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RESUMEN

Tres proteinas se han identificado como proteinas de union a las toxinas Cry1A de
Bt: una proteina tipo caderina (Bt-Ri), aminopeptidasa N (APN) y fosfatasa alcalina
(ALP); estas dos ultimas, unidas a la membrana celular por un ancla de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Un modelo de accién secuencial propone que el monémero
de la toxina se une al receptor Bt-R; promoviendo la oligomerizacién de la toxina, lo cual
resulta en un cambio en la afinidad de ésta por una proteina anclada por GPI. Pero,
(coémo interactda el oligémero con esta proteina?

Para entender la interaccion del oligdbmero con APN o ALP, y para evaluar su papel
como receptores, empleamos la metodologia de despliegue en fagos. El objetivo de
nuestro trabajo fue seleccionar péptidos que reconocieran especificamente APN o ALP.

Primero, tratamos vesiculas de la microvellosidad apical (VMMA) de M. sexta con
fosfolipasa C (PI-PLC) para liberar las proteinas unidas por un ancla de GPI; y
corroboramos la presencia de APN y ALP al medir sus actividades enzimaticas en el
extracto soluble recuperado. Al analizar la union de las dos estructuras de la toxina
CrylAa (mondémero y oligdbmero) en ensayos de union de ligando en condiciones
desnaturalizantes y en ensayos de ELISA, notamos que el oligdmero unié
preferencialmente a las proteinas del extracto enriquecido en APN y ALP.

Tamizamos 2 bibliotecas comerciales de dodecapéptidos aleatorios contra el
extracto enriquecido en APN y ALP: péptidos lineales desplegados en la superficie del
bacteriéfago M13, y péptidos estructurados en la superficie de E. coli.

De la primera biblioteca, seleccionamos algunas clonas, pero ninguna de ellas fue
especifica contra nuestras proteinas de interés. Por otra parte, aislamos 9 clonas de la
biblioteca de péptidos estructurados, las cuales unieron especificamente a las proteinas
ancladas por GPI. Ademas, cuando estas 9 clonas se ensayaron contra los receptores
purificados, wunieron preferencialmente a la proteina ALP. Posteriormente,

determinaremos si los péptidos seleccionados inhiben la interaccién toxina-receptor.



SUMMARY

Three proteins have been identified as Bt-Cry1A binding proteins: a cadherin-like
protein (Bt-R1), aminopeptidase N (APN) and alkaline phosphatase (ALP); the last two
are linked to the cell membrane by a glycosyl-phosphatidylinositol (GPI) anchor. A
sequential model of action proposes that the monomeric structure of the toxin binds Bt-
R: promoting toxin oligomerization, resulting in a change in toxin affinity to a GPI-
anchored protein. But, how does the oligomer interact with this protein?

To understand the interaction of the oligomeric structure with APN or ALP and to
assess their role as receptors we used the phage display technology. The focus of our
research was to select peptides that specifically recognize APN or ALP.

Firstly, brush border membrane vesicles (BBMV) from M. sexta were treated with
phospholipase C (PI-PLC) releasing the GPI-anchored proteins; and we corroborated the
existence of APN and ALP in the soluble extract by measuring their enzymatic activities.
When we examined the interaction of both CrylAa structures (monomer and oligomer)
by ligand blotting (denaturing conditions) and ELISA assays, the oligomer showed a
preferential binding to the APN and ALP extract.

Two commercial libraries of random dodecapeptides were panned against the
extract enriched in APN and ALP: lineal peptides displayed on the coat of the
bacteriophage M13, and constrained peptides on the surface of E. coli.

From the first library, we selected some clones; however, any of them was specific
against the proteins of our interest. On the other hand, we were able to select 9 clones
from the constrained library, which specifically bound the GPI anchored proteins. In
addition, when these 9 clones were tested against the purified receptors, they
preferentially bound the purified ALP protein. Later, we will determine whether the

selected peptides inhibit the toxin-receptor interaction.



INTRODUCCION

La existencia de enormes poblaciones de insectos, debido a que se presentan las
condiciones propicias para su proliferacion masiva y la falta de un control natural,
originan plagas con efectos nocivos para cultivos agricolas, forestales y ain mas, para el
humano, por ser vectores de transmision de enfermedades.

Con el objeto de controlar tales poblaciones de insectos nocivos, se han utilizado
los insecticidas quimicos. En 1955 se emprendié el Programa Global para la Erradicacién
de la Malaria basado en el control de vectores usando enormes cantidades de DDT
(dicloro-difenil-tricloroetano) en todo el mundo. Este programa tuvo su momento
cumbre entre 1961-1962 resultando en una dramatica reduccion en la incidencia de la
malaria. Sin embargo, en los afos subsecuentes el problema se recrudecié; la poblacién
de vectores se recuper6 debido a la resistencia de Anopheles al DDT, pero también a la
pérdida de selectividad de éste, afectando poblaciones que no eran su blanco (incluyendo
competidores, depredadores y patdgenos del mosquito) y pronto se revirtié el éxito
inicial (Regis et al, 2000). Experiencias como ésta, han propiciado que se realicen
investigaciones que tienden a examinar métodos alternativos de control de plagas.

Una de las alternativas mas promisorias a ser utilizadas en el control de las
poblaciones de insectos plaga son los organismos entomopatogenos. De éstos, los mas
utilizados son las bacterias, pertenecientes en su gran mayoria a las familias Bacillacea,
Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae, Streptococcaceae y Micrococcaceae. Dentro de
la familia Bacillaceae se encuentra la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) a partir de la cual
se han desarrollado los bioinsecticidas mas exitosos, de tal manera que, en la actualidad
Bt es el agente bioldgico mas ampliamente utilizado para el control de plagas agricolas,
forestales y de insectos vectores de enfermedades humanas. En 1995, sus ventas
mundiales fueron por 90 millones de délares, representando el 2% del mercado total de
insecticidas y para 1998 habia cerca de 200 productos de Bt registrados en Estados

Unidos (Schnepf et al., 1998).



ANTECEDENTES GENERALES

Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram positiva, aerobia estricta cuya
principal caracteristica es la sintesis de un cristal proteico durante la fase de
esporulacion de su ciclo de vida, el cual es selectivamente téxico contra diferentes
ordenes de insectos y otros organismos como nematodos, protozoarios y acaros. Las
proteinas insecticidas que sintetiza Bt se acumulan en la célula madre como una
inclusion citoplasmatica cristalina de aproximadamente 1pm, y pueden representar mas
del 25% del peso seco de las células esporuladas (Figura 1). Son precisamente sus
caracteristicas entomopatogénicas las que lo distinguen de otros miembros del grupo de

Bacillus cereus del cual forma parte (Schnepf et al., 1998; Agaisse y Lereclus, 1995).

Figura 1. Microfotografia electrénica de B. thuringiensis subsp. thuringiensis
berliner 1715 durante la esporulacién. E: Espora; C: cristal insecticida (Agaisse y
Lereclus, 1995).

En diversas ocasiones se han emprendido programas para identificar nuevas
cepas de Bacillus thuringiensis, logrando aislarlas de diferentes ambientes que van desde
hojas, insectos, productos en polvo almacenados, y aun del suelo. Al estudiarlas se ha

encontrado que las cepas tienen genomas que varian en tamafio de 2.4 a 5.7 millones de
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pb, pero ademas, la mayoria de ellas contienen elementos extracromosomales circulares
o lineares. Se sabe que las proteinas que forman el cristal téxico de Bt son codificadas por
genes que estan contenidos en grandes plasmidos (Schnepf et al., 1998).

Muchos genes de las toxinas se han aislado y secuenciado. En 1989, Hoéfte y
Whiteley propusieron una nomenclatura para clasificar las toxinas que hasta entonces se
conocian bajo el nombre de los genes cry y cyt. Actualmente, las proteinas Cry
comprenden 40 subgrupos con mas de 200 miembros, y su nomenclatura se basa en la
identidad de la secuencia primaria entre las diferentes secuencias proteicas (Bravo et al.,
2004a).

Las proteinas reciben el nombre Cry o Cyt y cuatro categorias jerarquicas que
consisten de numeros, letras mayudsculas, minusculas y ndmeros, que se asignan
dependiendo de la identidad que sus secuencias manifiesten con otras proteinas Cry o
Cyt. Si una proteina comparte menos del 45% de identidad con las existentes, se le asigna
un numero diferente. Las letras mayusculas distinguen entre proteinas que comparten
mas del 45% de identidad, pero menos del 78%; mientras que las letras minusculas
diferencian proteinas con mas del 78% de identidad, pero menos del 95%. La ultima
categoria es un nimero que se emplea cuando dos proteinas muestran mas del 95% de
homologia sin ser totalmente idénticas (Bravo et al., 2004a).

A diferencia de los insecticidas quimicos, que a lo largo de su uso se han
acumulado en el ambiente y han exterminado fauna blanco y benéfica, los pesticidas
basados en Bt son altamente especificos para matar la especie blanco y son inocuos
contra mamiferos, plantas, vertebrados e insectos benéficos, ademas de ser
completamente biodegradables. Aunado a esto, sélo hay registro de un caso de
desarrollo de resistencia en campo en los 40 afnos que lleva su aplicaciéon (Ferre y Van
Rie, 2002).

Los mecanismos de resistencia a Bt se han analizado en varias poblaciones de
insectos seleccionadas bajo condiciones de laboratorio, siendo el mecanismo mas
frecuente la pérdida de unién de la toxina a su receptor. En estos casos, la resistencia se
debe principalmente a mutaciones recesivas en el insecto, existiendo resistencia cruzada
entre un par de toxinas Cry sélo cuando comparten el sitio de unién al receptor. El

conocimiento obtenido ha permitido el disefio de estrategias para el manejo de la
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resistencia que incluyen la combinacién racional de toxinas y el establecimiento de
refugios (areas libres de toxina que mantienen la poblacién de insectos susceptibles) en
proximidad con zonas sometidas al efecto de Bt (Bravo et al, 2004a; Ferre y Van Rie,

2002).

MECANISMO DE ACCION

Se han propuesto dos modelos del mecanismo de accién de las toxinas Cry, que al
igual que otras toxinas bacterianas, involucra varios pasos.

Para la mayoria de los lepidépteros, cuando un insecto blanco ingiere el cristal
proteico, éste se disuelve debido al pH alcalino y las condiciones reductoras del intestino
liberando las protoxinas. Una subsecuente digestién con proteasas libera a las toxinas
activas (monomeéricas), que son capaces de unirse a los receptores presentes en el
epitelio del intestino medio del insecto (Schnepf et al. 1998).

En el modelo de accién secuencial, descrito por Bravo et al (2004b) en el
lepidoptero Manduca sexta, se requiere la formacion de un oligémero de la toxina para
que suceda la insercion de ésta en la membrana.

Segun este modelo, la toxina monomérica CrylAb se une a una proteina tipo
caderina (Bt-R1), para la cual tiene una afinidad de unién de 1nM. Esta interaccién
promueve la eliminacién de la hélice a-1 y la formacién del oligdmero, el cual cambia su
afinidad por una proteina anclada por glicosilfosfatidil inositol (GPI) en microdominios
de membranas resistentes a detergentes (DRM): la aminopeptidasa N (APN; Bravo et al,,
2004b; Gémez et al., 2006). Esta segunda interaccién promueve la migracién de la toxina
y la formacién de poros en microdominios DRM que derivan en lisis celular y muerte del
insecto (Figura 2). Este modelo propone la participacion de ambos receptores en una
interaccidn secuencial con diferentes estructuras de la toxina (Bravo et al., 2004b).

El segundo modelo propone que cuando las toxinas Cry interaccionan con el
receptor caderina, se activan vias de sefializacion intracelular que provocan la muerte
del insecto en una serie de eventos que prescinden de la oligomerizacion y la formacion

de poros liticos. Sin embargo, este modelo alternativo se propuso con base en el efecto de
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la toxina Cry1Ab sobre una linea celular de Tricoplusia ni que expresa la caderina de M.
sexta, no sobre larvas del insecto (Zhang et al., 2006).

Aunque estos dos modelos difieren en la entidad téxica capaz de provocar la
muerte celular, en ambos la interaccion de la toxina con los receptores intestinales es un

paso clave, determinante de la toxicidad y especificidad.

—- W) -~

s SR R

Figura 2. Modelo de accion secuencial de las toxinas Cry. (1) Solubilizacion del
cristal; (2) activacion proteolitica de la protoxina; (3) unién de monémero al receptor Bt-
R1 y corte de la hélice a-1; (4) formacién del oligdmero; (5) unién del oligdbmero a APN y
migracion a DRM; (6) formacion de poros en DRM (Bravo et al.,, 2004b).
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS

ESTRUCTURA DE LAS TOXINAS Cry

Las toxinas Cry son producidas por Bt en forma de protoxinas que pueden
diferenciarse por su longitud. El grupo mayoritario estd formado por protoxinas de
aproximadamente 130-70kDa, el doble del tamafio de la mayoria de las toxinas. El
alineamiento de sus secuencias proteicas revela la presencia de 5 bloques conservados
identificados por Hofte y Whiteley (1989), aunque algunos de los bloques estan ausentes
en ciertos subgrupos (Bravo et al., 2004a).

Las estructuras de varios miembros de la familia han provisto evidencia sobre la
funcion de la toxina y han ayudado a explicar las diferencias en especificidad y toxicidad.
A la fecha, se ha determinado por difraccién de rayos X la estructura tridimensional de
las toxinas Cry3A, CrylAa, Cry3Bb1, Cry4Ba y Cry4Aa al igual que de la protoxina
Cry2Aa, revelando que estas proteinas estan organizadas en 3 dominios estructurales
distinguibles entre si (Figura 3; Li et al., 1991; Grochulski et al., 1995; Galitzky 2001;
Boonserm et al., 2005; Morse et al., 2001; Boonserm et al., 2006).

Figura 3. Estructura tridimiensional de las toxinas CrylAa y Cry3A (Schnepf et al.,
1998).
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De forma general, el dominio [ de estas toxinas esta formado por 7 hélices a y se
ha implicado en la formacién del poro iénico (Figura 4). Seis de las hélices rodean a la
hélice a-5, que es la mas hidrofdbica, el resto de ellas son anfipaticas y lo suficientemente
largas para atravesar la regién hidrofébica de una membrana bilaminar (Bravo et al.,

2004a; Grochulsky et al., 1995).

Figura 4. Dominios I, Il y III de la toxina Cry1Aa (Grochulski et al., 1995).

El dominio II esta constituido de tres hojas 3 antiparalelas unidas entre si por asas
expuestas que constituyen las regiones hipervariables entre las diferentes toxinas Cry.
Las variaciones en tamafio, orientacion y secuencia han llevado a una sustitucion
extensiva de los residuos de estas regiones en diferentes toxinas. Diferentes estudios de
mutagénesis sitio-dirigida en las toxinas CrylA mostraron que las regiones expuestas,
correspondientes con las asas a-8, 2, y 3 de este dominio, estan involucradas en el
reconocimiento con su receptor y son responsables de la especificidad (Rajamohan et al.,
1996a, 1996b; Jenkins et al., 2000; Lee et al., 2000, 2001). Por el contrario, el asa 1
parece no jugar un papel importante en la union al receptor en las toxinas Cry1A, aunque
si es significativa para otras toxinas, como la Cry3A (Wuy Dean, 1996).

En la toxina Cry1Ab, el asa 2 mostro6 ser importante en la interaccién con vesiculas
de la microvellosidad apical (VMMA) de Manduca sexta. Cambios en los residuos R368-
R369 de esta asa, indicaron su importancia en la unién reversible (a receptor) en VMMA

y su papel en la toxicidad. También se demostré en un experimento de resonancia de
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plasmones superficiales (SPR) que estas mutantes no unen al receptor APN purificado
(Rajamohan et al., 1996b; Lee et al., 2000).

Respecto a las asas a8 y 3, se han descrito mutaciones en algunos residuos en las
toxinas CrylA que afectan la unién reversible a VMMA o al receptor APN purificado
(Rajamohan et al., 19964, Lee et al.,, 2001).

Aunque los residuos de las asas estan ampliamente implicados en la union con los
receptores, las interacciones funcionales de residuos individuales difieren
significativamente entre insectos blanco y sus receptores. Por ejemplo, la mutacion
F371A (asa 2) en CrylAb disminuy6 la toxicidad a M. sexta afectando la union
irreversible, pero la misma mutante no afect6 ni la toxicidad ni la uniéon en Heliothis
virescens (Rajamohan et al., 1996b).

En la toxina CrylAb las sustituciones N372A y N372G (asa 2) incrementan la
toxicidad hacia larvas del lepidoptero Lymantria dispar hasta 8 veces, aumentando
también la afinidad hacia VMMA hasta 4 veces. Sin embargo, la delecién de este residuo
del asa dos, N372, redujo sustancialmente la toxicidad y la afinidad de unién mas de 20
veces, sugiriendo su papel en la unién a su receptor. Al reducir la cadena lateral del
residuo 372 podria permitirse un contacto mas estrecho con el receptor, incrementando
su afinidad por él. No obstante, la reduccion de la toxicidad por la remocién del mismo
residuo podria implicar una alteracion local en la conformacion del asa que evitaria la
interaccidn con el sitio de union en su receptor (Rajamohan et al., 1996c).

Recientemente, se disefid una mutante de la toxina CrylAa, naturalmente téxica
contra lepiddpteros, que cambi6é su especificidad hacia el mosquito Culex pipiens
(diptero) eliminando al mismo tiempo su toxicidad hacia su blanco natural. Esto se logro
mediante deleciones y sustituciones de los residuos de las asas del dominio II de la
toxina (Liu y Dean, 2006).

Finalmente, el dominio III de las toxinas estd compuesto de 2 hojas [3 en un
arreglo de emparedado y hay evidencias que indican que también esta relacionado con la
especificidad y unién con el receptor (Boonserm et al., 2005). El intercambio de este
dominio entre las toxinas Cry1lAb y CrylAc mostré que el dominio III de CrylAc esta
involucrado en el reconocimiento del receptor APN. La interaccién de éste en la toxina

CrylAc y APN se caracterizé como dependiente del azicar N-acetilgalactosamina
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(GalNAc) presente en el receptor. Un analisis posterior mediante mutagénesis identifico
los residuos Q509-N510-R511 N506 y Y513 como el epitope para el reconocimiento del
azucar (Burton et al., 1999; Lee et al., 1999). La sustitucion >°QNR-AAA>11 en la toxina
Cry1Ac mostré una reducciéon de 10 y 22 veces en su union con VMMA, pero solo 2 y 4
veces redujo su toxicidad contra los lepidopteros M. sexta y H. virescens. Esta pérdida de
afinidad respecto a la toxicidad sugiere que la interaccion entre el dominio III de Cry1lAc
y GalNAc de APN podria no ser critica para la toxicidad (Lee et al., 1999).

Otro ejemplo del intercambio del dominio III asociado con cambios en la
especificidad por el insecto blanco, se demostré con una proteina hibrida que contenia
los dominios I y II de la toxina CrylAb y el dominio III de CrylC, resultando en una
proteina con toxicidad aumentada hacia Spodoptera sp. (de Maagd et al., 2000).

Mutaciones en residuos de los dominios II (Q374A y T440A) y III (>*1STGV-
AAAA>%%) de la toxina CrylCa afectan la toxicidad contra larvas de Spodoptera exigua,
mientras que mantienen su actividad contra M. sexta, confirmando el papel de estas
regiones en la especificidad (Herrero et al., 2004).

Un andlisis de competencia in vitro de la interacciéon de las toxinas CrylAa y
Cry1Ab a su receptor (mediante experimentos de unién a ligando y empleando vesiculas
de M. sexta), con péptidos sintéticos correspondientes a las asas del dominio II, indic
que las asas 2 y 3 de la toxina Cry1Ab son importantes para el reconocimiento con dicho
receptor (GOomez et al., 2002a).

Con el fin de localizar el sitio de union de la APN1 de B. mori (Bm-APN1) en la
toxina Cry1lAa, Atsumi et al. produjeron anticuerpos contra la toxina que compitieran la
unién con Bm-APN1 e investigaron la localizacion de los epitopes reconocidos por estos
anticuerpos. El epitope que identificaron para el anticuerpo que inhibe la interaccién de
CrylAa con Bm-APN1 consiste de los residuos 508-513 y 582-589, los cuales
corresponden a las laminas 3-16 y (-22 en el dominio III de la toxina, (Atsumi et al,
2005).

La identificaciéon de los epitopes involucrados en la interaccién toxina-receptor
provee datos acerca de las bases moleculares de la especificidad de las toxinas y puede
ayudar al desarrollo de estrategias para disefiar toxinas que rebasen el problema de la

resistencia por mutaciones puntuales en su receptor (Bravo et al., 2004a).
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PROTEINAS DE UNION PARA LAS TOXINAS Cry1: RECEPTORES

La interaccion de las toxinas Cry con proteinas localizadas en el intestino de los
insectos blanco es un factor clave en la especificidad de estas toxinas, pues se han
reportado varios casos en los que el desarrollo de resistencia en los insectos se
encuentra directamente relacionado con defectos en dichas interacciones. Esta es la
razon por la que diversos grupos dedican un gran esfuerzo a identificar y describir coémo
ocurren estos procesos (Ferré y Van Rie, 2002).

A la fecha se han reportado caderinas, aminopeptidas y fosfatasas alcalinas como
moléculas que unen a las toxinas Cry en diferentes especies de insectos (Pigott y Ellar,
2007). De estas moléculas, las caderinas juegan un papel muy importante en la activacion
y oligomerizacidn de las toxinas Cry1lA (Goémez et al., 2002b). Una mutacion debida a la
insercion mediada por un retrotransposon en la caderina de Heliothis virescens, resultd
en la resistencia de estos insectos (Gahan et al., 2001). Por otro lado, la expresion de la
caderina de Bombix mori (Bt-Ri75) en una linea celular de Spodoptera frugiperda les
confirio sensibilidad a la accién de la toxina Cry1Aa (Nagamatsu et al., 1999).

Los sitios de interaccion entre las caderinas de B. mori, M. sexta y H. virescens y
diferentes toxinas CrylA se han identificado y caracterizado mediante diferentes
estrategias in vitro. En el caso de B. mori, la toxina CrylAa se une a una regiéon que
involucra los aminoacidos 1108-1464 en este receptor (Bt-Ri7s), mientras que en el
receptor Bt-R1 de M. sexta se han mapeado los aminoacidos 865-875 (sitio 1), 1331-1342
(sitio 2) y 1363-1464 (sitio 3) en los ectodominios 7, 11 y 12, como regiones con las
cuales interactian 3 asas del dominio II de las toxinas Cry1A (Gémez et al., 2003; Hua et
al, 2004). En H. virescens, las regiones de union al receptor y aminoacidos identificados
en el receptor tipo caderina, se empalman con las observadas en B. moriy M. sexta (Xie et
al., 2005).

Para las aminopeptidasas (APN), las cuales se encuentran ancladas a la membrana
a través de un grupo glicosilfosfatidilinositol (GPI; Garczynski y Adang, 1995), se reporté

que su incorporacion (APN de M. sexta) en vesiculas de fosfolipidos aument6 la unién de
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la toxina Cry1Ac en 35%, respecto a la unioén en ausencia del receptor. Ademas, la misma
toxina formé poros en las vesiculas lipidicas con el receptor incorporado a una
concentracion 1000 veces menor que en ausencia del receptor. Sin embargo, no se pudo
establecer inequivocamente el papel de la APN como receptor e implicarlo en la
formacién de poro, ya que la preparaciéon de APN también contenia fosfatasa alcalina
(ALP) y reportaron incluso una disminucién en la actividad de ésta por la interacciéon con
la toxina (Sangadala et al., 1994).

El silenciamiento del gene que codifica la APN de Spodoptera litura indic6 que una
reduccion en la expresion del receptor en el intestino del insecto, correlaciona con la
resistencia al efecto de la toxina CrylC (Rajagopal et al., 2002). En otro reporte, la
expresion de la APN (MsAPN1) en Drosophila melanogaster (naturalmente insensible al
efecto de las toxinas Cry1A) resulté en larvas del insectos susceptibles a la toxina Cry1Ac.
Estos resultados implican directamente a la APN como receptor de las proteinas Cry1
(Gill y Ellar, 2002).

Un andlisis de proteémica de las proteinas presentes en vesiculas de M. sexta
indicé que la toxina Cry1Ac se une a una proteina de 65kDa, también anclada por GPI a la
membrana, descrita como una fosfatasa alcalina (McNall y Adang, 2003). Niveles
reducidos de ALP se han asociado con la resistencia de larvas de H. virescens a la toxina
CrylAc (Jurat-Fuentes y Adang, 2004). Finalmente, en el diptero Aedes aegypti se
demostré que una proteina con actividad de ALP, anclada por GPI al igual que las ALP
reportadas en lepidopteros, es capaz de unir a la toxina Cryl11Aa (Fernandez et al., 2006).

A pesar de los esfuerzos realizados en identificar a los receptores funcionales de
las proteinas Cry, aun no se conoce totalmente su naturaleza y de los que actualmente se
encuentran reportados (exceptuando a las caderinas) no se ha descrito su funcién en el
mecanismo de toxicidad.

Uno de los modelos mejor descritos es el de las proteinas CrylA con toxicidad
contra lepidopteros, en la oruga del tabaco M. sexta es un modelo de estudio de la accién

de las toxinas Cry en lepiddpteros.
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DESPLIEGUE EN FAGOS

Para identificar el papel que tienen diferentes regiones de las toxinas Cry1 en la
toxicidad, se ha realizado mutagénesis sitio-dirigida y se han intercambiado sus
dominios. Esto ha permitido describir residuos clave en la interaccién con los receptores;
sin embargo, para los estudios de interaccién hasta ahora se han empleado toxinas
activadas como monémero y no se ha realizado ningun tipo de estudio con el oligbmero.

Una metodologia que ha ganado popularidad en la caracterizacién de epitopes,
que permite estudiar e identificar regiones involucradas en interacciéon sin comprometer
la estructura de la proteina de interés, es la metodologia de despliegue en fagos descrita
por Smith en 1985. Con esta tecnologia es posible seleccionar ligandos especificos para
una proteina inmovilizada a partir de una enorme poblaciéon de moléculas diferentes.

Los fagos son virus que infectan células bacterianas y muchos de los vectores que
se han usado en la investigacion de ADN recombinante son fagos, los cuales infectan al
huésped estandar, la bacteria Escherichia coli.

Una caracteristica de los vectores de ADN, incluyendo a los fagos, es que se les
puede insertar un segmento de ADN “extraiio” que es replicado cuando el vector lo hace.
En los vectores de expresion, que incluyen a los vectores de despliegue en fagos, el ADN
“extrafio” es transcrito y traducido en una proteina. En el despliegue en fagos la
secuencia proteica extrafia esta genéticamente fusionada a la secuencia de aminoacidos
de alguna de las proteinas de la cubierta viral, produciendo una proteina hibrida. Esta se
incorpora en las particulas virales (viriones) en cuanto son liberados de la célula, de tal
forma que el péptido extrafio se despliega en la superficie externa (Smith y Petrenko,
1997).

Una biblioteca de despliegue en fagos es una mezcla heterogénea de fagos, cada
una llevando un inserto de ADN diferente, y por lo tanto, desplegando diferentes
péptidos o proteinas en su superficie. Cada péptido en la biblioteca puede replicarse,
puesto que cuando el fago al cual esta unido infecta una célula bacteriana nueva, se
multiplica para producir una progenie idéntica o clona (Smith y Petrenko, 1997).

Para “capturar” fagos desplegando péptidos o proteinas a partir de bibliotecas, en

un proceso también llamado tamizado o seleccién, convencionalmente se utiliza una
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aplicacion de la purificacion por afinidad, en la cual un receptor inmovilizado se usa para
retener ligandos especificos a partir de una mezcla compleja (Figura 5). Los fagos
capturados son amplificados infectando células frescas para producir una gran cantidad
de ellos, que a su vez pueden servir para hacer otra ronda de purificacién por afinidad.
Eventualmente, los fagos capturados se estudian individualmente al secuenciar el ADN

viral y deducir los aminoacidos del péptido desplegado (Smith y Petrenko, 1997).
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Figura 5. Procedimiento de seleccion de péptidos desplegados en fagos (New
England BioLabs Inc.)

Muchos de los trabajos con despliegue en fagos se hacen con fagos filamentosos,
como M13. Estos fagos semejan bastones flexibles de aproximadamente 1pm de longitud
y 6nm de diametro, compuestos principalmente (87% de su masa) de la proteina de
cubierta pVIII, que envuelve al ADN viral de cadena sencilla. En un extremo de la
particula se encuentran cinco copias de las proteinas menores de cubierta plll y pVI, y en
el otro extremo pVII y pIX (Smith y Petrenko, 1997).

Para iniciar la infeccién viral es necesario que interaccionen el extremo N-
terminal de plll y el pilus F de E. coli (Smith y Petrenko, 1997). No obstante, en muchos

reportes de despliegue en M13 los péptidos se fusionan al extremo N-terminal de las
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proteinas plIl o pVIIL De esta forma, los péptidos desplegados tienen un extremo libre
que les proporciona suficiente flexibilidad, similar a la de los péptidos libres en solucion.
Con la finalidad de disminuir la entropia de los péptidos desplegados e incrementar su
afinidad a una molécula blanco, se han construido algunas bibliotecas estructuradas en
las cuales los péptidos estan flanqueados por cisteinas para la formacién de un puente

disulfuro (Luzzago et al,, 1993).

DESPLIEGUE EN BACTERIAS

Una metodologia derivada del despliegue en fagos es la que se efectia en
bacterias. En 1995, Lu et al. crearon un sistema de despliegue de una biblioteca de
péptidos aleatorios en flagelo bacteriano.

El filamento flagelar de las bacterias es una estructura helicoidal compuesta de
subunidades de flagelina. Varias especies bacterianas presentan homologia en sus
regiones N- y C-terminal de sus respectivas flagelinas, no siendo asi en la region central.
Al eliminar varias porciones en la region central del gen de la flagelina de Escherichia coli
K12 se han obtenido proteinas mas pequefias capaces de polimerizar adecuadamente y
conservar, en mayor o menor grado, su funcién motriz, poniendo al descubierto el
dominio no esencial que esta expuesto al solvente (Kuwajima, 1988).

Lu et al. (1995) hicieron una construccién funcional de flagelina y tiorredoxina
que posibilité el despliegue de péptidos en la superficie de E. coli en un contexto
estructural bien definido. Sustituyeron la regién no esencial de la flagelina de E. coli (f1iC)
por una tiorredoxina, también de E. coli (trxA).

La tiorredoxina de E. coli (Trx) es una proteina de 11.7 kDa formada por 108
aminoacidos cuyo sitio activo tiene la secuencia -CGPC-. Las dos cisteinas involucradas
en la formacion del puente disulfuro forman una pequefia protuberancia o asa en la
superficie de la proteina. Cuando Lu et al, (1995) insertaron péptidos aleatorios en el
sitio activo de la tiorredoxina para la construccién de la biblioteca, las cisteinas de ambos
extremos se encargaron de limitar la conformaciéon de los mismos sin alterar la

estructura de la tiorredoxina.
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De esta forma, los autores consiguieron exponer los péptidos en el exterior de la
célula en un contexto estructural definido y utilizarlos en rondas de seleccién como en el
sistema de despliegue en fagos. Actualmente, esta biblioteca es comercial (FliTrx™,
Invitrogen), tiene una complejidad de 1.77x108 clonas primarias y se ha utilizado desde

entonces para descifrar algunas interacciones de proteinas (Figura 6).
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Figura 6. Despliegue del péptido de fusion FliTrx™ (Invitrogen)

Para evitar rearreglos en las fusiones de péptidos y dirigir el despliegue, la
expresion de la biblioteca esta regulada. El plasmido utilizado para crear las fusiones de
péptidos (pFliTrx™) utiliza el promotor P, del bacteriéfago A. El represor cl del
bacteriéfago A se une al operador del promotor P, y controla el nivel de transcripcion de
su promotor (Figura 7).

La expresiéon del represor también estd regulada pues en las células de E. coli
(GI826) en las que se propaga pFliTrx™, el gen del represor cl se encuentra bajo el
control del promotor trp. El represor trp regula la expresién de cl, ya que cuando las
células son crecidas en un medio libre de tript6fano entonces el gen del represor cl se

transcribe, y la proteina represora se une al promotor P; evitando la transcripcién
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(Figura 7a). La expresion se induce agregando triptéfano al medio, lo cual evita la

sintesis del represor cl y permite la transcripciéon bajo el promotor P, (Figura 7b; Lu et

al, 1995).
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Figura 7. Regulacion de la expresion de los péptidos de fusién en pFliTrx™. (a)
Ausencia de tript6fano en el medio previene la transcripcion; (b) Triptéfano en el medio

induce la transcripcion (Invitrogen).
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HIPOTESIS

A partir de una coleccién de péptidos desplegados en fagos y bacterias es posible
recuperar moléculas que reconozcan especificamente los receptores APN o ALP de

Manduca sexta

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Aislar péptidos con la capacidad de unir especificamente a los receptores que se
encuentran unidos a la microvellosidad intestinal de Manduca sexta por medio de un

ancla de GPI: APN y ALP.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Obtener un extracto de proteinas ancladas por GPI enriquecido en las proteinas
APN y ALP, a partir de VMMA de M. sexta.

e Analizar la uniéon del monémero y el oligdmero de la toxina CrylAa a los
receptores presentes en el extracto (APN y ALP).

e Seleccionar péptidos lineales que reconozcan a los receptores presentes en el
extracto (APN y ALP) mediante la metodologia de despliegue en fagos.

* Seleccionar péptidos estructurados, provenientes una biblioteca de péptidos
desplegada en bacterias, que reconozcan a los receptores del extracto (APN y
ALP).

e Caracterizar la especificidad de los péptidos seleccionados.
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MATERIALES Y METODOS

CEPAS UTILIZADAS

Se empled la cepa acristalifera 407cry- de Bt, transformada con el plasmido
pHT409 que tiene el gen crylAa (Lereclus et al., 1989), para la produccién de cristales de
la toxina Cry1Aa.

Para producir el anticuerpo scFv73 se utilizé la cepa E. coli TG1 transformada con
el vector pSyn que tiene clonado el gen que codifica para dicho fragmento (Gomez et al,
2001).

Se utilizaron cepas comerciales para el trabajo con las bibliotecas de péptidos. La
cepa de E. coli ER2738 (New England BioLabs) fue la cepa F* que se us6 para la
amplificacion y titulaciéon de fagos de la biblioteca de péptidos lineales. La biblioteca de
péptidos estructurados se adquirié transformada en la cepa de E. coli GI826 (Invitrogen),

misma en la que se expresé la proteina de fusion para su despliegue.

PRODUCCION Y PURIFICACION DE CRISTALES DE LA TOXINA CrylAa

La cepa de Bt se crecié en medio de esporulacion SP (caldo nutritivo 0.8%,
MgS04¢7H20 0.025%, KCl 0.1%, MnCl2¢4H20 10 pM, pH 7, complementado con
Fez(S04)e7H20 263 uM, CaCl; 0.5mM) con eritromicina 10 pg/ml, a 30°C y 200 rpm. Una
vez alcanzada la esporulacion del cultivo, a las 72 horas aproximadamente, se recuper6
la mezcla de esporas y cristales de la toxina centrifugando a 10,000 rpm por 10 minutos.
La pastilla obtenida (mezcla de espora-cristal) se lavé primero 3 veces en NaCl 0.3M,
EDTA 0.01M, pH 8, y luego otras 3 veces en PMSF 1mM.

Los cristales de las esporas se separaron mediante un gradiente discontinuo de
sacarosa. La pastilla lavada se resuspendi6 en amortiguador TTN (Tris 20 mM, NaCl 300

mM, Tritén X-100 1%, pH 7.2) para sonicarse 3 veces con pulsos de 50 segundos a 20
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watts. Al mismo tiempo, en tubos de policarbonato se preparé el gradiente discontinuo
de sacarosa que contenia 6 ml de cada una de 4 soluciones de sacarosa al 84, 79, 72 y
67% (w/v) en Triton X-100 0.01%, NaCl 10 mM, Tris-HCl 50 mM pH 8. La muestra
sonicada se carg6 al gradiente y se centrifugd a 23,000 rpm por 20 minutos a 15°C en
una ultracentrifuga Beckman con el rotor SW28.

Al término de la centrifugacion las fracciones superiores del gradiente se
recuperaron. La sacarosa se eliminé lavando los cristales 3 veces con Triton X-100 al
0.01%, centrifugando a 10,000 rpm por 10 minutos. Al final, la pastilla de cristales se
resuspendio6 en Tris 50 mM pH 8, PMSF 1mM y se conservaron a 4°C. Para confirmar la
presencia de cristales, las fracciones recuperadas se observaron al microscopio éptico.

La concentracion de proteina de los cristales purificados se determin6 empleando
el método de Bradford (Sigma) utilizando albimina bovina como estandar. La protoxina
que forma los cristales de verifico mediante electroforesis en geles de acrilamida

desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 10%.

PURIFICACION DEL ANTICUERPO scFv73

La cepa se crecid a 37°C en medio 2xTY (bactotriptona 1.6%, extracto de levadura
1%, NaCl 0.5%) con ampicilina 100 pug/ml y glucosa al 0.1%; una vez alcanzada una
densidad 6ptica de 0.7 a 600 nm se realizé la induccion adicionando IPTG 0.5 mM al
cultivo y se dejo crecer por 4 horas a 25°C en agitacion de 200 rpm.

El fragmento scFv73 se colect6 del periplasma. El extracto soluble periplasmatico
se obtuvo al dar un choque osmético a 4°C al paquete celular, resuspendiéndolo en la
solucién de lisis que contiene sacarosa 200 mg/ml, EDTA 1 mM, Tris-HCI 300 mM pH 8.
El cultivo se centrifugd y se resuspendi6 en una solucién de MgS04 5 mM, tras lo cual se
incub6é 20 minutos en hielo. Después de centrifugar, el sobrenadante se dializé 12 horas
en PBS. El fragmento scFv73 esta fusionado a una etiqueta de histidinas por lo que se
purific6 empleando una columna de niquel-agarosa. La columna se lavé con PBS y se
equilibré con imidazol 20 mM. El scFv73 se incorporo6 a la fase mévil de la columna, se

lavo6 con imidazol 35 mM, y se eluy6 con 2 ml de imidazol 250 mM, NaN3 0.2% en PBS.
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ACTIVACION DE LOS CRISTALES DE LA TOXINA CrylAa

Solubilizacién y activacion para la obtencién de monémero

Para eliminar el amortiguador en que se encontraban los cristales, 1mg de
proteina se centrifugé y la pastilla se resuspendié en la solucién de solubilizacién
preparada con NaHCO3 50mM pH 10.5 y B-mercaptoetanol 0.02%. Se incub6 durante 2
horas a 37°C en agitacion suave y luego se centrifugdé a 10,000 rpm 10 minutos. La
protoxina soluble en el sobrenadante se recuperd y se determin6 su concentracion de
proteina por el método de Bradford.

La protoxina se activo proteoliticamente con jugo gastrico de M. sexta, el cual se
obtiene al centrifugar a 10,000 rpm 5 minutos el contenido intestinal de larvas de tercer
estadio. El pH de la protoxina solubilizada se ajust6 agregando 250 pl de Tris-HCl 1 M pH
8 por cada mililitro de protoxina, y luego se afiadieron 2 pl de jugo gastrico. La reaccion
se incub6 2 horas a 37°C en agitaciéon suave, y la protedlisis se detuvo con PMSF 1 mM. La
mezcla de reaccion se centrifugd a 10,000 rpm y se recuperd la toxina activada en
conformacién de mondémero en el sobrenadante. Se determind la concentracién de la
toxina activada por el método de Bradford y se analizé en SDS-PAGE al 9% su

procesamiento proteolitico.

Solubilizacién y activacion para la obtencion de oligdmero

Para la produccion de oligdmero se tomaron 50 pg de cristales de la toxina y se
centrifugaron a 10,000 rpm por 10 minutos para eliminar el amortiguador. La pastilla se
resuspendio con el anticuerpo scFv73 en una relacion 1:4 (p/p) y se anadieron 50 pl de
solucién de solubilizacién (NaHCO3 50mM pH 10.5, B-mercaptoetanol 0.02%). A la
mezcla se agreg6 0.5-1% (1-2 pl) de jugo gastrico de M. sexta. La reaccidn se incubo
durante 1 hora a 37°C con agitacion suave. Para detener la reaccion proteolitica se
adicion6 PMSF a una concentracién final 1 mM. Se centrifugé durante 15 minutos a
14,000 rpm y se recuper6 el sobrenadante. La proteina soluble obtenida se analizé

mediante un experimento tipo Western blot.
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Las proteinas solubles se separaron en SDS-PAGE al 8% y se electrotransfirieron a
una membrana de PVDF (Millipore) a 345 mA por 45 minutos. La membrana se bloqued
con leche descremada al 5% en PBS con Tween 20 al 0.1%, durante 1 hora. Se le
realizaron varios lavados empleando PBS, Tween 20 0.1%.

La membrana se incub6 1 hora con el anticuerpo primario, Anti-Cry1Ab policlonal
de conejo, en una diluciéon 1:50,000. Se lavo varias veces con PBS, Tween 20 0.1% y se
incubé 1 hora con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (Anti-rabbit IgG-HRP,
ECL™) en una dilucién 1:10,000. Se lavé nuevamente la membrana y se revelé con el
sustrato de la peroxidasa Luminol (PIERCE) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

El oligbmero de la toxina se purific6 por medio de una cromatrografia de
exclusién por tamafio en una columna Superdex 200 acoplada a FPLC (Gémez et al,
2002b). Las fracciones colectadas de la cromatografia se analizaron por Western blot

siguiendo el mismo procedimiento arriba descrito.

MARCAJE DEL MONOMERO DE LA TOXINA Cryl1Aa CON BIOTINA

La mezcla de reaccion se prepard con 40 pl de biotina (Amersham) por miligramo
del mondédmero de la toxina, y se incub6 a temperatura ambiente por 1 hora. Para separar
la biotina que no se unié a la toxina, se empleé una columna de exclusién de peso
molecular de Sephadex G25 previamente lavada con PBS. Se cargé la muestra y se eluyd
la toxina centrifugando la columna durante 2 minutos a 2,000 rpm.

La concentraciéon de proteina se determindé por el método de Bradford y se
verificd el marcaje de la toxina con biotina mediante un ensayo tipo Western blot. Para
esto, una muestra de la toxina biotinada se separ6 en SDS-PAGE al 9% y se
electrotransfirié a 345 mA por 45 minutos sobre una membrana de nitrocelulosa ECL. La
membrana se incub6 con PBS, Tween 20 2% y luego se lavo en PBS, Tween 20 0.1%. Se
incub6 una hora con estreptavidina peroxidada (ECL™) 1:4000 en PBS, Tween 20 0.1%

y, para eliminar la estreptavidina no unida, se lavo nuevamente en PBS, Tween 20 0.1% y
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PBS. Finalmente la membrana se incub6 y revel6 con el sustrato Luminol (PIERCE) de la

peroxidasa (HRP).

PREPARACION DE VESiCULAS (VMMA) DE Manduca sexta

Extraccion de tejido

Las larvas de tercer estadio de M. sexta que se utilizaron para recuperar tejido
fueron criadas en el insectario del laboratorio. Para extraer el intestino medio, las larvas
se mantuvieron en hielo durante 15 minutos y luego se fijaron con alfileres
entomoldgicos a una tabla de diseccion. Haciendo un corte longitudinal en la region
media de la larva, a 3 segmentos de cada uno de sus extremos, se extrajo el intestino
medio y se retir6 su contenido. El tejido recuperado se enjuagé en una solucidn fria de D-
manitol 300 mM, EGTA 5 mM, PMSF 0.5 mM, Tris-HCl 17 mM, y DTT 2, pH 7.4, y luego se

almacend a -70°C hasta su uso.

Purificacion de VMMA

Para purificar vesiculas de membrana de la microvellosidad apical (VMMA) del
intestino medio, el tejido se descongeld en hielo, mientras tanto, se prepar6 y enfrié la
solucién I: D-manitol 300 mM, Tris-HCl 17mM, EGTA 5mM, DTT 2mM, HEPES 10mM,
EDTA 1mM, PMSF 0.1mM, leupeptina (metanol) 100 pg/ml, pepstatina (etanol) 100
ug/ml y neomicina 600 pg/mg.

Una vez descongelado el tejido, 3 g de éste se colocaron en un homogenizador de
vidrio estéril inmerso en hielo, y se diluyé 1:10 (p/v) con la solucion fria I. EI émbolo
estéril de teflon del homogenizador se colocé y se dieron 9 golpes a 2250 rpm.
Lentamente se agreg6 un volumen igual de una solucién de MgCl; 24 mM y se colocé en
hielo durante 15 minutos, mezclando ocasionalmente.

Transcurrido este tiempo, el homogenado de intestino se centrifugé a 4,500 rpm

por 15 minutos a 4°C en un rotor Beckman JA-20 de angulo fijo. El sobrenadante se
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recupero en un tubo estéril y se volvié a centrifugar en el mismo equipo, a 16,000 rpm
durante 30 minutos a 4°C.

La pastilla obtenida se resuspendié en la mitad del volumen de la solucion frial y
la mitad del volumen de la solucion de MgCl,. Se repitieron los dos pasos de
centrifugacion (a 4,500 y 16,000 rpm) recuperando primero el sobrenadante y luego la
pastilla, que al final se resuspendid en la solucidn fria I diluida con agua desionizada 1:1.

Finalmente la muestra se colocé en otro homogenizador de vidrio estéril y se
dieron 3 golpes a 2250 rpm usando un émbolo también estéril.

La concentracion de proteina se determindé mediante el método de Lowry
Modificado (Dc Protein Assay, Bio-Rad) empleando albimina bovina como estandar. Las
proteinas se separaron mediante SDS-PAGE al 9% y se visualizaron con una tincién con

coomassie.

Determinacion de la actividad especifica de aminopeptidasa (APN)

La actividad especifica de APN se determiné utilizando el sustrato L-leucina-p-
nitroanilida. Durante algunos minutos se siguié la cinética de la reacciéon de 3 pg de
VMMA o de 10 pg de homogenado inicial de intestino con L-leucina-p-nitroanilida 1 mM
en Tris-HCl 200 mM pH 8.0 y NaCl 250 mM, midiendo la absorbancia a 405 nm en un

espectrofotometro (Beckman Coulter DU 650).

Determinacion de la actividad especifica de fosfatasa alcalina (ALP)

El sustrato p-nitrofenol fosfato de ALP se empleé para determinar la actividad
especifica en las VMMA y en el homogenado inicial. Se hicieron reaccionar 20 pg de
muestra con su sustrato p-nitrofenol fosfato a una concentracién de 1 mg/ml en una
solucién de MgClz 0.5 mM y Tris-HCl 100 mM pH 9.5, durante 15 minutos. La reaccién se
detuvo agregando EDTA en una concentracién final de 125 mM, y se midi6 la

absorbancia a 405 nm en un espectrofotémetro (Beckman Coulter DU 650).
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LIBERACION DE LAS PROTEINAS ANCLADAS POR GPI coN PI-PLC

Se resuspendieron 2 mg/ml de VMMA de M. sexta en PBS. La enzima
fosfatidilinositol fosfolipasa C (PI-PLC, Sigma) se afiadié en una concentraciéon de 2 U/ml
y se incubé durante 2 horas a 30°C con agitacién suave.

La mezcla de reaccién se ultracentrifugdé a 70,000 rpm (Rotor MLA 80) por 20
minutos a 4°C y se separaron las dos fracciones resultantes: el sobrenadante y la pastilla.
La concentracion de proteina en ambas fracciones se determiné utilizando el método de

Lowry Modificado (Dc Protein Assay, Bio-Rad).

ANALISIS DE LA UNION DE LA TOXINA Cry1Aa A SUS RECEPTORES

Ensayo de union de ligando

Una muestra de 6 ug de proteina de VMMA se separé mediante SDS-PAGE al 9% y
se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa ECL en una camara de
electrotransferencia a 345 mA por 45 minutos.

Después de la transferencia, la membrana se lavo con PBS, Tween 20 0.1%, se
bloque6 con PBS, Tween 20 0.1%, BSA 1% y luego se incub6 durante 2 horas con 10 nM
de toxina CrylAa biotinada en una solucion de PBS, BSA 0.2%, Tween 20 0.1%. La toxina
que no se uni6 a las proteinas de la membrana se eliminé lavando repetidas ocasiones
con PBS, Tween 20 0.1%.

Para detectar la toxina unida, la membrana se incubé con estreptavidina-HRP
1:3000 (v/v) en PBS, Tween 20 0.1% durante 1 hora y se revelo6, luego de varios lavados,

usando quimioluminiscencia (Luminol, PIERCE).

ELISA

La proteina blanco en PBS (VMMA o sobrenadante) se inmoviliz6 en la caja de

ELISA (MaxiSorp Nunc) durante 12 horas a 4°C en concentraciones de 5 6 10 pg/ml (100

26



Materiales y Métodos

ul/pozo). Los pozos se bloquearon con PBS, Tween 20 0.1%, leche descremada 2%, 2
horas a 37°C y después se lavaron con PBS, Tween 20 0.1%.

La toxina, en cualquiera de sus dos conformaciones (mondémero u oligdmero), se
incubé con la proteina inmovilizada durante 1 hora en PBS, Tween 20 0.1%. Luego de
lavar la toxina no unida con la misma solucion, la placa se incub6 con un anticuerpo
primario policlonal de conejo anti-Cry1Ab (que reconoce también a CrylAa) en una
dilucion 1:10,000. Después de 1 hora y de lavar la placa 5 veces con PBS, Tween 20 0.1%,
se incubd 1 hora mas con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (Anti-rabbit
[gG-HRP, ECL™) en una dilucién 1:5,000. La union se revelé utilizando el sustrato de la
peroxidasa o-Fenilendiamina (OPD, SIGMA). Los valores de absorbancia a 490 nm se

obtuvieron con un lector de cajas de ELISA (Emax® Molecular Devices).

SELECCION DE PEPTIDOS LINEALES: Ph.D.-12™

La biblioteca de despliegue en fagos Ph.D.-12™ (New England BioLabs) es una
biblioteca de dodecameros aleatorios fusionados en el extremo N-terminal de la proteina
plll del fago M13, de tal forma que el primer residuo de la proteina madura es el primero
del dodecamero. El péptido es seguido de una secuencia espaciadora (GGGS) y luego se
encuentran los residuos de la proteina plIl. La biblioteca consta de ~2.7x10? secuencias
y, segun informacion del proveedor, 10ul de la biblioteca original contienen ~55 copias
de cada una de ellas.

Debido a que esta biblioteca se deriva de un vector de clonacién M13mp19, que
tiene el gene lacZa, las placas de fagos son azules cuando se crecen en un medio que
contiene IPTG y XGal con una cepa bacteriana apta para a-complementacién, mientras
que los fagos filamentosos silvestres producen placas blancas cuando se crecen en el
mismo medio.

En un primer experimento de selecciéon, 1 ml del sobrenadante 0.15mg/ml
(obtenido al rasurar VMMA de M. sexta con PI-PLC) se inmoviliz6 en inmunotubos (Nalge

Nunc) de 5ml a 4°C por 12 horas. Después de decantar la proteina no imovilizada, los
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tubos se incubaron con solucién de bloqueo (NaHCO3 0.1 M pH 8.6, BSA 5 mg/ml, NaN3
0.02%) durante 1 hora a 4°C.

El procedimiento de seleccién se hizo siguiendo las recomendaciones generales
del fabricante. Con las proteinas inmovilizadas en un inmunotubo se incubaron 1.5x1011
ufp/ml en TBS (Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM), Tween 20 0.1% durante 1 hora a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se realizaron 6 lavados usando TBS
con Tween 20 0.1% para las rondas 1-3 y Tween 20 0.5% para las rondas 4 y 5. Los fagos
unidos se eluyeron con una solucién de Glicina-HCI 0.2 M pH 2.2, BSA 1 mg/ml que se
neutraliz6 luego de 8 minutos con Tris-HCl 1M pH 9.1.

En el segundo experimento de seleccidn, 67 pg del sobrenadante se inmovilizaron
en un pozo de caja de ELISA (MaxiSorp Nunc). En la ronda 1, la biblioteca de fagos
(1.5x1011 ufp) se preincub6 en 100 pl de TBS-Tween 20 0.2% y BSA 0.2% antes de
exponerla al antigeno durante 1 hora, tras la cual se recuperd la biblioteca no
seleccionada y se eliminaron los fagos no unidos lavando el pozo 10 veces con TBS-
Tween 20 0.2%.

Los fagos unidos se eluyeron primero con glicina-HCl pH 2.2 por 10 minutos.
Inmediatamente después de recuperarlos del pozo, el pH se ajusté con Tris-HCI pH 9.1.
Para la elusion con células en el pozo, el pH se neutralizo y se agregaron 100 pl de un
cultivo de E. coli ER2738 ODeoo 0.6, crecido en medio LB (bactotriptona 1%, extracto de
levadura 0.5%, NaCl 0.5%, agar 1.5%), tetraciclina 20pg/ml. Después de incubar durante
30 minutos a 37°C el cultivo se recuperdé y posteriormente se amplifico.

En las rondas 2 y 3, los fagos (4x1010 ufp) se preincubaron con TBS-Tween 20
0.5%, BSA 0.2% y luego se incubaron 1 hora con el antigeno (67 pg del sobrenadante).
Los pozos se lavaron 15 y 20 veces con TBS-Tween 0.5%. Al igual que en la ronda 1, los
fagos unidos se eluyeron primero con glicina-HCI pH 2.2 y luego con un cultivo de E. coli
ER2738 ODegoo 0.6 durante 30 minutos.

A partir de unidades formadoras de placa (ufp) en caja de Petri se separaron
clonas y se amplificaron para su andlisis. Para recuperar el ADN se empleé el paquete de
purificacion QIAprep® Spin M13 Kit (QIAGEN). La Unidad de Sintesis y Secuenciacién
(IBT-UNAM) efectud la secuenciacion utilizando el oligonucleétido directo -96 glIl 5’-

CCCTCATAGTTAGCGTAACG-3" (New England BioLabs).
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Amplificacion y titulacion de fagos

La amplificacién de los fagos eluidos de la seleccidn o de clonas aisladas, se realizé
infectando cultivos de E. coli ER2738 en medio LB, tetraciclina 20pg/ml en fase temprana
(ODsoo < 0.01), los cuales se crecieron posterior a la infeccion durante 4.5-5 horas a 37°C
con agitacion de 250 rpm. Dado que M13 es un fago no-litico, la purificacidn de los fagos
se logro eliminando primero las células por centrifugacion durante 10 minutos y
precipitando del sobrenadante los fagos. Al sobrenadante recuperado se adicion6 1/6 de
su volumen de una solucion de polietilenglicol (PEG) 8000 20% (w/v), NaCl 2.5M y se
incub6 a 4°C por 12 horas en tubos de centrifuga de 50 ml. Los fagos se recuperaron al
centrifugar a 10,000 rpm 15 minutos a 4°C; el sobrenadante se decant6 y la pastilla se
resuspendié en TBS. Esta suspension de fagos se centrifugé 5 minutos para eliminar las
células residuales y luego de una segunda precipitacién con PEG-NaCl en hielo por 1
hora, los fagos se resuspendieron nuevamente en TBS.

Para calcular el nimero de fagos eluidos o amplificados, se titularon diferentes
diluciones de los fagos por ufp. Con 10 pl de una dilucién de fagos se infectaron 200 pl de
un cultivo de E. coli ODgoo 0.5 durante 3-4 minutos. Al cabo de éstos, las células se
transfirieron a un tubo con 3ml de Top-Agarosa (bactotriptona 1%, extracto de levadura
0.5%, NaCl 0.5%, MgCl2¢6H20 0.1%, agarosa 0.7%) precalentada a 45°C y rapidamente
luego de agitar en vortex, la mezcla se vertié en una caja de Petri con medio LB, IPTG
0.21 mM, XGal 40 pg/ml. Una vez solida la superficie de las cajas, se invirtieron e
incubaron a 37°C durante 12 horas. Las cajas de Petri con menos de 100 ufp se
utilizaron para contar las placas azules y calcular el nimero de fagos a partir del factor

de dilucién.

ELISA

La unién de los fagos a las proteinas del sobrenadante y a la toxina CrylAa se
analizé en ensayos de ELISA monoclonal y policlonal. La proteina blanco se fijé a la placa

(MaxiSorp Nunc) en PBS durante 12 horas a 4°C, en concentraciones de 1-10 pg/ml
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(segun se indica en los resultados). Para bloquear, la placa se incubé 1 hora a 4°C con una
solucién de BSA (NaHCO3 0.1 M pH 8.6, BSA 5 mg/ml, NaN3 0.02%). Luego, se lavé 5
veces con TBS, Tween 20 0.1%. El resto de los lavados de la placa se hicieron en la misma
forma, y en la incubacién de los fagos y los anticuerpos se utiliz6 la misma solucién de
TBS, Tween 20 0.1%.

Después del bloqueo, los fagos se incubaron con la proteina inmovilizada durante
1 hora a temperatura ambiente, se utiliz6 un anticuerpo primario de ratéon Anti-M13
(Amersham) y posteriormente un secundario acoplado a peroxidasa (Anti-mouse-HRP,
Sigma), lo que permitio la deteccion con el sustrato OPD de la peroxidasa. Las lecturas de
absorbancia a 490 nm se realizaron empleando un lector de cajas de ELISA (Emax®

Molecular Devices).

SELECCION DE PEPTIDOS ESTRUCTURADOS: FliTrx™

La seleccién de péptidos estructurados se realizé empleando la biblioteca FliTrx™
(Invitrogen, cat. K1125-01, version A) que despliega péptidos aleatorios en la superficie
de E. coli. Esta biblioteca tiene una complejidad de 1.77x108 clonas primarias.

Se empleo el protocolo basico de seleccidn descrito por el fabricante. Un vial de la
biblioteca FliTrx™ se descongelé para amplificarla, creciendo el cultivo hasta la
saturacion en medio IMC (sales M9 1X, casaminoacidos 0.2%, glucosa 0.5%, MgCl, 1mM)
con ampicilina 100 pg/ml. De éste, se tomaron 1x1010 células para iniciar el cultivo
inducido en 50 ml de IMC, ampicilina 100 pg/ml y triptéfano 100 ug/ml que se creci6 por
6 horas a 25°C en agitaciéon a 225 rpm.

Los inmunotubos (Nalge Nunc de 5 ml), con las proteinas blanco inmovilizadas
previamente por 12 horas a 4°C, se bloquearon con una solucién de leche descremada al
1% y NaCl 150 mM en medio IMC. Llegado el momento de realizar la seleccidn, el cultivo
inducido de la biblioteca se ajust6 a con leche 1% y NaCl 150 mM.

Durante la selecciéon, cada inmunotubo se lavé con el mismo medio de cultivo
(IMC) y las células se eluyeron mecanicamente en el vortex por 30 segundos. Las células

eluidas se titularon, haciendo diluciones y contando las unidades formadoras de colonia
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en cajas de Petri. Las demas células se amplificaron toda la noche a 30°C en medio IMC
para la siguiente ronda de seleccion.

De las clonas especificas se obtuvo la secuencia del péptido desplegado. Para esto,
con una colonia se inocularon 2 ml de medio RM (sales M9 1X, casaminoacidos 2%,
glicerol 1%, MgCl> 1mM), ampicilina 100 pg/ml y se crecieron a 30°C durante 12 horas.
El paquete celular se obtuvo por centrifugacion y el ADN se extrajo utilizando el paquete
de purificaciéon Wizard® Plus SV minipreps DNA purification system (Promega).

La secuenciacion se encomendd a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion (IBT-
UNAM) que empledé el oligonucledtido directo FliTrx™ Forward Sequencing 5’-
ATTCACCTGACTGACGAC-3’ (Invitrogen).

Las secuencias nucleotidicas que resultaron se tradujeron y los péptidos se
analizaron con el programa ClustalW intentando alinear sus secuencias y generar un

consenso.

Western blotting

Las proteinas de 107-108 células de la biblioteca o de clonas se separaron
mediante SDS-PAGE al 12%, para luego ser electrotransferidas por 45 minutos a 345 mA
a una membrana PVDF (Millipore). La membrana se bloqued 1.5 horas con una solucién
de PBS, leche descremada 5%, Tween 20 0.1%; en seguida, se lavé 5 veces con PBS,
Tween 20 0.1% (solucion de lavado). El anticuerpo primario, Anti-Thio™ (Invitrogen), se
diluy6 1:5000 en PBS, Tween 20 0.1% y se incubd 1 hora a temperatura ambiente con la
membrana.

Después de 5 lavados, la membrana se incub6 con el anticuerpo secundario Anti-
mouse-HRP (Sigma) durante 1 hora. La membrana se lavé 5 veces con la solucién de
lavado y 2 veces mas con PBS solamente. La unién se revel6 usando quimioluminiscencia

(Luminol, PIERCE).
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ELISA

La proteina blanco se inmovilizé por 12 horas a 4°C en PBS, en concentraciones
que fueron de 1 a 15 pg en 100 pl. Se bloqued con una solucion de IMC, leche descremada
1%, NaCl 150 mM y ampicilina 100 pg/ml, por al menos 1 hora a temperatura ambiente.

Las rondas de seleccion o las clonas se amplificaron hasta la saturacion durante
15 horas a 30°C, y de ese cultivo se tomaron 2x108 células/ml para iniciar la induccién en
medio IMC, ampicilina 100 pg/ml, triptéfano 100 pg/ml. Una vez completa la induccion,
los cultivos se complementaron con leche descremada 1%, NaCl 150 mM y se realiz6 la
unién de las células a las proteinas inmovilizadas durante 1 hora. Se usé medio IMC con
ampicilina 100pg/ml para lavar las placas 3 veces después de la union, pero los lavados
posteriores se hicieron con PBS, Tween 20 0.1%.

El anticuerpo primario Anti-Thio™ (Invitrogen), que reconoce la tiorredoxina, se
empled en una relacién 1:500 en PBS, Tween 20 0.1%, y se incub6 durante 1 hora.
Después de 5 lavados, un anticuerpo secundario Anti-mouse-HRP (Sigma) permitié la
deteccién con el sustrato OPD. Empleando un lector de cajas de ELISA (Emax® Molecular

Devices) se tomaron las lecturas de absorbancia a 490 nm.
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Se han utilizado diferentes estrategias para estudiar y determinar las
interacciones de las toxinas Cry de Bt con las proteinas presentes en el intestino de los
insectos susceptibles. Entre las estrategias mas utilizadas se encuentra el uso de
vesiculas de la microvellosidad intestinal (VMMA) con toxinas marcadas con biotina o
radioactividad (ensayos de unién tipo Bosch).

Por otro lado, los experimentos de unién de ligando, en los que las proteinas se
separan mediante electroforesis en geles de acrilamida desnaturalizantes y luego son
transferidas a membranas de nitrocelulosa, han permitido identificar dominios
funcionales en las toxinas Cry, ademas de algunas proteinas que pueden funcionar como
receptores.

Los datos generados ilustran la complejidad en la especificidad de las toxinas Cry
en cuanto a sus propiedades de unién con sus receptores. Sin embargo, el patron general
indica que los dominios II y III son los responsables de las interacciones con receptores
dentro del mecanismo de toxicidad con las toxinas Cry.

En el presente trabajo empleamos la técnica de despliegue en fagos para aislar a
partir de bibliotecas de péptidos lineales o estructurados, péptidos con capacidad de

unién a los receptores anclados por GPI: APN y ALP.

PURIFICACION Y ACTIVACION DE LA TOXINA CrylAa

Para los analisis de unidon con los receptores APN y ALP, inicialmente toxina
CrylAa se activd tanto en su forma monomérica como de oligdmero. Para esto, se
produjeron cristales de la toxina a partir de la cepa de B. thuringiensis y posteriormente
se purificaron como se describe en los Materiales y Métodos. El andlisis de las fracciones

purificadas en un gel de acrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
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revel6 una banda de 130 kDa correspondiente al peso molecular de la protoxina de
CrylAa (Figura 8a).

El proceso de activacion incluye la solubilizacién de los cristales para recuperar la
protoxina soluble, que después de un tratamiento proteolitico con jugo gastrico de M.
sexta genera el monomero de la toxina. El procesamiento proteolitico se analiz6é en SDS-
PAGE al 9%, donde observamos una banda de 65 kDa propia de la toxina activa (Figura
8b).

Una vez activada la toxina, el monémero se marc6 con biotina con el propdsito de
poder detectarlo con estreptavidina acoplada a peroxidasa en ensayos de unién de

ligando. La marca de esta toxina se verifico en un ensayo tipo Western blot (Figura 8c).

M 1 M 1
. M 1
250kDa — —
150kDa — 75kDa ——

— 75kDa —
100kDg —s
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75kDa — S0kDa —s

(2) (b) ()

Figura 8. Cristales y monémero de la toxina CrylAa. M: marcador de peso
molecular; (a) SDS-PAGE 10% 1: protoxina de Cry1lAa (3ug), tincién con coomassie; (b)
SDS-PAGE 9% 1: mondémero de CrylAa (2ug), tinciéon con coomassie; (c) Western blot 1:
CrylAa-biotina, revelado con estreptavidina acoplada a peroxidasa.

Al mismo tiempo, se activé la toxina CrylAa en presencia del anticuerpo scFv73
para obtener la forma oligomérica de CrylAa con peso molecular de 250 kDa. Este
anticuerpo mimetiza al receptor natural tipo caderina Bt-Ri de M. sexta, que al
interaccionar con la toxina permite el corte de la hélice a-1 y la consecuente formacion

del oligdmero (Gomez et al., 2002b).
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Una muestra de la toxina activada de esta forma se analiz6 mediante Western blot
y se confirmd la presencia del oligdmero. La separacion de éste de la mezcla de reaccién
se hizo mediante una columna de exclusién de peso molecular, y las fracciones
recuperadas también se analizaron en un Western blot. (Figura 9). En los carriles 3 al 8
(fracciones 10-15) se detectaron bandas con el peso molecular del oligdmero, mientras

que en los carriles 10 al 12 se observa la banda correspondiente al mondémero.
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Figura 9. Activacion de cristales de la toxina Cry1Aa en presencia del anticuerpo
scFv73 y su purificacion por cromatografia de exclusion molecular. M: marcador de peso
molecular; mt: mezcla total (toxina, scFv73, jugo gastrico); 1-12: Fracciones colectadas.

PURIFICACION DE VESICULAS DE Manduca sexta

Para analizar el papel de la aminopeptidasa N (APN) y la fosfatasa alcalina (ALP)
como proteinas de union a la toxina Cry1A, se purificaron vesiculas de membrana de la
microvellosidad apical (VMMA) del intestino medio de larvas del tercer estadio mediante
precipitacion diferencial con MgCl, (Wolfersberger et al., 1987).

Se determind la actividad especifica de APN y ALP (empleando los sustratos L-
leucina-p-nitroanilida y p-nitrofenol fosfato respectivamente) a las VMMA y al

homogenado inicial (Tabla 1). Esto se hizo con el objetivo de calcular el enriquecimiento
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de las proteinas propias de la microvellosidad en las vesiculas purificadas, respecto al

homogenado inicial de intestino.

Tabla 1. Actividad especifica de APN y ALP en las vesiculas y homogenado inicial

ALP Enriquecimiento APN Enriquecimiento
Muestra
(nmol/min ug) ALP (U/min pg) APN
Homogenado 0.120 7.39 69.584 9.42
VMMA 0.887 655.792

Finalmente, se corrié una muestra de las VMMA purificadas en SDS-PAGE 9%, en

el que se observa la gran variedad de proteinas que las componen mediante una tincion

con coomassie (Figura 10).

250kDa —
150kDa —

100kDa —
75kDa —

S0kDa —

37kDa —

28kDa—s

Figura 10.
vesiculas (40ug).

VMMA de M. sexta. SDS-PAGE 9%, M: marcador de peso molecular; 1:
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LIBERACION DE LAS PROTEINAS ANCLADAS POR GPI EN LAS VMMA MEDIANTE

TRATAMIENTO CON PI-PLC Y ANALISIS DE LA UNION DE LA TOXINA Cry1Aa

La aminopeptidasa-N, una proteina de 120 kDa, y la fosfatasa alcalina de 65 kDa,
estdn unidas a la membrana de la microvellosidad por un ancla de glicosilfosfatidil
inositol (GPI), por lo que para liberar estas dos proteinas de las VMMA, tratamos éstas
con fosfolipasa C (PI-PLC), una fosfodiesterasa que corta el ancla de GPI.

Después del tratamiento de las VMMA con PI-PLC se ultracentrifugé la mezcla de
reaccion y se recuperaron dos fracciones: la pastilla y el sobrenadante, a las cuales
determinamos actividad especifica de las 2 enzimas (Tabla 2). También se corrieron
estas fracciones en un gel de acrilamida y después de la tincién con coomassie se
observaron bandas correspondientes al peso molecular de la APN y ALP principalmente

en la fraccion soluble, ademas de otras proteinas (Figura 11).

Tabla 2. Actividad especifica de APN y ALP en las fracciones obtenidas
al tratar las VMMA con PI-PLC.

Muestra ALP (nmol/min pg) APN (U/min pg)
Sobrenadante 1.486 593
Pastilla 0.255 1114.173

Antes de emplear este sobrenadante como fuente de las proteinas blanco o
antigeno en la seleccion con las bibliotecas de péptidos, se examinaron las proteinas
presentes en el sobrenadante de las VMMA tratadas con PI-PLC por su capacidad de unir
la toxina CrylAa. La interaccién se analizd en condiciones desnaturalizantes con un
experimento de unién a ligando y en condiciones nativas mediante ELISA.

En el experimento de unién a ligando, las proteinas luego de ser separadas en un
gel de acrilamida y transferidas a una membrana de nitrocelulosa, se detectaron con la
toxina previamente marcada con biotina. En el sobrenadante de las VMMA tratadas con
PI-PLC se observd la presencia de dos proteinas principales con pesos moleculares

correspondientes con los reportados para APN (120kDa) y ALP (65kDa). Aunque se
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encontr6 una fraccion de ellas que no fue liberada y quedé en la pastilla, se confirmé su

presencia en el sobrenadante (Figura 12).

]
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Figura 11. Proteinas de las VMMA tratadas con PI-PLC. SDS-PAGE 9%, M:
marcador de peso molecular; 1: sobrenadante (6.3 pg); 2: pastilla (7.6 ug). Tincién con
coomassie.
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Figura 12. Ensayo de union de ligando con la toxina Cry1lAa. 1: VMMA (6.3 pg), 2:
marcador de peso molecular, 3: sobrenadante (6.3 pg), 4: pastilla (6.6 pg);

A continuacién se analizd la interaccién de las proteinas del sobrenadante y de las
VMMA en un ensayo de ELISA. Empleamos 3 concentraciones del monémero de la toxina

y los datos se presentan en la Figura 13.
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Figura 13. Unién del monémero CrylAa al sobrenadante y a VMMA (10pug/ml) en
un ensayo de ELISA.

Para comparar la unién de la toxina en sus formas de mondmero y oligdmero a las
proteinas presentes en las VMMA y en el sobrenadante, se realizoé un ensayo de ELISA en
el que se utiliz6 0.46 nM de la toxina Cry1Aa en cada conformacion.

Si bien no se puede considerar la concentracién de proteinas de las VMMA
equivalente al sobrenadante, este experimento nos da informacion acerca de la unién
diferencial de ambas formas de la toxina a sus receptores, y confirma la validez del uso

del sobrenadante en los experimentos de seleccidn de este trabajo (Figura 14).
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VMMA Sobrenadante

Figura 14. Uni6n de la toxina CrylAa como mondémero y oligdbmero, ambos
0.46nM, a las proteinas presentes en VMMA y sobrenadante (5pg/ml) en un ensayo de
ELISA.
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SELECCION DE PEPTIDOS QUE RECONOCEN APN o ALP DE M. sexta

MEDIANTE LA TECNICA DE DESPLIEGUE EN FAGOS

El uso de tecnologias de despliegue en bacteriéfagos y bacterias, combinado con
metodologias de seleccion in vitro, han transformado el modo de generar y manipular
ligandos. Una aplicacion de esta metodologia permite la seleccién de ligandos con
capacidad de inhibir interacciones proteina-proteina. Nosotros contamos con 2
bibliotecas de péptidos: Ph.D.-12™ (New England) y FliTrx™ (Invitrogen) a partir de las
cuales nos propusimos recuperar péptidos que unieran a las proteinas ancladas por GPI
que enriquecimos una vez que tratamos las VMMA con PI-PLC, y que tuvieran la

capacidad de inhibir la interaccion con el oligdmero de la toxina Cry1Aa.

Seleccion de péptidos lineales: Ph.D.-12™

La biblioteca comercial Ph.D.-12™ (New England BioLabs) despliega
dodecameros aleatorios lineales fusionados a proteina plll del fago M13. Como se
describié en Materiales y Métodos consta de ~2.7x10° secuencias primarias, y segun la
informacion del fabricante, la secuenciacion de clonas de la biblioteca original revel6 una
gran diversidad de secuencias sin sesgos.

La seleccién de péptidos lineales de esta biblioteca se realiz6 contra el
sobrenadante obtenido al rasurar VMMA de M. sexta con PI-PLC. En un primer
experimento disenado con 5 rondas de seleccién, se inmovilizaron 150 ug de proteina
por inmunotubo. Los fagos que no se unieron a las proteinas inmovilizadas se lavaron
con TBS, 0.1% de Tween 20 hasta la ronda 3 y con TBS, 0.5% de Tween20 en las rondas 4
y 5. Los fagos unidos se eluyeron con glicina-HCl 0.2 M pH 2.2 y se cuantificaron
contando unidades formadoras de placa. Después de 5 rondas, la fracciéon de fagos
eluidos (la cual se calculé como el nimero de fagos eluidos entre el nimero de fagos de
entrada) se incremento6 de 10-° en la primera ronda a 107 y 10-¢ en las rondas 4 y 5.

Debido a la posibilidad de que en la quinta ronda se encontrara menor diversidad

de clonas por el enriquecimiento preferencial de las mas afines, se tomaron 54 clonas al
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azar de la cuarta ronda para analizar en un ensayo de ELISA su capacidad de unién a las
proteinas del sobrenadante, considerando fagos positivos a aquellos cuya unién al
sobrenadante mostr6 una valor de absorbancia superior a 0.3 y con una proporcién de

las senales del blanco sobre el fondo mayor a 2 (Figura 15).
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Figura 15. ELISA monoclonal retando los fagos de la 42 ronda de seleccion contra
el sobrenadante (10pg/ml) y contra los pozos vacios, solo bloqueados (1019 ufp).

A partir de estos datos consideramos solamente a las clonas Ph13 y Ph14 para
efectuar un ensayo de ELISA en el cual se examind el reconocimiento especifico de estos
fagos a las proteinas de interés (Figura 16).

En este experimento incluimos a la toxina Cry1Aa porque esta toxina se emplearia
posteriormente como competidor en la unién de los fagos al sobrenadante, o bien, se
competiria la unién de la toxina a las proteicrtgé\l ?isel sobrenadante con los fagos. El ensayo
de ELISA mostré la union de Ph13 y Ph14 a las proteinas del sobrenadante en una
proporcién menor a la unién a la toxina, manifestando su inespecificidad y
descartandolas para cualquier ensayo de competencia.

Se disefi6 una segunda estrategia de selecciéon en pozo de ELISA con 3 rondas
solamente. En esta ocasidn se inmovilizaron 67ug de proteina y se eliminaron los fagos
inespecificos lavando exhaustivamente el pozo, nuevamente en presencia de Tween 20
en concentraciones de 0.2 a 0.5%. Ademas, los fagos unidos se eluyeron con glicina-HCl y

luego con células de E. coli, intentando con esto recuperar aquellas clonas que por sus

propiedades de unidén no fueran eluidas con la glicina-HCL
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Figura 16. Union de las clonas Ph13 y Ph14 al sobrenadante y al monémero de la
toxina Cry1Aa, en ELISA (proteina 1pg/ml; 1011 pfu).

En las 3 rondas se titularon los fagos recuperados de la elusion con glicina-HCl y

se calculo la fraccion de fagos eluidos (fagos de entrada/fagos de salida) cuyo valor se

mantuvo en una fraccidon de recuparacion de 10-6. Sin embargo, al comparar la unién de

fagos de la biblioteca original no seleccionada y de las rondas, a las proteinas del

sobrenadante, al bloqueador y a la toxina CrylAa en un ensayo de ELISA (Figura 17),

notamos en la ronda 3 una unién preferencial de los fagos a las proteinas del

sobrenadante; sin embargo, una fraccién de ellos reconocié también a la toxina Cry1Aa.
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Figura 17. Unién de 3 rondas de seleccién de fagos contra sobrenadante en
ELISA. NS: biblioteca no seleccionada; R1: ronda 1; R2: ronda 2; R3: ronda 3 (proteina

S5ug/ml; 1010 pfu).
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De la titulaciéon de los fagos amplificados a partir de la ronda 3 surgi6 una
observacién imporante, al hallar placas de fagos blancas en mayor proporcién de las
esperadas, que son azules. A pesar de esto, se separaron 14 clonas azules de cada una de
las rondas 2 y 3, mismas que se probaron en cuanto a su capacidad de union al
sobrenadante y a la toxina CrylAa mediante ELISA. El resultado de este ensayo expuso
que las clonas seleccionadas unian de forma similar a ambas proteinas, denotando su

caracter inespecifico. La figura 18 muestra 9 de las 28 clonas probadas.
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Figura 18. Union de 9 clonas de fagos de la ronda 2 de seleccion en un ensayo de
ELISA contra el sobrenadante, CrylAa y los pozos solo bloqueados (proteina: 5ug/ml,
1011 pfu).

Seleccion de péptidos estructurados: FliTrx™

Al mismo tiempo llevamos a cabo la seleccion de péptidos estructurados
utilizando la biblioteca FliTrx™ (Invitrogen), la cual despliega dodecapéptidos en el asa
del sitio activo de la tiorredoxina y tiene una diversidad de ~1.77x108 clonas primarias.

Antes de realizar el proceso de seleccion y siguiendo una recomendacion del
fabricante, se examind el despliegue de la proteina de fusién FliC-TrxA (flagelina-
tiorredoxina-dodecapéptido) en diferentes etapas de crecimiento del cultivo, posterior a
su induccién con triptofano: en la fase logaritmica, al inicio de la fase estacionaria y en

saturacion. En un ensayo tipo Western blot (Figura 19) se corrobor6 el despliegue
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empleando la biblioteca original no seleccionada y detectando la fusién con un
anticuerpo anti-tiorredoxina (Anti-Thio™, Invitrogen). El resultado de este experimento
demostré la expresion de una proteina de aprox. 63kDa correspondiente con el peso

esperado de la fusidn, por lo que se procedi6 con la seleccion.

M 1 2 3 4 5 6
75kDa —
a e
S50kDa —s .
Trp: + I S + =

Figura 19. Deteccion de la proteina de fusion que contiene el dodecapéptido al
azar en diferentes fases del cultivo inducido. M: marcador de peso molecular; 1-2: ODsoo
0.6; 3-4: ODsoo 1.5; 5-6: ODsoo 3.3; (+) cultivo inducido con Trp; (-) cultivo no inducido.

Una vez amplificada e inducida, la biblioteca FliTrx™ se utilizé para seleccionar
péptidos capaces de unir a las proteinas del sobrenadante de las VMMA tratadas con PI-
PLC, entre las cuales previamente demostramos la presencia de las proteinas receptoras
de las toxinas Cry1A de nuestro interés: APN y ALP.

La seleccién de los péptidos se efectué inmovilizando en inmunotubos las
proteinas APN y ALP del sobrenadante, 150 pg para las 3 primeras rondas y 100 pg para
la ronda 4.

Con la finalidad de monitorear el enriquecimiento de clonas positivas durante el
proceso, se registraron los titulos de entrada y de salida, es decir el nimero de células
empleadas en la seleccion y las eluidas. Al relacionar ambos datos, el resultado se
expres6 como porcentaje de células recuperadas (Figura 20).

Para confirmar este dato positivo de enriquecimiento calculado por recuperacion
de células en la elusion, se hizo un ELISA policlonal fijando 15ug/pozo de proteinas del
sobrenadante a la placa (Figura 21). El resultado de este ensayo policlonal indicé una
marcada disminuciéon de la unién de las clonas de la tercera y cuarta ronda, ain por

debajo de la unién de la biblioteca no seleccionada. Esto podria sugerir que hacia las
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ultimas rondas se enriquecieron clonas que no expresaban la proteina de fusiéon o bien

clonas con péptidos de baja afinidad por las proteinas blanco.
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Figura 20. Enriquecimiento en el nimero de células eluidas en la seleccién de la
biblioteca FliTrx™ contra sobrenadante, expresado como porcentaje del nimero de
células de entrada.
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Figura 21. Ensayo de ELISA policlonal evaluando las 4 rondas de seleccién de la
biblioteca FliTrx™ contra el sobrenadante.

Este resultado nos hizo repetir la tercera ronda intentando recuperar mejores

clonas. Esta vez, se fijaron 75ug de proteinas del sobrenadante y se aumenté la
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astringencia de la seleccién duplicando el nimero de lavados después de incubar la
biblioteca en el inmunotubo.

Con base en el nimero de células eluidas, el enriquecimiento que se calculé para
esta nueva ronda superd 3 veces al de la tercera ronda original, con porcentajes de
recuperacion de 18.5% versus 6.1%, principalmente debido a que se duplicé el tiempo
de la elusion mecanica en el vortex.

Nuevamente, se examin6 la afinidad de las clonas seleccionadas por el
sobrenadante mediante un ELISA policlonal (Figura 22), encontrando un descenso en la

union en la tercera ronda al igual que en la seleccidn original.
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Figura 22. Ensayo de ELISA policlonal evaluando la nueva tercera ronda de
seleccidn (3*) de la biblioteca FliTrx™ contra el sobrenadante.

La respuesta a este fendmeno, en el cual el enriquecimiento es positivo pero la
afinidad de las clonas disminuye, se encontré al analizar el proceso de seleccién. Al
verificar en Western blot (Figura 23) el despliegue policlonal de la proteina de fusion en
las 4 rondas de la primera seleccidn, se observo una pérdida de sefial conforme lo hizo la
unién del ELISA (Figura 21). Esto indicé que hacia el final del proceso (cuarta ronda) se
enriquecieron clonas que no expresan la proteina de fusion FliC-TrxA4, la cual se detecta

con el mismo anticuerpo en ambos ensayos.
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Figura 23. Expresion de la proteina de fusiéon con el dodecapéptido en la
biblioteca FliTrx™ no seleccionada y después de 4 rondas de seleccion. M: marcador de
peso molecular; 1: FliTrx™ no seleccionada; 2: Rondal; 3: Ronda 2; 4: Ronda 3; 5: Ronda
4. (Mismo numero de células)

La expresion de la proteina de fusion se analizé en un ensayo tipo Western blot
luego de inducirlas, ahora en formato monoclonal, tomando al azar 52 clonas de la
segunda ronda, en la cual la expresion fue apreciable y la unién a las proteinas del
sobrenadante fue la maxima. Las clonas de esta ronda unieron en el ELISA policlonal a la
proteina blanco correctamente, no obstante se encontr6o que el 46% de las clonas

analizadas no expresaron la proteina de fusion (Figura 24).
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Figura 24. Deteccion de la fusion FliC-TrxA en 52 clonas de la segunda ronda de
seleccidon. M: marcador de peso molecular; 1-52: clonas FliTrx1-52.

Las clonas positivas en cuanto a expresion de la fusion, se aislaron y examinaron
entonces en cuanto a su capacidad de unir al sobrenadante mediante un ELISA, y se
encontraron tres clonas con valores de absorbancia superior a 1: las clonas denominadas
74,75y 738 (Figura 25). De forma general, todas las clonas que se ensayaron tuvieron un

valor despreciable de unién al bloqueador que se us6 durante la seleccion.
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Figura 25. Unién de clonas de la Ronda 2 al sobrenadante en ELISA.

De la misma forma, en un ensayo de ELISA se probaron 48 clonas mas de la ronda

2 y 48 de la ronda 3* en busca de otras clonas que unieran especificamente al

sobrenadante. En esta ocasion las clonas se amplificaron e indujeron en caja de cultivo de

96 pozos, por lo que no se hizo la cuantificacidon de células de los cultivos inducidos. La

Figura 26 muestran sélo aquellas que obtuvieron valores de absorbancia significativos, y

el valor escrito de las que fueron seleccionadas: A2, B2, C9, E5, E10, G1 y H5.
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Figura 26. Union de clonas de las Rondas 2 y 3* al sobrenadante en ELISA. Clonas

de laronda 2: A-D; clonas de la ronda 3: E-H.
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A pesar de la escasa probabilidad de encontrar alguna clona enriquecida por
tratarse de clonas de las primeras rondas de seleccion, se obtuvieron las secuencias de
los péptidos para evitar trabajar posteriormente con clonas repetidas. Se purific6 el ADN
plasmidico de las 10 clonas seleccionadas y se secuencid con el oligonucle6tido cebador
directo FliTrx™ Forward Sequencing (5’-ATTCACCTGACTGACGAC-3’, Invitrogen). Se
obtuvieron 9 secuencias correctas que codificaron para dodecapéptidos diferentes
(Tabla 3), entre las cuales no se encontré una secuencia consenso cuando se examinaron
con el programa ClustalW.

Antes de disefiar ensayos de competencia con la toxina CrylAa (en su
conformacion de oligobmero) por la union a los receptores APN y ALP, empleando las
clonas que se aislaron, se realiz6 un ensayo de especificidad en ELISA, ya que
previamente los péptidos que se seleccionaron de la biblioteca de fagos reconocieron de
manera inespecifica tanto a la toxina CrylAa como a las proteinas presentes en el

sobrenadante haciendo imposible cualquier caracterizacién de los mismos.

Tabla 3. Secuencia de clonas FliTrx™ seleccionadas

Clona (Ronda) Secuencia
A2 (R2) C GPRSSAAPVGADNIKGUZPTC
B2 (R2) C GPVGOQPZPTETLTLTG QLTNNTGTPLC
C9 (R2) CcC GP AV SLI RPI ERHMGUPC
G1 (R3) C GPEAKTSTULV AV EVGUZPC
H5 (R3) cCcC GP P MG GEAPAKA AL GGU&PC
E5 (R3) C GP SRVHSGDMMGG GRMHGUZPTC
75 (R2) CcC GP GRGVGPGPGZPDIKGU&PC
Z38 (R2) C GPREVI A ARARIDNI GUPC
74 (R2) Cc GP K PAGGRVYVPVIRYVAGU&PC

En este experimento se ensay6 la uniéon de las clonas a la toxina CrylAa, al
sobrenadante y a los receptores APN y ALP purificados (los cuales fueron gentilmente
donados por un estudiante de doctorado de nuestro grupo). Los resultados se presentan
en la Figura 27, en la que es posible apreciar que ninguna de las clonas reconoci6 a la

toxina Cry1Aa, y todas ellas unieron al sobrenadante, el cual utilizamos para su seleccion.
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Figura 27. Uni6on en ELISA de 9 clonas seleccionadas (proteina: 1ug/ml; ~1.4x10°
cels/ml).

También se observa que todas las clonas unen a la fosfatasa alcalina mejor que a
la aminopeptidasa. Por ejemplo la unién de C9 y Z38 a ALP fue 3.6 y 5.6 veces mayor que
la union a APN, mientras que la union de Z4 fue apenas 1.4 veces mayor para ALP.

Estos resultados nos dejan un conjunto de péptidos con interesantes posibilidades
de competir la unién entre el oligobmero de las toxinas CrylA con el receptor ALP de
Manduca sexta. De lograrlo, tales péptidos estarian sugiriendo el epitope de la toxina en

esta interaccion.
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Uno de los principales determinantes de especificidad de las toxinas Cry
producidas por Bt es su interaccidn con receptores especificos presentes en el intestino
medio de los insectos susceptibles (Jenkins y Dean, 2000). La identificaciéon y
caracterizacién de estos receptores es fundamental en la investigacion referente al
mecanismo de accién de estas toxinas y lo es también en el mecanismo molecular de
resistencia a las toxinas Cry por parte de los insectos. Ain cuando numerosos estudios se
han realizado aplicando diferentes tecnologias y metodologias, la identificacion de los
receptores funcionales de las toxinas Cry en el intestino de los insectos blanco todavia es
incompleta (Pigott y Ellar, 2007).

En el caso de las toxinas CrylA de Bacillus thuringiensis (Bt) se han identificado
varias proteinas de union en el epitelio intestinal de sus lepidépteros blanco, a las cuales
nos referimos comunmente como receptores. Estas proteinas incluyen a la
aminopeptidasa N (APN), la fosfatasa alcalina (ALP) y una proteina tipo caderina (Pigott
y Ellar, 2007).

El papel que desempefian estas proteinas en el mecanismo de toxicidad se ha
relacionado con la especificidad de las toxinas y la susceptibilidad de sus insectos blanco.
A este respecto, la caderina de los lepidépteros no sélo se ha implicado como receptor
por su correlaciéon con cepas resistentes (Gahan et al., 2001), sino porque la interaccién
entre la caderina de Manduca sexta (Bt-Ri) y las toxinas CrylA estd finamente
caracterizada (Gémez et al., 2002a, 2003; Hua et al.,, 2004; Xie et al., 2005).

Acerca de los otros 2 receptores, desde 1994 un reporte de Sangadala et al.
mostré que una mezcla de APN y ALP de M. sexta era capaz de aumentar en 35% la union
de la toxina CrylAc cuando se reconstituian en vesiculas de fosfolipidos, reportando
incluso una disminucion en la actividad de la ALP por la interacciéon con la toxina.
Posteriormente se volvieron a identificar APN y ALP en un analisis de proteémica de las

proteinas de M. sexta que eran capaces de unir a CrylAc (McNall y Adang, 2003), y mas
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tarde se asoci6 la resistencia a CrylAc en una linea en H. virescens con niveles reducidos
de ALP (Jurat-Fuentes y Adang, 2004).

Aunque hay mas datos que refuerzan el papel de APN como receptor, los detalles
de su interaccién con las toxinas se conocen poco. Al principio de nuestro trabajo,
sabiamos que el dominio IIl de las toxinas CrylA era sefalado fuertemente como
responsable de la interaccion con APN. En la toxina Cry1Aa, la unién a la APN de Bombix
mori se habia explicado por medio de las laminas 316 y 322 de su dominio III (Atsumi et
al. 2005), y en un caso particular, la interaccion de la toxina CrylAc con un motivo N-
acetil-galactosamina (GalNAc) de APN de M. sexta, apunt6 a una cavidad presente
también en el dominio III de la toxina (Lee et al, 1999; Derbyshire et al, 2001).
Posteriormente, la ldmina 16 de la toxina Cry1Ab también se involucr6 en la interaccion
con APN de M. sexta (Gémez et al., 2006).

Desafortunadamente la investigacion en lepidépteros tocante a ALP es aiin mas
limitada que la realizada con caderina o APN, y a pesar de que se sabe que une a las
toxinas Cry1A, su papel como receptor funcional en la susceptibilidad de M. sexta a las
toxinas alin no se esclarece.

Actualmente se propone un modelo de participacién secuencial de las proteinas
que unen a las toxinas CrylA, en el cual se requiere la formacién de un oligdmero
promovido por una primera interaccion con caderina, para que suceda la insercién de la
toxina en la membrana. Una vez formado, el oligdbmero es capaz de interaccionar con
proteinas localizadas en los microdominios de la membrana (lipid rafts) para insertarse.
El modelo plantea que la segunda interaccion de la toxina ocurre a través de APN (Bravo
et al, 2004b; Gémez et al., 2006); no obstante, los microdominios de la membrana son
regiones en las que también se localiza la ALP (Zhuang et al.,, 2002), lo cual abre la
posibilidad de la participacion funcional de ALP en este modelo.

El presente trabajo se enfoc6 en la segunda interaccion de la toxina Cry1Aa: la del
oligdmero con alguno de los receptores APN o ALP, en el contexto de M. sexta. A partir de
dos bibliotecas comerciales que despliegan dodecapéptidos aleatorios, se disefié una
estrategia para aislar péptidos capaces de unir al receptor y de interferir su unién con la

toxina, es decir, capaces de mimetizar algtiin epitope en la toxina.
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Una de las bibliotecas adquiridas despliega péptidos no estructurados en el fago
M13 (Ph.D.-12™, New England BioLabs) y la otra despliega péptidos estructurados entre
un par de cisteinas en la superficie de células de E. coli (FliTrx™, Invitrogen), pero ambas
tienen como base la metodologia descrita por Smith en 1985. En esta técnica, se fusionan
secuencias de ADN que codifican para una biblioteca de péptidos en alguno de los genes
que codifican para las proteinas de la cubierta de un bacteriéfago. Cuando los fagos se
ensamblan, exponen la proteina fusionada en su superficie, llamandose por esto péptidos
desplegados en fagos.

En una variacién de la metodologia de Smith (1985), Lu et al. (1995) disefiaron un
sistema en E. coli, en el cual el despliegue de los péptidos se realizé por medio de una
proteina de fusién que incluye al péptido aleatorio, tiorredoxina y flagelina. La
tiorredoxina ofrece la plataforma de su sitio activo para que el péptido se despliegue en
forma de asa, mientras que la flagelina permite el correcto ensamble y la presentacién en
la superficie celular bacteriana. En estos sistemas, la mayor ventaja es la asociacién entre
el péptido y la secuencia de ADN que lo codifica.

Para realizar la seleccion de los péptidos requerimos inicialmente de los
receptores APN y ALP de M. sexta como antigeno para inmovilizar. En este lepidéptero
APN y ALP son proteinas de 120 y 65kDa, respectivamente y ambas estan unidas a la
membrana por un ancla de glicosilfosfatidilinositol (GPI; Garczynski y Adang, 1995;
McNall y Adang, 2003). Por esto, la primera parte de nuestra estrategia consistiéo en
recuperar las proteinas ancladas por GPI a la microvellosidad intestinal de larvas de M.
sexta y, mediante un tratamiento con fosfolipasa C (PI-PLC), obtenerlas de manera
soluble. Al emplear esta fraccidn de proteinas reducimos el universo de proteinas blanco
y también la posibilidad de recuperar péptidos contra otras proteinas, incluida la
caderina. McNall y Adang (2003) en un trabajo con lepidépteros y Fernandez et al.
(2006) con dipteros, utilizaron precisamente esta fracciéon del proteoma para identificar
posibles receptores para las toxinas CrylAc y Cry11Aa, respectivamente.

En el sobrenadante que recuperamos luego del tratamiento de VMMA con PI-PLC,
se encontr6 una gran diversidad de proteinas (Figura 11), por lo que para dar
seguimiento a las proteinas de nuestro interés se calcul6 el porcentaje de liberacion de la

actividad de APN y ALP al sobrenadante, midiendo las actividades especificas de ambas
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enzimas. Obtuvimos un sobrenadante con el 35% de la actividad de APN y el 85% de la
actividad de ALP, y como puede observarse en la Tabla 2 el resto de la actividad quedé en
la pastilla de VMMA. En 1995, Knight et al. reportaron la liberacion del 16+0.4% de la
actividad total de APN y del 83.5£2.6% de la actividad de ALP al sobrenadante también a
partir de VMMA de M. sexta, argumentando que sélo una porcion de las enzimas se
encontraban unidas a la membrana por medio de este tipo de anclaje.

También dimos seguimiento a ambos receptores mediante experimentos de unién
de ligando con la toxina Cry1Aa, una metodologia ya estandarizada para identificar a las
proteinas que unen a las toxinas Cry por su peso molecular (Gomez et al., 2001). Como se
muestra en la Figura 12, la unién de la toxina fue preferente por dos proteinas en el
sobrenadante, con pesos similares a los ya reportados para APN (120kDa) y ALP
(65kDa); aunque cabe notar que en SDS-PAGE, la migracién de la APN en el sobrenadante
difiere de la banda que se observa en las VMMA o la pastilla debido al corte del ancla de
GPI (McNall y Adang, 2003).

Como siguiente paso, unimos la toxina Cry1Aa a las proteinas del sobrenadante y
a las VMMA en su forma nativa en un ensayo de ELISA. Los resultados nos indicaron que
la exposicion de los epitopes en los receptores inmovilizados era correcta, pues la toxina
se unio exitosamente. Esto nos dio la certeza de inmovilizar en las mismas condiciones
las proteinas del sobrenadante para la seleccion de los péptidos. Pero los resultados de
los ensayos de ELISA dieron mas informacion que esto.

Encontramos que la unién del monémero a las VMMA fue mayor que al
sobrenadante, como se observa en las Figuras 13 y 14, lo cual no fue sorpresivo ya que
en las VMMA se encuentra al menos otro receptor para la toxina: la caderina. Este
receptor, que no estd anclado por GPI], tiene una alta afinidad por el monémero de la
toxina Cry1Ab, que es casi 100 veces mayor que la afinidad calculada entre el monémero
de CrylAc y una mezcla de APN y ALP (Vadlamudi et al., 1993; Sangadala et al., 1994).
Estos datos son respaldados por experimentos de co-precipitaciéon en los cuales se
encontré que el receptor caderina de M. sexta interacciond preferencialmente con el
monoémero de la toxina Cry1lAb, no asi con el oligdbmero (Bravo et al., 2004b). Por su

parte, la union del oligdmero fue casi igual para las VMMA y el sobrenadante (Figura 14).
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Desafortunadamente en ambas fracciones se encuentran receptores para el oligdmero y
no medimos la concentracion real de cada uno de los ellos para un analisis cuantitativo.

Quiza la diferencia mas notoria y relevante para nuestro estudio se encontré entre
las uniones del oligdmero y el monémero. El oligdmero sobrepasoé casi 10 veces la union
del monomero al sobrenadante (Figura 14). Este ultimo dato coincide con una
determinacion previa de la union de monémero y oligobmero de Cry1Ab a un extracto rico
en APN. Mediante un ensayo de ELISA competitivo Bravo et al. (2004b) calcularon una Kp
aparente de 165nM para el monoémero contra un valor de 0.75nM para el oligémero,
evidenciando la mayor afinidad que tiene el oligomero por las proteinas presentes en ese
extracto. Ademas, en un experimento de co-precipitacion con el oligobmero de Cry1Ab se
demostré la interaccién de esa conformacién de la toxina con el receptor APN
preferencialmente sobre la caderina (Bravo et al., 2004b).

Los resultados obtenidos del andlisis al sobrenadante nos permitieron concluir
que contabamos con un grupo de proteinas que unian preferencialmente al oligémero, y
que entre ellas estaban incluidos los receptores APN y ALP. Sobre esta fraccién del
proteoma se realiz6 entonces la seleccion de péptidos.

La biblioteca Ph.D.-12™ de péptidos no estructurados se ha utilizado en varios
ambitos satisfactoriamente. En el campo de Bacillus thuringiensis, a partir de la misma
biblioteca, Fernandez et al. (2006) identificaron un péptido capaz de unir al receptor de
la toxina Cry11Aa en Aedes aegypti y de interferir la interaccion de la toxina al receptor.
En nuestro trabajo, disefilamos dos experimentos secuenciales con esta biblioteca,
obteniendo resultados negativos.

En el primer experimento se registr6 la fracciéon de fagos eluidos como un
indicador del enriquecimiento de clonas positivas, y se obtuvieron valores que
aumentaron 3 érdenes de magnitud a lo largo de 5 rondas. Estas clonas no unian la
superficie plastica y tampoco al agente bloqueador (BSA) por lo que se consideraron en
algiin momento positivas (Figura 15). No obstante al analizar las clonas en un ensayo de
ELISA contra la toxina CrylAa, que posteriormente seria utilizada como su competidor,
se reveld su inespecificidad. En la Figura 16 se observa sélo la unién de Ph13 y Ph14 al
sobrenadante y la toxina, sin embargo otras clonas también se ensayaron obteniendo el

mismo resultado (datos no mostrados). Estos resultados solo pusieron de manifiesto que
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un enriquecimiento satisfactorio en los fagos recuperados no es sinénimo obligado de
clonas positivas, especificas o de alta afinidad, como habia sido resportado por de Bruin
etal, 1999,

Durante la segunda seleccion se hicieron modificaciones al proceso esperando
que se reflejaran en clonas positivas. No obstante, los resultados no fueron mejores. En
esta ocasion, la fraccion de recuperacion de los fagos se mantuvo a lo largo de las 3
rondas (quiza debido al lavado exhaustivo), por lo que se hizo un ELISA policlonal que
nos diera informacién de las caracteristicas de las clonas. Como lo muestra la Figura 17,
mas del 60% de los fagos uni6 inespecificamente a la toxina, y al hacer un ensayo
monoclonal este resultado se hizo mas evidente (Figura 18).

Al amplificar la tercera ronda de esta selecccion se encontraron placas blancas de
fagos. La explicacion mas comtn de su presencia seria que los fagos de la biblioteca se
contaminaron durante la selecciéon o la amplificaciéon con fagos silvestres del ambiente.
Ya que los péptidos se encuentran fusionados a la proteina plll, la infectividad de los
fagos de la biblioteca se ve ligeramente atenuada respecto a los fagos silvestres, por lo
que adn niveles muy pequefnos de fagos contaminantes resulta en su amplificacion
preferencial sobre los fagos de la biblioteca. Sin embargo, para hacer el ELISA
monoclonal sélo seleccionamos placas azules, con el fenotipo de la biblioteca comercial,
que ademas provenian también de la ronda 2.

Dado que en los dos experimentos de seleccidn con la biblioteca Ph.D.-12™ s¢élo
se obtuvieron clonas inespecificas, puede ser probable que la secuencia de nuestro
ligando especifico no esté estadisticamente representado en esta biblioteca. Sustentando
esta postura, la Figura 17 muestra que la biblioteca no seleccionada (que se recuperd
después de la primera ronda) cuando se ret6 contra las proteinas blanco, se uni6é en una
proporcién similar a la unién del fago silvestre (Figura 16). En consecuencia, podemos
asumir que la biblioteca Ph.D.-12™ no contiene clonas que unan especificamente y/o con
alta afinidad a las proteinas APN y ALP.

A diferencia de las bibliotecas estructuradas con péptidos conformacionalmente
limitados en una unién covalente por un puente disulfuro, las secuencias lineales de
aminoacidos pueden unirse débilmente a su ligando debido a las distintas

conformaciones que pueden adoptar los péptidos. En 2003, Huang et al. en un trabajo
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para obtener péptidos inhibidores de la enzima ACE2, siguieron 2 estrategias al igual que
en nuestro caso. Una de ellas incluia las bibliotecas de péptidos lineales Ph.D.-7 y Ph.D.-
12 (New England BioLabs) con 7 y 12 residuos variables, respectivamente. Para la otra
estrategia, construyeron 6 bibliotecas de péptidos estructurados desplegados también en
el fago M13. Realizaron las selecciones bajo los mismos parametros, incluso calcularon
un enriquecimiento positivo al final de 3 rondas. Sin embargo en un ELISA monoclonal
para la identificacion de clonas que unieran ACE2, encontraron positivos al 32% de los
fagos de las bibliotecas estructuradas y ninguno de las lineales. Nuestro caso podria ser
similar al reportado y tratarse de un motivo que necesitara mantener cierta
conformacion para interaccionar con su ligando.

Por esa posibilidad, parte de nuestra estrategia incluy6 el uso de una biblioteca de
péptidos estructurados desplegados en el flagelo de E. coli (FliTrx™), con la misma
proteina blanco empleada para la seleccién con fagos.

Antes de iniciar el proceso de selecciéon se comprob6 la expresion de la proteina
de fusion con el péptido mediante Western blot (Figura 19). La banda de ~63kDa en los
cultivos inducidos corresponde al peso molecular reportado para la fusién FliC-TrxA (Xin
etal, 2004).

Durante el proceso de seleccidn se dio seguimiento al enriquecimiento de células
y a la unién policlonal en ELISA. A pesar del enriquecimiento positivo que se reporto
como porcentaje de células recuperadas (Figura 20), los resultados del ELISA policlonal
indicaron una disminuciéon de la union al sobrenadante en la tercera y cuarta ronda
(Figura 21), y en una nueva tercera ronda (Figura 22). Este dato en principio sugeria que
las clonas que se habian seleccionado podrian tener baja afinidad; pero un analisis de
Western blot del despliegue de la proteina de fusion con igual nimero de
células/muestra (Figura 23), mostr6 que la sefial obtenida en las diferentes rondas
decaia acorde a la sefial del ELISA. Esto revelé que hacia el final del proceso se habian
seleccionado clonas que no expresan la proteina de fusiéon FliC-TrxA. Esta hipétesis se
aclaré cuando se identificé desde la ronda 2 que el 46% de las clonas no expresaban la
fusion, como lo muestra la Figura 24.

Ya que la fusion FliC-TrxA se encuentra codificada en el plasmido pFliTrx™, cuya

presencia en la biblioteca le confiere resistencia a la ampicilina empleada en el medio de
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propagaciéon e induccién, segin estos resultados algunas clonas de la biblioteca se
pudieron haber transformado con plasmidos que no adoptaron o eliminaron el inserto
de la biblioteca de péptidos. Sin embargo, para asegurar esto se deberia extraer y
analizar el plasmido de tales clonas. Cualquiera que fuera su origen, la existencia de
algunas clonas que no expresaban la proteina FliC-TrxA desde las primeras rondas pudo
resultar en el enriquecimiento de éstas sobre las que expresaban correctamente la
fusidn, por una ventaja en el consumo energético.

Cuando Lu et al. (1995) dieron a conocer la construccion de la biblioteca FliTrx™
tuvieron un problema de este tipo, algunas clonas que expresaban fimbrias en su
superficie se unieron también a su antigeno y eventualmente se enriquecieron. Las
fimbrias que E. coli utiliza para adherirse al epitelio intestinal se unen a carbohidratos
complejos presentes en algunas glicoproteinas, por lo que resolvieron el problema
utilizando a-metil mandsido durante la seleccion y en los lavados. En nuestro trabajo,
omitimos el uso de a-metil mandsido y por ello es probable que se hayan enriquecido
clonas fimbriadas sin proteina de fusiéon. Sabemos que las proteinas de nuestro interés
APN o ALP se encuentran glicosiladas y al menos para la interaccién de APN con toxina
CrylAc esto es importante (Lee et al, 1999), por lo que la presencia del a-metil
manosido podria interferir en alguna interaccion especifica de los péptidos desplegados.

Dejando de lado las clonas que no expresaban la fusidn, los ensayos de ELISA
monoclonal con las clonas positivas en expresion de las rondas 2 y 3 (Figuras 25 y 26)
nos permitieron aislar 9 clonas especificas para nuestro sobrenadante, que despliegan
péptidos con secuencias diferentes.

Las secuencias de las clonas seleccionadas fueron analizadas con el programa
ClustalW y comparadas con la toxina CrylAa. El alineamiento no mostré una secuencia
consenso que nos diera indicios de que representan un mismo epitope en la toxina. Sin
embargo, cuando estas clonas se retaron contra los receptores APN y ALP purificados en
un ensayo de ELISA (Figura 27) todas ellas unieron preferencialmente (aunque en
diferentes proporciones) a ALP; y esto, sin que la uniéon por APN fuera despreciable en la
mayoria de ellas.

La falta de una secuencia consenso no representa un problema ya que en muchos

trabajos con esta biblioteca, la secuencia consenso ha surgido a partir del alineamiento
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de varias decenas de secuencias. En uno de los casos, después de 5 rondas de seleccion y
100 clonas analizadas no se encontré una secuencia predominante; sin embargo, cuando
se analizaron las caracteristicas quimicas de los aminodacidos, surgi6 un motivo
predominante y funcional (Brown et al., 2000).

Ya que 6 de las clonas provienen de la ronda 2, por el momento so6lo se podria
especular si nuestras clonas serian las que se hubieran enriquecido en rondas
posteriores por su afinidad. Las rondas de seleccion enriquecen los péptidos mas afines,
pero también sabemos que es posible encontrar los aminoacidos criticos para una
interaccién aun desde las primeras rondas, con el posterior enriquecimiento de otros
residuos estructuralmente importantes hacia las ultimas rondas (Lombardi et al., 1998).

De cualquier forma, la biblioteca FliTrx™ utiliza un despliegue multivalente en el
que la proteina de fusién puede representar entre 10-20% de la proteina total de la
célula. Ademas el paso de elusion de las células, que involucra un proceso fisico de
rompimiento de los flagelos, es independiente de la fuerza de unién del péptido, por lo
que la afinidad de los péptidos seleccionados puede variar en un rango amplio,
dependiendo de la capacidad de la célula para ensamblar la fusién FliC-TrxA en flagelos
funcionales (Lu et al., 1995). Por esta razon, el efecto de la valencia en la unién se elimina
utilizando péptidos ciclicos o una fusion de la tiorredoxina con el péptido seleccionado.

La relevancia de los 9 péptidos estructurados se hara evidente sdlo hasta que se
realicen los ensayos de competencia con el oligmero de la toxina, que permitan
discriminar las clonas que mimetizan la interaccion toxina-receptor, de las que no. Una
vez precisado esto, se analizaran las clonas positivas para asociar la secuencia del

péptido con alguna regidn en la toxina.
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El tratamiento de las VMMA de M. sexta con fosfolipasa C nos permiti6é recuperar
un extracto de las proteinas ancladas por GPI a la microvellosidad intestinal. En
éste, demostramos el enriquecimiento de APN y ALP mediante ensayos de
actividad enzimatica y en experimentos de unién a ligando con la proteina

CrylAa.

Las proteinas ancladas por GPI de nuestro extracto unieron preferencialmente al

oligdmero respecto al monémero de la misma toxina, esto en condiciones nativas.

Tamizamos una biblioteca comercial de péptidos lineales desplegados en el
bacteriéfago M13 (Ph.D.-12T™) contra el extracto de proteinas ancladas por GPI,

obteniendo (en dos estrategias de seleccion) clonas inespecificas.

Empleando el mismo extracto, tamizamos también una biblioteca comercial de
péptidos estructurados desplegados en el flagelo bacteriano (FliTrx™), aislando
finalmente 9 clonas especificas contra las proteinas ancladas por GPI que ademas

unieron preferencialmente a la proteina ALP purificada.

Las clonas seleccionadas son herramientas que nos permitirdn estudiar la
interacciéon del oligbmero de las toxinas Cry1lA con los receptores anclados por

GPI: APN y ALP.
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Caracterizar las clonas FliTrx™ en cuanto a su capacidad de competir la unién del

oligdmero de la toxina Cry1Aa con los receptores APN y ALP.

Realizar ensayos de competencia in vitro con péptidos sintéticos estructurados,

correspondientes a las clonas capaces de competir la unién antes mencionada.

Caracterizar el efecto de los péptidos sintéticos en la toxicidad de la toxina Cry1Aa

contra larvas de Manduca sexta.
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