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RESUMEN

El presente trabajo se enfocé particularmente en la interacciéon de una region de la toxina
CrylAb con su receptor. Mediante el uso de la técnica de despliegue en fagos “phage
display”, se logro la obtencién de dos anticuerpos que reconocen al asa 3 del dominio II de
la toxina Cryl Ab de Bacillus thuringiensis.

La obtencién de dichos anticuerpos es una herramienta de gran de valor para poder
comprender un poco mas acerca de las interacciones de las toxinas Cry con sus receptores
en la membrana intestinal de insectos susceptibles, asi como para la creacién de nuevas

estrategias para que las toxinas insecticidas de Bacillus thuringiensis aumenten su efecto

toxico.



Aislamiento de anticuerpos monoclonales que reconocen al asa 3 del

dominio II de la toxina Cryl Ab de Bacillus thuringiensis

1. INTRODUCCION

Afio con afio México aumenta su poblacién considerablemente y por lo tanto la produccion
de alimentos es insuficiente. Entre las causas que provocan esta disminucién de alimentos
esta el gran nimero de plagas que invaden los cultivos de nuestro pais, reduciendo hasta un
25% la produccidn total. En la mayor parte del mundo, el control de plagas se realiza a base
de insecticidas quimicos y en México esta alternativa es muy utilizada. EIl uso de
insecticidas quimicos tiene graves consecuencias sobre el medio ambiente ya que pueden
provocar severas intoxicaciones en el humano debido al consumo de alimentos
contaminados y de forma general la acumulacion de residuos toxicos provenientes de este
‘ tipyo ,d‘é insecticidas puede afectar a otras especies (Githeko et al.,2000, www.FAO.ORG).
Cbnsideréndo estos graves problemas se ha propuesto la busqueda y caracterizacion de
ciertas proteinas con propiedades insecticidas, las cuales pueden ser utilizadas en el control
' de plagas lo que permitiria tener una mayor produccion y seguridad en los alimentos.
Aunque diversos productos naturales derivados de bacterias, hongos y plantas han sido
‘identiﬁcados como agentes de gran potencial insecticida, hasta ahora la alternativa mas
eficiente y mejor estudiada ha sido la produccién de proteinas insecticidas como las de
Bacillus thuringiensis (Bt). Estas proteinas presentan una gran especificidad contra diversos
oOrdenes de insectos y un alto poder insecticida, ademas de ser completamente
bi'cyaeg:radables, no tienen ningun efecto sobre plantas, humanos y otros vertebrados
(Bishop, 1994; Rajamohan et al., 1998). Recientemente se ha logrado la clonacién de los
genes de las proteinas insecticidas de Bt en plantas, haciendo ingenieria genética de las
mismas, lo cual permite una eficiente eliminacion de la plaga, en areas fuertemente
infectadas (Van Rie, 2000). Sin embargo, comparado con los insecticidas quimicos,
productos basados Bt tienen un papel minimo, ya que solo cuenta con un 2% d; aplicacion
en campo. La razdn de esta preferencia se debe a que los insecticidas convencionales tienen

una rapida aplicacién, mientras que el utilizar Bt es un proceso mas lento y laborioso ya que

~N



estas proteinas insecticidas son téxicas solo contra estadios larvarios muy especificos de los

insectos plaga (Bishop, 1994).

2. ANTECEDENTES GENERALES

2.1. Bacillus thuringiensis

En un principio B¢ fue caracterizada como un patégeno de insectos y esta actividad
insecticida fue atribuida en gran medida a la produccién de cristales paraesporales. Dicha
observacidn ha permitido el desarrollo de bioinsecticidas basados en By, para el control de
ciertas especies plaga de insectos (Beegle and Yamamoto,1992) de los ordenes Lepidoptera
(mariposas y polillas), Diptera (moscas y mosquitos), Coledptera (escarabajos y gorgojos)
e Himendptera (avispas y abejas). Algunas toxinas Cry muestran actividad tdéxica para
algunas especies que no son insectos como nematodos. En cuanto a la ecologia de B¢, ésta
bacteria ha sido aislada del suelo, reservorios de granos, cadiveres de insectos y del
rizoplano (superficie de la planta) y se le ha considerado como un patégeno oportunista
(Schnepfet al., 1998).

Otros trabajos han reportado la presencia de un nimero de compuestos extracelulares que
contribuyen a la virulencia de Bt, dentro de los cuales se encuentran algunas fosfolipasas
(Zhang et al., 1993), B-exotoxinas, proteasas (Lovgren,1990), quitinasas y las proteinas
insecticidas secretadas vegetativamente (VIPs) (Estruch et al.,, 1996). En afios mas
recientes se ha encontrado que también las a-exotoxinas, hemolisinas y las enterotoxinas
contribuyen a la virulencia (Hansen and Salamitou, 2000).

Bacillus thuringiensis es una bacteria gram positiva, aerobia estricta, que posee la
caracteristica de formacion de esporas, las cuales forman un cuerpo paraesporal llamado
cristal durante la fase estacionaria de su ciclo de vida. Este es de naturaleza proteica, tiene
propiedades insecticidas y esta constituido por proteinas denominadas &-endotoxinas,
también conocidas como proteinas Cry y Cyt (Beegle and Yamamoto, 1992).

Los genes que codifican para estas proteinas se encuentran en plasmidos transmisibles y
flanqueados en algunos casos por eclementos transponibles (transposones), lo cual explica

como estos genes pueden pasar facilmente de una cepa a otra. Se ha observado el proceso



de conjugacidn entre diferentes cepas en el suelo y dentro de insectos (Bravo et al. 1992).
La gran cantidad de sintesis de cristal en Bt y la coordinacién con su produccién en la fase
estacionaria esta controlada por una variedad de mecanismos que ocurren a niveles de
transcripcién, postranscripcion y postraduccion. A nivel transcripcional, el desarrollo de la
esporulacién es controlado por la activacion sucesiva de factores sigma, los cuales se unen
al centro de la RNA polimerasa, para dirigir la transcripcion de promotores especificos para

la esporulacion. FIG 1.

Crecimiento Fase estacionaria
exponencial
T Estado de transcicin Esporulacién
DO - P - -——
8 Produccién de enzimas degradativas,
' hemolisinas, enterotoxinas y toxinas
2 E insecticidas
53 o o

Tiempo

Figura 1. Curva de crecimiento de Bacillus thuringiensis. Adaptada de Lereclus et al., 2000.

Se mapearon dos sitios que marcan el inicio de la transcripcion; Bt Iy Bt II, definiendo dos
sobrelapamientos de promotores activados secuencialmente. A nivel postranscripcional, la
estabilidad del mRNA, es alrededor de 10 min y es 5 veces mas que la vida media del
conjunto de mensajeros de la bacteria en promedio. Por ultimo, postraduccionalmente las
proteinas Cry generalmente forman inclusiones cristalinas en el compartimiento de la célula
madre. Dependiendo de la composicion de su protoxina, el cristal puede tomar varias
formas: bipiramidal (Cryl1), cuboidal (Cry2), rectangular liso (Cry3A), irregular (Cry3B),
" esférica (Cry4A y Cry4B) y romboidal (Cry11A). Diversos estudios muestran que el
carboxilo-terminal de las protoxinas Cryl, es rico en cisteinas, lo cual contribuye en la

formacidn y estructura del cristal, a través de puentes disulfuro (Schnepf et al., 1998).

13
"

TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN




2.2. ESTRUCTURA DE LAS TOXINAS CRY

Las 8-endotoxinas de Bt pertenecen a dos familias de genes distintas llamadas Cry y Cyt.
De las S8-endotoxinas Cry son conocidas mas de 164 secuencias de genes y estan
clasificadas en 30 subgrupos, los cuales tienen un peso molecular de 60-70 kDa en su forma
activa y su estructura comprende tres dominios globulares (Schnepf et al., 1998).

Las 8-endotoxinas Cyt forman una pequeiia familia de nueve miembros conocidos. Estas
presentan un peso molecular de aproximadamente 25 kDa en su forma activa y se
componen de un solo dominio (Knowles et al., 1994).

Las estructuras tridimensionales de las toxinas activadas con tripsina Cry3A (especifica
para Coleopteros), CrylAa (especifica para Lepidopteros) y de la protoxina de Cry2Aa
(especifica para Dipteros) se han resuelto por cristalografia de rayos X, mostrando que las

tres proteinas estan constituidas por tres dominios muy similares (Li et al.,1991;

Grochulski et al., 1995; Morse et al., 2001). FIG. 2 o
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Figura 2 . Estructura cristalogrifica de las toxinas (A) Cryl Aa, (B) Cry3A y (C) Cry2Aa de
Bacillus thuringiensis. Tomada de Bravo y Soberén, 2000,



Las toxinas Cry3A y Cryl Aa tienen un 36% de identidad en su secuencia de aminoacidos
mientras que la toxina Cry2Aa muestra menos del 20% de identidad en su secuencia de
aminodicidos con CrylAa y Cry3A (Schnepf et al., 1998). En particular las estructuras de
las toxinas CrylAa y Cry3A son mas semejantes entre si y presentan las siguientes
caracteristicas:

El dominio I, comprende el extremo amino-terminal y esta constituido por siete hélices-a
de las cuales la hélice a-5 se encuentra rodeada por las seis restantes; el dominio II esta
constituido de tres laminas PB-antiparalelas unidas entre si por asas expuestas que
constituyen las regiones variables de las difererites toxinas Cry. Por este arreglo se propone
que estas asas son similares a los sitios de unidn a antigenos de las inmunoglobulinas y por
lo tanto se piensa que tienen un papel importante en el reconocimiento del receptor de las
toxinas Cry, por ultimo, el dominio III constituye el extremo carboxilo-terminal y consta
de un B-sandwich compuesto por dos laminas B-antiparalelas, arregladas una sobre otra (Li
et al.,1991; Grochulski et al., 1995; Schnepf et al., 1998).

Hofte y Whiteley en 1989 notaron la existencia de cinco bloques conservados en la
secuencia de aminoacidos de las toxinas Cry. Por la existencia de estos bloques
conservados se propuso que las toxinas Cry presentan una estructura giobular similar.

FIG 3.
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Figura 3. Bloques conservados en la secuencia de aminoacidos de las toxinas Cry. Tomada
de De Maagd, et al., 2001.

L El bloque 1, C(;nstituido por la hélice a-5 del dominio I, la cual esta involucrada en la
f‘brﬁjacién ae»boro. El bloque 2, incluye la hélice -7 del dominio [ y la primera (-
'anti'pzvlyralela‘ :del_ dominio II. Estas dos estructuras comprenden la regién de contacto entre
ambos .d(').miniés. Los bloques 3, 4 y 5 se encuentran dentro del dominio III. El bloque 3,
contiene la tltima B-antiparalela del dominio II, una estructura involucrada en la

interaccion entre el dominio 1 y II (Schnepf et al., 1998).
2.3. MECANISMO DE ACCION DE LAS TOXINAS CRY

El mecanismo de accion de las proteinas Cry de Bt consta de varios pasos dentro de los
cuales se encuentran: 1. la solubilizacion de los cristales dentro del intestino medio de las
larvas de insectos susceptibles, el cual presenta un medio con condiciones alcalinas y
“reductoras tomando como ejemplo el intestino de muchos lepidopteros y dipteros. 2.
_D¢spués de la solubilizacion las proteinas Cry son liberadas como protoxinas, generalmente
‘ pres‘,entayn un tamafio molecular de 130-140 kDa para las toxinas Cryl (Masson et al.,

~2001). ‘3. Una vez solubilizadas, son procesadas proteoliticamente como proteinas con



actividad téxica de 60-70 kDa, las cuales son resistentes a las proteasas del insecto
(Hofman et al.,1988). 4. Estas toxinas activadas se uncn con alta afinidad a receptores que
se encuentran cn las células columnares de la microvellosidad apical del intestino medio de
insectos susceptibles (Aronson and Shai. 2001). Se propone que esta unioén especifica
involucra dos pasos: la union reversible seguida de la union irreversible (Dean et al., 1996).
El paso de union reversible esta asociado con el reconocimiento entre la toxina y su
receptor, mientras que la unién irreversible implica la insercion de la toxina en la
membrana celular (Schnepf et al., 1998).

5. Posteriormente, ocurre un cambio conformacional en la molécula de la toxina y
subsecuentemente se inserta en la membrana (Rajamohan et al., 1998).

Se postula que las moléculas de toxinas Cry forman agregados a través de interacciones
toxina-toxina, los cuales son responsables de la formacion de poros liticos (Soberén et al.,
2000; Lorence et al.,, 1995; Schwartz et al., 1993), los cuales interrumpen el gradiente
idnico de la microvellosidad apical, permitiendo la entrada de cationes, aniones y agua,
provocando asi una lisis eventual de las células que resulta finalmente en la pardlisis del

intestino y conlleva a la muerte de la larva (Schnepf et al., 1998). FIG. 4.

w,.] ‘W,,J.J..»u,.mr.‘ R 2222222 .
235 023355533 5535550022355533033333535033%
Figura 4. Representacion esquematica del mecanismo de accion de las toxinas Cry de

Bacillus thuringiensis, los nimeros representan los pasos secuenciales en este

procedimiento. Tomada de De Maagd, et al., 2001.
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2.4. FUNCION DE LOS DOMINIOS DE LAS TOXINAS CRY

2.4.1. Domminio I.

Las hélices del dominio I son altamente anfipaticas, con las hélices a—4 y -5 como las
regiones mas hidrofébicas (Grochulski et al.,1995).

La estructura de este dominio, asi como los resultados de mutaciones sitio dirigidas,
sugieren que éste participa en la insercion de la toxina en la membrana y la formacion del
poro (Chen et al., 1995). Su estructura es muy similar a las regiones de formacién de poro
del grupo E1 de las colicinas y a la subunidad B de la toxina de la difteria. Estas estructuras
se caracterizan por su actividad de formacion de canales idnicos y por la aparente
formacion de oligémeros (Parker and Pattus, 1993).

Estudios de insersién utilizando espectroscopia de transformacién infrarroja para estudiar la
estructura y orientacion de las hélices de la toxina Cry3A cuando se unen o insertan dentro
de la membrana, sugieren que todas las hélices del dominio I excepto la hélice «-1
interaccionan con la membrana lipidica y las hélices a-4 y la a—5 presentan una
orientacion transmembranal de manera antiparalela. Estos resultados son consistentes con
uno de los modelos propuesto para describir la orientacidn de las hélices del dominio I al
interaccionar con la membrana, en el cual solo las hélices a—4 y «—5 se insertan en la
membrana como una “sombrilla” sugiriendo que solamente una parte del dominio I es
capaz de insertarse en la membrana.

Las toxinas Cry pueden formar canales ionicos en vesiculas fosfolipidicas sintéticas, pero
la eficiencia es muy baja y se requiere un exceso de toxina (Lorence et al., 1995). Sin
embargo, se ha observado que si se incorpora la molécula receptora se requicre menor
cantidad de toxina para la formaciéon de canales idnicos (Schwartz and Laprade, 2000

Lorence et al., 1995)



2.4.2, Dominio I1.

Se propone que el dominio II determina la especificidad ya que representa la parte mas
divergente en la secuencia de aminoacidos entre las diferentes toxinas Cry siendo las
secuencias de las asas las regiones menos conservadas entre las diferentes toxinas. Por
estudios de mutagénesis y de pequefias modificaciones en estas regiones haciendo
intercambio de fragmentos, han sido identificados algunos aminoacidos involucrados en la
unién a la membrana de ciertos insectos coledpteros y lepiddpteros (Dean et al., 1996).
Algunos efectos de mutaciones realizadas en las regiones de las asas del dominio II de las
diferentes toxinas Cry se muestran en la TABLA 1.

Los datos en esta tabla indican que pueden haber efectos de disminucién 6 aumento en la
unién y toxicidad en las diferentes toxinas Cry al realizar mutaciones en algunos de los
residuos del dominio II. También se observa que la misma mutacion en algunas asas de la
toxina, puede tener efectos diferentes en distintos insectos.

Estos datos han sugerido que estas asas son blancos excelentes para el disefio de nuevas
toxinas, con diversa especificidad y toxicidadad mejorada. (Schnepf et al., -1998;

Rajamohan et al., 1996 a, b).
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TABLA 1. Efecto de algunas mutaciones en las asas del dominio II de algunas toxinas Cry.

Tomada de Schnepf et al., 1998.

Gene Asa Secuencia Mutacién Residuo(s) Efecto en union” Toxicidad® Insecto

R/I
CrylAa 1 FNY AAA 313-315 N /-2% baja B. mori
CrylAa 2 LYRRIIL AAAAAAA 365-371 -10 x/ND -1,000 B. mori
CrylAb a8 AL GS 282-283 N/N N M. sexta
CrylAb o8 AL GS 282-283 +10x / ND +7 L. dispar
"CrylAb 2 F A 371 -2x/-35% -600 M. sexta
CrylAb- 2 F A 371 +0.7x /ND +1.6 H. virescens
CrylAb 2 N A 372 +4.4x /N +8.5 L. dispar
CrylAb 2 N G 372 +4.4x /N +8.5 L. dispar
CrylAb 3- G A 439 -11.7x /N -103 M. sexta
CrylAb -3 F A 440 -8.9x /N -19.6 M. sexta
CrylAc. 1. GYY VSF . 312314 0.7x /N 7.7 M. sexta
CrylAc.:. GYY VYF 312-314 -1.8x /N 6.2 M, sexta
CrylAc. 2 YRRP  YRIP 367-370 -10.8x /N 74 M. sexta
CrylAc::2: YRRP 367-370 N/N +2.0 M sexta
' SGFS 438-441 -14.8x /N +1,000 M. sexta
S 438 -200 L. dispar
G 439 -625 L. dispar
F 440 469 L. dispar
350-354 -9x / ND N T. molitor
ry3 20 412-413 N/ND N T. molitor
C}y}A 3 ‘MQGSRG AAAAAA  481-486 -4x / +20% +2.4 T molitor
CrylC. 3 Q K 436 +93 59% . littoralis
.CrylC 323 - Q E 436 +110 47% S. littoralis
“CrylC =3 R K 437 +28 58% A. aegypti
CrylC =3 8§ F 438 ND 0 A. aegypti
CrylC 3 G A 439 ND 0 A. aegypti

a". Ta union reversible se indica como valores en numero de veces, mientras que [a union irreversible se indica

como porcentaje.
b . valores con signo (-) son decrementos y valores con signos (+) sin incrementos.
R. reversible. L. irreversile.

N . nulo. ND. No detectable.
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2.4.3. Dominio III.
Estudios recientes sugieren que el dominio III, junto con el dominio II, estidn involucrados

en la especificidad y el reconocimiento del receptor (Aronson and Shai, 2001).

Se realizaron algunos estudios, utilizando el dominio I para la creacion de toxinas hibridas
(Lee et al., 1995) y se observé que este dominio determina la especificidad para las toxinas
CrylAc y CrylAa para L. dispar. Experimentos de unidén de ligando con VMMA,
demostraron que las proteinas con el dominio III de la toxina Cryl Aa se unian a una
proteina de 210 kDa tipo caderina y las proteinas con el dominio III de la toxina Cryl Ac se
unian a una proteina de 120 kDa. Determinando de la misma manera la especificidad de la
toxina CrylAb y CrylC en S. exigua (De Maagd et al., 1996).

Mas recientemente, realizando experimentos de mutagénesis se demostré que el domino III

es necesario para la union especifica de la toxina CrylAc en VMMA de M. Sexta (De

Maagd et al., 1999).

3. ANTECEDENTES PARTICULARES

3.1. RECEPTORES DE LAS TOXINAS CRY

Los receptores en la membrana de la microvellosidad apical del intestino medio de insectos
blanco, son un factor clave para determinar la especificidad de las toxinas Cry (Garczynski
et al., 1991; Wolfersberger et al., 1995). Esta interaccion toxina - receptor, se ha estudiado
con detalle con toxinas marcadas radiactivamente y con VMMA de insectos lepiddpteros
(I-ic;fm.an et al., 1988; Van Rie et al., 1989; Lee et al., 1992).

Hasta ahora, se han podido identificar dos moléculas receptoras de las toxinas Cry, las
cuales son descritas como una molécula tipo aminopeptidasa-N (Denolf, 1999) y una
molécula tipo caderina (Francis, B and Bulla Jr, 1997; Vadlamudi, R, 1993).

Diferentes trabajos indican que la aminopeptidasa-N (APN) es el receptor de algunas
toxinas Cry. La presencia de este receptor de 120 kDa para la toxina CrylAc, fue el
primero en ser observado en experimentos de unioén de ligando con VMMA de M. sexta

(Garczynski et al.,, 1991). Antes de ser caracterizado, era sabido que la unién de Cryl Ac
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con su receptor era inhibida por N-acetilgalactosamina (GalNac), sugiriendo la presencia de
motivos de GalNac asociados al receptor (Knowles et al., 1994). De manera contraria a
Cryl Ac, la unién de CrylAa 6 CrylAb a la APN no se afecta por la presencia de este
azicar (Masson et al., 1995).

Posteriormente la proteina fue identificada como una metaloproteasa aminopeptidasa-N y
su funcién como receptor de la toxina CrylAc fue demostrada cuando se incorporé a
vesiculas fosfolipidicas. Su clonacién indicé la presencia de sitios de glicosilacién y se
demostré que esta anclada a la membrana por glicosilfosfatidilinositol (GPI), localizado en
su extremo carboxilo-terminal (Denolf et al., 1997; Knight et al., 1995).

El papel de la APN como receptor de la toxina Cry1C se demostré recientemente al realizar
una reduccién en los niveles de APN mediante la metodologia de RNA interferente de
doble cadena en larvas de S. litrzura. Como consecuencia de la expresion reducida la
sensibilidad de las larvas para la toxina Cryl C disminuye (Rajagopal et al., 2002).

Se ha descrito un segundo receptor del tipo de las caderinas (Bt-R1), el cual fue purificado
y clonado de M. sexta (Vadlamudi et al., 1993). Presenta entre 30 y 60 % de similitud con
otras proteinas de la superfamilia de las caderinas, su peso molecular ha sido estimado a
partir de su secuencia de cDNA y es de aproximadamente 210 kDa (Vadlamudi et al.,
1995). Se ha observado que a este receptor se unen las toxinas Cryl Aa, CrylAb y CrylAc
(Francis and Bulla Jr, 1997).

Haciendo hibridos de las toxinas CrylAa y Cryl Ac, se demostré que el dominio II de la
toxina CrylAa es requerido para la unidn de la toxina a este receptor de 210 kDa (lhara et
al.,1998).

También se ha descrito una proteina de 175 kDa (Bt-Ri75) similar en un 80 % con el
receptor Bt-R1, esta proteina fue purificada de Bombix mori y es capaz de unirse a la toxina
CrylAa (Nagamatsu et al., 1998 y 1999).

Proteinas receptoras del tipo de las caderinas pueden tener funcion de receptores en otros
insectos. Se reportd un receptor de tamafio similar para la toxina CrylAa, haciendo
experimentos de union de ligando con VMMA de L. dispar, pero la proteina no se ha
logrado purificar (Jenkins and Dean 2000).

Tanto Bt-R1 como Bt-Ri7s al ser expresados en lineas celulares fueron capaces de unir a las

toxinas Cryl A y Bt-Ri7s proporcioné sensibilidad hacia la toxina Cryl Aa.
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Recientemente se observé que una mutacion que interrumpe el gene de la caderina de A.
virescens provoca resistencia en una poblacion de insectos , mostrando el papel funcional

de la caderina como receptor de las toxinas Cry (Gahan et al., 2001).
3.2. EPITOPES EN LOS RECEPTORES QUE UNEN A LAS TOXINAS CRY

Para determinar los sitios de unién de la toxina Cryl Aa en el receptor Bt-Ri7s de B. mori se
produjeron algunas variantes de esta proteina receptora mediante, logrando identificar una
region de aproximadamente 600 aminoacidos localizada hacia el extremo carboxilo
terminal que es capaz de unir a la toxina Cryl Aa con Bt-Ri7s5 (Nagamatsu et al., 1999).

Otra estrategia empleada mas recientemente para mapear los sitios en los receptores que
son reconocidos por las toxinas CrylA’s, ha sido la técnica del “despliegue en fagos”.
Utilizando esta estrategia se ha podido localizar un epitope en el receptor Bt-R1 de M. sexta
que interacciona con las toxinas Cryl A (Gémez et al., 2002).

Para localizar este epitope, se aislé un anticuerpo tipo scFv, mediante la técnica de
despliegue en fagos que fuera capaz de reconocer a la toxina CrylAb. Este anticuerpo
monoclonal designado como scFv73 fue capaz de competir la interaccion de la toxina
CrylAb con el receptor Bt-R1 de M. sexta. La secuencia de aminoacidos del CDR3 del
scFv73 (RITQTTNR), mostré 71% de similitud con una region discreta de 8 aminoacidos
presentes en Bt-R1 de M. sexta (*’HITDTNNK®"®) (Gémez et al., 2001). Con el fin de
conocer que region de la toxina Cryl Ab era reconocida por el anticuerpo scFv73 y tomando
como antecedentes trabajos que reportan el papel del dominio II de las toxinas Cry en la
unién al receptor (Dean et al., 1996), se hicieron péptidos sintéticos correspondientes con
las regiones de las asas expuestas de este dominio. Experimentos de competencia en
" ensayos tipo “western blot” mostraron que el anticuerpo scFv73 incubado previamente con
el péptido sintético del asa 2 de la toxina CrylAb es incapaz de unirse a la misma, lo cual
sugirié que esta asa reconoce al anticuerpo scFv73 y al receptor Bt-Rllo cual fue

confirmado en experimentos de unidn de ligando (Gomez et al., 2002).
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3.3. DESPLIEGUE EN FAGOS (PHAGE DISPLAY)

La técnica de despliegue en fagos “phage display” involucra la expresion de grandes
bibliotecas de moléculas como proteinas 6 péptidos fusionadas en la superficie de
bacteriofagos filamentosos; de esta forma, estas pueden estar sujetas a seleccion biologica o
molecular para aislar moléculas con propiedades de unidn particulares (Smith, 1985; 1993).
Inicialmente el sistema fue utilizado para mapear epitopes de anticuerpos por medio de la
expresion de grandes bibliotecas (107-10%) de péptidos al azar (Parmley and Smith, 1988;
Cwirla et al.,1990; Scott and Smith, 1990). Sin embargo, ha probado ser aplicable
facilmente a muchos tipos de interacciones moleculares incluyendo la produccién o
manipulacion de anticuerpos (McCafferty et al., 1990; Barbas et al., 1991, Griffiths et al.,
1993), enzimas y sus sustratos (Corey et al.,, 1993; Dennis et al., 1994), interacciones
proteina-proteina (Oldenburg et al., 1992; Rickles et al., 1994) y proteinas de unién a DNA
(Rebar and Pabo., 1994; Choo and Klug, 1994).

Repertorios de anticuerpos recombinantes han sido derivados de hospederos inmunizados y
no inmunizados. Para la primera fuente, haciendo uso de la PCR se han logrado amplificar
los genes VH (Orlandi et al., 1989) de poblaciones de linfocitos del bazo de ratones
inmunizados (Ward et al., 1989; Clarckson et al., 1991), de la sangre de sistema circulatorio
periférico de humanos inmunizados (Mullinax et al., 1990) y de médula ésea de pacientes
infectados por virus (Barbas et al., 1992). La exposicién del donador al antigeno(s), resulta
en el enriquecimiento del repertorio de genes especificos para el antigeno y tipicamente
resulta en el aislamiento de anticuerpos de alta afinidad (Clarckson et al., 1991; Barbas et
al,, 1992). Sin embargo bibliotecas derivadas de una fuente inmunizada permiten el
aislamiento de anticuerpos solamente contra un nimero de antigenos limitado (Barbas et
al., 1992).

Gran diversidad de repertorios de anticuerpos también pueden derivar del rearreglo de
genes de humanos “no inmunizados” (Marks et al., 1991; Griffiths et al., 1993) o de genes
semisintéticos generados por PCR de la linea germinal de los genes deseados usando
primers que contienen la secuencia correspondiente al CDR3 (Hoogenboom and Winter,

1992; Nissim et al., 1994; De Kruif et al., 1995). Repertorios no inmunes y sintéticos han
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é"ahtiéu"érpos con diferente especificidad y afinida (Hawkins et al.,
'o,’éit‘fniento al antigeno en el anticuerpo pueden ser clonadas y

"s’:c}n ‘heterodimeros de las regiones variables de las cadenas
s (VL) del anticuerpo, asociadas no-covalentemente.
_ adena sencilla (scFv) los cuales consisten de las regiones VH y
‘ ‘VL hg,adas porun peptldo flexible.
. ‘Fragmenlos Fabs en los cuales estdn asociadas no-covalentemente las VH con las
cadenas pesadas CH (VH-CH) y las VL con las cadenas ligeras CL (VL-CL) de
cada anticuerpo. FIG 6.
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Figura 6. Diversos tipos de fragmentos creados a partir de las regiones variables de los

anticuerpos.
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7 La ekprésiéﬁ'de estos fragmentos de anticuerpos se realiza mediante su fusion con algunas
de .lyas_ prt.'dtel'n'as de cubierta de un bacteri6fago filamentoso. De esta forma el bacteriofago
flota ‘libfeiﬁ'e'nlé én el medio extracelular hasta que hace contacto con la estructura sexual
. conocida como p111 en la superficie de E. coli. La adhesidon del bacteriéfago al pili esta

- medlada vig gp3 de la cual hay cinco copias en uno de los extremos de la particula de fago.

La , esencnal para la adsorcién del fago por medio del pili durante la infeccién. El
DNA puede ser introducido dentro del huésped por otras rutas in vitro como transfeccién

 por electroporacnon (Pound, 1998).

Figura 7. Estructura del bacteriéofago filamentoso.
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JUSTIFICACION

Es importante obtener mas informacién de cdmo es la interaccion de las toxinas Cry con su
receptor en la microvellosidad apical del intestino medio de insectos susceptibles.
Por esta razén la realizacion de este trabajo, partié de los antecedentes mencionados a
continuacién:

e Mutaciones en el asa 3 de la toxina CrylAb afectan la unién y toxicidad en M.

sexta.
e Latécnica de despliegue en fagos “phage display” es una herramienta poderosa para

el estudio de interacciones proteina-proteina.
Previamente en nuestro laboratorio se construyd una biblioteca de anticuerpos scFv a partir
de la médula 6sea de un conejo inmunizado con la toxina Cryl Ab (Gomez, Tesis Doctoral).
Dicha biblioteca presenta una variabilidad de aproximadamente 10°.
A partir de este repertorio proponemos aislar anticuerpos monoclonales mediante la técnica
de despliegue en fagos, que reconozcan especificamente al asa 3 de la toxina Cryl Ab, los

cuales nos permitiran identificar que region en el receptor esta siendo reconocida por dicha

asa.

OBJETIVO GENERAL

Identificar el epitope del receptor Bt-R1 de las toxinas Cryl A que interacciona con el asa 3

del dominio II.
OBJETIVO PARTICULAR

Aislar anticuerpos scFv monoclonales que reconozcan al asa 3 del dominio II de la toxina

Cryl Ab de Bacillus thuringiensis.



HIPOTESIS

Los anticuerpos que reconozcan al asa 3 del dominio II de la toxina CrylAb de Bacillus
thuringiensis pueden compartir similitud de secuencia con el sitio del receptor que reconoce

esta region de la toxina.

4. MATERIALES Y METODOS

Purificacion de la proteina CrylAb

Se crece la cepa de Bacillus thuringiensis variedad berliner, 1a cual contiene el gene que
expresa la proteina CrylAb, en 250 ml de medio de esporulaciéon (SP) mas 10 pg/ml de
eritromicina hasta la esporulaciéon durante 3-4 dias, a30 C con agitacion.

Posteriormente se recupera el cultivo centrifugando a 10,000 rpm durante 10 min vy se
elimina el sobrenadante, la pastilla se resuspende y lava en una solucién 0.3 M de NaCl,
0.01 M de EDTA, pH 8, centrifugando a 10,000 rpm 10 min tres veces.

Se hacen tres lavados de la pastilla en agua con PMSF 1 mM. Finalmente, se resuspende la
pastilla en una solucion amortiguadora (TTN) que contiene 20 mM de tris, 300 mM de
NaCl, tritén X-100 0.01% pH 7.4 (se puede sonicar si en el medio de cultivo no existe una
cantidad sufieciente de esporas-cristales, dando tres pulsos de 1 min 3 veces a 20 watts con
1 min de descanso).

Para la purificacion de los cristales por gradiente de sacarosa se utilizan las siguientes
concentraciones: 84, 79, 72 y 62% de sacarosa agregando a cada una de estas 2 ml de tris-
HC1 1 M pH 8, 80 ul de NaCl 5 M y 400 pl triton X-100, se centrifuga a 23000 rpm por 20
mina 15 C.

Se separan las fracciones obtenidas y se recupera aquella que contenga los cristales, para

eliminar la sacarosa se lava la fraccién con agua Mili Q mas tritén X-100 0.01%,
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centrifugando a 10,000 rpm durante 10 min 3 veces. Finalmente se resuspende la pastilla en

tris-HCI1 50 mM pH 8, 1 mM de PMSF y pueden mantenerse a4 C.

Solubilizacion de los cristales y activacion de la protoxina.

Se toma una alicuota de los cristales (en tris-HCI- PMSF) y se centrifuga 10 min a 10,000
rpm y la pastilla se resuspende en una solucion amortiguadora de carbonato de sodio 50
mM pH 10.5 mas 0.02% de mercaptoetanol. Se incuba a 37 C con agitacidon durante 2 hrs,
pasado este tiempo se centrifuga la muestra a 10,000 rpm por 10 min y se recupera el

sobrenadante.

La activacion se hace con una proporcién 1: 20 (proteina:proteina) de tripsina (SIGMA)
incubando la muestra a 37 C con agitacion suave durante 1 h, posteriormente se adiciona 1
mM final de PMSF para inactivar las proteasas, se centrifuga 10 min a 10,000 rpm y se

recupera el sobrenadante (toxina de 60-65 kDa).
El proceso de solubilizacién y activacion de protoxina a toxina se verifica en un gel de

acrilamida al 9% en condiciones desnaturalizantes.
Determinacion de la concentracion de proteina.

Esta se determina por el método de Bradford (Bio-Rad) tomando como referencia una

curva preparada con albiimina bovina (BSA).

Rescate de la biblioteca de scFv's de médula osea de conejo inmunizado con toxina

CrylAb.

Se inoculan 50 ul de la biblioteca en 50 ml de medio de cultivo 2xTY con 100 pg/ml de
ampicilina y glucosa 1%. El cultivo se incuba a 37 C con agitacién hasta alcanzar una
densidad optica (D.O.) leida a 600 nm de 0.5. Se infectan 10 ml de este cultivo con el fago
ayudador M13 en una proporcién 1:20 (bacterias:fago) e incuban sin agitacion a 37 C

durante 30 min. Posteriormente se centrifugan las células a 1,385 rpm por 10 min y se
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resuspende la pastilla en medio de cultivo 2xTY con 100 pg/ml ampicilina y 25 pg/ml de
kanamicina y se adiciona a 270 ml de 2xTY amp/kan dejando incubar con agitaciéna 30 C

toda la noche (Nissim, et al. 1994),
Precipitacion de los fagos con polietilenglicol (PEG)

Centrifugar el cultivo anterior a 16,950 rpm por 10 min y adicionar 60 ml de PEG 20%,
NacCl 2.5 M (PEG/NacCl) al sobrenadante (1/5 del volumen final), mezclar bien e incubar a

4 (C durante 1 h. Pasado este tiempo, centrifugar a 16,950 rpm por 30 min y resuspender la
pastilla en agua estéril mas 8 ml de PEG/NaCl, mezclar bien e incubar a4 C durante 20
min. Se centrifuga la muestra a 1,385 rpm por 30 min y se resuspende la pastilla en PBS
estéril, se vuelve a centrifugar a la misma velocidad por 10 min para remover cualquier
residuo de bacterias y se recupera el sobrenadante que contiene los fagos, los cuales

pueden almacenarse a4 C por un periodo corto (Nissim, et al. 1994).
Seleccion de fagos en inmunotubo.

Dejar pegando una concentracion conocida de la toxina Cryl Ab que puede variar entre 1-
100 pg, en una solucion amortiguadora de carbonatos 50 mM pH 9.6 en un inmunotubo
(Nunc, maxisorp®) toda la noche a 4 C. Al siguiente dia lavar el inmunotubo 3 veces con
PBS, posteriormente se bloquea con leche descremada al 2% en PBS (MPBS) incubando a
37 C durante 2 hrs, transcurrido este tiempo se lava 3 veces el inmunotubo con PBS para
después adicionar 1x10'® fagos en 4 ml MPBS 2% e incubar 2 hrs a temperatura ambiente
haciendo rotaciones ocasionales.

Lavar 20 veces el inmunotubo con PBS-Tween-20 (0.1%) y otras 20 veces con PBS.
Finalmente se recuperan los fagos unidos a la proteina (toxina CrylAb) pegada en el
inmunotubo con 1 ml de trietilamina 100 mM agitando perfectamente el inmunotubo
durante 10 min e inmediatamente, al pasar el tiempo de agitacidn adicionar 200 ul de tris 1
M pH 7.4 para neutralizar. '

Para realizar la amplificaciéon de los fagos recuperados del inmunotubo, se toma una

alicuota para infectar 5 ml de un cultivo de la cepa TGI de £. coli, se incuba a 37 C por 30
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min sin agitacion para permitir la infecciéon, posteriormente se distribuye la muestra en
cajas petri de 20 x 20 cm con medio 2xTY amp/gluc y se incuban a 37 C toda la noche.
Al siguiente dia se adiciona a cada caja 2 ml de medio 2xTY mas 2 ml de glicerol y se

recuperan las células con una varilla de vidrio para iniciar una nueva ronda de seleccion.

FIG 8.
NOTA: Para realizar las rondas de seleccién, se toman 50 pl de este homogenado y se
ponen en un matraz con 50 m! de medio 2xTY amp/glu y se continua siguiendo los mismos

pasos que para el rescate de la libreria de scFv's con ¢l fago ayudador M13.
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Figura 8. Seleccion de fagos en inmunotubo (phage display).
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Titulacion de fagos obtenidos en cada ronda de seleccion.

Después de recuperar los fagos, se toman 10 ul de los mismos y se mezclan con 990 pul de
medio 2xTY (1x10?) y se preparan diluciones seriadas. ‘

Posteriormente se toman 10 pl de cada dilucién de los fagos y se mezclan con 990 pl de un
cultivo de la cepa TG1 previamente crecido a una D.O. leida a 600 nm de 0.5, se incuban a
37 C durante 30 min sin agitacion para permitir la infeccion. Por altimo se platean 100 pul
de células infectadas correspondientes a cada dilucién en cajas petri con 2xTY amp/gluc.

Dejar toda la noche a 37 C y contar el nimero de colonias resistentes a ampicilina.
Anadlisis de los patrones de restriccion de los fagos- anticuerpos scFyv seleccionados.

Se crecen colonias aisladas en medio LB amp incubando toda la noche a 37 C. Al dia
siguiente se purifica el DNA de cada colonia utilizando el Kit de Wizard y se verifica en
un gel de agarosa al 1 %.

Posteriormente se amplificaron los fragmentos scFv por PCR con los oligos Aw1(5’ GAA
TTT TCT GTA TGA GG 3°) y JK52 (5 TTA CGC CAA GCT TTG GAG CC 3’)
(Hawlisch, et al. 1999) en las siguientes condiciones:

Unciclode94 C durante 5min,30ciclos:94 C1min,55 C1lmin30s,72 C2min30sy
un ciclo de 72 C durante 10 min.

Al finalizar la reaccion de PCR se verifica la talla de los fragmentos amplificados en un gel
de agarosa al 1.5 %, la cual debe ser de aproximadamente 900 bp.

A continuacién se digieren los productos de la reaccion de PCR con la enzima de
restriccion Alul durante 3 hrs a 37 C y se verifican los productos de la digestion en un gel

de agarosa al 3 %.
Produccion y purificacion de anticuerpos scFv en forma soluble.
Se crece cada clona individual en 50 ml de medio 2xTY amp/gluc 2% a 37 C, hasta una

D.O. leida a 600 nm de 0.7-1.0 y se centrifuga el cultivo a 1,090 rpm durante 10 min a

temperatura ambiente, posteriormente la pastilla se resuspende en 50 ml de medio 2xTY
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conteniendo 100 pg/ml de ampicilina y 1 mM de isopropil-8-D tiogalactopiranésido (IPTG)
y se incuba toda lanoche a 30 C.

Centrifugar el cultivo a 1,090 rpm durante 15 min a4 C, resuspender la pastilla en 1 ml de
una solucién amortiguadora (PB) conteniendo: PBS 1X, NaCl 1 M y EDTA | mM ¢
incubar en hielo 1a muestra durante 15 min, transcurrido este tiempo centrifugar la muestra
nuevamente a 1,090 rpm durante 10 min a4 C y recuperar el sobrenadante en el cual esta
presente el contenido periplasmico de las células, posteriormente agregar MgCl2 a una
concentracién final de 2 mM y 400 pl finales con una proporcién 1:1 de Ni-NTA : PB e
incubar 10 min con agitacion.

Centrifugar 15 seg aproximadamante a 120 rpm y desechar el sobrenadante, lavar la pastilla
con 10 ml de la soluciéon amortiguadora PB tres veces centrifugando en cada coaccion 15
seg a 120 rpm, después del ultimo lavado eluir la muestra con 100 ul de imidazol 250 mM
incubando durante 10 min, transcurrido este tiempo centrifugar 15 seg a 120 rpm y

recuperar el sobrenadante.
Recuperacion de fagos “monoclonales” con PEG/NaCl.

Se crece cada clona individual en 10 ml de 2xTY amp/gluc 2%, a 30 C, hasta una D.O.
leida a 600 nm de 0.5. Se infectan las células con el fago ayudador M13 (1:20) y se incuban
a 37 C con agitacion suave durante 1 h, posteriormente se toman 5 ml del cultivo y se
inoculan en 50 ml de 2xTY amp/Kan y se dejan creciendo toda la noche a 37 C con
agitacion.

Al dia siguiente se centrifuga el cultivo a 16,950 rpm por 10 min y se adiciona 1/5 del
volumen de PEG/NaCl al sobrenadante y se mantiene 1 h 6 masa 4 C. Se centrifugaaa
16,950 rpm por 30 min y se resuspende la pastilla en agua estéril mas PEG/NaCl, se
" mantiene 20 min a 4 C, se vuelve a centrifugar a 1,385 rpm por 30 min y se resuspende la
pastilla en 1 ml de PBS estéril posteriormente se centrifuga a 1,385 rpm por 10 min para
remover cualquier residuo de bacterias y se guarda el sobrenadante que contiene los fagos a

4 C por un periodo corto.
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“Western blot”

En un gel preparativo al 9 % en condiciones desnaturalizantes se corren 5 pg de la toxina
Cryl Ab y posteriormente se realiza la transferencia de la proteina a una membrana de
PVDF al terminar la transferencia se tifie la membrana con rojo de punceau para verificar
que la proteina fue transferida. Ele exceso del colorante se lava con agua.

Se bloquea la membrana con leche descremada en PBS-T al 0.05 % con agitacion durante
1h, se lava tres veces con PBS-T 20 e incub6 con los scFv’s purificados durante 90 min, se
lava con PBS-T y posteriormente se incuba durante 2 hrs con el anticuerpo primario anti-c-
myc (dilucion 1:5000), se lava con PBS-T y se incuba 2 hrs con el anticuerpo secundario
acoplado a peroxidasa utilizando la misma dilucion.

Para revelar se utilizaron los reactivos de quimioluminicencia (PIERCE) como lo indican

las recomendaciones del fabricante.
Experimento de ELISA

Se cubren los micropozos de una placa de 96 pozos (Corning) con 100 ul de una solucién
con 10-100 pg/ml de antigeno (toxina Cryl Ab) preparada en una soluciéon amortiguadora
de carbonato 50 mM pH 9.6. Incubar la placaa 4 C toda la noche.

Al dia siguiente lavar 3 veces con PBS, posteriormente cubrir cada pozo con 200 pl de
MPBS 2% durante 2 hrs a 37 C para bloquear. Lavar 3 veces con PBS y adicionar 1x10'°
fagos precipitados con PEG/NaCl, completando a un volumen final de 100 pl con MPBS
2% final, incubar por 90 min a temperatura ambiente.

Lavar 3 veces con PBS-Tween-20 0.05% y después lavar 3 veces con PBS. Adicionar el
anticuerpo primario sheep-anti-M13 preparando una dilucién 1:1000 con MPBS 2%,
incubar por 90 min a temperatura ambiente y posteriormente lavar la placa 3 veces con
PBS-Tween-20 0.05% y después lavar 3 veces con mas PBS. Adicionar el anticuerpo
secundario HRP-anti-sheep-M13 y seguir el mismo procedimiento que para el primario.
Desarrollar la reaccion con el sustrato TMB (disolver 5 mg de TMB en 1 ml de DMSO):

afiadir 250 pl de la solucion TMB a 12 ml de una solucién reguladora de citratos y 10 ul de

25



H20; al 30 %, utilizar 100 pl de esta solucioén en cada micropozo, dejar transcurrir de 20-30
min maximo en la oscuridad. Para detener la reaccion adicionar 50 ul de H,SO, 2N, donde
la reaccion cambiara de un color amarillo a azul, por ultimo leer la absorbancia de 450-650

nm en un lector de placas de ELISA (Nissim et al., 1994).

NOTA: Para la realizacion del experimento de competencia en placa de ELISA, se pre-
incuban los fagos monoclonales con la toxina Cryl Ab durante 1 hr mientras transcurren las
2 hrs de incubacién de la placa con MPBS 2% y posteriormente se continua el mismo

procedimiento antes descrito.

Secuencia de aminodcidos del péptido sintético utilizado para el experimento de

competencia en placa de ELISA.

Secuencia de aminoacidos del asa 3 del dominio II de la toxina Cryl Ab sintética

SGFSNSSVS

5. RESULTADOS Y DISCUSION

¢ Purificacion de cristales por gradiente de sacarosa y procesamiento de la protoxina

CrylAb”

En el presente estudio se investigd la interaccion de las toxinas Cryl, especificamente la
toxina CrylAb con su receptor en el intestino medio de insectos susceptibles. Para obtener
mas informacién de este reconocimiento nos propusimos aislar anticuerpos scFv que
reconozcan al asa 2 de esta toxina.

Este trabajo se inici6 con la purificacion de la toxina Cryl Ab.
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La. toxma Cry]Ab se.purificé de la cepa Bacillus thuringiensis variedad berliner/1715, la
cual contlene el gen que expresa esta proteina para posteriormente realizar todos los

qxper;mcntos ‘contenidos en este trabajo.

La purificacién de los cristales de esta bacteria se realiza mediante un gradiente discontinuo
de 's‘si'c\arvdsa ‘previamente descrito en materiales y métodos.
:Despues de la ‘purificacién de los cristales, se lleva a cabo la solubilizacién de los mismos y

'do de este procesamiento es una proteina de aproximadamente 130 kDa llamada

protoxma la cual puede observarse en un gel en condiciones desnaturalizantes como se

'muestra eﬁ la F]G 9.

Parzi ‘q esta protema pase a su forma activa se requiere procesarla con tripsina utilizando
] 1:20 (tripsina:proteina), finalmente se recupera la fraccion soluble que
. Cthie una protefna de aproximadamente 60-65 kDa a la que designamos como toxina

actlvada, la cual también se puede apreciar en la FIG 9.

kDa o

200__ . &

116 '“ < 130
96—‘"”"

ﬁﬁi}-)
66__ .. B
i -y e G 65

M 1 2 3 4
Figura 9. Solubilizacion de los cristales y activacion de la toxina Cry1 Ab.

M. marcador de peso molecular.

1. cristales de Br. -
2. protoxina de aproximadamente 130 kDa. TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

3-4. toxina Cry1 Ab de aproximadamente 65 kDa.
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“Seleccion de anticuerpos scFv que reconocen al asa 3 de la toxina Cryl Ab por medio

de la técnica de despliegue en fagos* Phage display”

Para la recuperacién de los anticuerpos de interés, se partié6 de una biblioteca inmune
previamente generada en nuestro laboratorio (Gémez Tesis Doctoral), la cual fue clonada
en el fagémido pCANTAB vy los scFv's fueron fusionados a la proteina 3 del bacteriéfago
MI13.

El proceso de seleccion de los anticuerpos anti-asa 3 se realizé mediante la técnica de
despliegue en fagos “phage display”, la cual estd documentada como una herramienta
poderosa y muy util para el mapeo de epitopes involucrados en interacciones proteina-
proteina. Cada ronda de seleccion consiste de un ciclo de unién de los fagos que expresan
los scFv’s al antigeno inmovilizado, lavado de los fagos que no se unieron, elusion de los
fagos unidos y la amplificacién y enriquecimiento de los mismos para iniciar una nueva
ronda de seleccion. FIG 8.

Los datos correspondientes al titulo de fagos de entrada, eluidos y finalmente amplificados

durante las rondas de seleccidn realizadas en este trabajo se encuentran resumidos en la

TABLA 2.

TABLA 2. Titulos obtenidos en las rondas de seleccion en inmunotubo y ronda de

seleccion en placa de ELISA.

Ronda de selec. |Titulo de fagos | Titulo de fagos| Titulo de fagos|[] de antigeno

de entrada eluidos amplificados inmunotubo/placa

T1® 1.0x10"" ufc/ml [ 2.2x10%ufc/ml {3.4x10"ufc/ml {50 pg de toxina
Cryl Ab.

28 1.0x10"" ufc/ml | 4.5x10° ufc/ml [9.0x10ufc/ml {50 pg de toxina
Cryl Ab.

32 Asa 3 1.0x10" ufe/ml | 2.4x10" ufc/ml {2.2x10" ufc/ml | 10,000 nM de asa 3

o sintética biotinilada.
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Como se observa en esta tabla , las dos primeras rondas de seleccion se realizaron con la
toxina Cryl Ab y en la tercera ronda ya utilizamos nuestro blanco de interés, es decir el asa
3 del dominio II de esta toxina.

Esta estrategia se eligié con la finalidad de reducir el nimero de clonas inespecificas que
pueden estar presentes en el repertorio original y ademas porque la seleccidn contra el asa 3
se realizé con un péptido sintético acoplado a biotina del cual se dispone de una cantidad
limitada; esta misma situacion nos llevd a realizar la tercera ronda de seleccién en placas de
96 pozos acopladas a estreptavidina.

Es interesante notar que en la tercera ronda de seleccién fuimos capaces de recuperar
anticuerpos contra €l asa 3 a pesar de la baja concentracion del antigeno y esto nos habla

del enriquecimiento previo que se obtuvo al realizar las dos rondas de seleccién con la

toxina completa.
“Caracterizacion de clonas anti-asa 3”

Después de haber recuperado los fagos que reconocieron al asa 3 sintética del dominio II de
la toxina Cryl Ab (2.4x10), se eligieron al azar 10 colonias aisladas con el fin de conocer
su patron de restriccion y determinar cuanta variabilidad habia entre ellas.

Para la realizacion de este experimento, se amplificaron por medio de PCR los fragmentos
scFv y los productos obtenidos se digirieron con la enzima de restriccion Alul.

El analisis de estos patrones indic6é la existencia de al menos 6 clonas con patrén de
restriccion diferente las cuales se pueden observar en la FIG 10. Estos seis scFv’s fueron

utilizados para los experimentos posteriores.
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1 2 3 5 6 9

Figura 10. Patrones de restriccion de las clonas 1,2, 3, 5,6 y 9.

“Purificacién de los seis anticuerpos monoclonales (scFv) en forma soluble”

Como se menciond anteriormente cn nuestro laboratorio se construyé una biblioteca de
anticuerpos inmunes contra la toxina Cryl Ab. Dicha biblioteca [ué clonada inicialmente en
el vector fagémido pCANTARB el cual se muestra en la FIG 11, este vector carece de una
cola de histidinas y esto dificulta la purificacion de anticuerpos en forma soluble, por esta
razdn fue necesario subcionar dichas clonas en el vector fagémido pSynl entre los sitios
EcoR1 y Hind 11l FIG 11, el cual presenta una cola de histidinas que facilita la purificacion

de los anticuerpos scFv en forma soluble.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Figura 11. Vectores utilizados para la clonacién y subclonacién de la biblioteca de scFv’s

inmune contra la toxina Cryl Ab de Bt.

La purificacién de los anticuerpos de las seis clonas con patrén de restriccion diferente se
llevé a cabo como se describe en materiales y métodos. Después de haber realizado este
procedimiento la cantidad de proteina soluble (scFv) recuperada de cada clona fue muy
poca para continuar con los experimentos posteriores; sin embargo se realizé un ensayo
tipo “western blot” para observar la interaccion entre cada uno de los diferentes scFv’s y la

toxina Cryl Ab obteniendo los resultados que se muestran en la FIG 12,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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e R e +—— 65 kDa

scFv73 1 2 3 5 9

Figura 12. lnteraccic’m entre cada scFv purificad 5 con la toxina Cryl Ab.

En esta figura podemos observar que las clonas 1, 2 y ¢ presentan una mayor interaccion

con la lomna Cry lAb'," como en el caso del anticuerpo scFv73 el cual ya ha sido

calacteuz_ad ) t'rlores (Gomez et al., 2002) y por lo tanto lo utilizamos como

in'la ausencia de la clona 6 debid » a que no fue posible subclonarla

Lz_l‘ﬁgil‘: ‘
| fagér 'en el caso de la clona 3 la cantiilad de proteina soluble no es muy

b ‘rv;a poca interaccion con la toxin:. Cryl1 Ab.

TESIS CON
I LLA DE ORIGEN
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Con respecto a la obtencion de una baja cantidad de proteina de scFv’s solubles y respecto
al scFv de la clona 6 que no fue posible purificar; se sabe que algunas secuencias de los
anticuerpos pueden presentar una alta suceptibilidad a las proteasas contenidas en la
bacteria huésped y de esta manera la expresion de los anticuerpos solubles no se logra o es
muy baja, ya que la célula comienza a degradarlos en cuanto le son introducidos o bien
porque para ella esa molécula resulta téxica. De esta forma se ha observado que la
expresion y secrecion de proteinas exdgenas puede dafiar a las células bacterianas y es por
eso que es necesario el uso de un promotor que pueda ser altamente regulado para que las
células puedan crecer a la D.O. necesaria sin que se pierda el plasmido o se degrade la
secuencia del anticuerpo, antes de que la expresién sea inducida (Paund et at. 1998).

Otra posible causa por la cual no se obtuvo una proteina soluble, puede ser la no
compatibilidad de codones, puesto que los anticuerpos para crear la biblioteca inmune son
extraidos de células de mamifero y al transferir estas moléculas a una célula procarionte es
probable que ocurra esta incompatibilidad, la cual no permite la expresion adecuada de los
anticuerpos y por lo tanto no es posible obtenerlos en una forma soluble.

Dado que la cantidad de anticuerpo soluble en las seis clonas fué escasa, se decidid

continuar el trabajo con los anticuerpos monoclonales en el formato fago-anticuerpo.

“Purificacion de los seis anticuerpos monoclonales seleccionados en formato fago-

anticuerpo”

Para continuar con la caracterizacion de las seis clonas anti-asa3 se realizo la purificacion
de las mismas en formato fago-anticuerpo mediante la precipitaciéon con PEG como se
describe en materiales y métodos. Al llevar a cabo este procedimiento para purificar los
anticuerpos monoclonales, se obtuvo un crecimiento muy escaso tanto en medio sdlido

como en cultivo liquido de la clona 5, por lo que fue descartada para la purificacién de
anticuerpo monoclonal, obteniendo finalmente los titulos de las cinco clonas restantes, los

cuales se presentan en la TABLA 3.
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TABLA 3. Titulos obtenidos de la purificacién de los anticuerpos-monoclonales en

formato fago-anticuerpo de cada clona seleccionada.

Clona Titulo
1 4.6x10" ufc/mil

2 6.5x10"™ ufc/ml

1 9x10™" ufc/ml

6" 8.0x10™ ufc/ml

9 1.2x10™ ufe/ml

“Experimento de competencia en placa de ELISA utilizando un exceso de asa’3

sintética como competidor”

Después de haber obtenido cada fago monoclonal se realiz6 un experimento de ELISA para
observar la interaccion de cada uno de estos con la toxina Cryl Ab utilizando 5 ug de toxina
Cryl Ab con 1.0x10'® ufe/ml (100 pl) de cada fago monoclonal, obteniendo los valores de
absorbancia que se muestran en la FIG 13.

Posterior a la observacidn de la interaccion de cada fago monoclonal con la toxina Cryl Ab,
se realizé un experimento de competencia, en el cual se preincubaron los fagos con un
exceso del asa 3 sintética de dicha toxina para saber si estos eran capaces de seguir
uniéndose a la misma. En este experimento se utilizd como control al asa 2 sintética de la
toxina CrylAb para asegurar que la interaccion de las clonas anti-asa 3 aisladas sea

especifica contra dicha asa de esta toxina.
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Experimentdkd; EL[SA 7rﬁdﬁdérl6;lgliy>c6‘r‘r>|;féﬁcia con el asa
3 sintética

Absorbancia

Figura 13. Experimento de ELISA con los fagos monoclonales y competencia con el asa 3
de la toxina Cryl Ab de Bt.
*Interaccion de cada clona (fago monoclonal) con la toxina Cryl Ab de Br.
*Interaccion de cada clona previamente incubada con un exceso del asa 3
sintética y la toxina Cryl Ab de Br (competencia).
*Interaccion de cada clona previamente incubada con un exceso del asa 2

sintética y la toxina CrylAb de Bf (competencia).

Como se observa en la FIG 13 los valores de absorbancia correspondientes a la interaccién
de cada fago monoclonal con la toxina Cryl Ab, son mayores con respecto a los obtenidos
al preincubar los fagos con un exceso de 50 ul de asa 3 y asa 2 sintéticas como competidor
con excepcion de la clona 9 la cual muestra tener una mayor interacciéon con el asa 2 de la
toxina Cryl Ab.

Por otra parte al observar los valores de absorbancia de estas cinco clonas, se puede notar
que las clonas 2 y 3 reconocen de manera muy especifica al asa 3 sintética del dominio II
de la toxina Cryl Ab y no al asa 2 de la misma toxina utilizada como control, esto es claro

ya que el valor de la absorbancia disminuye drasticamente (aproximadamente en un 50 %)

mmara COM

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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al poner el exceso de asa 3 sintética como competidor, lo cual sugiere que ambas clonas
compiten mejor por la unién del asa 3 de la toxina Cryl Ab que las tres restantes.

Es preciso sefialar que existen diferencias en la sensibilidad por las toxinas en los diversos
érdenes de insectos, de ahi la importancia de conocer los sitios de interaccidon de estas
proteinas insecticidas con su receptor, ya que esta puede ser la clave de la especificidad de
estas toxinas que muestran un efecto toxico diferente en cada insecto blanco. Como se ha
reportado con anterioridad las toxinas Cry presentan una gran variabilidad en algunas de las
asas que conforman el dominio II involucrado en la toxicidad de las mismas y estas
diferencias en dichas regiones pueden deberse a que las toxinas presentan variacién en
cuanto a su blanco de accion. Tal es el caso del asa 3 sobre la cual se realizé este estudio,
puesto que esta region es totalmente distinta en la toxina CrylAa (QAAGAVY) yen la
toxina CrylAb (SGFSNSSVS) y ambas toxinas al parecer reconocen a los mismos

receptores en el intestino medio de diferentes insectos blanco.

6. CONCLUSION

Durante el desarrollo de este trabajo se obtuvieron al menos dos anticuerpos en formato
fago-anticuerpo que reconocen al asa 3 del dominio II de la toxina CrylAb de Bacillus
t/zilri;lgieixsis, lo cual es de gran importancia para poder entender mas acerca de la

interaccion de las toxinas CrylA con su receptor(es) en el intestino medio de insectos

susceptibles.




7. PERSPECTIVAS

El haber obtenido dos anticuerpos que reconocen al asa 3 del dominio II de la toxina
CrylAb de Bacillus thuringiensis conlleva a un arduo trabajo donde algunos de los
experimentos por realizar son los siguientes:

1. Lograr una buena expresion de los anticuerpos como proteina soluble para su
empleo en experimentos de competencia y union a la toxina CrylAb.

2. Caracterizar cada uno de los anticuerpos obtenidos (2 y 3) lo cual involucra la
obtencién de su secuencia de aminoacidos y la identificacion de la region del
receptor con la que estos muestren similitud de secuencia.

3. Continuar con la realizacion de experimentos in vitro utilizando estos anticuerpos
para poder determinar cual es el papel del asa 3 en el mecanismo de accién de las
toxinas Cryl A.

4. Realizar experimentos in vivo con cada uno de estos anticuerpos para determinar y
comprobar su papel sobre el mecanismo de accién de las toxinas Cryl en larvas de
algunos insectos susceptibles

De esta forma, realizando este tipo de experimentos se podran identificar ésta y otras
regiones tanto en la toxina como en el receptor(es) que intervengan en el mecanismo de
accion de las toxinas Cry, siendo la técnica de despliegue en fagos*‘phage display” una

herramienta de gran utilidad para la localizacion de dichas regiones.
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