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RESUMEN

Los cristales producidos por Bacillus thuringiensis se encuentran
conformados por proteinas denominadas §-endotoxinas que exhiben
actividad toxica contra las larvas de insectos plaga en cuitivos agricolas
importantes. Al ser ingeridos los cristales por las larvas, estos son
procesados en el intestino medio del organismo hasta producir la forma
toxica de la proteina, que se une al receptor localizado en las
microvellocidades de las células columnares del intestino medio. En este
sentido han sido pocos los receptores identificados para este tipo de
proteinas, por tal razén no se tiene un completo conocimiento de como
puede ser la interaccién toxina receptor y cuales son los posibles sitios
dentro del receptor que interaccionen con las toxinas.

El interés por conocer mas acerca de este mecanismo de interaccién
ha llevado al planteamiento de este proyecto para aislar fragmentos de
anticuerpos (scFv} que interaccionen especificamente con la §-endotoxina
CrytAb de una forma anéloga a su receptor natural. Dichos fragmentos o
polipéptidos se encuentran expreados como proteinas hibridas (scFv-pill)
en la superficie del fago filamentoso M13.

Por esta razén se ha implementado la técnica del phage display,
logrando la amplificacion de fagos especificos contra la §-endotoxina
Cry1Ab durante ocho rondas de seleccidn, partiendo de una biblioteca de
fragmentos scFv expresada en fagos filamentosos del tipo M13, la cual
cuenta con una viabilidad de 1x108 clonas. Ensayos realizados de EL!SA
peliclonal y ELISA monoclonal demuestran el enriquecimiento de los fagos
especificos contra el antigeno utilizado. El reconocimiento de los fagos de
la octava ronda se puede encontrar en cualquier region expuesta de sus
dominios.

Para identificar la variabilidad existente entre los fagos de la octava
ronda, se montaron ensayos de ELISA utilizando 9% clonas contra
diferentes antigenos (CrylAa, CrylAc, Cry1D y Cry11B), la identidad de
estas toxinas con respecto a la toxina CrylAb corresponde al 89%, 80%,
50% y 15% respectivamente. Estos estudios permiten reconocer al menos
cinco tipos diferentes de fagos, presentes en las 95 clonas seleccionadas.
De esta manera se pueden aislar fragmentos scFv que esten reconociendo
regiones conservadas entre las toxinas o regiones especificas de algin
dominio determinado.



INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis es una bacteria entomopatdégena formadora de
esporas y de cristales paraesporales que se encuentran compuestos por
proteinas denominadas §-endotoxinas. Durante la mayor parte de este siglo
ésta ha sido tema de investigacidn gracias a la actividad téxica de sus
proteinas contra diferentes ordenes de insectos plaga, que afectan cultivos
de importancia alimenticia y ecocondmica para el ser humano, tales como:
maiz, papa, pepino, alfalfa, chicharo, col, uva, tomate, tabaco, algoddn,
seda, etc.

Las &-endotoxinas de Baciflus thuringiensis hacen de ésta una de las
alternativas mas viables para ser usada como hiopesticida por su facil
manipulacién, alta especificidad hacia los insectos blanco, y ademas por
tratarse de un microorganismo cuyo uso como bicinsecticida no representa
peligro aparente hacia el medio ambiente. Un uso mas amplio de este
bioinsecticida requiere de un conocimiento mayor sobre cémo actian estas
toxinas, asi como las bases de la especificidad, de tal manera que
fenémenos como el espectro de accion y la resistencia puedan ser
abordados con inteligencia. Nuestro interés por conocer mas acerca de
posible mecanismo de interaccidn entre las §-endotoxinas con su receptor,
ha llevado en primera instancia a tratar de implementar la técnica de
phage display, la cual permita aislar polipéptidos que se unan a este tipo
de toxinas. Se considera que puede ser una manera interesante de conocer,
en un futuro, cuales son los sitios de interaccion proteina-receptor, con el
fin de poder plantear estrategias para su manipulacién y optimizacion.

§-endotoxinas (Cry).

L.os cristales de Bacillus thuringiensis formados durante la fase
estacionaria se encuentran constituidos por proteinas denominadas §-
endotoxinas, toxicas contra insectos (lepidopteros, dipteros, coledpteros,
etc.} y algunos ofros organismos, por esta razén se ha utilizado como
control bioldgico de plagas. Las 5-endotoxinas se dividen en dos tipos:
toxinas Cry y toxinas Cyt que presentan pesos moleculares de 65-138 kDa y
28 kDa respectivamente (Pietrantonio y Gill, 1996).

En cuanto a la clasificacidén de las toxinas Cry, se han identificado 22
clases, la clase mayoritaria corresponde a las proteinas del tipo Cryl con
26 holotipos representativos (Crickmore et al., 1995).



Modo de accidn de las toxinas Cry.

Su modo de accion inicia cuando las larvas de los insectos ingieren la
mezcla de esporas-cristales, éstas llegan hasta el intestino medio de la
tarva, donde los cristales son solubilizados para liberar una protoxina
(130-138 kDa) que sufre un procesamiento proteolitico . El procesamiento
consiste en la degradacion de una gran parte de la regién carboxilo
terminal (500 residuos de aminoacido) y otra menor parte de la regién
amino terminal (28 residuos de aminoacido), quedando asi el fragmento
toxico o la toxina activa con un peso de 55-65 kDa (Rajamohan et af.,
1998} (Figura 1).

La toxina activada se une a receptores especificos, localizados en las
microvellocidades de {a células columnares del intestino medio de las
larvas de los insectos blance (Van Rie et af, 1989; 1990; Kyong et al.,
1992; Aranda et al., 1996). Se ha sugerido que una vez que la toxina ha
tenido contacto con su receptor {(complejo toxina-receptor) ésta debe
sufrir cambios conformacionales, los cuales le permitiran penetrar en la
membrana de una manera irreversible para crear poros no selectivos que
ocasionaran lfa muerte de las larvas {(Uemura et al, 1992; Schwartz et al.,
1993; Knowles et al., 1994; Lorence et al, 1995; Ellar, 1997).

Durante los udltimos afios se ha obtenido poca informacién sobre
algunos receptores pertenecientes a las toxinas Cryl: para la proteina
CrylAa y CrylAc se ha identificado una aminopeptidasa N (120 kDa ) como
receptor en Bombyx mori y Manduca sexta respectivamente (Knight et al,
1994; Gill et al, 1995); en cuanto a la toxina Cryl1Ab se ha identificado a
una caderina {210 kDa) comao receptor en Manduca sexta (Vadlamudi et al.,
1995; Keeton y Bulla 1897).

Estructura terciaria.

En la actualidad se han publicado las estructuras terciarias de dos §-
endotoxinas Cry (Cry3A vy CrylAa) especificas para coledopteros y
lepiddpteros respectivamente (Li et al, 1991; Grochulski et al,1995). A
pesar de que a nivel de la estructura primaria sélo comparten el 36% de
identidad, ambas proteinas presentan estructuras giobulares similares
conformadas por tres dominios, cada uno con caracteristicas diferentes
(Grochulski et af, 1995} (Figura 2). El dominio | se encuentra conformado
por siete o hélices, diferentes evidencias indican que la a hélice central
{a-5) participa directamente en la formacion del poro (Aronson et al,



Modo de accién de las 5-endotoxinas de Bacillus thuringiensis
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Figura 1. Los cristales formados por Bacilius thuringiensis producen protoxinas inactivas{165 KDa-
170 KDa) al ser solubilizados en el intestino medio de los insectos, la activacion y formacion del
fragmento toxico se lleva a cabo mediante la accidn que ejercen las proteasas del intestino medio
sobre la protoxina. El siguiente evento consiste en el reconocimiento de la toxina activa con su
receptor, provocando la formacion de poros en las células columnares del intestino medio.



Estructura tridimensiona! de las 3-endotoxinas Cry3a y CrytAa.

Dominio I

Dominio lII——¢ Dominio |
' ~a

Dominio il

Figura 2. Estructuras tridimensionales en forma de listones de las
proteinas Cry3A (A} y Cry1Aa (B) que muestra los tres dominios que las
componen. El dominio | se encuentra conformado por seis a-helices
anfipaticas que rodean a la helice a-5 (hidrofébica). E! dominio Il es el mas
variable de los tres y esta formado por tres 1aminas f-plegadas antiparalelas
que terminan en asas (1, 2, 3y «-8). El dominio Il tiene una estructura de f-

sandwich con una topologia tipica de doble hélice §.



1995). El dominio li consiste de 3 hojas B anti-paralelas, responsables de
la formacién de tres asas que intervienen en el reconocimiento de la toxina
a su receptor. Al respecto Lu et al, en 1994, construy6 mutantes en el asa
2 (A3 ,D3) de la toxina CrylAa que muestran pérdida de la toxicidad;
Rajamohan et al, en 1996 ha construido mutantes en el asa 2 del dominio |l
de la toxina Cry1Ab que no se unen a su receptor; Smediey y Ellar en 1996
han desarrollado estudios similares con la toxina CrylAc y en ese mismo
afio Wu y Dean trabajaron con las tres asas del dominio Il de la &-
endotoxina Cry3A (Rajamohan et afl, 1995; 1996a; 1996b; 1996¢). El
dominio Il es un B-sandwich de dos hojas anti-paralelas, posiblemente le
confiere estabilidad a la proteina, aungue también existen evidencias de
que al cambiar el dominio Il a otras toxinas se cambia la especificidad de
las mismas, por este motivo pudiera tomar parte en la interaccién con el
receptor (Kyond et al, 1995; Wolfersherger et al,, 1996; Dean et al., 1996;
Maagd et al,, 1996).

Bloques conservados.

Alineamientos entre multiples toxinas Cry, han demostrado que los
dominios | y Il son los mas conservados, siendo el dominio [l el mas
variable de los tres. De estos estudios se concluye gue existen cinco
regiones conservadas comunes entre estas proteinas, dos de esas regiones
se encuentran en el dominio | y tres en el dominio It (Hofte y Whiteley,
1989; Knowles, 1994) (Figura 3). Posteriormente se encontré que existen
otras tres regiones conservadas en el extremo carboxilo terminal, el cual
es procesado y no forma parte del fragmento toxico. Con éste tipo de
analisis se ha permitido distinguir tres subgrupos de proteinas Cry
(Crickmore et al, 1995). El primer subgrupo estad integrado por las clases
Cry1, Cry3, Cry4, Cry7, Cry8, Cry9 y Cry10, estas proteinas se caracterizan
por tener los cinco blogues conservados, inicialmente citados. Un segundo
subgrupo estd formado por las clases Cry5, Cry12, Cry13 y Cryl4, su
caracteristica principal es tener regiones homologas a los bloques tipicos
1, 2, 4, y 5. Dentro de estos dos subgrupos se encuentran toxinas de mas de
70 kDa , que poseen ademas los blogues 6, 7, y 8. El tercer subgrupo esta
integrado por las clases Cry2 y Cryl1, estas toxinas poseen el bloque
conservado 1 y presentan una variante del bloque 2, pero carecen de los
blogues 3, 4, ¥ 5.



Blogues conservados

Dominio!  Dominio !l Dominio (1l
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an @ l?
Cry5A [ ‘E
Cry12A [ 1 |

CryldA | I
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Figura 3. Representacion esugemdtica de los bloques conservados (1-5) presentes
en las toxinas de la familia Cry. Las regiones sefialadas como "1 alt" y "3alt" son
posibles bloques alternativos 1 y 3. Las regiones marcadas como "2 var" son posibles
variantes de ese bloque. El color negro de los blogues indica alta homologia, mientras
que e! gris indica una mayor variabilidad en esa region. Los rectangulos blancos son
posibles secuencias alternativas con ligera o sin homologia de los bloques canonicos. Los
dominios de la toxinas Cry3Aa y Cry1Aa se encuentran representados por flechas en la
parte superin- de' esquema. :



Tomando en cuenta la tendencia de la conservacién de los blogues y la
similitud en estructuras terciarias entre dos toxinas {CrylaAa y Cry3a) que
afectan organismos diferentes, se puede suponer que las toxinas de cada
grupo compartan la misma estructura tridimensional y que el modo de
accién sea semejante.

En un estudio mas detallado de las &-endotoxinas se demostrd,
mediante un andlisis filogenético entre 42 proteinas pertenecientes a las
toxinas Cry, que los dominios | y Il de las toxinas CrylAb y CrylAc se
encuentran estrechamente relacionados, no sucediendo lo mismo con el
dominic Il (Bravo, 1997). A pesar de la gran identidad en las secuencias
nucleotidicas entre los dominios | y Il (99 % y 98% de identidad
respectivamente), estas dos toxinas se unen a receptores diferentes en el
intestino medio de Manduca sexta, Cryl1Ab se une a una caderina, mientras
que CrylAc, se une a una aminopeptidasa N (Knight et af, 1994; 1995;
Vadlamudi et af.,, 1995) (Figura 4}.

Expresion de polipéptidos en fagos filamentosos (phage
display).

La expresion de polipéptidos al azar en la superficie de fagos filamentosos
(phage display) ha revolucionado el aislamiento de epitopes contra blancos
de interés. Originalmente fue denominado "fago fusionado" por George
Smith en 1985, mediante la insercién de un fragmento de ADN externo en el
amino terminal del gene Il del genoma de un fago filamentoso (f1). Por
otra parte Huse y colaboradores en el afio 1989 clonaron un repertorio de
anticuerpos en el fago A, este sistema les permitio la expresion de 1x106
clonas; mientras que el phage display les permitia aumentar el nimero de
clonas, desde 107 hasta 10'3. Estos resultados les habia permitido
aumentar el nimero de variantes o clonas, superando las obtenidas
mediante la tecnologia del hibridoma convencional {103-104) (Smith, 1991,
1992).




Alineamiento de las toxinas Cry1Ab y CryiAc

1Ac. doml HIPIDISLSL TQFLLSEFVP GAGFVLGLYD ITWGIFGPSQ WDAFLYQIEQ 49
1Ab. doml YTPIDISLSL TQFLLSEFVP, GAGFVLGLVD IIWGIFGPSQ WDAFLVQIEQ 5@
{onsensus ITPIDISLSE TQFLLSEFVP:GAGFVLGLVD IIWGIFGPSQ WDAFLVQIEQ 5@
1Ac. doml LINQRIEEFA RMQAYSRLEG LSNLYQIYAE SFREWEADPT KPALREEMRI 9
1Ab.domI LINQRIEEFA RNQAISRLEG LSNLYQIYAE SFREWE'ADPT KPALREEMRI 108
Consensus LINQRIEEFA RNQAISRLEG LSNLYQIYAE SFREWEADPT NPALREEMRI 192
1Ac.doml [QFNDMNSALT TAIPLFAVOQN YQVPLLSVYV (QAAKLHLSVL RDVSVFGQRW 149
1Ab.dom] OF NDMNSALT TAIPLFAVQN. YQWLLSVW QAANLHLSVL RDVSVFGQRW 150
Conwensus OFNOMNSALT TAIPLFAVON YQVPLLSVYV QRANLHLSVL ROVSVECORW | 150
1Ac. doml GFDAATINSR YNDLTRLIGN YTDTAVRWYN TGLERVRGPD SROWYRYNQFR 199
1Ab. domI GFDAATINSR YNDLTRLIEN"!T HAVRWYN TGLERVWGPD SRD YNQF 200
Consensus GFDAATINSR YNDLTR_L‘_IKGN,Y'T AVRWYN TGLERYWGPD SR YNQF 200
1Ac. doml 219
1Ab. doml 221
Consensus 221
1Ab. domI1 REIYTNPVLE NFDGSFRGSA-QGIEGHIRSP HIMDILNSIT- I¥TDAHR| 5a
1Ac.domli REIYTNPV!.E NF[K;SFRGSA QGIEi IRS.P HLMJU:NSIT EYTDAHRGY 5@
Consensus : ) { 50
1Ab.domli AGTMA MGHA GGV T 180
1Ac . domlf Y'C'SGHQIMAS PVGFSGPEFTTFPLYGTHGNA APQQRIV&QL GQGWRTLSS 109
Consensus Wﬂ;ﬂm&m@m&i 100
1Ab.domIl [TCYRRPFNIGIRNQQLSVED s GTEFATGE 5SS NLPSAVYRKS -G TVDSLUETF 156
1Ac.doml} lTL\’RRF’FN]:G"INNQQLS\:’%‘GTEl".ﬂ‘!’GTSS\NLPSA\"\"RI(S ETVUSLDEIP 1590
Consensus TLYRRPENIG, IRNQQLSVED GTEFAYGTSS NLPSAVYRXS GTVDSLDEIP! 150
1Ak . domil [FQNNNVPPRY, GESHRLSHVS. MERSGFSNSS Vo ITRAPHES WIHRSAER:) 198
14c.domil PQNNNVPPRQ GFSHRI:EWS‘HF GFSNSS VSIIRAPHFS NIHRSAEFI 198
Consensus PONNN VPPRQ GFSHRLSﬁVS MFR GFSNSS VSIIRAPMFS "IHRSAEF! 198

1Ac.doml {1 TIABPSITQ, IPRVKEH BVASEPG FTGADE VRN NIQ 49
1Ab. gomI 11 TIPEEQITQLIPETKET BVMKGRGFTGGDILRAT 15T 50
Consensus NIl JiToire .. B kv pe Frcen] LR[. .../ 50
1Ac. dom] 11 Y HFPS TETRYRVRYR YAS bruiw viwanssfks nrvehrlr 99
1Ab. domIT: N R zmvnn ms LQFH TSIDGRP q GNFShTHS 95
Consensus E- RYRVRIR YASIfL.... ... - F]- ---. 100
14c.domI 11 SAN SSLGNI-VGY RNAEGTA DR 139
14b . domiT] s T vc NGSSYFTLSA HVENSGRE DR 139
Consensus  -WLOSI.Ef. ..%4....E} ... 144

Figura 4. Alineamiento por dominios de las toxinas CrytAc y
Cry1Ab. Los receplores para estas dos toxinas corresponden a una
aminopeptidasa N (120 KDa) y a una caderina (210 KDa),
respectivamente. E! dominio | presenta una identidad del 98%, la
identidad en el dominio Il es del 99%, mientras que el dominio i es de
solo un 38%.




Ciclo de infeccién del fago M13.

El bacteriéfago M13 pertenece a la clase de fagos filamentosos
denominados Ff, la cual incluye a las cepas f1, fd, y M13. El ciclo inicia con
el reconocimiento del fago mediante el amino terminal de la proteina Il al
pili (factor F'} de la bacteria macho F* (E. coli), mientras que el ADN de
cadena sencilla (cadena +) penetra a la célula (Gramatikoff et al, 1994;
Malmborg, et al., 1997) (Figura 5). La replicacion del ADN del fago ocurre en
tres fases principales, en todas ellas participa la region intergénica (IG).
En la primera, la ARN polimerasa y la maquinaria de sintesis del ADN del
hospedero interactian con la cadena mas (+) para crear una cadena doble de
ADN o forma replicativa (RF), al sintetizar la cadena menos (-). Esta
molécula inicial de doble cadena sirve como templado para la transcripcion
y sintesis de las diez proteinas del fago (pl-pX). Después de producirse
multiples moléculas RF el siguiente evento consiste en ja union de la
proteina V a las cadenas + (complejo pV/csADN), de esta forma el complejo
no puede ser utilizado como templado para fa sintesis de la cadena menos.
Posteriormente este complejo es empaquetado para la formacion de un
virion que posteriormente sera liberado sin lisar la célula (Model y Russel,
1988).

Fago M13

El virién se encuentra constituido por una capside que encierra una cadena
sencilla de ADN circular (cadena +) de 6407 pares de bases. Su gendoma
codifica 10 proteinas, de las cuales cinco son proteinas estructurales del
virion (pltl, pVI, pVil, pVill y piX), tres se requieren para la sintesis del
ADN (pli, pV y pX) y dos interactan en las funciones de ensamble (p! y piV)
(Fig 5). La regién intergénica (IG) no contiene secuencias codificantes pero
contiene secuencias importantes para que se ileve a cabo la sintesis de
ADN (origen + y origen -), la iniciacion de fa formacion de la capside y 1a
terminacién de la sintesis de ARN,

La capside del fago se encuentra conformada aproximadamente por
2710 copias de la proteina VII. En uno de los extremos del virion se
encuentran cinco copias de cada una de las proteinas minoritarias pvl y
pill, ésta Gltima es la responsable del reconocimiento del F° pili en E. coli
para iniciar la infeccion (Gramatikoff et al., 1994, Grant et al., 1981). En el
otro extremo del fago se encuentran las proteinas minoritarias pVll y piX,
esta parte del virién es la udltima en penetrar a la célula durante la
infeccion y la primera en emerger durante la morfogénesis.
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Ciclo de vida dei fago M13

MORFOGENESIS

pvI
INFECCION
{(INTRUCION)
i r————
MEDIO
18
1h
CITOPLASMA

/

COMPLEJQ pV/ ¢cs ADN
cadena + /

REPLICACION

45 pll. pX pil, pX cadena +

A\
‘cadena 1 [ — -'%%c‘\:l.ﬂogl —

N 2 \
cadena + \

proteina VIl (pVl}
proleing IX (pIX)

proteina VI {pVi)
priteina 11 (pli}
prateina VI (pVIlY)
proieina V {pV}

||| proteina IV (plv)

ll  proteina 1 (p1)

IR

membrana exierna {me.}
membrana intema {m.i.)

Figura 5. Representacidn esquematica del ciclo de vida del bacteriéfago M13: El fago
filamentoso M13 reconoce el F' de las células macho {F+) mediante el N-terminal de la proteina Il
Al penetrar ia cadena +, las proteinas Il y X (pll y pX) interactian en ta replicacion del ADN (circulo
rodante). La cadena + funciona como templado para la formacion de la forma replicativa (RF) o
para la formecior del complejo constituido por la proteina V/cadena sencilia del ADN (pV/csADN).
Cuando el complejo es dirigido hacia la membrana de la bacteria las proteinas | y IV ayudan en el
procese de la morfogénesis y la liberacién del viridn,
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Fago M13 como vector.

- El fago filamentoso M13 es en general un vector atractivo para la
expresion de péptidos en su superficie, debido a que cuenta con
caracteristicas interesantes, tales como;

- Una estructura bien conocida.

- El procesamiento de las proteinas de su capside es bien entendido.

- Su genoma es pequefio y expandible.

- Se conoce su secuencia gendmica.

-El virién es fisicamente resistente al calor, frio, urea, pH bajo y salinidad
alta.

- Es facil de secuenciar.

- Permite la clonacion de casetes de resistencia.

- Es sencillo de cultivar y almacenar.

- Produce de 100-1000 viriones M13 por céluia.

- No lisa las células, es facil de cosechar y concentrar.

-Se pueden insertar genes extra dentro de su genoma y permanecer de una
manera estable.

Y

Todas ias caracteristicas anteriores han hecho posible la expresién de
proteinas, dominios de proteinas y péptidos en la superficie del fago M13,
iniciandose con la clonacién del gene externo (polipéptido) en el extremo §5°
del gen lll, de esta manera la fusién le permite al fago exponer la proteina
hibrida en el exterior de su capside (Smith, 1985; Kruif et al, 1995; Ward
et al,, 1996; Wirsching et al., 1997) .

Fagémido pHEN1.

El fagémido pHEN1 (4522 pb) es un vector que cuenta con dos origenes
de replicacion, provenientes del fago M13 y Escherichia coli, se construyé
a partir del plasmido pUC119 (Hoogenboom et al, 1991). Este vector
permite la clonacion de polipéptidos y su expresion en la capside del fago
filamentoso M13 en forma de una proteina hibrida (péptido-plll) siempre y
cuando el hospedero sea una cepa de Escherichia coli supresora (TG1). El
proceso se puede llevar a cabo gracias a que la cepa TG1 reconoce el coddn
ambar {situado entre el gene externo y el gene de la plll) como si fuera el
codon que codifica a una glicina; en el caso de una cepa no supresora de
Escherichia coli (HB2151) los péptidos son secretados en su forma soluble
ya que el codén de paro si es respetado y por lo tanto el péptido clonado es
liberado (Figura 6).
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Fagéemido pHEN1

Cepa supresora 3

fago ayudador VCS-M1)
or M13 90 ayu

fagoM13

EcoRi
j vy Vi
Gri E. colf
capa nNo supresara
(scFv)
Hindlil Sfit'Ncol  Notl  Codén EcoRI
ambar
PHENT pHEN1

gftl-id

c-myc tag

Figura 6. Despliegue de péptidos (scFv) en la proteina il (plll) utilizando un fagémido como
vector. (A} Para el despliegue en el gen Ill (ghi-fd), fos fagémidos como el pHEN1 dan como
resuftado de 0-3 copias de la fusién péptido-plll. Los fragmentos de anticuerpo estan representados
por un ovalo blanco (region variable de la cadena pesada) y un ovalo negro (region variable de la
cadena ligera 1); los genes se encuentran representados por un rectangulo obscuro {cadena pesada
V) y un rectdngulo claro (cadena ligera V,). (B) Representacion esquematica de un fragmento
del fagémido pHEN1, donde se presentan los sitios de restriccion usados comunmente ( Sfil/Ncol v
Notl) para Ia clonacién de péptidos (scFv); también se encuentran los genes importantes para que
pueda ser expresada la proteina hibrida scFv-plil: gifi-td, genfil del fago filamentoso fd; placZ,
promotor lacZ; amp, gen de resistencia a ampicilina; pe/B, secuencia liderc-myc tag, gen que codifica
para el péptido myc reconocido por el anticuerpa monoclonal 9E10; V., regidn variable de la cadena
pesada; V,, regién variable de la cadena ligera A.
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Entre sus caracteristicas importantes se encuentran: un casete de
resistencia a ampicilina {amp), un promotor Lac Z (PlacZ), una secuencia
lider {pelB) que se encarga de dirigir a la proteina hacia el espacio
peripldsmico. Los sitios de restriccion Sfil o Ncol, y Notl, son usados para
clonar el repertorio génico de los péptidos (Armstrong et al., 1996).

Se replica como doble cadena cuando se encuentra en Escherichia coli
y cuando se adiciona un fago ayudador {(VSC-M13) es encapsulado en una
particula viral debido a que la proteina Il del fago ayudador reconoce el
sitio de replicacién para fago M13 (oriM13), de esta forma el proceso
termina en el encapsulamiento del material genético en su forma de cadena
sencilla.

Fusién genética con las proteinas Ill y VIII del fago M13,

Cuando se fusionan polipéptidos a la proteina lll del fago M13, solamente
se expresan de 1 a 3 copias de la proteina hibrida (polipéptido-plll) por
fago. Esto se debe a que este tipo de vectores (fagémidos) no cuentan con el
material genético suficiente como para desarrollar un fago completo, por
ello se requiere de una infeccion con el fago ayudador VCS-M13 (Marks,
1991; Jupin y Gronembom, 1995). La proteina lil del fago ayudador compite
con la proteina hibrida de! fagémido en la incorporacién de las particulas
del virion; otra de las opciones que se han tomado para aumentar la
expresién de las proteinas fusionadas, es utilizar un fago ayudador
deficiente o mutado en el gen Il (g3p) {(Mazari et al, 1997). McCafferty y
colaboradores en el afio 1990, demostraron la fusion de un fragmento de
anticuerpo (scFv) anti-lisozima con la proteina lil, esta fusién scFv-plli
permitia la unién del fago con la lisozima.

Para fusiones con la proteina VI, en fagos o fagémidos, la expresion
de mas copias pertenecientes a las proteinas hibridas se hace presente, por
encima de 24 moléculas por fago (Garrard y Zhukousky, 1992). El resuitado
de la expresion multivalente (péptido-pVIil) en el fago puede proporcionar
gran capacidad de unidn, y tedricamente puede ayudar a retener fagos con
baja afinidad, la discriminacion entre fagos con diferentes afinidades
puede ser mas dificil en expresiones multivalentes (Wells y Lowman,
1992). Por esta razén los fragmentos aislados a partir del repertorio de
genes expresados en fusiones con la proteina VIl cuentan con constantes
de afinidad muy bajas y especificidades pobres contra los antigenos.
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Técnica de Phage display.

Los polipéptidos expresados en la superficie de fagos filamentosos,
especificos para un cierto antigeno, pueden ser separados de aquellos fagos
que no se unan por afinidad a una columna (inmunotubo) (Figura 7). Las
mezclas de fagos que expresan diferentes afinidades antigénicas, pueden
ser seleccionadas mediante el uso de un antigeno especifico acoplado a la
columna (pasol de la figura 7), los fagos que no se unen pueden ser
eliminades mediante lavados (paso 2), mientras que los que si se unieron
pueden ser eluidos con el tratamiento de un acido o un alcali {paso 3). La
capacidad de unién de los fagos unidos a una columna sélida cubierta con el
antigenc depende de la afinidad de cada molécula. La amplificacién de los
fagos seleccionados se puede lograr infectando bacterias de Escherichia
coli (paso 4), de esta manera, los fagos se pueden emplear para una nueva
ronda de seleccién. Cuando el enriquecimiento es bajo, pueden producirse
multiples rondas de seleccién para el aislamiento de fagos especificos que
cuentan con la secuencia de ADN que codifica [a proteina hibrida (paso 5)
{(Thompson et al,, 1996; Hoogenboom, 1997).

El andlisis de la unidn se simplifica por la insercién de un codén
ambar entre el gene externo y el gene lll (Figura 6). Por esta via se pueden
obtener péptidos solubles cuando se utiliza una cepa no supresora {HB2151)
o se pueden obtener los fagos que expresan a la proteina hibrida al utilizar
una cepa supresora de Escherichia coli (TG1).

Aplicaciones.

Multiples aplicaciones se han podido determinar utilizando el despliegue de
péptidos en fagos. Por ejemplo, Mazari en 1997 expresé en fagos
filamentosos la toxina CrylAa de Bacillus thuringiensis, asi como el
dominio il y algunos fragmentos mas de la misma proteina. Las proteinas
hibridas que presentaron un plegamiento correcto pudieron ser aisladas
por su capacidad para unirse a un antigeno de una manera natural, ya que
estas caracteristicas de unidén pueden ser alteradas por el nivel de
expresidén y estabilidad de la protéina desplegada. En 19898 Kasman y
colaboradores expresaron la toxina CrylAc de Bacillus thuringiensis en dos
vectores para el phage display, el primero es un fagémido que puede ser
empaquetado en un fago f1 y el segundo se trata de un fago fUSES.
McCafferty, Bass y Barbas han realizado trabajos similares con proteinas
diferentes {Bass et al., 1990; McCafferty et al, 1990; Barbas lli et al.,
1993 ).
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Phage display

geres Vv, gu [ E. coli- TG
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_-__EL f NCSMI3 1. UNION 2. LAVADO
VH-VA{scFv) ™13
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' o v 5-Cry1AD

5. NUEVA RONDA DE SELECCION
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Figura 7. Phage display: es una técnica que puede ser utilizada para la obtencién de péptidos {scFv}
especificos contra un antigeno determinado, los cuates son expresados en fagos fitamentosos del tipo
M13, a partir de una biblioteca (> 10% clonas diferentes) clonada en el fagémido pHEN1-VA3 y expresada
en la cepa TG1 deEscherichia coli. El fago ayudador VCS-M13 es imporiante para el rescate de las
particulas de fago M13, el primer paso (1) consiste en exponer a tos fagos rescatados sobre una columna
{inmunctubo) que contiene el antigeno de interés §-endotoxina Cry1Ab. Las particulas de fagos que no se
unan a la toxina, seran eliminados mediante lavados (2), obteniendo de esta forma solamente los fagos
afines a la toxina. 3) La trietilamina es un compuesto con un pH extremadamente basico que permite eluir
los tagos que se unieron al antigeno, 4) con los fagos eluidos se transfectan células de E. coli para su
consecuente amplificacién, el objetivo principal con este paso es amplificar los fagos que lengan mas
afinidad por el antigenc y eliminar de esta manera los menos alines siguiendo otra ronda de seleccidn (5).
Durante el punto nimero 4 {amplificacién) los fagémidos correspondientes a cada ronda de seleccién
pueden ser analizados mediante el ensayo de ELISA policional y ELISA monaclonal, los fagémidos
seleccionados mediante este ensayo seran sometidos a un andlisis de secuencia.
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En otras investigaciones se han aislado péptidos especificos contra
los vasos de tumores cancerosos, a dichos péptidos se les pudo acoplar
drogas anticancerigenas (desoxirrubicina) con el fin de utilizarlas como
tratamiento terapeltico (Pasqualini y Ruoslahti, 1996; Arap et al., 1998,
Vaughan et al., 1998). Otras bibliotecas han sido expresadas en fagos para
identificar polipéptidos contra células completas (Palmer et al., 1997),
receptores purificados (Clark et al, 1997), o anticuerpos neutralizadores
de ligandos, mismos que son utilizados como agentes para tratamiento de
enfermedades incluyendo el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA-virus VIH-1) (Srikantan et al, 1994; Zhong et al., 1994). También se
han seleccionado péptidos capaces de tener actividad catalitica de -
lactamasa (Soumillion et al., 1994).

La expresion de cadenas de anticuerpos (scFv y Fab) puede ser la
aplicacidon mas revolucionaria de la tecnologia de tal manera que se pueden
obtener directamente secuencias de anticuerpos contra antigenos muy
diversos (McCafferty, 1990; Clackson et al., 1991; Marks et al, 1991,
1992; 1993; Barbas Il et af.,, 1923; Griffiths et al, 1993; 1994).

Los ligandos identificados de esta forma pueden interactuar de
manera natural con el(los) sitio(s) de unién en ia molécula blanco
(antigeno), esta caracteristica ha proporcionado el estudio de la
interaccion proteina-proteina en una variedad de contextos (Hawkins et al,
1992; Barbas Il et al., 1994; Amersdorfer et al, 1997). El incremento de
las afinidades de los ligandos ha sido posible gracias a las bibliotecas
creadas con mutaciones al azar, o por la mutagénesis directa en regiones
especificas de los péptidos (Yang ef al, 1995; Vaughan et al, 1996,
Thompson et al.,, 1996; Chowdhury et al., 1998).
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Construccion de la biblioteca sintética de fragmentos variables
de anticuerpos de cadena sencilla (scFv).

Estructura de los anticuerpos.

Un anticuerpo se encuentra compuesto por por dos cadenas pesadas y dos
cadenas ligeras. Cada cadena ligera (L) estd compuesta de un dominio
vartable N-terminal (V_) y un dominio constante (C_), el dominio variable
puede ser de dos tipos: V« 0 Vi. Cada cadena pesada (H) se constituye de un
dominio variable N-terminal (Vy), tres dominios constantes {(Chi-3) ¥ una
regidn bisagra (Figura 8). Los dominios variables (Vu, VL) consisten de
cuatro regiones con secuencias relativamente conservadas fllamadas
regiones estructurales (FRqy, FRz, FR3y y FRy4), las cuales separan tres
regiones con secuencias hipervariables denominadas regiones
determinantes de complementaridad (CDR,.3), ver figura 9. Los CDR estan
representadas por asas que contienen muchos de los residuos de unidn a los
antigenos. El fragmento mas pequefio de unién a un antigeno es el fragmento
variable (Fv), el cual consiste de las dos regiones variables de los dominios
ligeros y pesados (Vi, Vy), la unién de dos fragmentos Fv mediante un
péptido de enlace dan origen a un fragmento variable de cadena sencilla
(scFv) (Figura 8). El fragmento Fab consiste de los dominios Vy-Chy y Vi-CL
unidos covalentemente por un enlace disulfuro (Winter vy Milstein, 1991;
Chester y Hawkins 1985).

Construccién de la biblioteca.

Actualmente, en nuestro laboraterio contamos con una biblioteca de
anticuerpos humanos denominada biblioteca sintética de fragmentos
variables de cadena sencilla (Synthetic scFv Library), la cual se construyd
utilizando oligonucledtidos que introducen secuencias al azar que varian en
una longitud de 4 a 14 residuos de aminoacidos en la regidn determinante
de complementaridad 3, correspondiente a la regién variable de la cadena
pesada (Vu-CDR3) (Figura 9A). Todos ios segmentos rearreglados Vy
provienen de 49 lineas germinales amplificadas por Hoogenboom y Winter
en 1992, Mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), cada
familia de los segmentos rearreglados (Vy), se amplifico individualmente
utilizando oligonucledtidos especificos, el producto se digirid con las
enzimas Ncol y Sall para ser clonados en el fagémido pHEN1-Viz,
previamente digerido con Ncol-Xhol (Figura 9B). La biblioteca de
fragmentos de anticuerpos scFv mayor a 108 clonas diferentes se rescatd
utilizando el fago ayudador VCS-M13 (Nissim et al., 1294),

18



Estructura de los anticuerpos
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Figura 8. Diagrama que muestra los componenetes principales de un anticuerpo: A) Los
anticuerpos se componen de dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L). Cada una
de las cadenas pesadas (H) se encuentra formada por tres regiones constantes (Cy,5) y una
regién variable (V,,), las cadenas ligeras presentan una region constante (C,) y una region
variable (V). B) Fragmentos de anticuerpos: El fragmento Fab se encuentra constituido por
una cadena ligera (C_-V,) y una parte de la cadena pesada (Cy;-Vy,), los fragmentos variables
{Fv) cuentan con tres regiones hipervariables o regiones determinantes de complementaridad
{COR,,). El fragmento variable de cadena sencilla (scFv) esta representado por dos
fragmentos variables (V-V} unidos por un péptido. C) Fragmentos variables: se componen
de las regiones variables tanto de la cadena pesada como de la cadena ligera, y presentan
ires regiones determinanies de complementaridad {CDR,4). separadas por las regiones
estructurales (FR, ).
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Biblioteca sintética humana

A
v Y ¥ ¢ A R W G Q G T L
GTG TAT TAC TGT GCA AGA {NNT/G)4-12 TGG GGC CAA GGT ACC CTG
B péptid_o
Lpell de L{“é" c-myctag codon ambar
pHEN1 / Vi3 pHEN1
Hindill Sfil/Need Xhol gitt EcoRl

Figura 9. Construccién de la biblioteca sintética humana (synthetic scFv library). {(A) Los sitios de
unién a un antigeno se localizan tanto en las regiones variables de las cadenas pesadas (V ) como en la

regiones variables de las cadenas ligeras (V,;). Las lres regiones hipervariables se encuentran
represeniadas como asas, denominadas Regiones Determinantes de Complementaridad (CDR , 3},
separadas cada una de ellas por Regiones Estructurales (FR ). El repertorio de genes variables de las
cadenas pesadas ( >108 clonas diterentes) fue construido a partir de 49 tineas germinales de ios segmentos
V,, amplificados en Hoogenboom y Winter (1992), con secuencias al azar de 4 a 12 residuos de aminoacido
dentro del CDR,. {B} Vector de expresién pHEN1-V,, El repertorio de genes correspondiente a las
regiones variables de la cadena pesada (genes V,) fue clonado como fragmentos Ncol-Sall, dentro de los
sitios Ncal-Xho! del vector. Significado de las siglas representadas en este esquema: LpelB, secuencia lider
pelB; péptido de unidn entre la region variable de la cadena pesada (V) y la region variable de la cadena
ligera(Vs,s); Via. region variable de la cadena ligera A; c-myc tag, gene gue codifica al péptido myc que puede
ser reconocido por el anticuerpo monoclonal 9E10; glil, gene gue coditica para la proteina |l det tago id.
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OBJETIVO

A partir de una biblioteca sintética de anticuerpos humanos (scFv),
seleccionar péptidos por medio de phage display que se unan
especificamente a la §-endotoxina CrylAb de una manera similar a su
receptor natural.

OBJETIVOS PARTICULARES

Mediante la implementacién de la técnica del phage display aislar fagos
gue interaccionen de manera especifica con la toxina Cry1Ab.

Caracterizar los fragmentos de anticuerpo (scFv) obtenidos contra
diferentes toxinas de la familia Cry1 (CrylAa, crylAc, y Cry1AD).
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MATERIALES Y METODOS

CEPAS:

Escherichia cofi TG1, cepa supresora (K12, O ({ac-pro), sup E, thi, hsd
DS/F " tra D36, pro AYB+, fac la, lac ZDM15) para propagacidon de particulas
de fago.

Bacillus thuringiensis variedad kurstaki/HD-1 contiene el plasmido
pHT409 con resistencia a eritromicina, el cual produce {a toxina CrylAa
especifica para el gusano de seda {Bombyx mori).

Bacillus thuringiensis variedad berliner/1715 contiene clonado el gene
que codifica la toxina CrylAb en el plasmido pHCC, infecta a diferentes
lepiddpteros, entre ellos al gusano cornudo del tabaco (Manduca sexta ).

Bacillus thuringiensis variedad kurstaki/HD-73 produce la toxina CrylAc vy
su insecto blanco es el gusano del fruto (Heliothis virescens ).

Baciflus thuringiensis variedad aizawai/HD-68 produce a la toxina Cry1D y
tiene como insectos blanco a {os lepidopteros Manduca sextay Spodoptera
frugiperda .

Bacillus thuringiensis variedad jegathesan/367 produce a la toxina
CryliB.

5-endotoxina Cry1Ab (antigeno).

La proteina CryTAb es producida por la cepa de Bacilius thuringiensis
variedad berliner/1715 y pertenece a la clase de las §-endotoxinas Cryl,
las cuales son tdxicas para lepidopteros principalmente. La protoxina de
aproximadamente 135 kDa es solubilizada a un pH muy alcalino (10.2),
mientras que {a toxina activa de 65 kDa es tripsinada a un pH acido de 8.5.
Se expresa en forma de cristales en cepas de Bacillus thuringiensis, y se
encuentra clonada en el vector pHCC.
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Biblioteca:

La biblioteca utilizada para este proyecto recibe el nombre de Biblioteca
sintética de fragmentos variables de cadena sencilla (Synthetic scFv
Library), fue proporcionada por el Centro Cambridge {Cambridge Centre for
Protein Engineering) y cuenta con un diverso repertorio de genes Vy
rearreglados in vitro, con una longitud al azar de 4 a 12 residuos de
aminoacidos en {a cadena pesada Vy-CDRj3. Los genes Vy rearreglados se
clonaron en el fagémido pHEN1-VAsz. Al rescatar la biblioteca con el fago
ayudador VCS-M13 se obtuvo un repertorio de 108 clonas (Nissim et al,
1994).

Antes de utilizar la biblioteca, se tratdé de implementar la técnica
del phage display mediante el uso de controles positivos (anti-MBP) vy
negativos (pHEN1) aislados a partir de la misma biblioteca. Este
procedimiento se realizé con la finalidad de conocer y trabajar con esta
nueva técnica, y de aprender el manejo y titulacion de fagos; asi mismo
conservariamos nuestra biblioteca (scFv) sin ponerla en riesgo de
contaminacion.

Control positivo:

E.coli TG1 infectada con fagos anti-MBP: estd representado por el fagémido
pHENT, el cual tiene cionado el gene que codifica para el péptido que
reconoce a la proteina de unidon a maltosa (anti-MBP) y es una clona
seleccionada a partir de la Synthetic scFv Library (Nissim et al.,, 1994).

Control negativo:

TG1 infectada solamente con el fago que contiene el ADN del fagémido
pHEN1: se caracteriza principalmente por expresar proteinas il silvestres.

Purificacion: solubilizacién y tripsinacién de l|a §-endotoxina
Cry1Ab.

La cepa de Bacillus thuringiensis variedad berfiner/1715 se transformé
con el plasmide pHCPP que ceontiene el gene que codifica la proteina
Cryl1Ab. Para la purificacidon de esta proteina es necesario inocular la cepa
en 250 ml de un medio de cultive SP, durante 72 horas en agitacion a 30°C,
hasta que llegue a la fase estacionaria donde las bacterias empiezan a
esporular y a producir los cristales. Estos son separados por gradiente
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discontinuo de sacarosa (84%, 79%, 72% y 67%), las bandas del gradiente
gue contienen a los cristales son aisladas y sometidas a lavados hasta
lograr obtener una pastilla limpia de sacarosa. La pastilla (cristales), es
solubilizada en amotiguador de carbonatos (pH 10.2/0.2% de B-
mercaptoetanol como agente reductor) en agitacion durante 2 horas a 37°C.
Después de la solubilizacién se verifica que la protoxina tenga el peso
adecuado {130 kDa) en un gel de acrilamida al 10%. El siguiente paso
consiste en tripsinar fa protoxina (1 mg de tripsina/ml en 1 mM HCL)
usando una relacion de 1:50 (1 mg de tripsina por cada 50 mg de proteina)
durante 2 horas en agitacién a 37°C. Transcurrido el tiempo se detiene la
digestion adhiriendo 1 mM de PMSF como inactivador de la tripsina, y se
observé el peso (65 kDa) de la toxina en un gel de acrilamida al 10%.

Para la obtenciéon de una mayor cantidad de protetna procedimos a
inocuiar 10 litroscrecer un medio de cultivo SP de en la planta piloto del
Instituto de Biotecnologia, ajustado a las misma condiciones de
temperatura, agitacion, incluyendo esta vez el ajuste del pH a 7.0.

La toxina se purificdé en una columna de intercambio iénico (DEAE-
Sepharose) equilibrada con TRIS-HCI pH 8.5, la proteina utilizada también
se econtraba en el mismo amortiguador. Después de gue se carga la toxina
en ia columna de intercambio idnico, un gradiente de NaCl (50-200 mM) es
utilizado para la consecuente elusién de la proteina, cabe destacar que en
estas condiciones la toxina eluye a una concentracidn de 135 mM de NaCl
sin peligro de precipitarse.

Crecimiento de los controles (anti-MBP y pHEN1}.

A partir de los glicercles proporcionados por el Centro Cambridge se
platean las cepas en medio minimo (MM), una vez que se han obtenido
colonias frescas se inocula un medio de cultivo 2xTY que contenga 100
ug/ml de ampicilina y 1% de glucosa, se deja incubando toda la noche en
agitacion a 37 °C y 270 rpm. Se diluyen los cultivos 1:100 con 2xTY
conteniendo 100 ug/ml de ampicilina y 1% de glucosa y se rescatan los
fagémidos siguiendo los incisos A y B de la metodologia descrita en este
trabajo,
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Preparacién de particulas del fago ayudador VCS-M13.

Infectar 200 pl de E. coli TG1 a una D.O. de 0.2 con 10 ul de diluciones
seriadas de fago ayudador (procurando obtener placas separadas en tas
diluciones, 1x109-1x10-'2 ) a 37°C sin agitacion, durante 30 min. Agregar
3 ml de agar TYE a 42°C y verterlas en cajas que contienen medio 2xTY e
incubar toda la noche a 37°C. Durante el siguiente dia seleccionar una placa
e infectar un cultivo (3-4 ml) de £. coli TG1 en fase exponencial, crecerlo
durante 2 hr a 37 °C en movimiento. Inocular 500 ml de 2xTY conteniendo
60 ug/ml de kanamicina y crecerlo durante 8-16 hr. Centrifugar a 10,800 g
durante 15 minutos para bajar las células y agregar al sobrenadante 1/4 de
volumen de PEG/NaCl (20% polietilenglicol 6000-2.5 M NaCl) e incubar por
un minimo de 30 minutos en hielo, posteriormente centrifugar por 15
minutos a 10,800 g. Resuspender el botén en 2 ml de amortiguador TE y
esterilizarto en un filtro de 0.45 um. Por ditimo se titula el fago y se
refrigeran alicuotas a 4 °C con 1x1012 u.f.p./mi aproximadamente.

A- Crecimiento de la biblioteca.

La biblioteca de fragmentos scFv, se encuentra clonada en el fagémido
pHEN1 y se expresa en la cepa supresora de Escherichia cofi (TG1). Para la
amplificacién y rescate de la biblioteca (en forma de fagos M13) se toman
50 ul del concentrado bacterial de la biblioteca (cerca de 5x108 clonas)
para inocular 50 ml 2xTY conteniendo 100 pg/ml de ampicilina y 1% de
glucosa (2xTY-amp-gluc). El cultivo se incuba aproximadamente por 2 horas
a 37°C hasta alcanzar una densidad éptica de 0.5 a 600 nm. Se infectan 10
ml de ese cultivo adhiriendo fago ayudador VCS$-M13 en una proporcidn de
1:20 (nimero de células bacteriales: particulas de fago ayudador, tomando
en cuenta que 1 DO bacterial a 600 nm = 8x108 bacterias/ml)},
posteriormente se incub6 sin agitacion a 37°C por 30 minutos. Las células
infectadas se rescatan del medio, al centrifugar el cultivo a 3,300 g por 10
minutos. Se adicionaron 300 ml de medio 2xTY a la pastilla de células
conteniendo ademas 100 pg/mi de ampicilina y 25 pg/ml de kanamicina
(2xTY-amp-kan) y se incuba a 30°C en agitacion durante toda la noche.
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B- Preparacion de particulas det fagémido (pHEN1)

Como las particulas de fagos producidas no lisan las células bacterianas,
se centrifuga el cultivo de la noche anterior (300 ml de 2xTY-amp-kan) a
una velocidad de 10,800 g por 10 minutos. Al volumen del sobrenadante se
le agrega 1/5 de polietilenglicol-cloruro de sodio (20% PEG 6000/NaCl 2.5
M), se mezcla bien vy se deja incubando por una hora a 4°C. Los fagos
precipitados se recuperan centrifugando a una velocidad de 3,300 g por 30
minutos, el botén (fagos precipitados) se resuspende en 2 ml de
amortiguador (PBS) y se centrifuga a 3,300 g por 10 minutos para eliminar
posibles restos bacterianos. Se almacena a 4°C por un corto periodo o a
-70°C por un periodo fargo en PBS 15% de glicerol. Este procedimiento
produce 1-5 x 1013 unidades formadoras de placas {u.f.p.)

C- Obtencién de fagos mediante rondas de seleccidn.

Los fagos que expresan la biblioteca de anticuerpos se seleccionaron
mediante ocho rondas, usando el mismo antigeno (§-endotoxina Cry1Ab) a la
misma concentracion (100 p g/mi en PBS).

Para la seleccién se usaron inmunotubos de 75mm x 12 mm
{Nunc:Maxisorp; Cat. No. 4-44202) cubiertos con 4 mililitros de la §-
endotoxina Cry1Ab (100 pg/ml } en PBS por toda !a noche a temperatura
ambiente. Después se lava tres veces con PBS, y el tubo se incuba por dos
horas a 37°C con 2% de leche (carnation) en PBS (LPBS 2%) como blogueador
para evitar la unidon inespecifica de los fagos. Se repite nuevamente el
lavado y se adicionan 4 ml de LPBS 2% con particulas de fagos (1012 a2 1013
u.f.p.}, incubandolos 30 minutos a temperatura ambiente sobre una
plataforma rotatoria que invierte sistematicamente el tubo,
posteriormente se deja 90 minutos sobre la mesa a temperatura ambiente.
Se lavan 20 veces los tubos con PBS, tween 20 a 0.1% (v/v) y 20 veces con
PBS (cada paso de lavado se realiza agregando amortiguador y desechandolo
inmediatamente). Las particulas de fago unidas se eluyen del tubo
adicionando 1 ml de trietitamina 100 mM (700 ul de trietitamina (7.18 M)
en 50 ml de agua), invirtiendo el tubo usando wuna tabla rotatoria por 10
minutos. El fago eluido es rapidamente neutralizado con 0.5 ml de Tris-HCI
1.0 M (pH 7.4). Los fagos se almacenan a 4°C (1.5 ml), posteriormente se
utilizan para infectar 9 mi de un cultivo (2xTY) de Escherichia coli TG1 en
fase exponencial y se platean en cajas con TYE conteniendo 100 ng de
ampicilina y 1% de glucosa .
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D- ELISA policlonal.

La mezcia de fago policional, producida por repropagacion de la biblioteca
después de cada ronda de seleccion, se analizé por unién al antigenc &-
endotoxina Cry1Ab y a otro antigeno control mediante ELISA.

Las placas de ELISA (NUNC, Brand-Products) se cubren con la toxina a
una concentracion de 100 ug/mi en PBS, después de tres lavados con PBS se
bloquea con LPBS 2% y se agregan 10 u de fago (correspondiente a cada
ronda de seleccion) precipitado con PEG (cerca de 100 u.f.p.).
Posteriormente se usa un anticuerpo anti-M13 (Aldrich) conjugado con
peroxidasa y como substrato 3737575 tetrametilbencidina {TMB-Aldrich)
acompafiado de 10 ul de H,0, al 30% (Sigma) para su deteccion. Las
reacciones se detienen después de 10 minutos al agregar H;SO,,
inmediatamente se lee a una absorbancia de 450nm (A4sonm)

E- ELISA monoclonal de fagos aislados.

En esta parte del proyecto se analizaron los fagos correspondientes a
cuatro rondas de seleccidn, tomandose para su analisis 95 colonias al azar
de cada una de las rondas. Para el experimento se utitizan cajas de ELISA
donde se inocularon las 95 colonias de cada ronda, cada colonia se inocula
en 100 pl de medio 2xTY-amp-gluc, a partir de ese cultivo se toma un
pequefio indéculo de 2 pl para ser transferido a una segunda caja de ELISA
que contiene 200 pul de medio 2xTY-amp-gluc. Para rescatar el fago de las
colonias individuales se adiciona fago ayudador VCS-M13 (1x10% ufp.) y
por tltimo se le realiza a los fagos obtenidos (monoclonales) la prueba de
ELISA contra la proteina Cry1Ab.
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F- Almacenamiento de una fuente secundaria a partir de la
biblioteca criginal.

Regresando al inciso A, tomamos los 40 ml del crecimiento bacteriano
restante (2xTY-amp-gluc) y los utilizamos para desarrollar una fuente
secundaria de nuestra biblioteca. Se centrifugan los 40 ml a 3300 g por 10
min para bajar las células, inmediatamente se resuspende el botén celular
en Iml de medio 2xTY. Este se dispersa sobre una caja Nunc Bio-Assay
(Nunc, Brand-Products} la cual contenia medio sélido (TYE-amp-ghuc)
dejandose crecer durante toda la noche a 37°C. Al siguiente dia se
agregaron 2 ml de medio 2XTY, 15% de glicerol a la caja Nunc Bio-Assay y
se recogen las células bacterianas con una espatula de vidrio, Por ultimo se
almacena a -70°C la fuente secundaria de la biblioteca que contiene por
cada 50 pt alrededor de 1x108 bacterias.
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RESULTADOS

Implementacién de la técnica de phage display.

Con esta técnica podemos separar fagos del tipo M13 que estan expresando
polipéptidos (scFv) fusionados a la proteina lll. Para efectuar esta prueba
fue necesario mezclar el control positivo anti-MBP (aislado a partir de la
biblioteca) con el fagémido pHEN1 (control negativo) en una refacion 1:100.
El detalle de la técnica utilizada se encuentra en la secciéon de
metodologia, y es la misma que se utilizd posteriormente para trabajar con
Ia biblioteca.

Se procurd que el titulo de fagos, correspondiente a la mezcla de los
controles, estuviera entre 1x1012 y 1x1073, ya que es un titulo necesario
que puede permitir la saturacion efectiva del antigeno pegado. Se
realizaron tres rondas de seleccién usando como antigeno a la proteina de
unién a maltosa (New England Biolabs) en una concentracién de 100 pg/ml
(Figura 10).

La figura 10 muestra un ensayo de ELISA policlonal, al cual se
sometieron los fagos resultantes de cada ronda de seleccién, mismos que
cuentan con diferentes afinidades hacia el antigeno utilizado (anti-MBP). El
objetivo principal es identificar si se presenta un incremento gradual en la
absorbancia (450nm) partiendo de |a primera ronda hasta la tercera.

Estos resultados muestran que la amplificacién de los fagos usados
como control positivo llegaban rapidamente a su saturacién, sin mostrarse
gran diferencia entre las absorbancias de la primera ronda hasta la tercera.
Posiblemente debiamos de haber mezclado una proporcibn mayor a la
utilizada inicialmente entre el control positivo (anti-MBP) y el control
negativo (pHEN1). En el control negativo que no deberia presentar
absorbancia, se puede identificar una absorbancia inferior a las tres rondas
posiblemente porque existan fagos que se esten uniendo con afinidades
bajas o de manera inespecifica.
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ELISA policlonal del control positivo
(anti-MBP)
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Figura 10. Analisis de unidn del fago anti-MBP, mediante ensayo de ELISA

policlonal realizada a tres rondas de seleccion. El fago se identificé con un
anticuerpo anti-M13 conjugado a peroxidasa, el substrato utilizado fue
tetrametil bencidina (TMB) y se leyd a una absorbancia de 450nm,
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Purificacion del antigeno Cry1Ab.

Durante el tiempo que se tardd en implementar la técnica del phage
display, simultaneamente se purifico la proteina (Cry1Ab) que se utilizaria
como antigeno para la obtencidn de fagos a partir de la biblioteca de
anticuerpos humanos.

Se procedid a realizar un medio de cultivo SP de 10 litros de la cepa
de Bacillus thuringiensis que expresa a la toxina Cry1Ab. El crecimiento
del cultivo se llevé a cabo en la planta piloto del Instituto de
Biotecnologia, controlandose condiciones como: la agitacion, temperatura
(30°C), pH (7.0) y el tiempo de incubacion a 72 horas. Una vez terminado el
tiempo de incubacion se procedié a la purificacion de la toxina (ver detalle
en la metodologia) y a su identificacion con marcadores de alto peso
molecular en geles de acrilamida al 10%.

En la figura 11 se puede identificar en el primer carril el marcador
de alto peso molecular (MAP); el segundo carril representa una muestra
proveniente directamente del medio de cultivo de 10 litros; en el tercer
carril se observan los cristales purificados mediante gradientes de
sacarosa; e! cuarto carril contiene la muestra de cristales solubilizados;
la tripsinacién de la proteina solubilizada esta en el carril nUmero cinco; ¥
en el carril nimero seis se puede observar a la toxina Cry1Ab ourificada
mediante una columa de intercambio iénico (DEAE-Sepharose).

Purificacién de las toxinas Cry1Aa, CryiAc, Cry1D y Cry11B.

La purificacion de las toxinas CrylAa, CrylAc, CryiD y Cry11B partié de
cultivos de 250 ml, obteniéndose cantidades importantes de proteina. Al
momento de pasarlas por la columna de intercambio ionico se detectd que
estas proteinas eluyen a concentraciones de NaCl diferentes, el gradiente
formado por el NaCi en la columna ocasiona cambios en la fuerza idnica que
provoca diferentes interacciones entre las toxinas tratadas: CrylAa y
Cry1Ab eluyen a 115 mM NaCl, mientras que la proteina CrylAc eluye a 150
mM de NaCl, por uitimo la CrylAD eluye ~.130 mM-150 mM. El
procesamiento de la toxina Cry11B es un poco diferente a las demas, ya que
solamente se puede digerir con quimiotripsina.
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Purificacion de la $-endotoxina Cry1Ab
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Fig. 11. Muestras del proceso de purificacién de la 3-endotoxina Cry1Ab en
gel PAGE/SDS 10% acrilamida. 1) marcador de alto peso molecular, 2) proteina
total a partir de un medio de cultivo (SP) de Bacillus thuringiensis, 3) purificacion
mediante gradiente de sacarosa de los cristales endosporales de Bacillus
thuringiensis, 4) solubilizaciéon de los cristales endosporales utilizando
amortiguador de carbonatos, 5} Tripsinacién de la muestra solubilizada utilizando
1 mg de tripsina por cada 50 mg de proteina, 6) muestra de la toxina tripsinada y
pasada por columna de intercambio idnico (DEAE-Sepharosa).
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En la figura 12 se observa en el carril nimero 1 al marcador de alto peso
molecular (MAP); los carriles nimero 2 y 3 contienen las muestras de la
toxina Cry1Aa, tripsinada y purificada por columna respectivamente; los
carriles 4 y 5 presentan a la toxina CrylAc, tripsinada y purificada; en los
carriles 6 y 7 se observan muestras de la toxina Cry1D, tripsinada y
purificada por columna; y por Gltimo el carril 8 contiene a la toxina
Cry11B, guimiotripsinada.

Aislamiento de fagos mediante phage display, que sean capaces
de reconocer al antigeno Cry1Ab.

La biblioteca humana denominada synthetic scFv Library, cuenta con un
diverso repertorio de genes Vy rearreglados in vitro , con una longitud al
azar de 4 a 12 residuos de aminoacidos en la cadena pesada Vy-CDR3. El
rearreglo de los genes Vy fue apareado con los genes de la cadena ligera Vi3
y clonados en el fagémido pHEN1 con un repertorio mayor a 108 clonas
diferentes. La construccién en este fagémido permite la fusién del
fragmentos scFv con la proteina minoritaria Il del fago M13, de esta forma
la presencia del fago ayudador permite la exposicion de la proteina hibrida
en la capside del bacteriéfago (Nissim, et al. 1994).

Las particulas de fagémidos fueron rescatadas de la biblioteca por
infeccién de fago ayudador (VCS-M13) y la precipitacion se efectud con
polietilengticol (PEG). ElI protocolo utilizado permitic obtener titulos
mayores de 1-5 x 1013 unidades formadoras de placas (u.f.p.).

Los fagos fueron seleccionados al pasarlos por un inmunotubo que
contenia una concentraciéon adecuada del antigeno inmobilizado Cryl1Ab
(100ug/ml), los fagos que se unieron a la proteina se eluyeron con
trietilamina para amplificarlos infectando Escherichia coli (TG1) y asi
rescatar nuevamente parte de la biblioteca con el fago ayudador. Las
particulas virales producidas se sometieron a una segunda ronda de
purificacién por afinidad; este procedimiento se realizé durante ocho
rondas de seleccién. Las titulaciones de los fagos (entrada y salida)
correspondientes a cada ronda de seleccion se encuentran en la tabla 1.
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Purificacion de 5-endotoxinas Cry1
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Figura 12. Proteélisis y purificacién por columa de intercambio ionico (DEAE-
Sepharosa), de algunas $-endotoxinas de la familia Cry1 correspondientes a
Baciflus thuringiensis. PAGE/SDS 10% acrilamida. Varias subespecies de Bacillus
thuringiensis se utilizarén como sigue: A) kurstakifHD-1 (Cry1Aa), carril 2y 3
tripsinada y purificada por columna respectivamente; B) kurstaki HD-73 (Cry1Ac),
carril 4 y 5 tripsinada y purificada por columna; C) aizawaiHD-68 (Cry1D), carril 6y 7
tripsinada y purificada por columna; D) jegathesary367(Cry11B), quimiotripsinada; en
el carril numero 1 se encuentra el marcador de alto peso molécular.
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Titulacién de los fagos durante el phage display

entrada 1x1013 salida
1a ronda 1.75 x 108
2a ronda 1.6x 104
3a ronda B.85 x 107
4a ronda 2.25 x 107
5a ronda 5 x 104
6a ronda 4 x 106
7aronda 1.69 x 107
8a ronda 2 x 107

Tablal. En cada una de las rondas siempre seé puso especial cuidado para
agregar una entrada de 1x 10'2 unidades formadoras de placas. Los datos
de la salida representan la cantidad de fagos que se unen al antigeno y que
se eluyeron con trietilamina, este compuesto permite despegar todos los
fagos que se unen con mucho mayor fuerza a la toxina.

Durante las primeras cuatro rondas se utilizd la proteina Cry1Ab que
presentaba algunas proteinas contaminantes, a diferencia de la utilizada en
las cuatro rondas posteriores. Posiblemente el hecho de cambiar la
proteina provocé que la salida de la quinta ronda disminuyera en
comparacion de la cuarta ronda, la consecuencia seria que al quitar mas
contaminantes estariamos eliminando fagos que no se pegaran al antigeno
(Cry1Ab). Con respecto a la sexta y séptima ronda, la cantidad de fago
pegado al antigeno aumentd, logrando estabilizarse en la octava ronda. El
hecho de presentar un aumento y estabilizacion en el titulo de salida de las
dltimas cuatro rondas, estaria significando que ya esta llegando al punto
de la saturacion.
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Estudio por medio de ELISA de los fagos seleccionados.

ELISA POLICLONAL

Una vez que se realizaron las rondas de seleccion y se purificaron los fagos
eluidos, se procedié a realizar este tipo de ensayos (ELISA policlonal) que
permitieron determinar si existe enriquecimiento en cada una de las rondas
efectuadas. Los fagos eluidos correspondientes a cada ronda se encuentran
representando vectores portadores de diferentes epitopes que reconocen a
la toxina Cry 1Ab en regiones especificas de sus diferentes dominios.

Estas mezclas de fago policlonal producido por repropagacion de la
biblioteca, después de siete rondas de seleccién se analizaron mediante
una prueba de ELISA, estudiandose cada una de ellas por unién al antigeno
usado (CrylAb con una concentracion de 100pg/ml ). Para lograrlo se
requirid del fago precipitado con PEG ( 1x 1010 u.f.p.), mas una dilucidon
apropiada del anticuerpo anti-M13 acoplado a peroxidasa (1:1000),
posteriormente se agregd la tetrametilbencidina (TMB) como substrato
para la peroxidasa. Por Ultimo se pard la reaccion después de 10 minutos al
agregar Hz S Oy, las lecturas se realizaron a 450 nm.

De acuerdo a los datos de la Figura 13 del ELISA policlonal, se
observan dos controles negativos: los fagos que contienen el ADN del
fagémido pHEN1 silvestre que no esta expresando la proteina hibrida; y la
proteina de unién a maltosa (MBP) utilizada como antigenc mas el fago de
la ronda 6. Por otra parte se encuentra la biblioteca y siete rondas de
seleccion.

El primer control negativo revela que el fago silvestre no se pega a la
proteina CrylAb si no se tiene el fragmento scFv, el segundo control
negativo demuestra que el fago de la sexta ronda no se pega a un antigeno
diferente como lo es el caso de la proteina MBP. En cuanto a las rondas de
seleccidn se observa que a partir de la quinta ronda comienza un aumento
progresivo en la absorbancia, debida posiblemente a que las condiciones de
astringencia (lavados, concentracion de sales y de tritén, etc.) utilizadas
durante la técnica fueron muy extremosas. Por lo tanto durante las
primeras rondas solamente los fagos mas afines fueron los que se pegaron,
permitiéndose la amplificacién de éstos durante las tres Ultimas rondas de
seleccion (5,6 y 7).
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Ensayo de ELISA policlonal contra fa toxina Cry1Ab
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Figura 13. ELISA policlonal de siete rondas de seleccidon contra absorbancia
a 450nm. pertenecientes a fagos que se unen a la toxina CrylAb
inmobilizada. La unién de los fagos se detecté mediante un anticuerpo anti-
M13 conjugado a peroxidasa. El fagémido pHEN1 vy la proteina de unidn a
maltosa (MBP) se usaron como controles negativos.
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ELISA MONOCLONAL

Cada ronda de seleccidon cuenta con una variabilidad de fagos que se hace
menos diversa a medida que se realizan mas rondas de seleccién. La ELISA
monoclonal permite aislar fagos de cada ronda de seleccion, la idea
principal es picar colonias y crecerlas en cajas de ELISA para que de ahi se
pueda amplificar, purificar y precipitar fagos que se expresen de una sola
calonia, independientemente de la ronda de seleccién a que corresponda.

Especialmente en esta parte del proyecto se analizaron fagos de
cuatro rondas de seleccion (2a, 4a, 6a, y 8a), tomandose para su analisis 95
colonias al azar de cada una de las rondas. Para el experimento se
utilizaron cajas de ELISA para inocular las 95 colonias de cada ronda, cada
colonia fue inoculada en 100 ul de medio 2xTY conteniendo 100 pg/ml de
ampicilina y 1% de glucosa, a partir de este cultivo se tomé un pequefo
indculo (2 ml) para transferiflo a una segunda caja de ELISA que contenia
200 ml de medio 2xTY con 100 pg/ml de ampicilina y 1% de glucosa. Para
rescatar el fago de las colonias individuales se adicion6 fago ayudador
(VCS-M13) con un titulo de 1x10% u.f.p. y por itimo a los fagos rescatados
{monoclonales) se les realizd 1a prueba de ELISA.

~ En la figura 14 se expresa el porcentaje de colonias positivas por
ronda de seleccion, demostrandose claramente el incremento de colonias
positivas con respecto a la ronda. Durante la segunda ronda, de las 95
colonias seleccionadas al azar solamente el 1% corresponde a colonias
positivas, en la cuarta ronda las colonias positivas corresponden al 5%;
mientras que para las rondas seis y ocho el porcentaje aumentd
favorablemente (55% y 90% respectivamente). Por lo tanto se puede
mencionar que si se efectud un enriquecimiento real durante las ocho
rondas de seleccion. Estos resultados comprueban que la amplificacion de
los fagos afines a la toxina Cry1Ab se llevd a cabo.
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ELISA monoclonal contra la toxina Cry1Ab
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Figura 14. Porcentaje de colonias positivas que reconocen a la §-endotoxina
Cry1Ab correspondiente a cuatro rondas de seleccion. Los fagos
pertenecientes a cada colonia se rescataron a partir de Escherichia coli
TG1 utilizando fago ayudador VCS-M13. Ei ensayo de ELISA se revelé con el
anticuerpo anti-M13 conjugado a peroxidasa y se usé como substrato
tetrametil bencidina (TMB) mas H;0; al 30%. En la ronda 2 solamente el 3%
corresponde a colonias positivas, la ronda cuatro presenta el 5%, mientras
que las rondas 6 y 7 incrementaron su porcentaje al 53% y 91%
respectivamente.
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Variabilidad de los fagos que reconocen a la proteina Cry1Ab.

De esta manera identificamos colonias portadoras de epitopes
monoclonales capaces de reconocer a la toxina completa Cryl1Ab. Con el fin
de conocer la variabilidad existente en esos anticuerpos monoclonales,
procedimos a determinar si esos péptidos eran capaces de reconocer otras
toxinas de la familia Cry1, como: CrylAa, CrylAc, Cry1D y Cry11B como
control negativo. Al igual que CrylAb las toxinas CrylAa y CrylAc son
toxicas para Manduca Sexta , la toxina Cry1D es toxica para un lepidoptero
diferente (Spodoptera frugiperda), mientras que la Cry118 es tdxica para
dipteros.

Para tal efecto seleccionamos 95 colonias monoclonales que
reconocen a la toxina Cry1Ab, rescatamos el fago de cada una de ellas y los
analizamos por medio de ELISA contra diferentes toxinas de la familia
Cry1. Encontramos que al menos existen cinco tipos de péptidos capaces de
reconocer a la toxina Cry1Ab. Los porcentajes en los que se encontraron
estos péptidos se localizan en la primera columna del lado izquierdo de la
tabla niamero 2, mientras que los porcentajes de identidad de cada una de
las toxinas con respecto a la proteina CrylAb se encuentran entre
parentesis.

Tabla 2. Reconocimiento de diferentes proteinas Cry, por ELISA de 95
colonias portadoras de fagémidos, que unen a la toxina Cry 1Ab.

% clonas | CTY1AD Cry1Aa CrylAc Cry1D CrylA
° (100%:) (89%) (B0%) {50%) {15%)
74°/o + + + + -
15% + + + - .
4% + + - - -
5% + + + + +
1% + + + _ +
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Los signos positivos estan representando a los anticuerpos que reconocen
esas toxinas, mientras que los signos negativos representan a los que no
reconocen.

De acuerdo a los resultados se observa que el 100% de los fagos
reconocen a la toxina con mayor porcentaje de identidad (Cry1Aa-89%). El
95% de los fagos reconocen a la proteina CrylAc, el 79% de los fagos
reconoce a la proteina Cry1D, la cual comparte un 50% de identidad con la
Cry1Ab; y por Gltimo solamente un 6% de los fagos reconocen la Cry118
(con un 15% de identidad). Los alineamientos realizados con las proteinas
Cryl muestran que existen regiones conservadas entre ellas, es logico
esperar que mayor numero de fagos (especificos contra Cry1Ab} reconozcan
a la proteina con un mayor porcentaje de identidad (CrylAa), y gque un
menor nimero de ellos reconozcan a la toxina de menor identidad (Cry11B).
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DISCUSION

El despliegue de péptidos en fagos filamentosos (Phage display) es una
tecnologia que ha venido a revolucionar las formas de aislar epitopes
contra un antigeno determinado. En este proyecto se ha logrado
implementar esta técnica (phage display) para la obtencion de fragmentos
scFv capaces de reconocer a la toxina Cry1Ab, e incluso otras proteinas de
la misma familia. Los fragmentos de anticuerpos (scFv) provenientes de la
biblioteca de anticuerpos humanos son expresados en fagos filamentosos
del tipo M13.

Utilizando la misma biblioteca, Nissim en 1994 logré aislar
fragmentos scFv especificos contra 18 antigenos diferentes, incluyendo la
proteina intracelular (p53), el factor de elongacion (EF-1o), la proteina de
unién a maltosa (MBP), etc. Utilizando directamente los fagos aislados de
las rondas de seleccidn y los fragmentos scFv solubles logré identificar
mediante Western blots las clonas especificas para los antigenos citados.
Posteriormente secuencid el fragmento scFv de las clonas monoclonales
seleccionadas, encontrandose que por lo menos existian dos tipos de
epitopes diferentes que reconocian a un mismo antigeno, en otros casos
como en la MBP se identificaron hasta cinco epitopes diferentes. En general
las secuencias correspondientes al CDR3 de los fagos identificados
presentan un nimero variable de r.a.a. que va de 4 a 12 r.a.a. Estos
resuitados demuestran que si es posibie aislar polipéptidos (scFv)
expresados en los fagos.

Con el uso de esta biblioteca y mediante el uso de este sistema de
phage display logramos amplificar fagos purificados por afinidad, contra la
S5-endotoxina Cryl1Ab. Debido a las condiciones experimentales
implementadas, fue necesario realizar ocho rondas de seleccidon para
lograr el enriquecimiento especifico de fagos contra la toxina.

El analisis de los fagos mediante ELISA poaliclonal de siete rondas de
seleccién, reveld un incremento gradual en la absorbancia a partir de la
quinta ronda, hasta lograr la estabilizacién en la séptima. Al analizar
colonias individuales mediante ELISA monoclonal, se confirmo que
efectivamete existia enriquecimiento de fagos contra la toxina Cry1Ab.

Hasta este momento solamente se contaba con fagos que se unen a la
toxina en cualquiera de sus dominios, y para darnos una idea de su
diversidad, se procedié a realizar ensayos de ELISA contra otras proteinas
de la familia Cryl (CrytAa, CrylAc y Cry1D), ademdas de utilizar a ia toxina
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cryl 1B como control negativo. Las d-endotoxinas de la familia Cryl
(incluyendo también a la Cry1Ab) cuentan con caracteristicas comunes,
tales como; presentan su mayor identidad en el dominio | que posiblemente
tenga un origen comun (Bravo, 1996}, tienen las cinco regiones conservadas
descritas por Hofte y Whiteley en 1989 y por Gltimo todas matan a Manduca
sexta, el cual es el insecto blanco de la toxina Cry1Ab.

A partir de los alineamientos realizados entre estas cinco proteinas
se podria inferir qué regiones de las toxinas estan involucradas en el
reconocimiento de las 95 clenas seleccionadas (Tabla 1). Del 74% de las
clonas positivas, la mayor parte se podria estar pegando al dominio |l y a
fas cinco regiones conservadas, sin descartar ta unién a otras regiones
comunes entre ellas. El 15% corresponde a las clonas que solamente
reconocen regiones especificas de las d-endotoxinas CrylAa, CrylAb y
CrylAc, posiblemente gran parte de ese porcentaje se este uniendo al
dominio | que representa casi un 100% de identidad entre dichas proteinas.
El 4% que se une a las toxinas Cryl1Ab y Cry1Aa podrian estar reconociendo
los dominios | y lil que cuentan con una identidad del 98% y 100%
respectivamente. Para este caso resulta interesante mencionar que el
dominio | vy I} de la CrylAc son casi el 100% idénticos con respecto a la
Cry1Ab, por lo tanto las clonas que estan representando el 4% de la Tabla |
estarian reconociendo al dominio Il de las toxinas CrylAb y CrylAa. Por
altimo un 5% de las clonas reconoce a todas las toxinas, incluyendo la
Cry11B, mientras que un 1% no reconoce a la toxina Cry1D.
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CONCLUSIONES

Los ensayos de ELISA policional y ELISA monoclonal muestran
enriquecimiento de los fagos que reconocen a la toxina Cry1Ab.

El analisis de ELISA contra diferentes proteinas Cry (CrylAa, CrylAc,
Cry1D y Cry11B), correspondiente a 95 clonas, permite distinguir la
variabilidad existente entre esas clonas seleccionadas, de los cuales por lo
menos existen cinco tipos diferentes de fagos.

El 4% de los fagos que se unen a las toxinas CrylAb y CrylAa,
correspondientes a las 95 clonas seleccionadas, son candidatos a reconocer
el dominio tres de la toxina Cry1Ab.
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PERSPECTIVAS

Como otra manera de estudiar la variabilidad de los peptidos seleccionados
se procederd a realizar PCR de diferentes colonias, utilizando
oligonucleétidos que permitan la amplificacion de los fragmentos variables
(scFv). Posteriormente los fragmentos amplificados seran digeridos con la
enzima BstNl que permitira observar un patron de restriccion especifico
para cada fragmento y asi discriminar entre las colonias que tengan
patrones diferentes.

Una vez seleccionados los fagos monoclonales, produciremos
anticuerpos solubles, a partir de la transfeccidn en una cepa no supresora
HB2151 (E. col), que cuenta con la caracteristica de reconocer el codon de
paro que se encuentra entre el anticuerpo (scFv) y la proteina 1! del fago.
Los anticuerpos solubles seran utilizados para la elaboracién de Western
blot con el fin de comprobar si efectivamente los anticuerpos interactian
con las diferentes proteinas Cry1.

En nuestra bisqueda por el entendimiento de la interaccion toxina-
receptor, una de las siguientes metas importantes sera tratar de
seleccionar anticuerpos monoclonales que interactien con regiones
especificamente del dominio Il y con el dominio H de ia toxina Cryl1Ab.
Para obtener los fagos especificos contra el dominio Il usaremos como
antigeno a ta mutante en el asa 2 (F371A) correspondiente al dominio Il de
la toxina Cry1Ab, la cual esta afectada en su unidn al receptor {Rajamohan,
1995). El dominio It es importante porque interactia directamente con el
receptor, siendo el asa 2 de este dominio (368RRPFNIGI375) la region
principal de contacto con el receptor. La toxina CrytAc se utilizara como
antigeno para obtener los fagos que reconozcan especificamente el dominio
Il de la toxina Cry1Ab. Este dominio es interesante desde el punto de vista
de la especificidad, por tal razon hemos propuesto aislar péptidos
especificos para este dominio mediante phage display.

Si existen en nuestra biblioteca fragmentos capaces de reconocer las
regiones mencionadas, éstos podran ser seleccionados; aungue no se deja
de reconocer que las posibilidades de éxito de esta parte del proyecto
dependeran de su presencia en la biblioteca. En caso de no aislar
anticuerpos contra esta region, intentaremos identificar los anticuerpos
que puedan neutralizar la actividad toxica de la toxina. Esta alternativa
sera util para identificar regiones nuevas en la toxina importantes para su
actividad formadora de poro.
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En el caso de aislar polipéptidos que sean capaces de reconocer al
dominio It y dominio Il de la toxina CrylAb, realizaremos ensayos de
competencia, los que sean capaces de neutralizar la unién de la toxina con
el receptor seran los mejores candidatos. Posteriormente se determinara
si los péptidos elegidos inhiben la formacion del poro, utilizando
membranas que contengan el receptor (vesiculas de Manduca sexta) y
membranas que no lo contengan (vesiculas de Spodoptera fruguperda).

Por Gltimo, la secuencia de los péptidos que afecten la union al
receptor se alineara con la secuencia de las dos proteinas de Manduca sexta
que se sabe interaccionan con esta proteina. También se debe de tener en
cuenta que la secuencia de los péptidos seleccionados puede no ser 100%
idéntica. Los epitopes que neutralicen la unidn de la toxina a su receptor
seran los mejores candidatos para representar los sitios de interaccion del
receptor con la proteina Cry1Ab. Estos péptidos podran ser una manera
efectiva de inactivar a la toxina.
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APENDICE

Medios de cultivo:
Medio minimo (MM):
Para 1 litro: 6 g de NapHPQO4, 3 g de KH,PO4, 0.5 g de NaCl, mas 1 g de NH4CI;
la mezcla de estos reactivos corresponde a lo que son las sales del medio
minimo, se ajusta el pH a 7.4 y se esteriliza. Posteriormente se agregan

los siguientes reactivos previamente estériles: CaClp 0.1 ml (1M), MgSQ04 2
ml {1M), glucosa al 20% (10 ml) mas 100 p | de vitamina B1.

Medio SP:

Por 250 ml: 2.0 g de caldo nutritivo, 0.0625 g de MgS504.7H20, 0.25 g de KC|,
250 pl de una solucion A. Disolver en 180 ml de H0 Mili-Q (MQ), ajustar el
pH a 7.0 con NaOH y aforar a 250 ml con Hz0, esterilizar a 120°C (1.05
Kg/cm2) durante 20 minutos. Dejar enfriar aproximadamente a 35°C y
agregar 500 pl de la solucién B, mas 250 yl de la solucién C y por dltimo
agregar 7.5 pg/ml de eritromicina.

Medio 2xTY:
Por litro: 16 g de triptona, 10 g de extracto de levadura, 5 g de Na Cl.
Medio TYE:

Por litro: 15 g de bacto-agar, 8 g de NaCl, 10 g de triptona, 5 g de extracto
de levadura.

Medio TYE Q.7%: Medio TYE mas 0.7% de bacto-agar. Esterilizar.
Cajas 2xTY, TYE o SP:

Medio (2xTY, TYE 6 SP) mas 15 g/I de agar, secar las cajas por 15 minutos
en campana de fiujo continuo y almacenarlas a 4°C.

NOTA: todos los medios de cultivo se esterilizan a 120°C (1.05 Kg/cm?)
durante 20 minutos, almacenandose a temperatura ambiente.
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Soluciones:

Solucion A: 0.198 g de MnCl> en 100 mi de HO Mili-Q.

Solucion B: 1.83 g de FeS04.7 Hy0 en 50 ml de HaS04 TN (1.4 ml H2S04).
Solucion C: 4.90 g de CaCl 2H20 en 50 mi de HO Mili-Q.

NOTA: estas tres soluciones se esterilizan a 120°C (1.05 Kg/cm?) durante
20 minutos y almacenar a temperatura ambiente.
Amortiguador de carbonatos:

Na,CO3 5.5 ¢/ 100ml.
NaHCO3 4.2 g/100ml.

Disolver la solucion B en 50 m! de H20-MQ, agregar aproximadamente 4.4
m! 0 mas de la solucion A para llevar a un pH 10.2 (si se satura subirlo con
NaQH y aforar a 100 mi), esta solucién estaréd a 5X.

2% LLPBS: solucion PBS mas 2% de leche descremada (Carnation).

PBS: 5.84 g NaCl, 4.72 g NapHPO4 y 2.64 g NaH2P04.2H20, pH 7.2 en 1 litro,
esterilizar y almacenar a temperatura ambiente.

PMSF: 174.2 mg en 10 ml de isopropanol.

TE: EDTA 1 mM , Tris-HCl 100 mM , ajustar pH a 7.5.

Tetrametilbencidina: 100 p  g/mi en 100 mM de acetato de sodio, pH 6.0.
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Trietilamina 100 mM: 700 p |} de trietitamina (7.18 M} en 50 mi Hz0.

Tripsina 10 mg/mil: 0.01g de tripsina en 1 m! de HCl 1 mM mas CaCl; 20 mM.

Geles:
Gel de poliacrilamida al 10% (1 gel) :

Gel separador: 1.65 ml de bisacrilamida 30%/0.8%, 1.25 ml Tris-HCl (1 M
pH 8.8), 2 ml H0, 50 ul de SDS 10%, 50 ut de persulfato de amonio 10%, y 2
ul de TEMED.

Gel concentrador: 330 pi de bisacrilamida 30%/0.8%, 250 ul de Tris-HCl (1

M pH 6.8), 1.4 ml de Hz0, 20 p! de SDS 10%, 20 ul de persulfato de amonio
10% y por dltimo 2p | de TEMED.
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