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Resumen

Las proteinas producidas por Bacillus thuringiensis son una alternativa para
el control de diferentes ordenes de insectos plaga e insectos vectores de
enfermedades. Estas toxinas son altamente especificas y hasta la fecha se ha
demostrado que la especificidad y toxicidad depende de la interaccion con
proteinas receptoras en el intestino medio del insecto blanco, por lo que el estudio
de los sitios de interaccidén entre las toxinas y sus receptores es importante para
entender acerca del mecanismo de accion de estas toxinas, para su mejor
aprovechamiento.

En el caso de la toxina CrylAb ya han sido caracterizadas las regiones de
interaccion entre las asas 2, 3 y a8 del dominio II y el receptor caderina del
lepidoptero Manduca sexta, sin embargo, no se han determinado si existen
regiones del dominio III que interaccionen con los receptores de este insecto.

En este trabajo haciendo uso de la técnica de despliegue en fago logramos obtener
anticuerpos scFv que reconocen el dominio III de la toxina CrylAb tomando como
herramientas dos bibliotecas de anticuerpos inmunes contra la toxina Cry1Ab (una
obtenida del bazo y una de la médula dsea). Tres de estos anticuerpos
denominados como M15, M21 y M22 presentaron la capacidad de inhibir la
interaccidon de la toxina Cry1lAb con el receptor aminopeptidasa, mientras que no
inhibieron la interaccion con el receptor caderina. Estos anticuerpos también
presentaron la capacidad de neutralizar el efecto toxico en larvas de M., sextay en
particular el anticuerpo M22 no presenta la capacidad de inducir la oligomerizacién
a diferencia de los anticuerpos que reconocen al dominio II como el anticuerpo
scFv73. El anticuerpo M22 reconoce un epitope que se encuentra expuesto tanto
en el mondmero como en el oligdmero. Estos resultados sugieren que el papel del
dominio III de la toxina Cry1Ab es el responsable de la interaccion con el receptor

aminopeptidasa.
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Introduccion

Caracteristicas Generales

Bacillus thuringiensis (Bt) es el nombre que designa a una familia de
bacterias que tiene como principal caracteristica la produccion de cristales
proteicos durante su periodo de esporulacion. Bt es miembro del grupo de Bacillus
cereus, B. anthracis y B. mycoides, la caracteristica que lo distingue son sus
propiedades entomopatdgenas (Helgason et al, 2000). El primer reporte sobre
estas bacterias se llevd a cabo en Japdn, donde se aislé a partir de larvas de
gusano de seda (Ishiwata, 1901). Diez afios después fue descubierta otra cepa en
Alemania, aislada de larvas de gusano de maiz. Esta cepa fue descubierta en la
provincia de Thuringia, por lo que se le nombrd Bacillus thuringiensis (Berliner,
1915).

Bt es una bacteria aerobia Gram positiva, formadora de esporas y cristales
durante la fase estacionaria de su crecimiento. Sus principales nichos los
constituyen el suelo, follaje de algunas plantas y el intestino de algunos insectos.
Inicialmente fue reconocida como patégeno de insectos y esta actividad fue
atribuida a los cristales que produce. Estas observaciones llevaron al desarrollo de
bioinsecticidas para el control de ciertas especies de insectos pertenecientes a
diferentes érdenes (Lepidopteros, Dipteros y Coledpteros), y recientemente se han
encontrado cepas activas contra algunos otros o&rdenes (Hymendpteros,
Homopteros, Orthopteros y Mallophagos) y contra nematodos, acaros vy
protozoarios (Feitelson, 1993, Crickmore et a/., 1998).

La actividad entomopatdgena de Bt se debe a los cristales que produce, los
cuales estan constituidos por proteinas denominas toxinas Cry y Cyt. Las toxinas
Cry se caracterizan por ser altamente selectivas para los insectos blanco y hasta la
fecha se han aislados mas de 300 diferentes genes de toxinas Cry, los cuales
constituyen un arsenal importante para el control de una amplia variedad de
insectos plaga y de insectos vectores de enfermedades humanas. Por estas

razones, las toxinas producidas por Bt son una alternativa para el reemplazo de los
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insecticidas quimicos, evitandose asi el dafio al ecosistema y el desarrollo de

resistencia de los insectos a estas sustancias quimicas (Feitelson, 1993).

Clasificacién de las toxinas Cry

Las proteinas Cry comprenden 40 subgrupos con mas de 300 miembros. El
criterio para incluir una toxina en la clasificacion es: tener una identidad en la
secuencia de aminoacidos con una o varias toxinas que se encuentran en la
nomenclatura o ser una proteina paraspoidal de Bt que exhibe alguna actividad
pesticida o algun efecto tdxico verificable experimentalmente hacia algun insecto
(Crickmore et al., 1998).

La clasificacion de las proteinas Cry estd basada en la identidad de la
secuencia de aminoacidos. La nomenclatura es jerarquica y se definieron cuatro
categorias de acuerdo al porcentaje de identidad entre las secuencias. Las lineas
verticales presentes en la figura 1 representan los limites en identidad que dividen
las diferentes categorias en la nomenclatura. El niUmero arabigo designa la primera
fila y corresponde hasta 45 % de identidad. La segunda hilera cataloga a las
proteinas con una letra mayuscula y corresponde a identidades de 45 a 78 %. La
tercera fila asigna una letra minuscula y corresponde a identidades de 78 a 95 %.
La dltima fila incluye un nimero arabigo al final de la nomenclatura indicando mas
del 95 % de identidad. Es importante sefialar que al hacer el andlisis filogenético
algunos grupos de secuencias mostraron tener distancias infinitas, lo que indicaba
que estas secuencias eran muy diferentes y por lo tanto fueron tratadas como
grupos independientes. Este es el caso de las toxinas Cyt, Cry6, Cryl5 y Cry22
(Crickmore et al., 1998).

12
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Figura 1. Arbol filogenético de las toxinas Cry. Las lineas verticales marcan las
cuatro categorias utilizadas para la clasificacion de las toxinas Cry (tomado de
Crickmore et al., 1998).
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Estructura de las toxinas Cry

A la fecha se han reportado las estructuras tridimensionales de seis toxinas
Cry. Las toxinas CrylAa (Grochulski et al, 1995) especifica para lepidopteros, las
toxinas Cry3Aa (Li et a/, 1991) y Cry3Bb1 (Galitsky et al., 2001) especificas para
coledpteros, la toxina Cry2Aa con actividad dual para dipteros-lepidépteros (Morse
et al,, 2001) y la toxina Cry4Ba especifica para dipteros (Boonserm et a/., 2005).

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos entre mdltiples toxinas
Cry ha indicado la existencia de cinco bloques altamente conservados que se
localizan en las regiones centrales y de contacto entre los dominios, lo cual hace
suponer que la estructura tridimensional estd muy conservada (Hofte y Whiteley,
1989). Las estructuras cristalograficas de las toxinas reportadas hasta el momento
apoyan esta teoria pues muestran una topologia muy similar compuesta por tres

dominios (Figura 2) (Boonserm et al., 2005).

Dominio I

La parte amino teminal del fragmento tdxico comprende seis hélices
anfipaticas (a-1, 2, 3, 4, 6 y 7) con una hélice central hidrofobica (a5) las cuales
constituyen el dominio I (Figura 3) (Grochulski et al, 1995). Este dominio es el
responsable de la insercidon en la membrana y formacidon de poro en el epitelio
intestinal del insecto blanco. Ademas, este dominio presenta similitud estructural
con otras toxinas bacterianas formadoras de poros como la colicina 1a y N,
hemolisina E, el domino de translocacién en membrana de difteria y la exotoxina
de Psuedomona. El dominio formador de poro de la colicina A consiste de dos
hélices centrales (a8 y a9) rodeada por ocho hélices a antiparalelas (Parker and
Pattus, 1993). La formacién de poro en la colicina A se lleva acabo por la insercién
en la membrana de las hélices hidrofobicas a8 y a9 (Duche et al, 1994). Asi
mismo, la toxina de difteria entra a la membrana por medio de un asa localizada

entre hélices hidrofdbicas, seguido por un cambio conformacional inducido por pH
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(Zhan et al., 1994). Por analogia a estos mecanismo, se ha propuesto el modelo de
insercion de las toxinas Cry denominado como el modelo de sombrilla, en el cual

las hélices a4 y a5 son capaces de iniciar la formacién de poro (Li et al., 1991).

Figura 2. Estructura cristalografica de las toxinas Cry2Aa, Cry4Ba, CrylAa y
Cry3Aa. El dominio I se muestra en azul, el dominio II se muestra en color verde y

el dominio III se muestra en color violeta (tomada de Boonserm et a/., 2005).
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Experimentos realizados mediante la creacion de puentes disulfuro dentro
del dominio I y entre los dominios I y II apoyan al modelo descrito anteriormente,
en el que las hélices a4 y a5 se insertan en la membrana, mientras que el resto de
la toxina queda fuera de la membrana en forma de sombrilla (Schwartz et al,
1997). Sin embargo, el analisis estructural de este trabajo abre la posibilidad de
gue la unién de los puentes disulfuro insertados bloquee la habilidad de estas
proteinas para penetrar a la membrana.

Por otro lado, se ha propuesto otro mecanismo de insercidon denominado
abrecartas, el cual se basa en la similitud de la insercidn de la colicina A. Este
modelos propone que las hélices a5 y a6 son las que se insertan en la membrana,
mientras que las demas hélices del dominio I no sufren cambio alguno (Hodgman
y Ellar, 1990).

El dominio I es capaz de insertarse en vesiculas de fosfolipidos, no obstante
su actividad de formacion de poro es diferente comparada con la de la toxina
completa (Von Tersch et al., 1994).

Experimentos con péptidos sintéticos han demostrado que las hélices a4 y
a5 son capaces de insertarse en membranas lipidicas, lo cual es evidencia
importante de la funcidon de éste dominio y apoya el modelo de sombrilla (Gazit y
Shai, 1995).

ol ab

al

ab
a2

o4

ol

Figura 3. Estructura cristalografica del dominio 1 de la toxina CrylAa (tomada y
editado de Grochulski et a/., 1995).
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Dominio II

El dominio II esta conformado por tres laminas B antiparalelas acomodadas
en forma de prisma bipiramidal (figura 4). Las dos primeras laminas estan
constituidas por cuatro hojas B mientras que la tercera lamina tiene soélo tres
hojas. Las laminas se encuentran unidas por asas (asa 1, 2, 3 y a8) y es en estas
regiones donde se observa la mayor variabilidad entre las toxinas Cry. Este arreglo
de asas es similar en estructura a los sitios de unidn al antigeno en las
inmunoglobulinas, por lo que originalmente se propusieron como candidatos de
sitio de union a los receptores y por lo tanto, responsables de la especificidad en
las toxinas Cry.

Mutaciones en las asas 2 y 3 del dominio II de las toxinas CrylAb y CrylAc
afectan tanto la toxicidad como la unién a vesiculas de membrana de la
microvellosidad apical del intestino medio (VMMA) de Manduca sexta, Heliothis
virescens y Lymantria dispar demostrando asi la importancia de éstas regiones
(Rajamohan et al, 1996a; Rajamohan et al., 1996b; Lee et al, 2000). Por otro
lado, mutaciones en el asa a8 del dominio II de la toxina CrylAc mostraron
reduccion de toxicidad y union a VMMA de M. sexta 'y L. disparlo cual demuestra
que aquellas regiones que unen las laminas B de dominio II son importantes en la
interaccidn con el receptor (Lee et al., 2001).

Algunas mutaciones pueden mejorar la unidon y toxicidad en algunos
insectos, tal es el caso de una mutante triple de la toxina Cry1Ab (N372A, A282G y
L283S), localizadas en las asas 2 y a8, que muestra un incremento de 18 veces en
la uniébn a VMMA y 36 veces en la toxicidad contra el lepidoptero L. dispar
(Rajamohan et al, 1996). Experimentos de esta naturaleza aportan informacion
acerca de la interaccion toxina-receptor y pueden permitirnos la construccion de

toxinas mas potentes y eficaces, para un mejor uso de las toxinas.
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Asa 2

Figura 4. Estructura cristalografica del dominio II de la toxina CrylAa (tomada y
editado de Grochulski et a/., 1995).

Dominio III

El dominio III estd constituido por dos laminas B antiparalelas, arregladas
en forma de emparedado (figura 5). Se propone que este dominio juega un papel
importante en la especificidad de la toxina. El papel de domino III en la unién con
el receptor ha sido explorada por muchos grupos. La construccién de quimeras
entre diferentes toxinas ha demostrado que este dominio juega un papel
importante en la especificidad (De Maag et a/., 1996). Mutaciones en el dominio III
de la toxina CrylAc (N506D, Q509E y Y513A) redujeron la capacidad de union a
VMMA de M. sexta y afectaron la actividad de formacidon de poro (Burton et al.,
1999). En el caso particular de la toxina CrylAc, la unidon a su receptor natural
(aminopeptidasa), es inhibida por la N-Acetilgalactosamina (GalNAc), sugiriendo
gue la toxina reconoce este azlcar dentro del receptor. La caracterizacion de una
mutante triple en el dominio III de la toxina CrylAc (N506D, Q509E y Y513A) ha

18



demostrado que el sitio de reconocimiento para GalNAc se encuentra localizado en
el dominio III, ya que en ensayos de competencia heterdloga la unién de esta
mutante no es inhibida por GalNAc (Burton et al, 1999). La estructura
tridimensional de la toxina CrylAc en presencia del azlcar demostrd que estos
residuos son importantes para el reconocimiento de la GalNAc y por lo tanto, este
dominio juega un papel importante en el mecanismo de accién de las toxinas Cry
(Li et al, 2001). En el caso de la toxina CrylAa, se han reportado dos regiones en
el dominio III que interaccionan directamente con la aminopeptidasa de B. mori
(Atsumi et al., 2005).

Figura 5. Estructura cristalografica del dominio III de CrylAa (tomada y editado de
Grochulski et al, 1995).

Mecanismo de accidn de las toxinas Cry

El mecanismo de accién de las proteinas Cry1A de Bt en M. sexta involucra
varios pasos posteriores a la ingestion del cristal. El primer paso involucra la
solubilizacion del cristal (protoxina de aproximadamente 130 kDa) y activacion de
la protoxina por proteasas presentes en el intestino del insecto (toxina activa de
55-65 kDa). El segundo paso, involucra la union de la toxina a la caderina (Bt-R;)
localizada en la membrana apical de células del intestino. Esta interaccion dispara

la formacion de un oligédmero que pierde afinidad por el primer receptor y se une

19



al receptor aminopeptidasa. La aminopeptidasa lleva la toxina a microdominios de
membrana en donde se favorece la insercion para formar canales idnicos o poros
que permiten la salida de iones y el ingreso de agua, provocando la muerte del
insecto. El diagrama se muestra en la figura 6 (Schnepf et al., 1998; Gémez et al.,
2002; Rausell et al, 2004; Bravo et al., 2004).

1) 2) 3) fo g
%O O
0 Q
0
H— @8 "
0
1.
O
Crist’al Protoxina Toxina activa Unién a Bt-R; y corte
proteico de la hélice a-1
0
4) 0 5)
® O
U

Acarreo a
microdominios

de membrana

Oligomerizacion Inserciéon y formacion

del poro

Figura 6. Mecanismo de accidn propuesto en insectos lepiddpteros para las toxinas
Cry. 1) El cristal después de ser ingerido es solubilizado liberando las protoxinas.
2) La protoxina es procesada por proteasas presentes en el intestino, liberando
una toxina activa. 3) La union de la toxina al receptor Bt-R; promueve el corte de
la hélice al. 4) El corte de la hélice al promueve la oligomerizacién. 5) El
oligdmero pierde afinidad por Bt-R; y adquiere una mayor afinidad por su receptor
aminopeptidasa. 6) La aminopeptidasa acarrea el oligdmero a microdominios de

membrana, donde se realiza la insercidon y formacion de poro.
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Solubilizacion y activacién proteolitica

Una vez que el insecto ingiere el cristal producido por Bt, la solubilizacion
del cristal depende del pH del intestino del insecto. En el caso de lepiddpteros y
dipteros es alcalino, mientras que los coledpteros presentan un pH que va de
neutral a ligeramente acido (Dow, 1986). La region amino terminal de las
protoxinas presenta muchos residuos de cisteina que forman puentes disulfuro en
los cristales, por lo tanto, la reduccidon de éstos es un paso necesario para la
solubilizacion de las proteinas Cry (Du et al., 1994).

La activacion proteolitica de las proteinas Cry es un paso determinante en la
toxicidad, pues se ha demostrado que un mal procesamiento disminuye la
susceptibilidad de algunos insectos (Oppert et al, 1997; Shao et al, 1998).
Ademas del pH, lepidopteros y coledpteros difieren en las proteasas presentes su
intestino. Las serinproteasas se encuentran principalmente en el intestino de
lepidopteros y dipteros, mientras que las cisteinproteasas y asparticoproteasas son
abundantes en el intestino de coledpteros (Terra y Ferreira, 1994). Se ha
reportado que el aumento en la degradacidn de la toxinas Cry1C esta asociada con
la pérdida de sensibilidad de larvas de Spodoptera litorales (Keller et al., 1996).
Otro ejemplo, es la baja toxicidad de la toxina CrylAb en larvas de S. frugjperda
debido a la rapida degradacidn de la toxina en el intestino del insecto (Miranda et
al, 2001).

Unidn al receptor e insercion en la membrana

Una vez que las toxinas son activadas, éstas son capaces de unirse al
receptor Bt-R;. La unidn de la toxina con Bt-R; promueve el corte de la hélice 1y
la exposicion de residuos hidrofdbicos que conllevan a la formacién de oligdmeros
de aproximadamente 250 kDa (Gomez et al, 2002). Una vez formado el
oligdbmero, éste pierde afinidad por Bt-R; y aumenta su afinidad por el receptor

APN. EIl receptor APN arrastra la toxina hacia microdominios de membrana, donde

21



se lleva acabo la insercién de la toxina y la formacidon de poros que provocan un
desbalance osmotico llevando al insecto a la muerte (Zhuang et al., 2002; Bravo et
al., 2004).

Receptores de las toxinas Cry

El principal determinante de la especificidad de las toxinas Cry es la
interaccidn con receptores especificos en el intestino del insecto susceptible
(Jenkins y Dean, 2000). La identificacion de receptores es fundamental para
determinar las bases moleculares de la accion de las toxinas Cry y poder manejar
la resistencia de insectos que en muchos casos se ha demostrado que correlaciona
con defectos en la unién con el receptor (Ferré y Van Rie, 2002).

La proteina de union para las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc en M. sexta
es una caderina con un peso aproximado de 210 kDa (Bt-R;) (Vadlamudi et al.,
1995). Esta proteina es miembro de wuna gran familia de proteinas
transmembranales dependientes de calcio que son responsables de mantener la
integridad de contactos entre célula y célula en organismos multicelulares (Angst
et al, 2001). Esta constituida por un ectodominio con 12 mddulos, un péptido
sefial (amino terminal), un dominio transmembranal y por Ultimo un dominio
citoplasmatico, ademas contiene sitios de unién a calcio, secuencias de interaccion
con integrinas y secuencias de union a caderinas (Dorsch et al., 2002). En el caso
de B. mori se ha reportado que la proteina de unidn para las toxinas Cry también
es una caderina de aproximadamente 175 kDa (Bt-Ri75) (Nagamatsu et a/., 1999).

La unidn a las caderinas es un paso importante en el mecanismo de accidn
de las toxinas Cry, la expresion del receptor Bt-Ri7s de B. mori en células Sf9 de S.
frugiperda confiere sensibilidad a la toxina CrylAa sugiriendo que este receptor es
importante para la toxicidad y susceptibilidad (Nagamatsu et al, 1999). Sin
embargo, la expresidn de Bt-R; y Bt-R;75 en otros tipos de células requiere de una
alta concentracién de toxina para causar lisis en una pequeia proporcion de las

mismas (Tsuda et al, 2003), sugiriendo que algunos factores (otros receptores
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proteasas, pH, etc.) propios del insecto pueden contribuir a la toxicidad (Hua et al,
2004). La toxina CrylAa puede lisar células intestinales de B. mori, sin embargo,
su efecto toxico disminuye al preincubar las células con un antisuero anti-Bt-R;7s
(Hara et al, 2003). La disrupcion del gene de caderina por la insercion de un
retrotrasposon resulta en un nivel de resistencia del 40 al 80 % a la toxina CrylAc
en larvas de H. virescens YHD2 (Gahan et al, 2001). Por otro lado, el aislamiento
de un anticuerpo que reconoce a la toxina CrylAb (denominado como scFv73) que
tiene la caracteristica de mimetizar al receptor Bt-R; e inhibir la interaccion de la
toxina con este receptor, mostrd reduccién en la toxicidad de la toxina CrylAb en
bioensayos con larvas de M. sexta, demostrando que la participacion de Bt-R; es
esencial para la toxicidad (Gomez et al., 2001). Todos estos datos demuestran que
las caderinas juegan un papel importante en la toxicidad de las toxinas Cry.

En M. sexta se ha reportado a la aminopeptidasa N (APN) de
aproximadamente 120 kDa como receptor de las toxinas Cryl, mientras que en H.
virescens la toxina Cry1Ac reconoce dos proteinas, una de 120 kDa y otra de 170
kDa, ambas identificadas como aminopeptidasas (Gill et al, 1995). Las
aminopeptidasas son proteinas glicosiladas ancladas a la membrana por un enlace
glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) y localizadas en regiones denominadas
“microdominios de membrana o rafts” (Knight et a/, 1994). Mutantes de la toxina
Cry1Ac afectadas en la unidon con APN presentan niveles de toxicidad similares a la
toxina silvestre en larvas de M. sexta (Burton et al, 1999), mientras que la
expresion de este receptor en sistemas heterdlogos no resulta en sensibilidad a las
toxinas Cryl probablemente esto se debe a una mala glicolsilacion en la expresion
de la proteina (Denolf et al., 1997). Estos datos sugieren que el papel de APN no
es esencial para la toxicidad de las proteinas Cry. Sin embargo, reportes recientes
demuestran lo contrario. La reduccion de la expresion de APN utilizando el
silenciamiento de genes por dsRNA /n vivo, disminuye la toxicidad de CrylC en
Spodoptera litura (Rajagopal et al., 2002) y la expresion heterdloga de la APN de
M. sexta en el intestino de Drosophilanelanogaster resulta en un incremento en la

sensibilidad a la toxina CrylAc lo cual habla de la importancia de estas proteinas
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de membrana (Gill et al, 2002). Por otro lado, se ha reportado que la
incorporacion de APN a bicapas lipidicas aumenta la actividad de formacion de
poro de la toxina CrylAa (Schwartz et al, 1997), y experimentos con membranas
del intestino medio M. sexta rasuradas con fosofolipasa C (que cortan la union de
GPI) demostraron que el corte de APN previene la localizacion del oligdmero de
CrylAb en microdominios de membranas y esto atenla la insercién en la
membrana aunque se encuentre el receptor Bt-R; (Bravo et al, 2004). Estos
resultados sugieren que el receptor APN juega un papel importante en el
mecanismo de accion de las toxinas Cry.

Recientemente, mediante un analisis protedmico fue identificada una nueva
proteina capaz de unir a la toxina CrylAc, el analisis bioquimico determindque se
trata de una fosfatasa alcalina (ALP) de aproximadamente 65 kDa en larvas de M.
sexta (McNall y Adang, 2003). La interaccion especificaentre CrylAc y ALP bajo
condiciones nativas resulta en la inhibicion de la actividad de fosfatasa alcalina en
M. sexta (Sangadala et al, 1994) y H. virescens (English y Readdy, 1989), sin
embargo, no se ha demostrado que la disminucién de actividad de ALP este
involucrada con la intoxicacién por las toxinas Cry. Por otro lado, el andlisis
comparativo de larvas de H. virescens (YHD2) resistentes a la toxina CrylAc y
larvas susceptibles, ha demostrado que la resistencia correlaciona con la ausencia
de la proteina ALP, lo que sugiere que esta proteina puede tener un papel
funcional en las toxicidad de las proteinas Cry (Jurat-Fuentes y Adang, 2004). Por
otro lado, también en dipteros fue reportada una proteina de 65 kDa con actividad
de fosfatasa alcalina como receptor funcional de la toxina Cry11A en el intestino de

Aedes aegypti (Fernandez et al., 2006).

Antecedentes particulares

El desarrollo de resistencia de insectos a las toxinas Cry, es la mayor
preocupacién para el uso de Bt en el control bioldgico de plagas. Los receptores

son las moléculas determinantes de la efectividad de estas toxinas y se han
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realizado estudios exhaustivos en la identificacion y caracterizacion de los mismos.
Algunos mecanismos de resistencia en poblaciones de insectos se han
caracterizado y el mecanismo seleccionado con mayor frecuencia afecta la
interaccion de la toxina con el receptor (Ferré y Van Rie, 2002; Griffitts y Aroian et
al., 2005). Por lo tanto, la identificacion de epitopes involucrados en la interaccién
toxina-receptor nos provee las bases moleculares de la especificidad de insectos y
permite hacer un estudio mas profundo sobre la resistencia de los mismos en la
naturaleza, lo cual, permitira hacer un uso racional de las toxinas. Algunos
epitopes de union ya han sido mapeados para algunas toxinas. Los dominios II y
III son las regiones mas variables entre las toxinas Cry y se han sometido a
estudios por mutagénesis para conocer su papel en el reconocimiento al receptor
(Rajamhojan et al, 1996; Jenkis et al, 2000; Lee at al, 2000; 2001). Sin
embargo, estos estudios Unicamente dan referencia a regiones de la toxina que
pueden interaccionar con los receptores y no dan informacidon sobre los epitopes
dentro del receptor que son reconocidos por la toxina, por lo que se necesitan
otras técnicas que permitan tener ambos epitopes de interaccion.

En un intento por mapear estas regiones en nuestro grupo se aisld un
anticuerpo scFv (scFv73) mediante la tecnologia de despliegue en fagos, capaz de
inhibir la interaccion de la toxina CrylAb con el receptor Bt-R; y ademas tiene la
particularidad de inhibir el efecto tdxico de la toxina en larvas de M. sexta (Gémez
et al, 2001). El analisis de las secuencias de aminoacidos y las regiones
determinantes de complementariedad (CDR“s) permitid mapear una region de 8
aminoacidos en Bt-R; (***HITDTNNK®”®) que interacciona directamente con el asa 2
del dominio II de la toxina CrylAb (Gémez et a/., 2002a). Por otro lado, mediante
la expresion de péptidos truncados de Bt-R; y su capacidad de unir a las toxinas
Cry1A, se logré identificar una region de 69 aminoacidos como sitio de unién de
estas toxinas (Dorsch et al, 2002). La caracterizacion de esta regidn mediante
experimentos de competencia utilizando péptidos sintéticos de las asas 2 y a8
demostrd que el asa a8 interacciona directamente con una regién de 12
aminoéacidos (}*3'IPLPASILTVTV**) en el receptor Bt-R; (Gémez et al., 2003).
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Recientemente, se ha reportado en la caderina de H. virescens un region de
40 aminoacidos que interaccionan directamente con el asa 3 del dominio II de la
toxina CrylAc, mutaciones puntuales en los residuos Leu!*?”® y Phe!**® en esta
regidon abaten completamente la union de la toxina (Xie et a/., 2005).

La mayoria de los epitopes mencionados con anterioridad involucran
regiones del dominio II y al receptor caderina, sin embargo, se conoce poco sobre
la interaccidn de otras regiones de la toxina con los receptores. En el caso
particular de la toxina CrylAc se ha demostrado que el dominio III de esta toxina
reconoce el azlcar N-acetilgalactosamina en el receptor APN en M. sexta y H.
virescens (Garczynski et al, 1991; Luo et al, 1997). Estudios de cristalografia de
rayos X de la toxina CrylAa han demostrado que la cavidad de reconocimiento al
azlcar que se encuentra en CrylAc, no se encuentra en las toxinas CrylAb y
Cry1Aa. Por otro lado, el alineamiento de las secuencias de aminoacidos entre las
toxinas Cry1A, han mostrado que los aminodacidos responsables del reconocimiento
al azlcar solo se encuentran en la toxina CrylAc, pero no en la toxina CrylAa y
Cry1Ab. Aunado a esto, la union de la toxina CrylAa y CrylAb a APN de M. sextay
H. virescens no es inhibida por la preincubacion con N-acetilgalactosamina como
ocurre con la toxina CrylAc (Lou et al, 1997, Masson et al, 1995). Estos
resultados demuestran que el azlcar N-acetilgalactosamina no es esencial para la
interaccidon de estas toxinas con el receptor APN, lo que sugiere que las toxinas
CrylAa y CrylAb tienen sitios alternativos para unirse a este receptor.

Mediante el analisis de la unién de la toxina CrylAa con diferentes
fragmentos de aminopeptidasa de B. mori se demostrd que la regidon que
comprende los aminoacidos *I-P'*®® de la aminopeptidasa es necesaria para la
unién de la toxina CrylAa (Yaoi et a/, 1999). Recientemente, fueron reportadas
dos regiones en el dominio III de la toxina CrylAa (*%STLRVN>?? vy
*B\/FTLSAHV®®) como responsables de la unidn de esta toxina con la regién
repotada anteriormente (**I1-P!*®) en la aminopeptidasa de B. mori, sin embargo,

no se demostrd que estas regiones estén involucrados en la toxicidad (Atsumi et
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al,2005). Nosotros proponemos analizar la interaccion del dominio III de Cry1Ab
con los receptores de M. sexta.

Estudios de interaccion proteina-proteina mediante la técnica de despliegue
en fago han dado resultados prometedores en diferentes investigaciones. En el
caso particular de las toxinas Cry, se han realizado estudios de interaccidon toxina-
receptor dando como resultado la identificacion de regiones importantes tanto en
la toxina como en el receptor, por lo que es una herramienta muy importante para
este tipo de estudios.

En nuestro grupo estamos interesados en identificar anticuerpos que
reconozcan especificamente al dominio III de la toxina CrylAb y estudiar su papel
funcional en la unién de este dominio con los receptores de M. sexta. En un
trabajo previo, en nuestro laboratorio construimos repertorios de anticuerpos scFv
a partir de un conejo inmunizado con la toxina Cry1Ab, con la intencidon de obtener
una variedad de anticuerpos que reconozcan a la toxina y que nos permitan
estudiar la interaccion toxina-receptor. De estos experimentos, se lograron obtener
dos repertorios inmunes a partir de la médula de dsea y del bazo del conejo
(Arenas, 2003). En estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio utilizando
como herramienta la biblioteca de médula dsea, fueron seleccionados cinco
anticuerpos scFv (L3-1, L3-2, L3-3, L3-6 y L3-9) que tienen la particularidad de
reconocer especificamente el asa 3 del dominio II de CrylAb. Estos anticuerpos
son capaces de inhibir el efecto téxico de CrylAb en bioensayos con larvas de M.
sexta y su caracterizacion llevd a la identificacion de la region en Bt-R; que es
reconocida por el asa 3 de Cry1Ab (Benitez, 2003). Estos resultados muestran que
es posible aislar anticuerpos que reconozcan especificamente determinadas
regiones de la toxina y por lo tanto, son herramientas poderosas para los objetivos

de este trabajo.
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Hipdtesis

- Anticuerpos que reconocen al dominio III de la toxina CrylAb afectan la

unién al receptor (es) y la toxicidad.

Objetivo general

-Estudiar la interaccion de entre el dominio III de la toxina CrylAb y sus

receptores en Manduca sexta.
Objetivos particulares
- Aislar anticuerpos scFv a partir de bibliotecas inmunes que reconozcan
especificamente el dominio III de la toxina Cry1Ab.

- Caracterizacion de anticuerpos capaces de inhibir la interaccion de la

toxina con sus receptores.

28



Materiales y métodos

Cepas

Las cepas utilizadas para la realizacion de este trabajo fueron:

- Bacillus thuringiensis 407, que contiene el plasmido pHT315 (resistente a
eritromicina) del gene de la proteina Cry1Ab.

- Bacillus thuringiensis HD-1, que contiene el gene de la toxina CrylAa.

- Bacillus thuringiensis HD73, que produce la toxina CrylAc.

- Escherichia coli TG1, cepa supresora que no presenta resistencia a ningun
antibidtico y se utilizé para la expresion de fragmentos de anticuerpos en fagos.

- Escherichia coli BL21, cepa de expresion de péptidos del sistema pET

(Novagene) presenta resistencia a cloranfenicol (34 ug/ml).

Vectores

- pSyn1: Vector derivado del vector pHEN 2. Presenta un sitio de clonacion
multiple seguido por un tag de c-myc y un tag de histinas, contiene un gene que
confiere resistencia a ampicilina y otro a kanamicina. Presenta un origen de

replicacion para £. coliy otro para el fago M13.

- pSyn2: Es un vector derivado del vector pHEN 1. Este presenta un sitio de
clonaciéon mdltiple seguido de un tag de c-myc que permite el reconocimiento por
ELISA del fragmento de anticuerpo. A continuacion se encuentra un codén de paro
ambar al que sigue la proteina III del fago filamentoso M13. Esta disposicion
permite que el fragmento de anticuerpo clonado pueda ser expresado como fago-
anticuerpo en el fago M13 asociado a la proteina III. Al igual que el pSynl posee
un gen que le confiere resistencia a ampicilina y un péptido sefial que permite el
paso de la fusién del citoplasma al periplasma celular. Ademas presenta un origen

de replicacion para £. coliy otro para el fago M13.

- pET32b: (Novagen), presenta un sitio de clonacion multiple seguido de un

tag de histidinas que permite la purificacion del anticuerpo mediante cromatografia
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de afinidad en una columna de Ni-agarosa, ademas presenta un origen de

replicacion para £. coliy un cassete de resistencia a ampicilina.

Purificacion de las toxinas Cry1Ab, CrylAc y CrylAa

Las cepas de Bt que expresan las toxinas CrylAb y CrylAa fueron cultivadas en
cajas con medio de esporulacion SP (para 1 litro: 8 g de caldo nutritivo, 0.25 g de
MgSQO4, 1 g de KCl, 1 ml de MnCl; 10 mM, 2 ml de FeSO4 en HSO4 1 Ny 1 ml de
CaCl; 0.5 M ajustado a pH 7) suplementado con eritromicina (10 ug/ml). En el caso
de la toxina CrylAc no se utilizd el antibidtico. Cada una de las cepas fue
resembrada en medio liquido (SP) e incubadas a 29°C por 72 horas con agitacion
constante (Lereclus et al, 1995). Al completarse la esporulacion, los cristales
fueron purificados por centrifugacion en un gradiente discontinuo de sacarosa
(Thomas vy Ellar, 1983).

Purificacion de cristales por gradiente de sacarosa

El cultivo celular obtenido fue recuperado por centrifugacién (10,000 rpm,
10 minutos) y la biomasa resultante resuspendida en 30 ml de solucién de NaCl
500 mM y EDTA 10 mM pH 8; el proceso se repitid cinco veces mas tratando de
eliminar lo mejor posible las esporas. La pastilla obtenida fue resuspendida en H,0
y PMSF a una concentracion final 1 mM, nuevamente fue centrifugada (10,000
rpm, 10 minutos) y el lavado fue repetido dos veces mas. La pastilla recuperada
fue resuspendida en 5 ml de solucion amortiguadora TTN (20 mM Tris-HCI, 300
mM NaCl, 0.1% Tritdn X-100, pH 7.2) y sonicada dando tres pulsos de 50
segundos a 20 watts x 1 minuto de descanso.

Para el gradiente discontinuo de sacarosa, previamente fueron preparadas
diferentes densidades de sacarosa (67, 72, 79 y 89%) complementada con NaCl
10 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 8 y tritdn al 0.01%. De cada una de las densidades

fueron dispuestos 6 ml en tubos para ultracentrifuga (Beckman) colocando las
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densidades de mayor a menor. Por Ultimo, fueron colocados 5 ml de la mezcla
espora-cristal sonicada previamente, en cada uno de los gradientes.

Los gradientes fueron centrifugados por 20 minutos a 23,000 rpm a 15°C y las
fracciones obtenidas fueron recuperadas por separado y lavadas 3 veces con agua
y Tritdn X-100 al 0.01% (centrifugando por 10 minutos a 10,000 rpm en cada
lavado).

La pastilla obtenida en cada una de las fracciones fue resuspendida en una
solucién amortiguadora de Tris-HCI 1 M, pH 8 y la presencia de los cristales en las
fracciones obtenidas se determind mediante observacién al microscopio Optico.
Finalmente las fracciones que contenian los cristales fueron almacenadas en
alicuotas de 500 pl agregando fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) a una
concentracion final de 1 mM. Las alicuotas fueron almacenadas a 4°C hasta su uso

posterior (Thomas y Ellar, 1983).

Solubilizacion de cristales

Se tomd una de las alicuotas de cristales purificados por centrifugacion en
gradiente discontinuo de sacarosa y fue centrifugada (14,000 rpm, 10 minutos).
Posteriormente, los cristales fueron resuspendidos en 500 pl de solucion
amortiguadora de carbonatos (Na,COs 0.1 M, NaHCOs; 0.1 M, pH 10.5 y 2-
mercaptoetanol al 0.02%) y fueron incubados a 37°C por 2 horas con agitacion
suave. Pasado el tiempo de incubacion, la muestra fue centrifugada por 10
minutos a 10,000 rpm. El sobrenandante que contiene la protoxina se recuperd y

fue determinada la concentracion.
Determinacion de concentracién de proteinas por el método de Bradford

La determinacion de proteina se realizd por el método de Bradford midiendo
la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm. Para ello fue colocada una

muestra de la solucién a determinar la concentracion de proteina y fue llevada a
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un volumen final de 800 pl con H,0, después fueron adicionados 200 pl de reactivo
de Bradford (Bio-Rad). La curva de referencia fue realizada con albumina sérica
bovina (BSA).

Activacion con tripsina

De la protoxina obtenida fueron tomados 100 pg y se le agregaron 250 pl
de Tris-HCl 1M, pH 8, para bajar el pH de la solucién aproximadamente a 8.5;
posteriormente, fue agregada tripsina a un proporcion 1:50 (concentracion
proteina-proteina) e incubada a 37°C por 2 horas con agitacion suave. Pasado el
tiempo de incubacidén, la digestién fue detenida agregando PMSF a una
concentracion final de 1 mM. Las muestras fueron centrifugadas (14,000 rpm por
10 minutos) y la toxina contenida en el sobrenadante se recuperd. La
concentracion de la toxina fue determinada por el método de Bradford y el proceso
de activacion se verificd en un gel de acrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) al
10%.

Crecimiento de las bibliotecas

De cada una de las bibliotecas (bazo y médula dsea) recuperadas en E. colj,
fueron tomados 50 ul y transferidos a 50 ml de medio 2xTY (para 1 L: 10 g de
Extracto de levadura, 5 g de NaCl y 16 g de triptona) suplementado con ampicilina
(100 pg/ml) y glucosa al 1%, los cultivos fueron incubados a 37°C hasta alcanzar
una densidad o6ptica de 0.5 a 600 nm. Una vez alcanzada la densidad Optica
requerida se tomaron 10 ml de cada cultivo y fueron infectados con el fago
ayudador (VCS-M13) en una multiplicidad de infeccion de 1:20
(bacterias:particulas de fago). La infeccion se realizd a 37°C sin agitacion por 30
minutos. Pasado el tiempo de infeccion los cultivos fueron recuperados por

centrifugaciéon (5,000 rpm, 10 minutos) y el paquete celular de cada uno fue
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resuspendido en 30 ml de medio 2xTY (ampicilina 100 pug/ml y kanamicina 25
ug/ml), y la resuspension fue vertida dentro de un matraz con 270 ml del mismo

medio y por ultimo se incubd a 30°C durante 12 horas (Nissim et a/., 1994).

Rescate de las bibliotecas en fagos M13

Los cultivos del dia anterior fueron recuperados por centrifugacion (8,700
rpm, 10 minutos), el paquete celular se desecha y el sobrenadante de cada cultivo
fue recuperado. A cada uno de los sobrenadantes se les agregd 1/5 (v/v) de
PEG/NaCl (20% de polietilen-glicol 8000, 2.5 M de NaCl), fueron mezclados muy
bien y posteriormente incubados por 1 hora a 4°C. Pasado el tiempo de
incubacién, la mezcla fue centrifugada a 8,800 rpm por 30 minutos y la pastilla
obtenida resuspendida en 40 ml de agua, después fueron agregados 8 ml de
PEG/NaCl y nuevamente fueron mezclados e incubados a 4°C por 20 minutos. Por
ultimo, para recuperar los fagos y eliminar el exceso de PEG/NaCl, la mezcla fue
centrifugada a 5,000 rpm, por 10 minutos y la pastilla obtenida resuspendida en 2
ml de PBS. Una vez que los fagos fueron resuspendidos fueron filtrados con una
membrana de 0.45 um y mediante diluciones seriadas fue calculado el titulo de

fagos recuperados (Nissim et a/, 1994)

Seleccion en inmunotubos

La toxina CrylAb o CrylAc activada con tripsina fue inmobilizada en
inmunotubos (NUNC, Wiesbaden, Germany) en una solucién de bicarbonato 50
mM, pH 9.6 incubando por 12 horas a 4°C. Al dia siguiente, el inmunotubo fue
lavado 3 veces con PBS y bloqueado con PBS + leche descremada al 2% (MPBS)
por 2 horas a 37°C. Pasado el tiempo de incubacion, el tubo se lavd 3 veces con
PBS y después fueron agregados 10*° a 10 fagos en 4 ml de MPBS e incubados a
temperatura ambiente con rotacidon continua por 30 minutos. Pasado el tiempo de

incubacién el inmunotubo fue dejado en reposo durante 90 minutos. Para remover
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aquellos fagos que no reconocen a la toxina del inmunotubo se lavd 20 veces con
PBS + Tween 20 0.1% (PBS-t) y después 20 veces con PBS para remover el
detergente. Los fagos que presentaron afinidad por la toxina, fueron eluidos
mediante un lavado con 1 ml de trietilamina (SIGMA) (700 pl de trietilamina 7.18
M en 50 ml de H,0) por 10 minutos. La reaccién fue neutralizada inmediatamente
con 500 pl de Tris-HCI 1M, pH 7.4 y los fagos eluidos fueron colectados en un tubo
eppendorf de 1.5 ml.

Los fagos que reconocieron a la toxina, fueron amplificados infectando 5 ml
de un cultivo de la cepa TG1 de £. coli (con una densidad Optica de 0.5 a 600 nm)
incubando a 37°C por 30 minutos. Una vez terminada la infeccidon fueron tomados
10 pl de células infectadas para realizar diluciones seriadas que fueron plateadas
en medio LB con 100 pug/ml de ampicilina y glucosa al 1% e incubadas a 30°C
por12 horas. Al dia siguiente las colonias resistentes a ampicilina fueron contadas y

fue determinado el titulo de fagos eluidos.

El resto de las células infectadas fue recuperada por centrifugacion (5,000
rpm, 10 minutos) y el paquete celular fue resuspendido en 1 ml de medio 2xTY
(liquido) para ser plateado en cajas petri (de 245mm x 245mm CORNING*) con
medio sélido 2xTY con 100 ug/ml de ampicilina y glucosa al 1% e incubado a 30°C
por 12 horas. Al dia siguiente, las colonias fueron colectadas en tubos eppendorf
con medio 2xTY y glicerol al 15 % para su conservacion a -70°C (Nissim et al.,
1994).

Seleccion negativa en presencia de la toxina CrylAc

Para esta selecciéon se siguid el protocolo mencionado anteriormente,
inmovilizando 50 ug/ml de toxina CrylAb en cada inmunotubo para cada uno de
los repertorios. A diferencia del protocolo anterior, los fagos de cada repertorio
fueron previamente incubados con 25 pg/ml de toxina CrylAc por 1 hora a

temperatura ambiente antes de ponerse en contacto con la toxina CrylAb en el
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inmunotubo. Posteriormente se recuperan los fagos de cada repertorio que

reconocen a la toxina Cry1Ab para su posterior caracterizacion.

Rescate de fagos individuales

Para el rescate de fagos individuales 5 ml de medio 2xTY (100 pg/ml de
ampicilina y glucosa 2%) fueron inoculados con cada una de las clonas
seleccionadas de la cuarta ronda de seleccidon e incubadas a 30°C hasta alcanzar
una densidad dptica de 0.5 a 600 nm. Después el cultivo fue infectado con 2x10°
UFP/ml del fago ayudador (VCS M13) e incubado a 37°C con agitacion moderada
(200 rpm) por 1 hora. Pasado el tiempo de incubacién fueron tomados 5 ml y
transferidos a un matraz con 50 ml de medio 2xTY con ampicilina (100 pg/ml) y
kanamicina (50 pg/ml) sin glucosa. El cultivo fue incubado a 30°C por 12 horas y
al dia siguiente los fagos fueron precipitados con 1/5 de volumen de PEG/NaCl
como se indica en el protocolo de “Rescate de la biblioteca en fagos M13” referido

anteriormente (Nissim et al., 1994).

Ensayo de ELISA monoclonal

Las toxinas fueron unidas a cajas de 96 pozos (Costar) 5 pug de toxina/pozo
en una solucion amortiguadora de Na,COs; 50 mM, pH 9.6 incubando a 4°C por 12
horas. Posteriormente, la placa se lavd 3 veces con PBS y fue bloqueada con 100
ul de PBS + leche descremada 2% (MPBS) incubado por 2 horas a 37°C. Pasado el
tiempo de incubacidn la placa se lavd 3 veces con PBS para eliminar el exceso de
MPBS vy los fagos obtenidos de cada una de las selecciones fueron incubados por
90 minutos a 37°C. Posteriormente, la placa fue lavada 3 veces con PBS+Tween
0.01% (PBS-T2) para eliminar el exceso de fagos, y 3 veces con PBS para quitar el
exceso de detergente. Una vez que fue lavada la placa, fueron agregados 100
ul/pozo del anticuerpo primario anti-M13 (amersham pharmacia biotech) a una

diluciéon de 1:1000 en MPBS por cada pozo y se incubd por 90 minutos a 37°C.
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Nuevamente, la placa fue lavada 3 veces con PBS-T2 y 3 veces con PBS para
eliminar el exceso de anticuerpo primario. Para la deteccién del anticuerpo
primario fueron agregados 100 upl/pozo de anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa (dilucion de 1:1000) y se incubd durante 90 minutos a 37°C.
Posteriormente, la placa fue lavada 3 veces con PBS-T2 y 3 veces con PBS. Por
ultimo, para revelar el ensayo, fueron agregados 100 nl/pozo de una solucién
amortiguadora de fosfatos 100 mM, pH 5 con o-Phenylene-diamine (1,2-
benczenediamine) 0.44 mg/ml y la reaccion fue incubada por 20 minutos en
oscuridad. La reaccidn se detuvo con 50 pl de acido sulfirico 2 N y la absorbancia

fue leida a una longitud de onda de 495 nm.

Produccion de fragmentos de anticuerpos scFv

Cada uno de los anticuerpos seleccionados fueron subclonado al vector de
expresion pET32b y para cada una de las clonas se prepard un precultivo en medio
2XTY con ampicilina (50 pg/ml) y glucosa al 2%. Al dia siguiente fue tomado 1 ml
del cultivo y fue transferido a un matraz con 100 ml de medio 2xTY con ampicilina
y glucosa al 0.1% e incubado a 37°C (con agitacidon) hasta alcanzar una densidad
Optica de 0.6 a 600 nm. Una vez alcanzada la densidad optica necesaria, se indujo
la expresion de los anticuerpos con IPTG (isopropil-b-D-tiogalactopirandsico) a una
concentracién final de 1 mM durante los tiempos necesarios para cada clona de
manera particular. Posteriormente, el cultivo fue recuperado por centrifugacion
(15,000 rpm, 15 minutos) y el paquete celular fue resuspendido en 3 ml de
solucién amortiguadora PPB (200 mg/ml de sacarosa, 1 mM de EDTA y 30 mM de
Tris-HCI, pH 8) y fue incubado por 20 minutos en hielo y las muestras fueron
centrifugadas a 15,000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante fue colectado y el
paquete celular fue resuspendido en 3 ml de MgSO4 5 mM, se dejé incubar 20
minutos en hielo y fue centrifugado nuevamente (15,000 rpm por 15 minutos) y el
sobrenadante fue colectado. Cada uno de los sobrenadantes recuperado en cada

paso fue sometido a didlisis con PBS durante 12 horas a 4°C.
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Purificacion de anticuerpos scFv por cromatografia de afinidad

Una columna empacada con Niquel-agarosa (Qiagene) fue equilibrada con 5
ml de una solucién de PBS con imidazol 25 mM, posteriormente se tomaron las
muestras dializadas fueron pasadas por la columna, después se lavo con 10 ml de
PBS e imidazol 30 mM para eliminar todas las impurezas. Para eluir los anticuerpos
unidos a la columna se utilizaron 2 ml de una solucién de imidazol 250 mM en PBS.
Por ultimo, la columna fue regenerada con imidazol 500 mM en PBS, de tal manera

que queda lista para una siguiente muestra.

Inmunoblot

Una vez que se obtuvieron los anticuerpos solubles, fueron tomados 20 pl
de cada una de las muestras y separadas en un gel de acrilamida al 15%. Después
las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (ECL-
Amershan) por 30 minutos a 350 mA en una camara de transferencia semi-seca.
Terminada la transferencia, se procedid a bloquear la membrana con leche
descremada al 5% en PBS-Tween (PBS + Tween al 0.05%) por 2 horas, después
la membrana fue sometida a cinco lavados con PBS-Tween e incubada por 1 hora
con un anticuerpo acoplado a peroxidasa (anti-his tag) a una dilucién de 1:5000 en
PBS-Tween al 0.05%. El exceso de anticuerpo fue desechado mediante 5 lavados
con PBS-Tween al 0.05%. Por Ultimo, la membrana fue incubada con el sustrato
del mddulo Super Signal Chemiluminiscent Sustrate (Pierce) y la sefal emitida fue

detectada en peliculas para quimioluminiscencia.

Experimentos de union a ligando

Las proteinas de 100 ug de VMMA 's de M. sexta fueron separadas en un gel
de acrilamida al 9% vy transferidas a una membrana de nitrocelulosa (ECL-

Amershan). La membrana fue lavada con PBS-Tween 20 0.1% y bloqueada por
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una hora con BSA 0.2% en PBS-Tween 0.1%. La membrana nuevamente fue
lavada con PBS-Tween 20 0.1% vy fue incubada durante dos horas con toxina
Cry1Ab marcada con biotina (10 nM) en una solucion con BSA 0.1% y PBS-Tween
20 0.1%. La toxina fue preincubada (en los casos que asi se indique) con excesos
de fago-anticuerpo (1x10° y 1x10'?), terminando el tiempo de incubacién la
membrana se lavd con PBS-Tween 20 0.1% y se incubd durante una hora con
estreptavidina acoplada a peroxidasa. Por ultimo, se lavd nuevamente con PBS-
Tween 20 0.1% y dos veces con PBS antes de detectar la unidn con los reactivo de

quimioluminiscencia (Pierce).

Bioensayos

Para la realizacidén de los bioensayos se utilizd la técnica de contaminacién
de superficie con larvas de M. sexta de primer estadio de crecimiento. En placas de
24 pozos se pone la dieta hasta llenar la mitad del pozo que tiene una capacidad
para 4 ml de dieta. Una vez que se secan, se agrega la dosis de toxina que se
desea probar en un volumen final de 35 pl con H,O, se dejan secar por algunos
minutos en la campana de extraccidon hasta que las cajas quedan completamente
secas y se coloca una larva en cada pozo. Después de 5 dias se cuentan las larvas
muertas y se calcula el porcentaje de mortalidad con respecto al control que

consiste solamente de agua con las que se prepararon las diluciones de la toxina.

Analisis de clonas individuales por patrén de restriccion (fingerprinting)

El DNA de cada una de las clonas fue purificado con el estuche de Wizard
(Promega). Este DNA fue utilizado como templado para que los genes de
anticuerpos fueran amplificados mediante PCR utilizando los oligos HH1-4 y HH10
especificos para anticuerpos de conejo que amplifican los genes de los anticuerpos
clonados (Hawlisch et a/, 2000). Las condiciones de la reaccion de PCR fueron:

94°C durante un 1 minuto 30 segundos, 60°C por 2 minutos, 72°C por dos
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minutos y se corrieron 30 ciclos. Los productos de PCR fueron digeridos con la
enzima de restriccion A/u 1 (Biolabs) que tiene la caracteristica de hacer cortes
multiples dentro de una secuencia de DNA. La reaccién de restriccion se realizd a
50°C por 2 horas a 37°C sin agitacion, pasado el tiempo de incubacion la enzima
fue inactivada a 65°C por 20 minutos. Los patrones de restriccion de las muestras
fueron analizadas en un gel de agarosa al 2%.

Secuencias de oligos

El oligo HH1-4 es una mezcla de cuatro diferentes oligos:

HH1 5" CAG TCG STG RAG GAG TCC GRG GG 3°

HH2 5" CAT TCG TTG GAG GAG TCC GGG GG 3’
HH3 5" CAG CAG CTG GAG CAS TCC GGA GG 3

HH4 5" CAG GAG CAG CTG AAG GAG TCC GGG GG 3°

La secuencia del oligo HH10 es la siguiente:

HH10 5" TTT GAC GAC CAC CTC GGT CCC TCC GCC G 3
Degeneraciones de oligos: S=G/C; R=G/A; K=G/T; M=A/C

Activacion de la toxina Cry1Ab en presencia de los anticuerpos scFv

Los cristales de la toxina CrylAb fueron cuantificados al igual que los
fragmentos de anticuerpos de cada una de las clonas. La relacion en concentracion
para la activacién fue de 1:1 para las clonas seleccionadas y 1:4 para el anticuerpo
scFv73 que se ha demostrado promueve la oligomerizacion (concentracion
toxina/anticuerpo). Las mezclas antigeno/anticuerpo fueron colocadas en un tubo
eppendorf de 1.5 ml en 100 pl de buffer carbonatos pH 10.5 (para su
solubilizacion) y jugo gastrico de M. sexta al 5%. La reaccion se incubd por 1 hora
a 37°C con agitacion suave y una vez terminado el proceso, las proteasas fueron
inactivadas agregando PMSF a una concentracion final de 1mM. Posteriormente,
las muestras fueron centrifugadas 20 minutos a 14,000 rpm a 4°C y se recupero el

el sobrenadante. Cada una de las muestra se verificd por inmunoblot.
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Purificacion de oligdmero

Después de la activacidon de la toxina CrylAb en presencia del anticuerpo
sckF 73 se verifico la presencia de oligdmero por inmunoblot. Posteriormente, el
oligbmero fue purificado con una columna Superdex HR 10/30 (Amersham

Pharmacia Bitech, Sweden) por FPLC de exclusién molecular.

ELISA monoclonal con oligdmero purificado

En ensayo fue realizado de la misma manera que se menciond
anteriormente (Ensayo de ELISA monoclonal) a diferencia de que se tomod el
oligbmero y el mondmero purificado (5 nM de cada uno); el titulo de los fago-

anticuerpos ocupado fue de 1x10*? unidades formadores de colonias (UFC).
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Resultados
Purificacion de cristales y activacion de las toxinas

A lo largo de este trabajo, se utilizaron las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc
purificadas y activadas con tripsina. Cada una de las cepas productoras de estas
toxinas fue sembrada por separado en medio liquido SP e incubadas a 29°C hasta
esporular completamente. Los cristales fueron purificados por centrifugacién en
gradientes discontinuos de sacarosa y fueron solubilizados para liberar las
protoxing, que posteriormente fueron activadas mediante protedlisis con tripsina
comercial. El resultado de cada uno de los procesamientos fue verificado mediante

la separacion en un gel de acrilamida (figura 7).
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Figura 7. Gel de acrilamida que muestra el procesamiento de las proteinas Cry1Ab,
CrylAc y CrylAa. Las proteinas son solubilizadas con solucién amortiguadora
alcalina pH 10.5 y posteriormente las proteinas solubles fue digerida con tripsina
comercial. Carril 1:Marcador de peso molecular; carril 2: solubilizacién de Cry1Ab;
Carril 3-5: Activacion de las toxinas Cry1Ab, CrylAc y Cry1Aa respectivamente.

41



Como se muestra en la figura 7 los cristales fueron solubilizados dando
como resultado una protoxina de aproximadamente 130 kDa (carril 2). La
solubilizacion de los cristales de las toxinas CrylAc y CrylAa mostrd el mismo
patrén que la toxina Cry1Ab (datos no mostrados). La activacién de las protoxinas
con tripsina dio como resultado un fragmento de aproximadamente 65 kDa que es
resistente al procesamiento proteolitico (carriles 3-5). Una vez que las toxinas
fueron procesadas, fueron almacenadas a 4°C para evitar su degradacion y para

ser utilizadas en los estudios posteriores de este trabajo.

Seleccién de anticuerpos que reconozcan a la toxina Cry1Ab

En un primer intento para aislar anticuerpos que reconozcan
especificamente el dominio III de la toxina Cry1Ab, nosotros utilizamos Unicamente
la biblioteca obtenida del bazo del conejo inmunizado con la toxina CrylAb
(Arenas, 2003). Con este repertorio fueron realizadas 4 rondas de seleccion
tomando como antigeno a la toxina CrylAb inmovilizada en inmunotubos. Los
fagos-anticuerpos que no fueron capaces de reconocer a la toxina fueron
eliminados mediante lavados y aquellos que unieron a la toxina fueron
recuperados mediante un tratamiento alcalino con trietilamida. En la primera y
segunda ronda de seleccidn fueron ocupados 50 pg/ml de toxina CrylAb activada
con tripsina y las posteriores rondas de seleccion fueron realizadas con 25 pg/ml
con la finalidad de obtener fagos que expresen anticuerpos con mayor afinidad
hacia la toxina. Los fagos eluidos en cada una de las rondas de seleccion fueron
utilizados para infectar £. coli y determinar los titulos de fago-anticuerpos
obtenidos (Tabla 1).
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Tabla 1. Titulos de fago-anticuerpos obtenidos después de 4 rondas de seleccion.

Ronda de Concentracion de | Titulo de fago de | Titulo de fago de
seleccion toxina CrylAb entrada (UFC?) salida (UFC?)
Primera 50 ug/ml 1x10%° 1x10°
Segunda 50 pg/ml 1x10% 2x10’
Tercera 25 pg/ml 1x10! 4x10’
Cuarta 25 pg/ml 1x10% 2x10°

@ Unidades formadoras de colonias.

Los titulos obtenidos después de cada ronda de seleccidon fueron buenos
tomando en consideracidn que los titulos de entrada fueron de 1x10'°-1x10! UFC.

Después de las cuatro rondas de seleccidn, aislamos 30 colonias al azar de
las rondas 3 y 4. En trabajos realizados anteriormente en nuestro laboratorio con
este tipo de bibliotecas han mostrado que después de varias rondas de seleccion,
algunas clonas tienden a sufrir deleciones de los genes correspondientes a los
anticuerpos que originalmente estaban clonados (datos no publicados). Por esa
razon, nosotros verificamos la presencia de genes de anticuerpos en cada una de
las clonas seleccionadas. Para ello, purificamos el plasmido de cada una de las
clonas y este se utilizd como templado para realizar un PCR utilizando oligos
especificos que amplifican las regiones los anticuerpos de conejo que se
encuentran clonados en el vector como se refiere en materiales y métodos. El
porcentaje de clonas que presentan genes de anticuerpos clonados en cada una de

las rondas de seleccidon se muestran en la figura 8.

43




50 -

40

30 A

20

10 +

% de clonas con anticuerpos clonados

Tercera ronda Cuarta ronda

Figura 8. Porcentaje de clonas en base a 30 clonas seleccionadas en cada onda de
seleccidén que dieron el producto esperado en la reaccion de PCR utilizando oligos

especificos para anticuerpos de conejo.

Los resultados obtenidos del analisis sugieren que en el proceso de
seleccion fueron seleccionadas dos poblaciones de fagos, por un lado, una
poblacion de fagos que no contiene los genes de anticuerpos y otra que si los
contiene. En el caso de la tercera ronda Unicamente un 40% de las clonas
presentaron genes de anticuerpos clonados, mientras que en la cuarta ronda
Unicamente se observd un 28% de clonas positivas. En un trabajo anterior sobre la
caracterizacion de esta biblioteca se encontrd que las clonas de la biblioteca
original antes de las rondas de seleccion, presentaban insertos de genes clonados
en su totalidad (Arenas, 2003). Estos resultados muestran que en algunas clonas
los genes fueron deletados, sin embargo, se obtuvieron algunas que conservan los

genes de anticuerpos clonados.
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De las clonas que dieron positivo en el andlisis anterior fueron tomadas al
azar 5 clonas de la tercera ronda (numeradas del 1 al 5) y cinco de la ronda 4

(numeradas del 6 al 10) para su posterior caracterizacion.

Determinacion de la especificidad de los anticuerpos

Para determinar si alguno de los anticuerpos seleccionados tienen la
capacidad de reconocer exclusivamente al dominio III de la toxina CrylAb,
analizamos la interaccion de estos utilizando como antigenos a las toxinas Cry1Ab,
CrylAc y CrylAa mediante ELISA. Estas tres toxinas presentan alta identidad en la
secuencia de aminoacidos de algunos de sus dominios (Figura 9-A). El domino I de
las tres toxinas presenta la misma secuencia, con excepcion de seis aminoacidos
distintos entre las toxinas CrylAa y CrylAb, tres diferentes entre las toxinas
CrylAa y CrylAc y tres aminoacidos diferentes entre las toxinas CrylAc y Cry1Ab.
En contraste, la secuencia del dominio II de la toxina CrylAa tan sélo exhibe un
45% de identidad con la secuencia del dominio II de las toxinas CrylAb y CrylAcy
el dominio II de las toxinas Cry1Ab y CrylAc es idéntico con excepcion de sélo dos
aminoacidos. El dominio III de las toxinas CrylAa y CrylAb son idénticos y solo
exhiben un 38% de identidad con el dominio el dominio III de la toxina CrylAc.
Las caracteristicas de homologia que presentan estas toxinas nos permite la
identificacién de anticuerpos que reconozcan especificamente al dominio III de la
toxina CrylAb, pues los anticuerpos de nuestro interés deberan reconocer
preferentemente a las toxinas CrylAa y CrylAb, pero no a la toxina CrylAc. Los

resultados del ELISA con los anticuerpos seleccionados se muestran en la figura 9.

45



) Dominio I Dominio 1T Dominio III

b)
0.6 - BN Cry1Ab
= CrylAa
I Cry1Ac
0.5 1
£
o 0.4 1
(o)}
S
@©
@© i
S 0.3
C
4]
2
@]
8 0.2 1
<
0.1 1 ‘
0.0 T T T |U. UI Hl T || T T T
N2 s k5 6 A 9 9 O
@ o 2 3 2 @ o 2 2
oF oF o o oF o o oF oF

Figura 9. A) Representacion esquematica de la similitud entre las toxinas
CrylAa, CrylAb y CrylAc. B) Experimento de ELISA en donde se inmobilizaron 5u
por pozo de cada toxina y se verificd el reconocimiento a estas toxinas con 1x10°

UFC por cada uno de los fago-anticuerpos.

Este experimento mostréd que los fago-anticuerpos seleccionados en las
diferentes rondas de seleccién tienen la capacidad de reconocer a las tres toxinas y
ninguno de ellos tiene la capacidad de reconocer Unicamente a las toxinas Cry1Ab
y CrylAa como nosotros esperariamos, lo que sugiere que probablemente ninguno
de estos anticuerpos es especifico para el dominio III de la toxina CrylAb. Estos
fago-anticuerpos probablemente reconocen al dominio I de las tres toxinas, que es

la region donde se encuentra una alta identidad en la secuencia de aminoacidos.
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Ensayo de toxicidad en presencia de fago-anticuerpo

A pesar de que no se lograron obtener anticuerpos que reconocieran
especificamente al dominio III de la toxina Cry1Ab, decidimos verificar si alguno de
estos anticuerpos tenia la capacidad de neutralizar el efecto toxico de la toxina
Cry1Ab en larvas de M. sexta. Para este experimento se realizd un bioensayo con
larvas de M. sexta. La toxina CrylAb ocupada en este experimento fue
preincubada en presencia o ausencia de cada uno de los fago-anticuerpos por una
hora y posteriormente, larvas de M. sexta en placas de 24 pozos (una larva por
pozo) fueron alimentadas con esta solucién. Después de 7 dias fueron
cuantificadas las larvas sobrevivientes y se calculo el porcentaje de mortalidad. Los
resultados se muestran en la figura 10.
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Figura 10. Bioensayo con larvas de M. sexta. Las larvas fueron alimentadas con 10
ng/cm? de toxina Cry1lAb y se utilizd 1x10° UFC de fago-anticuerpos de cada una

de las clonas. El experimento control fue la toxina Cry1Ab sin competidor.
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Como se muestra en la figura 10, ninguno de los fago-anticuerpos
seleccionados tiene la capacidad de inhibir la accion toxica de la toxina Cry1Ab en
larvas de M. sexta. Estos resultados nos llevaron a plantear una nueva estrategia
para aislar los anticuerpos de nuestro interés, es decir, anticuerpos capaces de

reconocer al dominio III de la toxina Cry1Ab.

Seleccién de anticuerpos en presencia de la toxina CrylAc como competidor

Para aislar los anticuerpos de nuestro interés, fue planteada la idea de
trabajar tanto con la biblioteca de médula dsea, como con la biblioteca de bazo,
pues existe la posibilidad de que algunos anticuerpos pudiesen estar representados
en uno de los dos repertorios, por lo tanto, la posibilidad de aislar los anticuerpos
de nuestro interés se podria incrementar.

En los experimentos anteriores la seleccion fue realizada utilizando como
antigeno exclusivamente a la toxina CrylAb, sin embargo, no se obtuvieron
resultados positivos. La identidad entre la toxina Cry1lAb y CrylAc en el dominio III
es del 38% y esta caracteristica puede permitirnos realizar una seleccion mas
restringida, utilizando estas dos toxinas como antigenos. En primer lugar, los fago-
anticuerpos de cada uno de los repertorios fueron amplificados después de dos
rondas de seleccidon con la toxina CrylAb y fueron sometidos a una tercera ronda
de seleccidon utilizando como antigeno a la toxina CrylAc. A diferencia de las
rondas de seleccion anteriores, en esta ocasion fueron recuperados los fago-

anticuerpos que no reconocieron a la toxina pegada en el inmunotubo (tabla 2).

Tabla 3. Titulos obtenidos de la seleccion con la toxina Cry1Ac.

Concentracion de

Titulo de entrada

Titulo de salida

Repertorio
toxina CrylAc (UFC?/ml) (UFC?/ml)
Bazo 50 ug/ml 1x10%° 2x10°
Médula dsea 50 pg/ml 1x10%° 2x10°

UFC: Unidades formadores de colonias
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Después de la ronda de seleccion con la toxina CrylAc, cada uno de los
repertorios fue amplificado, titulado y sometido a una nueva ronda de seleccién.
En esta Ultima ronda, se realizd una seleccidn por competencia en donde los
repertorios de fago-anticuerpos fueron preincubados por una hora con toxina
CrylAc en solucién (25 upg/ml) y posteriormente, fueron agregados a un
inmunotubo con toxina CrylAb inmovilizada, los fagos que unieron a la toxina
CrylAc y no a la toxina CrylAb fueron desechados mediante lavados y aquellos
gue Unicamente reconocieron a la toxina CrylAb fueron recuperados. Los titulos

obtenidos con esta estrategia se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3. Titulos obtenidos de la seleccion con la toxina CrylAc (en solucion) y

Cry1Ab (inmovilizada).

Concentracion B Titulo de ) _
_ Concentracion de Titulo de Salida
Repertorio de toxina _ entrada
toxina CrylAc (UFC/ml)
CrylAb (UFC/ml)
Bazo 50 pg/ml 25 pg/ml 1x10! 5x10°
Médula " 6
) 50 pg/ml 25 ug/mil 1x10 1.1x10
Osea

Analisis de fago-anticuerpos monoclonales después de las rondas de seleccion

Para determinar la presencia de genes de anticuerpos en las clonas después
de la Ultima ronda de selecciéon y para determinar su variabilidad, fueron
seleccionados al azar 25 clonas de cada uno de los repertorios. Cada una de ellas
fue cultivada en medio LB y se purificd el ADN que posteriormente fue utilizado
como templado para realizar un PCR con oligos especificos para anticuerpos de

conejo, los productos obtenidos se muestran en la figura 11.
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Biblioteca de médula ésea

<+ 800 pb

800 pb —

Biblioteca de bazo
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AS
Figura 11. Productos de PCR obtenidos del PCR con oligos especificos para
anticuerpos de conejo con cada uno de los repertorios. Las flechas indican las
clonas que presentaron el producto esperado (aprox. 800 pb) y las estrellas

presentan productos de menor tamano.

Como se muestra en la figura 11, Unicamente presentaron el producto
esperado (aproximadamente 800 pb) 10 clonas de la biblioteca de bazo (figura
11A sefialadas con flechas) y 3 clonas de la biblioteca de médula 6sea (figura 11B
sefialadas con flechas). Tanto en la biblioteca de médula como en la biblioteca de
bazo, fueron obtenidos productos de menor tamafio posiblemente debido a
pequefas deleciones del gene (sefialadas con estrellas), de igual manera se
obtuvieron clonas que no presentaron el producto esperado, por lo que esas clonas

fueron descartadas del analisis.
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Analisis del patrdn de restriccion (fingerprinting)

Para verificar la variabilidad entre las clonas que contienen genes scFv
completos los productos de PCR de cada una fueron tomados y sometidos a una
digestion con la enzima de restriccion A/u 1. Los patrones de restriccion diferentes

fueron analizados en un gel de agarosa al 2% (figura 12).

M2 M15 M21 M22 B2 B12

Figura 12. Gel de agarosa al 2% que muestra los diferentes patrones de restriccion
de las clonas M2, M15, M21 y M22 de la biblioteca de médula dsea y las clonas B2

y B12 de la biblioteca de bazo obtenidos de la digestion con al enzima A/ 1.

Dentro de las 13 colonias totales seleccionadas solo fueron obtenidos 6
patrones de restriccion diferentes. En las clonas del repertorio de médula dsea se
encontraron 4 diferentes patrones de restriccidn, las clonas con estos patrones
fueron denominadas como M2, M15, M21 y M22. En el caso del repertorio de bazo
se obtuvieron 2 patrones de restriccion y las clonas que representaron estos

patrones fueron denominadas como B2 y B12.
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Determinacion de la especificidad de los anticuerpos seleccionados

Para determinar cual es el dominio de la toxina CrylAb que reconocen las
clonas seleccionadas, los fago-anticuerpos fueron purificados y posteriormente
fueron titulados para realizar un ensayo de ELISA con las toxinas CrylAb y CrylAc
como antigenos. Como se menciond anteriormente las toxinas CrylAb y CrylAc
comparten una alta identidad en los dominios I y II, sin embargo, el dominio III de
las dos toxinas es diferente. Para este experimento se utilizd como controlnegativo

el fago M13 silvestre (Figura 13).
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Figura 13. ELISA monoclonal tomando como antigeno 5 pg/ pozo de las
toxinas Cry1Ab y Cry1Aa, el titulo de cada uno de los fago-anticuerpo fue de 1x10°
UFC, al igual que del fago M13 silvestre. Las lineas verticales sobre las barras

representan la desviacion estandar (n=3).
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Los resultados obtenidos en el ELISA muestran que los anticuerpos
seleccionados presentan un alto reconocimiento hacia a la toxina Cry1lAb, mientras
que el reconocimiento hacia la toxina CrylAc es menor. La clona B12, presenta un
bajo reconocimiento hacia la toxina Cry1Ab, casi de la misma magnitud que el fago
M13 silvestre, lo cual sugiere que la capacidad de reconocimiento por la toxina
CrylAb es baja. En cambio las clonas B2, M2, M15, M21 y M22, presentan una
mayor absorbancia en cuanto al reconocimiento a la toxina CrylAb que en el
reconocimiento a la toxina CrylAc, lo que sugiere que estos anticuerpos podrian

reconocen al dominio III de la toxina Cry1Ab.

Ensayos de competencia con las toxinas Cry1Ab y sus receptores en M. sexta

En estudios anteriores se ha demostrado que anticuerpos que reconocen
especificamente al asa 2 y 3 del dominio II de la toxina Cry1Ab tienen la capacidad
de inhibir la unién con el receptor Bt-R; de M. sexta y ademas tienen la capacidad
de inhibir el efecto toxico in vivo. Para determinar si alguno de los anticuerpos anti
dominio III presentaba la capacidad de competir la unidn de la toxina con alguno
de sus receptores (APN 6 BT-R;) fue realizado un ensayo de union a ligando. Para
este experimento fueron purificadas vesiculas de microvellosidad media apical
(VMMA’s) de intestinos de M. sexta. Las proteinas presentes en las VMMA's
fueron separadas por electroforesis y transferidas a una membrana de
nitrocelulosa y posteriormente esta membrana fue incubada con toxina CrylAb
marcada con bitina en presencia de diferentes titulos de cada uno de los fago-
anticuerpos seleccionados, para analizar el desplazamiento en la unidén. Los

resultados se muestran en la figura 14.
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Figura 14. Experimento de unién a ligando. Competencia de unién entre la toxina
CrylAb y el receptor aminopeptidasa en presencia de cada uno de los fago-
anticuerpos. La concentracién de toxina ocupada fue de 10 nM vy los titulos de cada
uno de los fago-anticuerpos fue de 1x10'° y 1x10* UFC; en el carril 1 se presenta

la unidn de la toxina en ausencia de competidor.

La figura anterior muestra que algunos de los fago-anticuerpos tienen la
capacidad de inhibir la interaccion con el receptor. La unidn de la toxina CrylAb
con APN en ausencia de competidor es clara (carril 1) al igual que en presencia de
los fago-anticuerpos B2, B12 y M15 que no tiene la capacidad de competir la
unidn. Segun muestra este experimento los anticuerpos M15 y M21 compiten la
union, pero no tan eficientemente como el fago-anticuerpo M22 que desplaza la
unién completamente cuando se utiliza 1x10> UFC como competidor. Estos
resultados sugieren que regiones especificas del dominio III son importante para la
interaccion con el receptor aminopeptidasa en M, sexta.

Para determinar si alguno de estos anticuerpos tenia la capacidad de
desplazar la union de la toxina Unicamente con APN 6 también con el receptor Bt-
R; se montd un experimento de unidn a ligando utilizando en lugar de proteinas de
VMMA “s un fragmento del receptor caderina (Bt-R;) expresado y purificado a partir
de cultivos de E. coli. Este fragmento contiene los tres sitios de interaccion del asa
2,3 y a8 reportados para la toxina CrylAb. Los resultados obtenidos se muestran

en la figura 15.
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Figura 15. Experimentos de union a ligando con un fragmento de Bt-R;. El carril 1
muestra la unién de la toxina CrylAb sin competidor y el carril 2 muestra
Unicamente a Bt-R; sin toxina, el carril 2-8: unidn de la toxina en presencia de B2,
B12, M2, M15, M21 y M22 respectivamente. Se utilizd 1x10'* UFC de cada uno de

los fago-anticuerpos.

La figura 15 muestra que ninguno de los fago-anticuerpos fue capaz de
desplazar la union de la toxina con el fragmento del receptor Bt-R;. Estos
resultados sugieren que los regiones del dominio III que reconocen los fago-
anticuerpo M15, M21 y M22 son importantes en la interaccién con el receptor
aminopeptidasa, sin embargo, no son importantes en la interaccién con el receptor

Bt-R; como se ha demostrado en el caso del dominio II de esta toxina.

Reconocimiento de los fago-anticuerpos anti-dominio III al oligdmero y monémero

En el mecanismo de accién de las toxinas Cry en lepiddpteros se ha propuesto que
el oligdmero es la forma de la toxina que se une directamente al receptor
aminopeptidasa (Bravo et al., 2004). Para determinar si la region que reconocen
los fago-anticuerpos seleccionados se encuentra expuesta tanto en el oligdmero
como en el mondmero se montd un ensayo de ELISA utilizando como antigenos el

oligémero y el mondmero purificados (figura 16).
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Figura 16. ELISA monoclonal utilizando como antigenos al monémero o al
oligdmero purificados de la toxina Cry1Ab; Se utilizaron de cada uno de los fago-
anticuerpos 1x10'2 UFC y 5 nM de toxina. Las lineas verticales sobre las barras

representan la desviacion estandar (n=3).

Como se muestra en la figura 16 los fago-anticuerpos B2, B12, M2
reconocen de igual manera al oligdmero y mondmero de la toxina. Las clonas M15
y M21 muestran un mayor reconocimiento hacia al mondmero que hacia el
oligdmero, sin embargo, reconocen también al oligdmero aunque con menor
intensidad. El fago-anticuerpo M22 que fue el mas eficiente para inhibir la
interacciéon de la toxina con el receptor aminopeptidasa reconoce a las dos
entidades, este resultado sugiere que las regiones que reconocen estos fago-
anticuerpos en la toxina pueden estar expuestos en el oligdmero y que estas
regiones son importantes en la interaccion con este receptor, lo que correlaciona
con la propuesta de que el oligbmero interacciona con la aminopeptidasa en M.

sexta y probablemente es el dominio III el responsable en esta interaccion.
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Caracterizacion del efecto “/in vivd’ de los anticuerpos anti-dominio III

Para determinar qué tan importante es en la toxicidad la union de la toxina
con el receptor aminopeptidasa, analizamos el efecto de la toxina en larvas del
primer estadio de desarrollo de M. sexta mediante un bioensayo. En este
experimento la toxina CrylAb fue previamente incubada con los fago-anticuerpos
M15, M21 y M22 que encontramos son capaces de inhibir la interacciéon toxina-
receptor en experimentos de unién a ligando y posteriormente esta solucion fue
mezclada con dieta de donde fueron alimentadas las larvas. Posteriormente, se
verificd si alguno de los anticuerpos tenia la capacidad de inhibir el efecto tdxico de

la toxina en M. sexta (figura 16).
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Figura 17. Porcentaje de mortalidad en larvas de M. sexta en presencia 0 ausencia
de fago-anticuerpos. 1) Toxina CrylAb sin competidor, 2) Toxina CrylAb
preincubada con el fago-anticuerpo M15, 3) Toxina CrylAb preincubada con el
fago-anticuerpo M21, 4) Toxina CrylAb preincubada con el fago-anticuerpo M22,
5) H,0. En este ensayo se utilizaron 10 ng/cm? de toxina Cry1Ab y 1x10° UFC de
cada uno de los fago-anticuerpos y se utilizaron 24 larvas por experimento. Las

lineas verticales sobre las barras representan la desviacion estandas (n=3).
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Los resultados obtenidos en el bioensayo muestran que los fago-anticuerpos
anti-dominio III tienen la capacidad de disminuir la toxicidad /7 vivo cuando la
toxina CrylAb es previamente incubada con ellos. Los resultados obtenidos en este
experimento correlacionan con los resultados obtenidos en el experimento de
union a ligando, pues el anticuerpo que inhibe de manera mas eficiente la unién de
la toxina con APN es el M22 y también es el que inhibe de mejor manera el efecto
téxico de CrylAb. Estos resultados sugieren que la unidon entre la toxina y
aminopeptidasa es un paso importante en la toxicidad y por lo tanto, en el

mecanismo de accion de estas toxinas.

Activacién de toxina Cry1Ab en presencia de anticuerpos scFv purificados

En nuestro laboratorio se ha demostrado que la activacién de la toxina
Cry1Ab con jugo gastrico en presencia de anticuerpos que mimetizan al receptor
Bt-R; (especificamente aquellos que reconocen el asa 2 del dominio II) son
capaces de promover la oligomerizacion (Gomez et al., 2002). Para determinar si
los anticuerpos anti-dominio III son capaces de promover la oligomerizacion fue
realizado un experimento de activacion. Para purificar los fragmentos de
anticuerpos scFv los genes correspondientes a cada anticuerpos fueron
subclonados al vector pET32b que facilita su expresion y purificacion mediante una
columna de afinidad con niquel (Figura 18a). La activacion fue realizada mediante
la incubacién de cristales purificados de la toxina CrylAb con cada uno de los
anticuerpos por separado, en una solucidon amortiguadora de carbonatos pH 9.5 y
jugo gastrico. Pasado el tiempo de incubacidn las proteasas fueron inhibidas con
PMSF a una concentracion final de 1 mM. El resultado de la reaccion fue verificado
por inmunoblot (figura 18b). La clona M15 no fue incluida en este analisis porque
presenta una delecion en el péptido de unidn (Glys-Ser); de los genes de

anticuerpos, por lo que se dificulta el analisis de la secuencia.
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Figura 17. a) Inmunoblot de la purificacion de los anticuerpos M21 (carril 1) y M22
(carril 2) de aproximadamente 30 kDa; b) Inmunoblot de la activacidon de toxina
CrylAb en presencia de anticuerpos scFv. Carril 1: Activacién con el anticuerpo
scFv73, carril 2: activacion con el anticuerpo M21, carril 3: activacion con el

anticuerpo M22.

En la figura 17a se muestran los anticuerpos M21 y M22 después de ser
purificados. Como se muestra en la figura 17b, la activacion de toxina con
anticuerpos solubles mostr6 que el anticuerpo scFv73 promueve una alta
produccion de oligdmero de aproximadamente 250 kDa (carril 1), mientras que el
anticuerpo M21 no la promueve (carrii 2). El anticuerpo M22 promueve
parcialmente la oligomerizacion, sin embargo, no con la eficiencia que el
anticuerpo scFv73. Esto sugiere que el dominio III de la toxina CrylAb o los
epitopes que reconocen estos anticuerpos en este dominio no estan involucrados
en la oligomerizacién, pero si en la unidon de la toxina con el receptor

aminopeptidasa y en la toxicidad en larvas de M. sexta.

De cada una de las clonas se aisl6 el DNA correspondiente a los genes de los
anticuerpos y posteriormente estos fueron enviados a secuenciar. El andlisis de la
secuencia de aminoacidos permitié la identificacion de las regiones determinantes

de complementariedad (CDR “s) de cada uno de los anticuerpos (Tabla 4).
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Tabla 4. Secuencias de aminoacidos de las regiones determinantes de

complementariedad.

Secuencia de los CDR s de la cadena pesada de los
anticuerpos

Anticuerpo| CDR-H1 CDR-H2 CDR-H3
M21 VAATWIC GPTTVTL DSGTFYMPSYFNL
M22 TASGILLQ GWPTTVT DSGTFYMPSYFNL
Secuencia de los CDR s de la cadena ligera de los anticuerpos
Anticuerpo| CDR-L1 CDR-L2 CDR-L3
M21 EDIFSSL HRASTLA DAATYYCQATYYLSSANL
M22 EDIFSSL HRASTLA DAATYYCQATYYLSSANL

La secuencia de los CDR’s mostrd que estos anticuerpos presentan la
misma secuencia de aminoacidos en los CDR 's de la cadena ligera e identidad en
el CDR-H2 y el CDR-H3 de la cadena pesada, sin embargo, el CDR-H1 es diferente.
Estas secuencias ayudaran en estudios posteriores para la determinacion de los
epitopes que reconocen estos anticuerpos en el dominio III, mediante
experimentos como ensayos de competencia en ELISA con péptidos sintéticos
correspondientes a los CDR’s de los anticuerpos y con péptidos sintéticos
correspondientes a las regiones reportadas como sitios de interaccion del dominio
III de la toxina CrylAa con la caderina de B. mori. Asi se podran determinar las
regiones de interaccién en la toxina CrylAb que interacciona con el receptor y
cuales son las regiones del receptor que interaccionan directamente con el dominio
III. Todos los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la interaccién del
dominio III de la toxina CrylAb con el receptor aminopeptidasa es un factor

indispensable para su toxicidad en larvas de M. sexta.
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Discusion

En insectos susceptibles la especificidad de las toxinas Cry correlaciona con
el reconocimiento a receptores en el intestino de los insectos blanco, como son la
caderina (Bt-R;), aminopeptidasa (APN) y la fosfatasa alcalina que se encuentran
en lipidos de diferentes especies de insectos.

Estas proteinas unen diferencialmente a toxinas CrylA y son importantes
como receptores mediadores de toxicidad. La identificacion de regiones especificas
de las toxinas involucradas en la interaccion con el receptor puede proveer
informacion acerca del mecanismo de especificidad en insectos y el mecanismo de
accion de estas.

En M. sexta hay dos proteinas que han sido caracterizadas como proteinas
de unidn a toxinas Cry1A. La proteina Bt-R;, de aproximadamente 210 kDa, ha sido
la mas caracterizada en los Ultimos afios y se han logrado identificar tres regiones
gue se unen especificamente al asa 2, 3 y a8 (Gomez et a/., 2001; Gomez et a/.,
2003; Xie et al 2005). La proteina APN de aproximadamente 120 kDa ha sido la
menos caracterizada en ese sentido y recientemente, se han unido esfuerzos para
determinar el papel de este receptor (Garczyski et al., 1991).

Anteriormente, se sugeria que el papel del dominio III era la conservacion
de la integridad de las toxinas, protegiéndola de posteriores protedlisis. Sin
embargo, estudios posteriores con toxinas quiméricas y algunas mutantes
demostraron que este dominio también se encuentra involucrado en la
especificidad de las toxinas Cry. En el caso particular de la toxina CrylAc
mutaciones en el dominio III (S503A y S504A) provocan la reduccion de la
toxicidad con la correspondiente disminucién en la union a VMMA’s en M. sexta
(Aronson et al., 1995). Por otro lado, se ha demostrado que el dominio III de esta
toxina Cry1Ac reconoce el azlcar N-acetilgalactosamina en la aminopeptidasa de
M. sextay de H. virescens (Garczyski et al., 1991; Luo et al., 1997).

Experimentos de competencia con este azlcar utilizando las toxinas Cry1Ab

y CrylAa que presentan Unicamente el 38% de identidad en el dominio III con la
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toxina CrylAc mostrd que la unidn de estas toxinas a VMMA s de M. sexta no es
inhibida lo que sugiere que los epitopes de unidn con el receptor son diferentes
(Lou et al, 1997; Masson et al., 1995). Tamb én se han construido toxinas hibridas
en donde se intercambid el dominio III entre las toxinas CrylAa y CrylAc. Las
proteinas que tienen el dominio III de la toxina CrylAa se unen a una proteina de
210 kDa, mientras que las que tienen el dominio III de CrylAc se unen a una
proteina de 120 kDa en L. dispar (Lee et al, 1995). El intercambio de dominios
también ha sugerido un papel muy importante de este dominio en la unién a los
receptores de Spodoptera exigua (de Maagd et al., 1996).

Trabajos posteriores utilizando anticuerpos monoclonales aislados de un conejo
inmunizado con la toxina CrylAa que inhiben la unién de la toxina con el receptor
aminopeptidasa llevd al mapeo de dos epitopes en el dominio III de la toxina
responsables de la interaccidn con el receptor (°®®STLRVN®®® y *82VFTLSAHV®®)
estos resultados muestran que existen regiones del dominio III de la toxina CrylAa
que interaccionan directamente en con la aminopeptidasa, sin embargo, en este
trabajo no se demostro efecto en la toxicidad y no se ha realizado un estudio de
este tipo en la toxina CrylAb y sus receptores en M. sexta (Atsumi et al., 2005).
Para esto, aislamos anticuerpos a partir de bibliotecas de anticuerpos inmunes
contra la toxina CrylAb (biblioteca de bazo y médula dsea) que reconocen el
dominio III de la toxina Cry1Ab con la finalidad de obtener anticuerpos capaces de
competir la unién de la toxina con los receptores de M. sexta para estudiar esta
interaccion. Esta seleccion se desarrolld por dos estrategias, la primera implico
realizar rondas de seleccion utilizando Unicamente a la toxina CrylAb como
antigeno y fue utilizada la biblioteca de bazo. Los resultados obtenidos no fueron
positivos, pues no logramos aislar anticuerpos de interés sin embargo, es
importante sefalar que al intentar caracterizar los anticuerpos obtenidos por esta
estrategia se observd que en algunas clonas los genes fueron deletados o perdidos
conforme se realizaron las rondas de seleccion, lo cual limitd de manera

considerable el objetivo de este trabajo.
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En una segunda estrategia se utilizd el repertorio de bazo y médula dsea
para aumentar la probabilidad de seleccionar los anticuerpos de interés y como
antigeno fueron utilizadas las toxinas CrylAb y la toxina CrylAc. Los resultados
obtenidos fueron positivos. El analisis de patron de restriccidon por digestion mostrd
la obtencion de 4 clonas diferentes de la biblioteca de médula dsea (M2, M15, M21
y M22) y 2 de la biblioteca de bazo (B2 y B12). El andlisis mediante ELISA mostrd
que estos anticuerpos probablemente reconocen el dominio III de la toxina
CrylAb, pues no reconocen a la toxina CrylAc, por otro lado, El experimento de
union a ligando en presencia de fago-anticuerpos mostrd claramente que tres de
los anticuerpos (M15, M21 y M22) reconocen epitopes importante en la union de la
toxina con el receptor APN y el bioensayo en presencia de ellos, demostré su
importancia también en la toxicidad. El reconocimiento de los anticuerpos al
monomero y oligdmero mostrd por un lado que los epitopes que reconocen los
anticuerpos M15, M21 pueden estar expuestos en el oligdmero como en el
monomero sin embargo, presentan un mayor reconocimiento hacia el mondémero y
que los epitopes que reconoce el anticuerpo M22 se encuentran expuestos tanto
en oligdmero como en el mondmero, lo que sugiere que tanto el oligdmero como
el mondmero pueden ser capaces de unirse a APN por la regiones que son
mimetizadas por los anticuerpos y que la toxina CrylAb no sufre cambios
conformacionales importantes en el dominio III cuando se lleva acabo la transicion
de mondmero a oligémero.

Los experimentos de activacion de la toxina CrylAb con anticuerpo soluble
mostraron que los anticuerpos anti-dominio III no facilitan de manera eficiente la
formacion de oligdmero. Se ha demostrado que anticuerpos que unen regiones del
dominio II, especificamenteel asa 2, 3y o8 promueven la oligomerizacion (Gomez
et al, 2001, Gomez et al, 2003). La probabilidad de que este anticuerpo
reconozca un sitio dentro del dominio II se descarta con el resultado obtenido en
la competencia de union con Bt-R;, pues el fragmento ocupado en este ensayo
comprende los tres sitios de unién a las asas del | dominio II de la toxina Cry1Ab y

no existe competencia de unidn con esos sitios en presencia del anticuerpo.
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La alta identidad en el dominio III de la toxina CrylAa y CrylAb vy la
estrategia que se siguid para mapear los epitopes de interaccién de la toxina
CrylAa con la APN de B. mori sugiere que probablemente estos epitopes pueden
ser los mismos en la interaccién del dominio III de la toxina CrylAb con la
aminopeptidasa, sin embargo, no se descartan otros sitio de interaccidon (Atsumi et
al., 2005).

En el mecanismo de accidon propuesto para las toxinas CrylA en
lepidopteros implica que después de que la toxina se une a Bt-R;, ésta expone
regiones hidrofébicas que promueven la oligomerizacion de la toxina. Una vez que
la toxina se oligomeriza esta es capaz de unirse al receptor aminopeptidasa
disociandose de Bt-R;. Posteriormente, la aminopeptidasa arrastra al oligdmero a
microdominios de membrana en donde se lleva acabo la insercion de la toxina y la
formacion de poro. Se ha demostrado que el primer contacto de la toxina con el
receptor Bt-R; es por el dominio II (especificamente las asas 2, 3 y a8) y que es
este contacto es indispensable para la oligomerizacidn. Los resultados obtenidos en
este trabajo sugieren que el siguiente contacto después de la oligomerizacion es
entre el dominio III de la toxina CrylAb y el receptor de aminopeptidasa y que

esta union es indispensable para que la toxina tenga su efecto toxico en el insecto.
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Conclusiones

Se logré la seleccién de 6 diferentes anticuerpos que reconocen al dominio
III de la toxina Cry1Ab, los anticuerpos B2 y B12 de la biblioteca de bazo y
los anticuerpos M2, M15, M21 y M22 de la biblioteca de médula ésea.

De los anticuerpos seleccionados Unicamente el M15 y M21 presentan un
reconocimiento diferencial entre el oligdmero y el mondmero, mientras que
los demas no presentan distincién.

Los anticuerpos M15 y M21 son capaces de inhibir la union entre la toxina
CrylAb y la APN de M. sexta, sin embargo, la inhibicion es mayor con el
anticuerpo M22.

Los anticuerpos M15, M21 y M22 fueron capaces de inhibir el efecto tdxico
de Cry1Ab en bioensayo con larvas de M. sexta.

El dominio III de la toxina CrylAb es importante en la interaccién con el
receptor APN de M. sexta y esta interaccion es importante para la

toxicidad.

Perspectivas

Realizar ensayo de competencia con péptidos sintéticos de la region
mapeada en la toxina CrylAa como sitio de interaccién con la APN de B.
mori y determinar si es la misma en M., sexta.

Analizar las secuencias de los CDR’s de los anticuerpos M21 y M22
mediante alineamientos con APN de Manduca sexta y determinar las

regiones importantes en el receptor.
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