de onda (i) de excitacién a 468 nm y una A de
emision a 530nm, es decir, muy alejada de la A de emision y excitacién de los fluoroforos
naturales de la proteina. Su estructura es muy similar a la del triptofano, lo que nos
permitird reestablecer el espacio que estaba ocupando el triptofano Ademas de que tiene la
particularidad de aumentar la intensidad de su emisidn, asi como su vida media cuando
pasa de un ambiente acuoso a un ambiente hidrofébico.

Con estas mutantes se podran hacer estudios de fluorescencia en presencia del

receptor nativo y de las vesiculas extraidas del intestino del insecto, ya que la emision de
las proteinas presentes no afectara la emisidn del colorante
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