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2. INTRODUCCION

2.1.Toxinas formadoras de poro (PFTs)

Las toxinas formadoras de poro (PFTs), son producidas por una gran variedad de
organismos, que incluyen insectos, reptiles venenosos, gusanos, plantas, amibas, hidras,
anémonas marinas y particularmente bacterias [5, 82]. La funcidn de algunas de estas es
participar en la digestion, en el deterioro del hospedero o como armas en la defensa
contra posibles invasores. Una de sus principales caracteristicas es que pueden existir
como proteinas solubles en un ambiente acuoso o como proteinas insertadas en la
membrana, por lo que requieren sufrir cambios conformacionales para ejercer su efecto

toxico [82].

Dentro de este grupo, las toxinas producidas por bacterias son consideradas
como los venenos mds potentes conocidos por el hombre. Pueden actuar inhibiendo
procesos especificos como sintesis de proteinas o mediante procesos mads generales
como la formacién de poros en la membrana. En el segundo caso, las toxinas pueden
liberar compotentes toxicos a través del poro que van dirigidos hacia sitios especificos
de la célula 6 permitir el paso de iones y agua al interior de la célula causando lisis
celular. El grupo de las toxinas bacterianas agrupa una gran diversidad de toxinas,
mismas que difieren en su estructura, por lo que se han clasificado con base en el tipo de
poros que forman, en dos subgrupos: o-PFTs y B-PFTs. Se ha predicho que las a-PFT's
forman poros usando hélices o, mientras que las -PFTs lo hacen con un barril 3 que se
inserta en la membrana. Dentro del primer grupo se encuentran las colicinas, la
exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa, las toxinas Cry y la toxina diftérica. En el
segundo grupo estdn la a-hemolisina de Staphylococcus aureus, la aerolisina de
Aeromonas hydrophila, la toxina del dntrax y las citolicinas dependientes de colesterol,

entre otras [102].

En cuanto a su mecanismo de accion, se ha propuesto que ciertos pasos bdsicos
son necesarios para la generacion de poros. Primero, la toxina es secretada por la
bacteria. Después de ser ingerida por el hospedero, se une a receptores ubicados en la
superficie celular. En seguida, oligomeriza y por ultimo, se inserta en la membrana

celular. Como consecuencia, se forma un poro, que finalmente ocasiona la lisis de la



célula 6 que permite la translocacién de algtin componente téxico. Si bien, la formacion
de un poro es uno de los primeros efectos que ocasionan, se ha sugerido que algunas
PFTs como la aerolisina y la listeriolisina O, también actian sobre las células del
sistema inmune causando apoptosis. Por lo que se ha propuesto que diferentes
mecanismos pueden actuar conjuntamente [102]. No obstante, existen particularidades
en el modo de accion de cada una de las toxinas que integran este grupo que aun se
desconocen por completo. En este trabajo nos enfocamos en estudiar el modo de accion
de un grupo especifico de toxinas formadoras de poro: las toxinas Cry o 0-endotoxinas

de Bacillus thuringiensis.

2.2 Bacillus thuringiensis y sus endotoxinas

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram-positiva que pertenece a la familia
Bacillacea. Esta familia incluye seis especies: B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis,
B. mycoides, B. pseudomycoides 'y B. weihenstephanensis [88]. De las cuales B.
thuringiensis se distingue porque produce toxinas con capacidad insecticida. Su ciclo de
vida involucra dos fases: vegetativa y de esporulacion. En la fase vegetativa, las
bacterias se duplican por biparticion cada treinta a noventa minutos. En la fase de
esporulacion, se efectia la diferenciacidon de bacteria a espora y se presenta cuando la
bacteria crece bajo limitacion de nutrientes. Esta consta de siete fases. En la fase 1 se
induce la formacion del filamento axial. Después de ocho horas de crecimiento, la
bacteria entra en la fase II, que se distingue por la formacién del septo espora de
division asimétrica que involucra mesosomas. A la novena hora, ocurren cambios a
nivel membranal y citopldsmico para la formacion de la espora, y también inicia la
sintesis del cristal insecticida. A las doce horas, se forma el exosporio, la pared celular
primordial, la corteza y las capas de proteccion de la espora (fases IV a la VI). En la
fase VII, ocurre la maduracidn de la espora y la sintesis de enzimas liticas que liberan a

los cristales insecticidas y a las esporas [9].

Bacillus thuringiensis produce un cristal paraesporal durante la fase de
esporulacion, el cual puede estar formado por una o varias proteinas con capacidad
insecticida, llamadas d-endotoxinas. Por lo que B. thuringiensis ha sido utilizado

durante las ultimas décadas para producir bioinsecticidas en contra de insectos plaga



que dafian la agricultura, para el control de mosquitos y el manejo de bosques, dada su

alta especificidad e inocuidad para el ambiente [94].

Las d-endotoxinas de Bt han sido clasificadas con base en su identidad de
aminodcidos en mds de cincuenta grupos. Se define como toxina Cry cualquier proteina
paraesporal producida por Bacillus thuringiensis que tenga un efecto toxico hacia algin
insecto y que pueda ser probado por bioensayo, o que se parezca a toxinas Cry ya
descritas [21]. Este grupo abarca toxinas que tienen dos diferentes masas moleculares,
130 6 70 kDa. Presentan un amplio rango de especificidad contra diferentes ordenes de
insectos: Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Mallophaga y
Acari y otros invertebrados que incluyen los érdenes Nemathelmintes, Platyhelminthes y
Sarcomastigorphora [12, 94]. La familia de proteinas Cry de tres dominios agrupa a la
mayor parte de las d-endotoxinas, incluyendo mds de treinta tipos y mds de cien

subtipos con especificidades unicas [12].

A la fecha se han elucidado las estructuras de las toxinas activadas: Cry3Aa [62]
y Cry3Bb [30], especificas contra coledpteros; CrylAa [40] especifica para
lepiddpteros; Cry4Aa [11] y Cry4Ba [10], especificas para dipteros. También se
resolvid la estructura de la protoxina Cry2Aa que mata a insectos lepiddpteros y
dipteros [72]. Todas presentan una estructura de tres dominios muy similar, a pesar de
su baja similitud de secuencia. El dominio I estd formado por siete hélices alfa cuya
hélice central (a-5) estd rodeada por seis hélices externas (Figura 1). Cada una de las
hélices externas es de naturaleza anfipdtica, en donde los residuos cargados o polares
estdn expuestos al solvente mientras que los residuos hidrofébicos se proyectan hacia la
hélice central. La mayoria de las hélices son mayores de 30A y podrian atravesar la
membrana hidrofébica. Lo anterior, aunado a la gran similitud estructural que guarda
con el dominio formador de poro de la hemolisina, la colicina Ia y el dominio de
translocacién membranal de la toxina diftérica, han llevado a hipotetizar que el dominio
I participa en la formacion de poro de las toxinas Cry [85, 94]. Aunado a esto, andlisis
mediante mutagénesis sitio-dirigida indican que las hélices a4 y a5 podrian ser las mas

importantes para la formacién de poro [95, 96].



El dominio II consta de tres ldminas beta antiparalelas que forman un f3-prisma.
Dos de las ldminas estdn formadas por cuatro cadenas que estdn expuestas al solvente y
forman un motivo de “llave griega” (Figura 1). Estructuralmente, este dominio es el mas
variable, presentando lasos con diferente longitud, conformacién y secuencia. Dada esta
variabilidad y el andlisis de mutantes en estos lazos, se ha sugerido que son importantes
para conferir especificidad. Ademds, las similitudes entre este dominio y las regiones
determinantes de la complementariedad de las inmunoglobulinas sugieren un papel en la
union al receptor. Aunado a esto, este dominio tiene una gran similitud con proteinas
que unen carbohidratos como la vitelina, las lectinas Mpa y la jacalina, por lo que se ha

sugerido que podria unir carbohidratos, pero esto atin no se ha demostrado [23, 85].

El dominio III estd formado por dos ldminas beta antiparalelas que forman un f3-
sandwich (Figura 1). En donde las dos ldminas 3 se empacan con una topologia de
“anillo”, la lamina externa se orienta hacia el solvente y la interna hacia el dominio II.
Los dos lazos se extienden al final del dominio II e interactian con el dominio I. El
dominio IIT muestra menos variabilidad estructural que el dominio II y las principales
diferencias se presentan en la longitud, la orientacion y la secuencia de los lasos. Un
claro ejemplo son las toxinas CrylAa y CrylAc, en donde existen diferencias
determinadas por la extension del laso de CrylAc que crea una cavidad de unién a N-
acetilgalactosamina, la cual estd implicada en el reconocimiento de este aziicar presente
en el receptor APN. Este dominio muestra similitud con moléculas de unién a
carbohidratos (CBMs) presentes en proteinas como las glucdsido hidrolasas, las liasas y
las esterasas. Por lo que se ha hipotetizado que el dominio III de algunas toxinas Cry

podria unir carbohidratos [85]. Esto ultimo, tnicamente se ha demostrado para la toxina

CrylAc [17, 24].

Por otro lado, para que estas toxinas ejerzan su efecto toxico, se propone que son
necesarios los siguientes pasos: 1) solubilizacion de la protoxina al interior del intestino
del insecto susceptible, 2) activacion proteolitica, 3) unidn a receptores de las células
del epitelio intestinal y 4) formacion de poros liticos [55]. A continuacion se detallardn

cada uno de estos pasos.
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I;igura 1. A) imagen de la estructura cristaiogrﬁfica de la toxina ary‘lAa mostrando sus
tres dominios. B) Imagen de los Dominios I, II y III de la toxina CrylAa, vistos

individualmente.

2.2.1 Activacion proteolitica de toxinas Cry.

Las toxinas Cry son sintetizadas como protoxinas inactivas que requieren ser activadas
mediante procesamiento proteolitico. Existen todavia preguntas sin responder sobre el
procesamiento de toxinas CrylA in vivo. Se ha propuesto que el procesamiento de
toxinas Cry de 130 kDa se efectua secuencialmente, iniciando en el extremo carboxilo
terminal, produciendo cortes de 10 kDa, hasta llegar a un tamafio de 65 kDa. Después,
se corta en el extremo amino terminal, removiendo los primeros 20 a 55 aminodcidos

segun la toxina [ 14, 15].

En un trabajo realizado con la toxina Cryl Ab se reportd que cuando es activada
por proteasas del intestino medio del insecto Manduca sexta, sufre tres cortes
intramoleculares. El primer corte ocurre al inicio de la hélice a2a, siendo eliminada la
hélice a1, y generando un fragmento de 58 kDa, el cual en ensayos de permeabilidad a
K" in vitro, causa un incremento en la actividad de formacion de poro. El segundo corte
se efectda entre las hélices a2a y a2b, generando un producto de 56 kDa, el cual pierde
la actividad de formacion de poro. El tercer corte se produce dentro del dominio II

generando dos fragmentos de aproximadamente 30 kDa, este dltimo corte ocasiona una



importante reduccion en la actividad de formacién de poro y la disminucién de la
toxicidad. También se encontrd que la digestion in vitro de la protoxina con tripsina
genera cortes tanto en el extremo amino terminal como en el carboxilo terminal,
resultando en la formacién de una toxina de 60 kDa, pero no produce los primeros dos
cortes intramoleculares que se observan al activar Cryl Ab con jugo gastrico del insecto
susceptible, por lo que se ha sugerido que la 6 las proteasas responsables de estos cortes

son diferentes a tripsina [71].

En otros trabajos, se ha propuesto que serinproteasas como tripsina,
quimiotripsina y eleastasa, que participan en la digestion de los insectos, también estdn
involucradas en el procesamiento proteolitico de estas toxinas. En el caso especifico de
Choristoneura fumiferana, se reportd que una enzima tipo tripsina participa en la
activacion de la toxina CrylAc [70]. También en Plodia interpunctella se describid la
participacion de enzimas con actividad tipo tripsina y quimiotripsina en la activacion de

CrylAc [79].

Otra propuesta es que las proteasas endogenas de B. thuringiensis podrian estar
involucradas en la activacién de toxinas Cry. Esta hipdtesis se basa en el hecho de que
su esporulacion estd asociada con una gran produccidon de proteasas, misma que
coincide con la etapa de produccion de cristales. Para validar esta propuesta, en un
trabajo se analizé la produccion de proteasas intracelulares de dos cepas de B.
thuringiensis var. kurstaki, LB1 y HD251, encontrando que mientras LB1 producia una
banda de 68 kDa correspondiente a la toxina activa, en HD251 no estaba presente ya
que produjo menos del 10% de la actividad proteolitica encontrada en LB1. También
demostraron que esto se debié a que en LB1 la sintesis de proteasas incrementaba
conforme las células esporulaban mientras que en HD25 la actividad aparecia mucho
después de la etapa de esporulacion [3]. Posteriormente, en otro trabajo se demostré que
la activacidn de una protoxina de 132 kDa a una toxina de 66 kDa de B. thuringiensis
var. kurstaki ocurria sin necesidad de tripsina, pero este procesamiento era inhibido al
agregar EDTA, implicando la participacion de una metaloproteasa en la activacidon de
esta proteina [58].

Por otra parte, aunque la activacion descrita anteriormente para cada grupo de
protoxinas engloba los pasos generales del procesamiento, es importante mencionar que

pueden presentarse variaciones en los cortes, lo cual dependerad de la composicion de las



proteasas presentes en el jugo gdstrico, asi como de su actividad enzimadtica y su
especificidad. No obstante, un mal procesamiento o el corte excesivo de la toxina podria
generar resistencia [78]. Al respecto, en un trabajo realizado con una poblacién de
Heliothis virescens resistente a toxinas Cry, se encontrd que las proteasas presentes en
el jugo gastrico procesaron las protoxinas de CrylAc mds lentamente y degradaron la
toxina mds rdpido que las enzimas de una linea susceptible de insectos [28]. En otro
trabajo realizado con Spodoptera littoralis, el aumento en la actividad especifica de las
proteasas del intestino de las larvas de quinto instar se asocié con la pérdida de
sensibilidad a la toxina Cry1C, posiblemente debido al incremento en su degradacidon
[54]. Ademds también se demostrd que insectos resistentes a CrylAc de Plodia
interpunctella carecen de una proteasa que activa a las protoxinas de Bt y que su

ausencia estd ligada genéticamente a la supervivencia de las larvas [78].

2.2.2 Union a Receptor

La union de las toxinas Cry con sus receptores es un determinante importante de la
especificidad y la toxicidad. La correlacion entre unidn, especificidad y toxicidad, se
demostré por primera vez mediante ensayos de competencia utilizando vesiculas de
vellosidad de la membrana apical (VVMA) de los lepidépteros Manduca sexta 'y Pieris
brassicae. En este trabajo se demostré que las toxinas CrylAb y CrylBa se unieron
especificamente a las VVMA de P. brassicae, pero solo Cryl Ab se uni6 a las VVMA
de M. sexta. Aunque ambas toxinas mataron a larvas de P. brassicae, solo Cryl Ab maté
a larvas de M. sexta, por lo que se demostrd que existe una correlacidn directa entre la
unién y toxicidad [46]. Posteriormente, en otro trabajo se demostrd, mediante
competencias de union homodlogas y heterdlogas, que las toxinas Bt2, Bt3 y Bt73,
igualmente téxicas para M. sexta pero con diferente toxicidad contra Heliothis virescens
(LC5,=7, 157 y 2 ng/cm’, respectivamente) presentaron heterogeneidad en los sitios de
unidn, ya que las tres toxinas compartieron una poblacién de sitios de union, mientras
que solo Bt2 y Bt73 reconocieron una segunda poblacion y una tercera poblacién fue
reconocida solo por la toxina Bt73. Ademas, en este mismo trabajo se demostré que las
toxinas Bt15, Bt13 y Bt8, no toxicas contra larvas de H. virescens, no compitieron por
la unién de Bt2, Bt3y Bt73, respectivamente. Estos datos confirmaron que las toxinas
Cry son especificas en su unién [109]. Sin embargo, en otro trabajo se reporté que no

siempre se podria establecer una correlacion directa entre union y toxicidad, ya que la



toxina CrylAc, la cual tiene menor toxicidad contra Lymantria dispar que CrylAb,
aparentemente mostraba una mayor afinidad que Cry1Ab en la unién a membranas de L.
dispar [114]. Posteriormente, en otro trabajo, este comportamiento se explicé mediante
un esquema de interaccion de dos pasos. Con este sistema se analizd por separado la
cinética de unidn reversible e irreversible, encontrando que la unidn reversible
correlaciona con la unidn de la toxina al receptor, mientras que la union irreversible se
relaciona con el paso de insercion [63]. Por lo que la unién irreversible se correlaciona

directamente con la toxicidad.

Respecto a la identificacién de los receptores de toxinas Cry, en un trabajo
realizado por Adang et al, 1994, se demostré que la toxina CrylAc es capaz de unirse a
dos proteinas, una de 120 kDa, identificada como aminopeptidasa N y otra de 65 kDa,
una fosfatasa putativa, ambas aisladas de las VVMA de M. sexta. Estas dos proteinas se
reconstituyeron en liposomas artificiales y posteriormente se analizé la liberacion de
Rb* inducido por su interaccién con la toxina CrylAc. La conclusién del trabajo fue
que la union de la toxina a bajas concentraciones indujo la actividad de formacidn de

poro, lo cual correlaciond directamente con la toxicidad [93].

Otros grupos han identificado diferentes proteinas que se unen a las toxinas Cry.
Se propone que algunas de estas proteinas funcionan como receptores especificos. Los
mejor caracterizados en lepiddpteros son la aminopeptidasa N y las proteinas tipo
caderina. Otro grupo de receptores incluyen a las alcalinofosfatasas (ALP), un glico-
conjugado de 270 kDa y una proteina de 252 kDa. También se propone que los
glicolipidos pudieran jugar un papel importante como receptores en insectos y

nematodos [85].

En seguida se detallardn las caracteristicas de estas proteinas y las evidencias

que se han presentado para validar su funcién como receptores de toxinas Cry.

2.2.2.1 Receptores de toxinas Cry.
2.2.2.1.1 Caderina
Las caderinas son glicoproteinas transmembranales calcio-dependientes formadas por

un dominio transmembranal, un dominio citoplasmatico y un ectodominio con sitios de



union a calcio (Ca"). Las caderinas cldsicas tienen cinco repetidos de caderina, pero se
han reportado hasta con 34 repetidos. Algunas tienen también repetidos de mucina,
laminina 6 tipo factor de crecimiento epidérmico. Presentan funciones diversas que

incluyen adhesion celular, migracion, organizacidn del citoesqueleto y morfogénesis

[4].

Las proteinas tipo caderina se han aislado del epitelio intestinal de lepiddpteros y
también se ha demostrado que unen a toxinas Cry. Estas proteinas son muy similares a
las caderinas cldsicas, ya que presentan una organizacidn estructural similar, salvo
algunas diferencias. Por ejemplo, la caderina de M. sexta, presenta secuencias en el
ectodominio que no estdn presentes en las caderinas cldsicas: una secuencia de adhesion
celular (HAV) y secuencias de union a integrina (RGD y LDV), sin embargo no se ha
determinado su papel funcional [25]. Otra de las diferencias, es que mientras las
caderinas cldsicas se localizan en las uniones celulares involucradas en la adhesion
celular, las caderinas de lepiddpteros se localizan en la membrana apical de las células

columnares del epitelio intestinal [18, 41].

Los receptores tipo caderina mejor caracterizados son Bt-R1 de M. sexta,
BtR175 de B. mori 'y HevCalP de H. virescens [85]. El receptor Bt-R1 de M. sexta, fue
el primero que se caracterizd como proteina de unién a la toxina CrylAb, mediante
inmunoprecipitacion con CrylAb, seguido de electroforesis en dos dimensiones [105].
Posteriormente, se demostré que después de transfectar células de mamifero COS-7 y
HEK-293 con este receptor, la toxina Cryl Ab se unid con una constante de disociacion
similar a la del receptor nativo [106]. Este receptor también se expreso en células S2 de
Drosophila, teniendo como efecto que estas células se volvieran susceptibles a
diferentes toxinas CrylA, causando la muerte del 12 al 14% de las células [48].

De igual forma, en B. mori se identificd otra proteina tipo caderina (Bt-R175)
como receptor de la toxina CrylAa, mediante ensayos de inmunoprecipitacién [76, 77].
Para demostrar su papel como receptor, esta proteina también se expreso en diferentes
lineas celulares. Especificamente, cuando se expreso en células Sf9 y estas se trataron
con la toxina CrylAa, se observo el hinchamiento celular después de 15 minutos y el
nimero de células con este efecto incrementd 45 minutos después de la adicion de la

toxina, debido a la formacion de poro [75].



En cuanto a HelvCaLP de H. virescens, existen diferentes trabajos que apoyan
su papel como receptor de toxinas Cry. Primero, se demostré que en la linea resistente a
CrylAc, YHD2 de H. virescens, la resistencia se generd por la ausencia de expresion
del gene HevCaLP [29]. Aunado a esto, cuando este receptor se expresé en la linea

celular S2, causé sensibilidad a las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc [52].

Por otra parte, a la fecha se tienen identificadas algunas regiones de las caderinas
involucradas en la interaccion con toxinas Cry. Por ejemplo, en el receptor Bt-R175 se
identificé una region que va del aminodcido 1245 al 1464, la cual es necesaria para la
union de CrylAa a éste receptor [75]. Un resultado similar se obtuvo con un péptido
sintético correspondiente a los residuos 1296 al 1301 (repetido CR11), el cual bloqued
parcialmente la unién de CrylAa y CrylAb [37]. En otro trabajo con Bt-R1, mediante
ensayos de competencia, se identificaron dos regiones de CrylAb que unen a éste
receptor: una que va del aminodcido 869 al 876 (repetido CR7) y la otra del 1331 al
1342 (repetido CR12) [35]. También se demostré que CrylAc se une a los residuos
1217 al 1461 de la caderina de Helicoverpa armigera [112]. Mientras que la caderina de
H. virescens se une a la toxina Cry1A mediante una region que incluye los aminoacidos
1422 al 1440 [117]. Finalmente, también se identificaron como sitios de union el laso o-

8 y el laso 2, en la toxina Cry1Ab y en la toxina CrylAa, los lasos 2 y 3 [35, 36].

2.2.2.1.2 Aminopeptidasa N (APN)

La aminopeptidasa N es una glicoproteina anclada a la membrana por un grupo
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Pertenecen a la superfamilia de metaloproteasas-
peptidasas de unién a zinc, presentando un motivo corto zincin (HEXXH). Su funcién
enzimdtica es cortar aminodcidos en el amino terminal de polipéptidos. Respecto a su
funcion en el intestino de larvas de lepiddpteros, se sabe que participa en la digestion de
proteinas derivadas de la dieta de los insectos, en cooperacion con las carboxipeptidasas
y endopeptidasas [113]. Estas proteinas se clasifican en cinco clases con base en su

identidad de secuencia [42]. Se ha demostrado que todas las clases de APN unen toxinas

Cry [85].

Respecto a las evidencias que confirman la participacion de la APN en la

toxicidad de toxinas Cry, se pueden mencionar algunos trabajos de permeabilidad y



toxicidad in vivo. En cuanto a la formacion de poro, anteriormente se menciond que la
union de APN y fosfatasa de M. sexta inducen la formacion de poro en la toxina
CrylAc [93]. Resultados similares fueron observados en otros trabajos en donde la
actividad de formacion de poro, en liposomas reconstituidos con la APN de H.
virescens, fue inducida por las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc [66]. En otros
trabajos donde se realizaron ensayos de formacién de poro en bicapas lipidicas planas,
con las toxinas CrylAa CrylAc y CrylCa, se demostr6 que la presencia de la APN de
M. sexta permitié la formacion de canales a concentraciones de toxina menores a las

utilizadas en membranas sin receptores [96].

Por otro lado, in vivo se demostré que larvas de Drosophila transgénicas en las
que se expres6 una APN de M. sexta, al ser alimentadas con la toxina CrylAc (50
ug/ml) fueron susceptibles, a diferencia de las larvas control que fueron resistentes aun
a concentraciones mayores de toxina [33]. Pero la evidencia mds fuerte que sustenta el
papel de la APN como receptor es el silenciamiento de la APN en larvas de Spodoptera
litura. En este trabajo se logro reducir en un 95% la expresion de este receptor en las
larvas, lo que ocasiond la disminucién del 75% de la toxicidad, al ser tratadas con la

toxina Cry1Ca [87].

En cuanto a las regiones de interaccion de la APN, se ha propuesto que el azicar
N-acetilgalactosamina (GalNAc) es un determinante importante en la interaccion con la
toxina CrylAc. Esto se demostré en un trabajo donde se construyeron hibridos de
CrylAa y CrylAc, en los que tnicamente las toxinas con el dominio III derivado de
CrylAc podian unirse a la APN purificada de Limantria dispar [60]. Después, en otro
trabajo se demostr6 que GalNAc podia inhibir esta interaccion [49]. Resultados
similares se reportaron para hibridos de CrylCa con el dominio III de CrylAc
insertado, los cuales se unieron a la APN de M. sexta y ésta unidn fue competida con
GalNAc [22]. Sin embargo, en un trabajo donde se caracterizaron los sitios de N-
glicosilacion de la APN clase 1 de M. sexta, se identificaron cuatro sitios, de los cuales
ninguno tuvo GalNAc como componente [99]. Ademds, con este trabajo se corrobord
que CrylAc interactia con la APN a través de su C-terminal rico en treonina, que estd
orto-glicosilado con glicanos tipo mucina [99]. En otro trabajo realizado con una APN

purificada de B. mori, se digirid este receptor y su unidon con CrylAa se evalud en



ensayos de union a ligando. El resultado fue que la toxina se unié a dos fragmentos de
30 kDa correspondientes a los residuos Asp40 a Lys313 [99]. Después, estos
fragmentos de APN se expresaron como proteinas de fusion en E.coli y se evalud su
union a la toxina CrylAa, encontrando que unicamente los fragmentos mds pequefios

(residuos Ile135 a Pro198) unieron a la toxina Cry1Aa [99].

Por otro lado, respecto a los sitios de unién a APN presentes en las toxinas Cry,
a la fecha se han identificado tres regiones. El primer sitio se localiza en la lamina
externa del dominio III. Este sitio se identificé mediante la construccién de mutantes en
la ldmina B-16 de la toxina CrylAc, las cuales presentaron una disminucion en la union.
Después de competir la union de estas mutantes a las VVMA de M. sexta con GalNAc,
la unién no disminuyd, confirmando que CrylAc requiere GalNac para unirse a las
membranas [17]. Aunado a ésto, la estructura cristalografica de CrylAc, en presencia y
ausencia de GalNAc, reveld que CrylAc une a la APN de una manera GalNac
dependiente, mediante un sitio de insercion de seis residuos en el dominio 111, el cual no
estd presente en CrylAa y CrylAb [24]. El segundo sitio se comparte por las toxinas
CrylAby CrylAc, el cual se cree que estd formado por los lasos expuestos al solvente y
se encuentra en la parte superior del dominio II. La participacidon de este sitio se
confirmd mediante la construccién de las mutantes R368 y R369 del laso 2 de CrylAb y
CrylAc, las cuales perdieron su toxicidad y la unién a VVMA de M. sexta y L. dispar,
respectivamente [59]. No obstante, en otro trabajo, mediante el ensayo de unién a
ligando se observé que la unién de CrylAb a la APN de M. sexta en presencia o
ausencia de péptidos sintéticos, correspondientes a los lasos 2, 3 6 a-8 del dominio 11,
no compitieron la unidn [35, 36]. El tercer sitio, identificado en CrylAa y CrylAb estd
cerca de la interfase entre los dominios II y III. Este sitio se reconocié mediante el
mapeo de epitopes de dos anticuerpos monoclonales que unieron a CrylAa y
bloquearon la unién con APN. Estos anticuerpos se unieron a la ldmina externa del
dominio III en distintos sitios sobrelapantes: **STLRVN’" (8-16) y **VFTLSAHV*¥
(B-22) [8]. Finalmente, en otro trabajo también se demostré que péptidos sintéticos

correspondientes a la 3-16 compitieron la unién de Cryl1Ab con APN [34].

2.2.2.1.3 Fosfatasa alcalina (ALP)



Las fosfatasas alcalinas comprenden un grupo de enzimas heterogéneas que catalizan la
hidrélisis de ésteres monofosfato en pH alcalino. Esta actividad enzimdtica se ha
reportado en una gran variedad de organismos, desde bacterias hasta mamiferos, pero su
funcion fisioldgica no se conoce del todo. Se sabe que se localiza en forma soluble en el
suero de mamiferos pero tambi€n se encuentra asociada a la membrana celular y
dependiendo del tejido en donde se localiza, es la funcion que realiza. Por ejemplo, en
las células del epitelio intestinal tiene como funcidn participar en la absorcién y en la

hidrdlisis de fosfatos de la dieta [27].

Estas proteinas fueron identificadas como receptores de CrylAc en M. sexta [68,
92] y en H virescens [53]; y de Cryl1Aa, en Aedes aegypti [26]. En M. sexta, la ALP
(65 kDa) se identificé mediante electroforésis en geles de dos dimensiones, seguida del
andlisis de unidn a la toxina CrylAc mediante ensayos de union a ligando. No obstante,

se desconoce el papel que juega en la toxicidad de CrylAc[68].

La ALP de H. virescens es una proteina anclada por GPI con masa molecular de
68 kDa. Primero se demostrd, mediante ensayos de unién a ligando, que esta proteina se
une a CrylAc, al parecer mediante el residuo N-acetilgalactosamina. En este mismo
trabajo, se demostré que en una linea resistente de H. virescens, los niveles de expresion

de ALP estaban disminuidos, sugiriendo que juega un papel en la toxicidad [53].

En cuanto a la ALP de A. aegypti, ésta tiene caracteristicas similares a las ALP
identificadas en lepiddpteros. Se sabe que su masa molecular es de 65 kDa y que estd
anclada a la membrana mediante GPI. La unién de Cryl1Aa a este receptor se demostrd

mediante ensayos de union a ligando y cromatografia de afinidad [26].

2.2.2.1.4 Glicolipidos

Los glicolipidos se caracterizaron como receptores de toxinas Cry en lineas resistentes a
la toxina Cry5Ba del nematodo Caenorhabditis elegans. Para lo cual, mediante genética
reversa, se identificaron los genes que podian restaurar la susceptibilidad a la toxina,
mismos que fueron nombrados genes bre (bre2, bre3, bre4 y bre5). Después de
caracterizar estos genes, se encontrd que codifican para glicosiltransferasas que no

muestran ninguna similitud con los otros receptores identificados a la fecha. El primer



gene caracterizado fue bre5, el cual codifica para una proteina de la familia -1,3-
galactosiltransferasa. El gene bre2 codifica para una 3-1,3-glicosiltransferasa. Mientras
que bre3 codifica para una glicosiltransferasa putativa, homdloga a la proteina de
Drosophila EGGHEAD. Por tltimo, bre4 codifica para una UDP-GalNac:GlcNacf-1,4-

N-acetilgalactosaminiltransferasa [39].

Para demostrar si la toxina Cry5Ba podia unirse a glicolipidos, se purificé el
componente B (glicoesfingolipido) de las membranas de C. elegans y después se
incorporo en liposomas de fosfatidilcolina. En seguida, se evalud la union de la toxina
Cry5Ba marcada con fluorescencia a estos liposomas, obteniendo que Cry5Ba si se unid
de una manera dependiente de la dosis. Después, se analizé si diferentes azicares
podrian inhibir la unién de la toxina a glicolipidos. Para lo cual, el componente B fue
fijado en palcas de poliestireno y se analizo la unién de Cry5Ba, en ausencia y presencia
de diferentes monosacdridos. El resultado fue que la galactosa inhibié la unién de
Cry5Ba en un 92% [39]. En este mismo trabajo se demostré que la unién de las toxinas
Cry a los glicolipidos es especifica, ya que las toxinas CrylAc, CrylAa y CrylAb
unicamente se unieron a glicolipidos extraidos del lepidéptero M. sexta, siendo capaces

de competir por dicha unién [39].

2.2.2.1.5 Glicoconjugado

En otros trabajos se ha demostrado que las toxinas Cry se unen a dos tipos adicionales
de receptores: BTR-270 y P252. El primero es un glicoconjugado de 270 kDa, el cual se
aislé de Limantria dispar. Se sabe que es una proteina anidnica altamente glicosilada
que forma parte del glicocdlix de las VVMA de L. dispar y ha sido demostrado que une
a las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylBa [107].

El otro receptor, P252, se aislo de la fraccion soluble de las VVMA de Bombix
mori. Aunque su masa molecular es de 252 kDa, al ser purificado mediante
cromatografia de exclusion de peso molecular, se purificé un oligdmero de
aproximadamente 985 kDa. Se demostrd que este receptor puro une a las toxinas
CrylAa, CrylAb y CrylAc, sin embargo no se ha demostrado si juega un papel en la
toxicidad [47].



2.2.3 Oligomerizacion

Al igual que otras toxinas formadoras de poro, como la aerolisina de Aeromonas
hydrophila, 1a pneumolisina de Streptococcus pneumoniae y la a-toxina de Clostridium
septicum, se sugiere que las toxinas Cry, después de ser activadas, forman un pre-poro
oligomérico, el cual se inserta en la membrana y forma el poro litico [1, 32, 69, 108]. En
diferentes trabajos que apoyan esta hipdtesis, se demostrd que las toxinas CrylAb,
CrylAa, CrylAc, CrylCa, CrylDa, CrylEa, CrylFa, CrylGa, Cry3A y Cry4Ba,
después de ser activadas in vitro, en presencia de sus receptores (VVMA), formaron una
estructura oligomérica de masa molecular de 250 kDa, adicional al mondmero [38, 43,
74, 89]. En uno de éstos trabajos, se evalud la formacion de poro de las toxinas CrylAa,
CrylCa, CrylDa, CrylEa CrylFa y CrylGa activadas en presencia de receptor,
mediante ensayos de permeabilidad a potasio, encontrando que las mezclas de
oligdmero y mondmero presentaron una mayor actividad de formacion de poro a
comparacion de la toxina monomeérica activada dnicamente con tripsina [74]. Respecto
a la funcion del oligémero como entidad formadora de poro, en un trabajo realizado con
la toxina CrylAb, se demostré que preparaciones de oligdmero puras se insertaron en
bicapas lipidicas planas formando poros liticos estables con alta probabilidad de
apertura, a diferencia del mondmero el cual presentd una actividad inestable unicamente

a concentraciones mucho mayores [90].

Sin embargo, a la fecha, se tiene poca informacidn sobre las caracteristicas de
este preporo. En el caso de las toxinas CrylA, se ha sugerido que el preporo estd
formado por cuatro subunidades, basdndose en su masa molecular (250kDa) [38]. En
cambio, para la toxina Cry4Ba, con base en el andlisis mediante microscopia electronica

de transmision, se sugiere que el oligémero es un trimero [10, 80].

Respecto a las regiones de la toxina monomérica involucradas en la
oligomerizacion, se propone que el dominio I, participa en este proceso, basdndose en
estudios de mutagénesis, y de protedlisis limitada. Esta informacion se detalla en el

apartado de antecedentes especificos.



2.2.4 Formacion de poro

Como se menciond anteriormente, las toxinas Cry pertenecen a la familia de toxinas
formadoras de poro. Un determinante para incluirlas dentro de este grupo es su
capacidad para interactuar con membranas lipidicas artificiales en ausencia de
receptores e insertarse formando canales permeables a cationes principalmente [97]. No
obstante, cabe mencionar que a concentraciones fisioldgicamente relevantes, en el orden
de nano 6 picomoles, estas no se pueden insertar espontdneamente, lo cual sugiere la

participacion de receptores en este proceso [65].

Se sugiere que el dominio I o parte de este dominio participa en la formacion de
poro. La primera evidencia que sustenta esta hipotesis es la estructura del dominio I, el
cual consta de siete hélices anfipdticas, que tienen gran afinidad por la membrana, con
excepcion de la hélice al, por lo que se sugiere que las hélices 2 a la 7, juegan un papel
importante en la interaccion inicial de formacion de poro. Aunado a esto, este dominio
presenta gran similitud estructural con el dominio formador de poro de otras toxinas

bacterianas como la toxina diftérica y la colicina [83].

Por otra parte, en un trabajo realizado con la toxina CrylAc truncada
correspondiente al dominio I, se demostré que este fragmento formd canales idnicos
similares a los formados por la toxina completa [111]. Otra evidencia la constituyen
diversos trabajos en los que se realiz6 la mutagénesis extensiva en las hélices a2, aS 'y
a6, encontrando que unicamente las mutantes en la hélice a5 perdieron la actividad de
formacion de poro [7, 115]. En otro trabajo en el que se mutaron los residuos cargados
de la hélice a4 de la toxina CrylAa, se demostré que cambios en cinco de estos
residuos ocasionaron la pérdida de la toxicidad debido a la reduccion en la habilidad
para conducir iones a través del canal i6nico, lo cual sugiere que esta hélice forma parte
del poro, orientdndose hacia el interior del canal i6nico [67]. Ademds, también se
demostré que las hélices a4 y a5 se insertan en la membrana de una manera
antiparalela, mientras que las otras hélices permanecen en la superficie de la membrana
[95]. En cuanto a la hélice a7, mediante el andlisis de Transferencia de energia de
resonancia (RET), se demostré que el amino terminal de la hélice a7 de la toxina
Cry3A, se ubica en la superficie de la membrana, mientras que la hélice a5 forma

agregados que se organizan en una manera paralela dentro de la membrana [31].



Es importante mencionar que existe cierta controversia respecto a cuales son las
regiones del dominio I que se insertan para formar el poro. Por ejemplo, en un trabajo
realizado con la toxina CrylAa, mediante mutagénesis sitio-dirigida se introdujeron
cisteinas para crear enlaces disulfuro intramoleculares dentro de la regién formadora de
poro o las regiones interdominio, con la finalidad de restringir la flexibilidad o el
movimiento de las hélices dentro de dominio I 6 los movimientos del dominio I
relativos al dominio II. El resultado fue que la formacién del poro requiere que el
dominio I se separe del resto de la proteina y ademds que las hélices a4 y a5 se separen
del resto del dominio y se particionen dentro de la bicapa lipidica formando el poro
litico [95]. No obstante, en otro trabajo se reporté que la introduccion de enlaces dobles
de cisteina en la toxina CrylAa, en las mismas posiciones reportadas en el trabajo
anterior, no impidieron que las toxinas mutantes particionaran dentro de la membrana y
formaran el poro litico. Ademds, en este mismo trabajo reportaron que cuando estas
mutantes se evaluaron en bioensayos contra larvas de Manduca sexta y Bombix mori, en
presencia o ausencia de un agente reductor, la toxicidad no presenté cambios
significativos. Por lo que los autores sugirieron que tanto las hélices a4, 5, 6,y 7 e
incluso el dominio II se insertan en la membrana [2]. Es importante tomar en cuenta que
en estos trabajos se utilizaron diferentes sistemas in vitro para medir la actividad de
formacion de poro, lo que podria ser la causa de la variacion en los datos. Por ejemplo,
en el primer trabajo, se usé la técnica de reconstitucion de la toxina en bicapas lipidicas
planas de una mezcla 7:2:1 de fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y colesterol.
Mientras que en el segundo trabajo, los ensayos se realizaron mediante la técnica de
“voltaje mantenido”, utilizando la membrana peritréfica aislada del intestino del insecto.
Ademds, también es importante mencionar que aunque el segundo trabajo proporcion6
datos in vivo sobre la toxicidad de esas mutantes, estos datos si muestran que hubo una
reduccion en la toxicidad de todas las mutantes respecto a la toxina silvestre, que fue
mayor en las mutantes SS1 (puente disulfuro entre la hélice a3 y a4) y SS3 (puente

disulfuro entre las hélices a5 y a7).

Dadas las contradicciones en los diferentes trabajos sobre el papel de las hélices
alfa del dominio I en la formacion de poro, se proponen tres diferentes modelos de

formacion de poro que consideran la insercién de la toxina monomérica: 1)modelo de



navaja, 2) modelo de sombrilla y 3) modelo de dragén. En el primer modelo, se sugiere
que las hélices a5 y a6 se insertan en la membrana, alejdndose del dominio I,
simulando una navaja abierta, sin un rearreglo significativo del resto del dominio [45].
En el modelo de sombrilla, se sugiere que las hélices a4 y 5 se insertan en la membrana,
mientras que el resto de las hélices se organizan en la superficie membranal, tal como
las costillas de una sombrilla [62]. Finalmente, el modelo de dragén sugiere que todo el

dominio I se inserta en la membrana [2, 103].

No obstante, en otros trabajos se propone que la entidad que se inserta en la
membrana no es la toxina monomeérica sino un pre-poro oligomérico, tal como ocurre en
otras toxinas formadoras de poro. Una de las pruebas que apoya esta hipdtesis es el
hecho de que el oligdmero puro de la toxina CrylAb se inserta eficientemente en la
membrana induciendo la formacién de poro en bicapas lipidicas planas. Este poro
presenta conductancia estable, con una alta probabilidad de apertura. En cambio, el
mondmero puro presenta una interaccion marginal con la bicapa lipidica y tinicamente a
concentraciones elevadas, induce una actividad de poro muy inestable, presentando

multiples estados de conductancia [90].

Respecto a las caracteristicas del poro, mediante microscopia de fuerza atomica
se demostré que la toxina CrylAa forma un poro de cuatro subunidades, con un
didmetro central de aproximadamente 1.5 nm [110]. La naturaleza tetramérica del poro
coincide con la masa molecular (250 kDa) reportada para el oligdmero de diferentes
toxinas Cry (CrylAb, CrylAa, CrylAc, CrylCa, CrylDa, CrylEa y CrylFa) [38, 43,
74]. Sin embargo, recientemente se reportd, mediante el andlisis con microscopia
electronica de transmision, que la toxina Cry4Ba forma un oligémero trimérico que se
inserta en la membrana [80]. Es importante considerar que no se demostrd la
funcionalidad de este trimero en la formacion de poro. Por lo anterior, atin es necesario

un andlisis mds detallado tanto del pre-poro soluble como insertado en la membrana.

2.2.5 Mecanismo de accion de toxinas Cry
A la fecha, se han propuesto tres diferentes modelos del mecanismo de accidn para las

toxinas Cry. A continuacidn, se describen brevemente cada uno de ellos.



2.2.5.1 Modelo Bravo-Soberdén

En este modelo se propone que se requiere la transicion de la toxina monomérica a un
pre-poro oligomérico para insertarse en la membrana y formar un poro, el cual es la
entidad responsable de la toxicidad. Al mismo tiempo, se sugiere que es necesaria la
union secuencial de la toxina a los receptores Bt-R1 y APN. Diversos trabajos

realizados por este grupo sustentan este modelo secuencial de accion.

Primero, se demostré que la unidén de la toxina Cryl Ab a caderina promueve el
corte proteolitico de la hélice a-1 y la formacién del preporo oligomérico. Para lo cual
se aislaron anticuerpos de cadena sencilla (scFv), mediante la técnica de despliegue en
fagos, que interfirieron con la interaccion de la toxina CrylAb con las vesiculas de
vellosidad de membrana apical (VVMA). Uno de ellos, el anticuerpo scFv73 presentd
una similitud del 71% con una region de ocho aminodcidos presente en Bt-R1 y
compitid la unién de la toxina CrylAb a este receptor pero no compitié por la unién con
APN [37]. En presencia de este anticuerpo, que mimetiza al receptor caderina, se
realizaron activaciones in vitro de la protoxina Cryl Ab con el jugo géstrico de Manduca
sexta, encontrando que ademads de generarse una proteina monomérica también se formé
un pre-poro oligomérico con una masa molecular aproximada de 250 kDa. Este
oligédmero también se observd en muestras activadas con VVMA (que contienen los
receptores). En cambio, en las muestras activadas solo con jugo gdstrico, unicamente se
observd el mondmero. Las mezclas de mondmero y oligdmero, resultado de la
activacion con el anticuerpo scFv73, se separaron mediante cromatografia de exclusion
de peso molecular y después se evalud su actividad de formacién de poro, encontrando
que solamente el oligémero fue activo. Por ultimo, se determinaron las secuencias
amino terminales del mondmero y el oligédmero, encontrando que la secuencia
monomérica correspondia al inicio de la hélice al, mientras que el amino terminal del
oligémero correspondid a una regidn localizada entre las hélices al y a2, por lo que la

hélice al no estuvo presente en el pre-poro oligomérico [38].

Respecto a la secuencialidad del modelo, se demostré que la APN y las toxinas
Cry co-localizan en los microdominios de membrana de M. sexta 'y H. virescens [14].

Esto sugeria que la APN podria dirigir a las toxinas Cryl A a estos microdominios de



membrana. Para validar esta hipdtesis se realiz6 la inmunolocalizacion de los receptores
caderina y APN en las membranas solubles o insolubles de las VVMA de M. sexta,
previamente incubadas con o sin la protoxina Cryl Ab. Como resultado se encontré que
cuando las VVMA eran incubadas con la protoxina, la distribucion del receptor BT-R1
cambiaba, ya que la mayoria se asociaba con la fraccion insoluble y no a la parte soluble
como ocurria en ausencia de protoxina. Respecto a la APN, se encontré que en ausencia
0 presencia de la protoxina se asociaba a la fraccion insoluble. Como control se
rasuraron las membranas con fosfolipasa C, que corta especificamente a las proteinas
ancladas por GPI como la APN. Esto ocasioné una reduccion en la cantidad de APN
presente en esta region causando, a su vez, una drdstica disminucién en la cantidad de
toxina unida a los microdominios de membrana. Por lo anterior se confirmé que la

aminopeptidasa N juega un papel importante en la insercion de la toxina [13].

Por otra parte, la presencia de APN, Bt-R1 y el oligémero de CrylAb en los
microdominios sugeria la interaccion de estos durante la activacion de la toxina. Para
analizar como ocurria esta interaccion en un lapso de tiempo, las muestras de monémero
y oligémero puros de CrylAb se inmunoprecipitaron con las proteinas de las VVMA
solubilizadas y se analizaron mediante Western-blot, detectando con tres anticuerpos
diferentes: anti-CrylAb, anti-Bt-R1 y anti-APN. El resultado fue que la toxina
monomérica coprecipito con el receptor Bt-R1. En cambio, la APN solo
coinmunoprecipitd con el oligémero. Esto indicaba que el primer contacto del
mondmero ocurre con el receptor Bt-R1, mientras que el oligdmero se asocia
directamente con la APN. Para entender como era la interaccion del mondmero y
oligdmero con la APN, se determinaron las constantes de disociacidon aparentes
mediante ELISA, encontrando que la K, para el mondmero fue igual a 165nM, mientras
que para el oligémero fue de 0.75nM, lo que confirmé que el oligdmero es mds afin a la

APN [13].

En resumen, este modelo propone que después de la ingestion del cristal, la
protoxina es solubilizada y procesada por proteasas del intestino medio. Durante este
procesamiento, la mitad del carboxilo terminal (aproximadamente 600 aminodcidos) y
29 residuos del amino terminal son cortados. La toxina activada se une a receptores
ubicados en las células del epitelio intestinal. Con base en los datos de afinidad de la

toxina monomérica y oligomérica a los receptores Bt-R1 y aminopeptidasa N, se



propone que la primera interaccidn de la toxina ocurre con el receptor Bt-R1. Esta union
promueve un cambio conformacional en la toxina facilitando el corte proteolitico de la
hélice a-1, por una proteasa unida a membrana. Este corte conlleva a la formacién de un
pre-poro que se inserta en la membrana. La toxina oligomérica se une a APN, la cual
dirige al complejo del pre-poro a los microdominios de membrana donde se inserta y

forma un poro (Figura 2) [13].
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Figura 2. Modelo del mecanismo secuencial de accion de toxinas CrylA propuesto por
Bravo, et al.,2004. 1)Solubilizacién del cristal, 2) activacion proteolitica, 3) union de la
toxina al receptor Bt-R1 y corte de la hélice a1, 4) oligomerizacién, 5) unién del

oligomero a APN y 6) formacion del poro litico en los microdominios de membrana.

Es importante mencionar que recientemente se publicé que mutantes de las
toxinas CrylAb y CrylAc, en las que se elimind la hélice al por ingenieria genética,
son capaces de formar oligdmeros al ser activados con tripsina en ausencia del receptor
caderina y también son capaces de matar insectos resistentes a ambas toxinas por
deficiencias en la sintesis de caderina. Es decir, insectos que no tienen caderina y que
son resistentes a toxinas Cry, se vuelven susceptibles a las mismas toxinas si estas
carecen de la hélice al. Estos datos comprueban que el modelo de accion secuencial es
correcto, ya que la toxina puede omitir el paso de union a caderina y continuar su

toxicidad uniéndose al segundo receptor para finalmente formar el poro litico [98].




2.2.5.2 Modelo de sefalizacion celular

Este modelo propone que el mondmero de CrylAb se une al receptor Bt-R1 iniciando
una cascada de sefializacién dependiente de Mg®* que promueve la muerte celular
(Figura 3). Esta hipdtesis se sustenta en experimentos realizados con células HS
originarias de una linea celular de ovario de Trichoplusia ni, que fueron transfectadas
con el receptor Bt-R1. Primero, se analizaron los cambios morfoldgicos de estas células
después de tratarlas con la toxina CrylAb, encontrando que después de veinte minutos
de exposicion a la toxina, las células formaron crecimientos alrededor de la membrana y
presentaron desarreglos en la membrana; después de 40 minutos, las células se
hincharon y sufrieron lisis, como resultado de un aumento en la permeabilidad de la
membrana. Para contestar a la pregunta de qué era lo que causaba los desordenes en la
membrana y el hinchamiento de las células, se examind el efecto de protectores de
osmosis tales como glucosa, sacarosa y rafinosa, los cuales evitarfan el hinchamiento
celular solo si su tamafio molecular fuera mayor al del canal i6nico. El resultado fue que
la rafinosa evitd la formacion de desordenes membranales y las células no se hincharon
después de ser tratadas con la toxina. La sacarosa lo hizo parcialmente y la glucosa no
interfirid. Sin embargo, aunque las células tratadas con rafinosa no sufrieron cambios en
su morfologia, de todas formas murieron, lo que sugirié que la citotoxicidad se

relacionaba con eventos diferentes a la formacién de poro [120].

Por otra parte, en otro trabajo se habia observado que la citotoxicidad era
dependiente de magnesio (Mg”"), por lo que se determiné el efecto de este sobre
cambios citoldgicos en las células expuestas a la toxina CrylAb, utilizando diferentes
queladores de cation divalente (EDTA y EGTA). Como resultado, solo el EDTA evité
las respuestas celulares de hinchamiento y crecimientos en la membrana, inhibiendo la
muerte celular completamente. Por lo que se sugirié que un mecanismo intracelular

dependiente de Mg** estarfa activdndose para inducir la muerte celular [120].

Dado que el Mg parecia requerirse para causar la muerte celular, se propuso
que una cascada dependiente de AMPc es inducida por la accién de la toxina,
involucrando la activacion de una proteina G, la adenilato ciclasa (AC) y la fosfocinasa
A (PKA). Para demostrar esto, se midié la produccion de AMPc en células tratadas con
la toxina, encontrando que la producciéon de AMPc aumentaba a medida que se

incrementaba el tiempo de exposicion a la toxina. El tratamiento con EDTA evité la



muerte celular, lo cual correlaciond con la disminucion en la produccién de AMPc. A
continuacion se evalud el papel de la adenilato ciclasa, la cual es activada por la
proteina G, por lo que se evalud el efecto del inhibidor NF449, antagonista de la
proteina G. Este inhibidor causé la disminucion del 50% de la toxicidad, sin embargo
otro inhibidor de esta proteina (NFO23) no presentd ningtin efecto sobre la toxicidad.
No obstante, con base en este resultado se concluyé que la activacidn de la proteina G y
la estimulacidn de la adenilato ciclasa son necesarios para inducir la toxicidad y la
muerte celular. Por ultimo se evaluaron dos inhibidores de PKA: H89 y PKAI 14-22-
amida. Ambos inhibieron la muerte celular indicando que la inhibicion de PKA evita la
accion de la toxina. No obstante, cuando se evalué un andlogo de AMPc (pCPT-cAMP),
este no indujo la muerte celular [120]. Después de probar un activador de la adenilato
ciclasa membranal (FSK), se obtuvo un incremento de los niveles de AMPc, pero esto

no ocasiono la muerte celular.

Todos estos datos nos indican que pudiera haber una respuesta intracelular, pero
el hecho de que no todos los controles fueron exitosos muestra cierta incertidumbre
respecto al mecanismo de accion que se desencadena intracelularmente después del
contacto de las células con las toxinas. Faltaria ademads, evaluar estos efectos en un

modelo in vivo que involucre larvas de insecto.

Finalmente, cabe resaltar que el hecho de que toxinas modificadas carentes de
hélice al son capaces de matar a insectos que no tienen caderina y que eran resistentes,
indica que las toxinas Cry pueden matar por otros mecanismos en donde la caderina no

participa.
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Figura 3. Modelo de sefializacion celular propuesto por Zhang, et al., 2006. Se observa
que la unién de la toxina Cry monomérica desencadena una cascada de sefializacion

celular dependiente de magnesio.

2.2.5.3 Modelo Jurat-Fuentes

Este modelo se propuso para explicar el mecanismo de accion de la toxina CrylAc en
Heliotis virescens. Sugiere que la citotoxicidad se debe al efecto combinado de la lisis
osmotica y la sefializacion celular, incorporando elementos de los dos modelos descritos
anteriormente. Este modelo se basa en diferentes estudios en lineas resistentes de H.
virescens. En un trabajo realizado por Gahan et al., con la cepa YHD2, se demostré que
su resistencia a la toxina CrylAa es ocasionada porque el gene HevCalP, que codifica
para la proteina caderina, no se expresa [29]. La ausencia de expresion del mismo gene
también se observo en la linea resistente YHD-B, la cual es resistente mas de 73,000
veces a la toxina Cryl Ac y ademads presenta resistencia cruzada con CrylA y CrylFa, lo
cual sugiere que hay otros mecanismos que inducen la resistencia [53]. También se
encontré que las VVMA de las lineas resistentes YHD2 y KCBhyb presentan una
reduccién en la unién de CrylAa pero no a CrylAb y CrylAc [51]. Aunado a esto,
cuando el receptor HevCaLP se expreso en células S2, CrylFa no se unid y si fue
toxica, sugiriendo que la unidn a este receptor no es suficiente para conferir toxicidad.
Finalmente, CrylAc que fue la mds toxica, matd solo al 20% de las células a
concentraciones elevadas, confirmando la participaciéon de otros receptores en la

toxicidad [52].



En cuanto a la participacion de otros receptores, MacNall y Adang identificaron
dos proteinas que unen a CrylAc: una fosfatasa alcalina (HvALP) anclada por GPI y
una actina [64]. En el caso de la fosfatasa alcalina, se encontré que su actividad en las
VVMA de las lineas resistentes YHD2-B, CXC y KCBhyb, estaba disminuida en por lo
menos 50% [53]. En cuanto a la actina, Lilien y Balsamo hipotetizaron que esta podria
interactuar con el dominio citosélico de la caderina para activar cascadas intracelulares
en respuesta a sefiales extracelulares [64]. Aunado a esto, Jurat-Fuentes identifico en los
proteomas de lineas celulares de H. virescens un grupo de proteinas que corresponden a
fosfatasas intracelulares [51]. Con base en esta informacidén, el autor del modelo,
propone que la union a caderina (HevCaLP) y a proteinas ancladas por GPI (APN y
HvALP) conllevan a la activacién de una cascada de sefializacion celular a través de la
unién de la toxina a caderina o por la agregacion de proteinas ancladas por GPI en los
microdominios de membrana, lo cual provoca apoptosis. Siendo posible que tanto el
choque osmético causado por la formacién de poro, como la apoptosis ocurran y sean

los causantes de la toxicidad (Figura 4) [51].
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Figura 4. Modelo del mecanismo de accién de toxinas Cry propuesto por Jurat-Fuentes

et al., 2006. Se combinan los modelos de formacién de poro y sefializacion celular.



1.RESUMEN

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria gram-positiva que produce toxinas insecticidas
(Cry) durante la fase de esporulacion. Estas son toxicas para diferentes especies de insectos
y nemdtodos. La accion primaria de las toxinas Cry es lisar las células del epitelio intestinal

del insecto susceptible. No obstante, su modo de accidn no se ha comprendido del todo.

En nuestro grupo, proponemos la hipdtesis de que las toxinas Cry son toxinas
formadoras de poro. Sugerimos que las toxinas Cry interaccionan secuencialmente con los
receptores caderina y aminopeptidasa N (APN), y que la formacion del pre-poro
oligomérico es importante para la formacion del poro y para la toxicidad. En este modelo
del mecanismo de accidn, se propone que las inclusiones cristalinas al ser ingeridas por el
insecto susceptible, son disueltas en el ambiente alcalino del intestino de la larva, liberando
una protoxina soluble de 130 kDa. Después, la protoxina inactiva es cortada por proteasas
liberando una toxina monomérica de 60 kDa, la cual en seguida se une a receptores
especificos localizados en la membrana de las células del epitelio intestinal. La unidn de la
toxina monomérica al receptor caderina promueve el corte de la hélice a-1 y la formacion
de un pre-poro oligomérico de 250 kDa. El oligémero muestra un incremento en la afinidad
por un segundo receptor, la APN. La interaccion con la APN es importante para la
insercion del oligdmero en la membrana. También ha sido sugerido que la fosfatasa alcalina
podria participar como segundo receptor de toxinas Cry en los insectos Manduca sexta y

Heliothis virescens.

El objetivo de este trabajo es demostrar si el oligdmero de CrylAb es un
intermediario obligado de la toxicidad en contra del insecto blanco. Para lo cual se aislaron
mutantes afectadas en la oligomerizacion. Estas mutantes se construyeron en las hélices a.-3
y a-6 del dominio I, donde previamente se predijo, con el programa COILS, la presencia de
estructuras tipo coiled-coils. Estos son motivos estructurales formados por la interaccion
entre dos a cinco hélices a, y se ha demostrado que estructuras tipo coiled-coils participan
en la oligomerizacion de varias proteinas que forman oligdmeros. Después de analizar las
mutantes del coiled-coil encontramos que dos proteinas mutadas, en las posiciones a y d de

la hélice a-3, perdieron la capacidad de oligomerizar. Estas mutantes se procesaron



correctamente y se unieron al receptor caderina con afinidad similar a la toxina silvestre
(Kp =8 nM). No obstante, fueron severamente afectadas en su toxicidad (LCs,>2000
ng/cm’) y en la actividad de formacién de poro, la cual se analizé en bicapas lipidicas
planas. Estos datos validan nuestra hipdtesis de que el oligémero de CrylAb es un

intermediario obligado en la toxicidad.



ABSTRACT

Bacillus thuringiensis (Bt) gram-positive bacteria produce insecticidal toxins (Cry) during
sporulation phase. These are toxic to different insect species and nematodes. Cry toxins
primary action is to lyse midgut epithelial cells in their specific target cells. Nevertheless

their mode of action is not completely understood.

In our group, we support the hypothesis that Cry toxins are pore forming toxins.
We described a sequential interaction of CrylA toxins with two receptors, cadherin and
aminopeptidase N (APN), and the formation of an oligomeric pre-pore structure that is
important for pore formation and toxicity. In this model of mode of action, the crystal
inclusions are ingested by the susceptible larvae and dissolved in the alkaline environment
of the larval midgut, releasing soluble protoxins of 130 kDa. The inactive protoxins are
then cleaved by midgut proteases yielding ~60 kDa monomeric toxins, which then bind to
specific membrane receptors. The monomeric Cry toxins bind to the cadherin receptor,
which promotes a proteolytic processing of helix a.-1 of the toxin and the formation of a
250 kDa pre-pore oligomeric structure. The oligomer shows increased affinity to the
secondary receptor, APN. The interaction with APN is important for membrane insertion
and in another report it has been suggested that Alkaline Phosphatase could also participate

as a secondary receptor in Manduca sexta and Heliothis virescens.

The aim of this work was to demonstrate if CrylAb oligomer is an obligate
intermediate in toxicity against the target insect. We isolated mutants affected in oligomer
formation. Cryl Ab mutants were constructed in helices a-3 and a-6 of domain I where
coiled-coil structures could be present as predicted by COILS program. The coiled-coils are
protein-folding motives formed in the interaction between two to five helices and are
involved in oligomerization of several proteins that form oligomers. After the analysis of
the isolated coiled-coil mutants, we found two mutated proteins, in positions a and d of
helix a-3 that lost their ability to form oligomers. These two mutants were correctly
activated and bound to cadherin receptor with similar affinity as wild type toxin (K,=8nM).

However, they were severely affected in their toxicity (LCs,>2000 ng/cm®) and in their pore



forming activity analyzed in black lipid bilayers. These data support our hypothesis that

CrylAb oligomer is an obligate intermediate in toxicity.



3. ANTECEDENTES

3.1. Oligomerizacion de toxinas CrylA.

Al igual que para otras toxinas formadoras de poro, nuestro grupo propone que en las
toxinas Cry, es necesaria la formacion de un pre-poro oligomérico, el cual es la unidad
competente para insertarse en la membrana. En un intento por entender como ocurre la
transicion del estado soluble al insertado en membrana, se evaluaron los cambios
estructurales ocurridos durante ésta transicion. Para lo cual, se analizé la fluorescencia
intrinseca de los triptéfanos presentes en la toxina CrylAb (nueve en total, siete en el
dominio I y dos en el dominio II) tanto en preparaciones puras de mondmero asi como de

oligémero soluble e insertado en la membrana.

Primero se observd la fluorescencia intrinseca de los triptéfanos de la toxina
monomérica en estado nativo y en el oligdmero de la toxina. Este experimento indic6 que
algunos Trp permanecen en el interior de la toxina y que en el oligdmero algunos otros
cambian su ambiente hacia un estado mds hidrofébico. Para obtener informacion del grado
de exposicion de los Trp se utilizaron apagadores de la fluorescencia como I' y acrilamida,
con los que se demostré que hay diferencias en la distribucion de los triptéfanos en ambas
formas de la toxina, ya que mientras en el monomero el 49.5% de los Trp estdn expuestos
al solvente, en el oligoméro en solucién solo el 22.9% lo estdn, implicando una reduccién

del 27% en la cantidad de Trp expuestos al solvente en el oligémero [90].

También se analizé la interaccion de ambas estructuras con la membrana,
utilizando preparaciones de mondémero y oligémero puros, los cuales se incubaron con
liposomas de fosfatidilcolina (Small Unilamellar Vesicles 6 Large Unilamellar Vesicles).
Se probaron diferentes relaciones lipido:proteina. Después de incubar por un cierto tiempo,
tanto el mondmero como el oligémero puro con las membranas, se ultracentrifugd y se
analizaron la fluoresencencia del sobrenadante y del pellet. El resultado fue que mds del
96% del oligémero se insertd en la membrana, como funcion de la relacién lipido:proteina,

mientras que solo el 10% del mondmero se insertd. Se demostré ademds que cuando el



oligdmero se inserta en la membrana, ninguno de los triptéfanos estd accesible al

apagamiento por I', es decir, que ningun Trp estd expuesto al solvente [90].

Finalmente, se analizé la fluorescencia del oligdmero insertado en membrana
utilizando lipidos brominados en diferentes posiciones de la cadena acil. Estos funcionan
como apagadores de la fluorescencia, por lo que se puede obtener informacion de la
localizacion relativa de los Trp comparados con la superficie de la membrana. El resultado
fue que la mayoria de los triptéfanos se localizaron cerca de los apagadores, es decir se
ubicaron cerca de la interfase agua-membrana [90]. Para otras proteinas membranales como
la bacteriorodopsina, las porinas bacterianas, los intercambiadores anionicos, las proteinas
bacterianas resistentes a multidrogas, los canales de potasio, y el centro de reaccion
fotosintético, ha sido propuesto que los triptéfanos tienen como funcién anclar los
segmentos transmembranales a la membrana, al mismo tiempo que confieren rigidez a los
segmentos de la periferia transmembranal [118]. Por lo anterior, se sugirid que los
triptéfanos presentes en el oligémero de la toxina Cryl1Ab podrian ser importantes para su

anclaje en la membrana.

3.2. Protedlisis limitada de la toxina CrylAb

En otras toxinas formadoras de poro como la colicina A, la exotoxina A, la toxina diftérica
y la equinotoxina, se ha demostrado que el pre-poro oligomérico sufre una transicion al
estado “molten gloube™ antes de insertarse en la membrana, el cual puede ser inducido por
un cambio hacia pH 4cido [19, 73, 86, 119]. Con el objetivo de analizar los cambios
estructurales en la toxina Cryl Ab que anteceden la insercion del pre-poro en la membrana,
se estudiaron los eventos de desplegamiento inducidos por agentes cautrépicos a diferentes
valores de pH. Para lo cual, se monitorearon los cambios en la fluorescencia intrinseca de
los triptéfanos de CrylAb en su forma monomérica, oligomérica y del poro insertado en
membrana. Los resultados de estos experimentos mostraron, primero que el pre-poro y el
poro tienen una conformacion mds flexible que la del mondmero y que el pH alcalino
incremento la flexibilidad de estas estructuras, principalmente en los dominios I y III. En

segundo lugar, después de la insercion del pre-poro en la membrana, es necesario que se



tenga un pH alcalino o neutro para que el dominio I cambie a una estructura mds flexible,

necesaria para la formacion del poro activo insertado en membrana [91].

La desnaturalizacion de Cryl Ab en presencia de agentes cautropicos como urea,
mostré que, tanto el mondmero como el pre-poro oligomérico presentan un proceso de
desnaturalizacion de dos pasos. No obstante, las tres estructuras analizadas tuvieron
diferentes patrones de desplegamiento, lo cual también es indicativo de diferentes patrones
de plegamiento. Aunado a esto, la naturaleza bifdsica de desnaturalizacién indicé que el

proceso de desplegamiento ocurrid secuencialmente en dos regiones de la toxina [90].

Para analizar esta secuencialidad, primero se efectud la protedlisis de la toxina
Cryl Ab monomérica, bajo condiciones de desnaturalizacion parcial. Después de digerir con
proteinasa K a pH 7 con 5SM de urea, condicion en la que ocurre la primera transicion de
desplegamiento, se analizaron los productos de protedlisis. El resultado mostré que los
fragmentos resultantes correspondieron al dominio I, mismos que se detectaron con un
anticuerpo policlonal anti-CrylAb y con un anticuerpo monoclonal (mAb-4D), que
reconoce un epitope correspondiente a las hélices a-5 y a-6. En cambio, ninguno de los
fragmentos se detectd al usar un anticuerpo anti-dominios II-III (scFv45). Lo anterior
sugiere que, en el primer paso de desplegamiento, se desplegaron los dominios Iy III y
fueron completamente digeridos por la proteasa, por lo que estos dominios constituyen la

regioén con mayor flexibilidad en la toxina [90].

Un experimento semejante se realizé con el oligémero analizando la protedlisis con
proteinasa K. El oligdmero se desnaturalizé parcialmente con 2M de urea a pH 7 y se cortd
con proteinasa K. Como resultado, el oligdmero fue mds resistente a la protedlisis que el
mondmero, formdndose dos fragmentos minoritarios, uno de 100 kDa y uno de 25 kDa. La
banda de 25 kDa se detectd con anticuerpos anti-dominio I y no asfi por anti-dominios II-III,
lo cual sugirié que los dominios II-III se desnaturalizaron parcialmente y se digirieron,
mientras el dominio I permanecié protegido. Se propuso que el fragmento de 100 kDa
representa un oligémero truncado que corresponde a cuatro dominios I, de 25 kDa cada

uno. Esto permite concluir que los dominios II y IIT pueden ser cortados, sin que las



interacciones mondémero-mondmero sean afectadas en el preporo, implicando que el

dominio I estd involucrado en las interacciones mondémero-mondmero [91].

Por otra parte, también se evalué el efecto de la temperatura en la desnaturalizacion
del mondmero y del oligémero de CrylAb, midiendo la unién del colorante hidrofébico
ANS, el cual se une a regiones hidrofébicas expuestas en la proteina desplegada. Los
resultados mostraron de nuevo que la estructura de oligémero y de poro son mds flexibles
que el mondmero, ya que hubo un aumento en la unién del ANS al monémero cuando se
desnaturalizé a 60°C, mientras que el maximo de ANS unido al oligémero se obtuvo a
menor temperatura (50°C). El poro insertado en la membrana fue mds susceptible a la
desnaturalizacion por calor, ya que la unién maxima de ANS se obtuvo a 40°C. Finalmente,
se realizaron estudios de transferencia de energia (FRET) en los que se midi6 la proximidad
de los triptéfanos al ANS unido a la proteina desnaturalizada. Es importante recordar que
siete triptéfanos se localizan en el dominio I y solo dos en el dominio II. En este
experimento, unicamente se lograria la transferencia de energia si los triptéfanos se
ubicaban cerca del ANS. En el caso del mondmero, los resultados de FRET fueron
similares a los encontrados al excitar directamente el ANS, es decir, hubo transferencia de
energia, indicando que los triptéfanos se ubican cerca del ANS. En el oligdmero soluble, la
transferencia de energia disminuyd significativamente, sugiriendo que el dominio I estd
mds estructurado que el resto de la proteina y que es menos susceptible a la
desnaturalizacidn por calor. En cuanto al poro insertado en membrana, este mostré una
reduccion drdstica en la transferencia de energia, lo que es indicativo de que no hubo
desnaturalizacidon del dominio I provocada por el calor y que solo los dominios 1T y III

fueron sensibles al calor [90].

3.3 Mutagénesis en el dominio I de las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc

La participacién de las hélices del dominio I en la formacion de poro se ha estudiado en
diferentes toxinas CrylA, aislando mutantes en estas regiones y analizando su efecto en la
toxicidad. El efecto en la toxicidad, se ha correlacionado directamente con la pérdida de

formacion de poro. No obstante, en pocos trabajos se ha evaluado si la pérdida de



formacion de poro estd ocasionada por la ausencia de oligomerizacidon, paso que antecede a

la formacién de poro.

Por ejemplo, en un trabajo realizado con la toxina CrylAa se mutaron los
aminodcidos cargados de la hélice a-3, que no estan involucrados en formar puentes salinos
intramoleculares. La mayoria de los residuos fueron reemplazados por cisteina, glutamina o
lisina, que se suponia no tendrian efecto sobre las propiedades del poro. Sin embargo, la
mitad de esas mutantes, que fueron menos toxicas que la silvestre, presentaron una
disminucion en la velocidad de formacién de poro al ser evaluadas mediante ligth-
scattering a pH 10.5. Respecto a las propiedades del poro, en todas las mutantes se observo
la disminucidn en la permeabilidad a aziicares como rafinosa y sacarosa, con excepcion de
la mutante D120Q que tuvo una permeabilidad mayor a la de CrylAa silvestre, sugiriendo
que podria estar formando poros de mayor tamafio. Interesantemente, las mutantes en la
posicion R99 (cambios por C, E y Y) perdieron completamente su toxicidad, lo cual
correlaciond con la pérdida de la actividad de formacion de poro, al ser evaluadas mediante

ensayos de “luz pausada” [104]. No se analiz6 la oligomerizacion.

En un trabajo con la toxina CrylAc, se realiz6 mutagénesis de una region
hidrofébica del dominio I altamente conservada. Se encontré que unicamente cambios en el
residuo R93, ubicado en la hélice a-3, disminuyeron la toxicidad, diez veces en la mutante
R93H y de 100 a 1000 veces en las mutantes R93G, R93A 6 R93S. Estas mutantes se
unieron a los receptores presentes en las VVMA [116]. La oligomerizacion y la formacion

de poro no se analizaron.

En otro trabajo con la toxina CrylAc se efectué la mutagénesis al azar de dos
segmentos del gene de B. thuringiensis que codifica para las hélices a-3, a-4 y el laso que
une a las hélices a-4 y a-5. Las mutaciones en el laso que conecta las hélices a-4 y a-5 6
en la hélice a-3, tuvieron poco efecto en la toxicidad. Mientras que las mutantes de la
hélice a-4 (Q133R, 1325, 1132L, 1132V e 1132N) perdieron su toxicidad. Estas mutantes
formaron oligémeros de 200 kDa cuando fueron activadas con VVMA, pero no formaron

canales funcionales, al ser analizadas mediante experimentos de “luz pausada”. Cabe



mencionar que en la toxina silvestre, adicional a ésta banda de 200 kDa, se observo un
oligémero de mayor peso molecular (aproximadamente 250 kDa), que estuvo ausente en las
mutantes [57]. No obstante, en este articulo no se correlaciond la ausencia de los agregados

mayores a 200 kDa con la pérdida de formacién de poro.

En otro trabajo mds reciente, realizado por los mismos autores, se reportd que
mutantes de la toxina CrylAc, en el laso que une las hélices a2-a3 (A92D y R93F) y en la
hélice a5 (A164D, A164P, L167F) estuvieron afectadas en su toxicidad. Segtin los autores,
ésta pérdida de la toxicidad correlaciond con la ausencia de unién a la membrana y con la
pérdida de formacidn de un oligémero de 200 kDa. En cambio, la toxina CrylAc silvestre,
al ser activada con VVMA si fue capaz de unirse a la membrana y de oligomerizar. En el
caso de la mutante A92D, que perdid completamente su toxicidad, ésta si se unid
reversiblemente a la membrana pero no se insertd. Una excepcion a la correlacion de
toxicidad y formacion del oligdmero fue la mutante HI68R, la cual fue toxica pero no
formo oligémeros de 200 kDa, no obstante si se detectd una banda de 250 kDa, que
también estuvo presente en la toxina silvestre activada con VVMA [6]. Es importante
destacar que la banda de 250 podria corresponder al oligdmero que nosotros observamos
después de activar toxinas CrylA in vitro, el cual se ha probado que se inserta en la
membrana y que forma el poro litico en bicapas lipidicas planas [38, 90]. No obstante, en
este trabajo no fue demostrado que la banda de 200 kDa es funcional y la banda de 250 kDa

no fue analizada.

Por otra parte, en la toxina CrylAa se realizé la mutagénesis de los aminodcidos
cargados de la hélice a4. Cinco de estas mutantes perdieron completamente su toxicidad:
E129K, R131Q, R131D, D136N y D136C. Estas mutantes si se unieron a las VVMA tal
como la toxina silvestre, pero la actividad de formacion de poro disminuyd. Se demostré
que éste efecto se produjo por la reduccion en la conduccién de iones a través del canal
i6nico. También se demostré que los residuos E129 y D136 se orientan hacia el interior del
canal y que estdn directamente involucrados en el flujo de iones [67]. En este trabajo la
pérdida de toxicidad fue correlacionada con la formacion de poro, sin embargo la

oligomerizacién de estas mutantes no fue analizada.



Finalmente en un trabajo realizado con las toxinas CrylAc y CrylAbS se reportd
que la mutante N135Q de la hélice a-4, perdio la toxicidad contra larvas de M. sexta debido
a la ausencia de oligomerizacion y formacion de poro. Para concluir esto, primero, se
analizé la unién de ambas mutantes a membranas, encontrando que la mutante de la toxina
Cryl AbS se uni6é con menor afinidad a las VVMA, al compararla con la silvestre; mientras
que la mutante de CrylAc mostré una afinidad mayor a la silvestre. No obstante, después
de analizar la oligomerizacidn, activando en presencia de VVMA de M. sexta, se encontrd
que, mientras en la toxina silvestre se observaron bandas de 65, 135 y 200 kDa
correspondientes al mondmero, el dimero y el oligémero, en las mutantes de ambas toxinas,
solo se observo la banda de 65 kDa correspondiente al mondmero. Finalmente cuando se

analiz¢ la actividad de formacién de poro, las mutantes de ambas toxinas fueron inactivas

[101].

Todas estos estudios nos indican que el dominio I tiene un papel muy importante en
la insercién en la membrana y en la formacion de poro, sin embargo falta un analisis
sistemdtico de los residuos involucrados directamente en la oligomerizacidn para definir

cudles hélices participan en la oligomerizacion y cudles en la formacion de poro.

3.4. Estructuras tipo Coiled-coil y oligomerizacion.

Los coiled-coils son motivos estructurales que median la oligomerizacion de una gran
variedad de proteinas. Son estructuras formadas por dos a cinco hélices anfipdticas que se
sobreponen una sobre otra formando un superenrrollamiento. La secuencia primaria consta
de siete residuos que se repiten periddicamente llamada heptada de residuos. Dentro de la
heptada, las posiciones a y d son ocupadas por residuos apolares o hidrofébicos. Los
aminodcidos ubicados en estas posiciones son importantes dado que cuando dos hélices se
sobreponen, son internalizados, estabilizando la estructura, mientras que las posiciones gy
e, generalmente estdn ocupadas por aminoacidos cargados, que permanecen expuestos en la
superficie del coiled-coil. También las interacciones idnicas son importantes porque
contribuyen a la estabilidad del coiled-coil, modulando su ensamblaje dependiendo del pH

(figura 5) [16].



Figura 5. Representacion esquemdtica del coiled-coil formado por dos hélices a.
A)Esquema de dos hélices a interaccionando a través de los aminodcidos ubicados en las
posiciones a y d del coiled-coil. B) Esquema que muestra la distribucidon de aminodcidos de

la heptada de residuos del coiled-coil.

La primera proteina en donde se identificaron estructuras tipo coiled-coils fue la a-
queratina, la cual es componente del citoesqueleto de células eucariontes. Su arquitectura
consiste en un dimero, formado por coiled-coils, flanqueado a ambos lados por dominios
no-helicoidales. Otra proteina del citoesqueleto que forma coiled-coils es la vimentina
humana, cuya dimerizacidn es necesaria para el ensamblaje del citoesqueleto, proceso en el
que participan los coiled-coils. Se pueden mencionar otras proteinas que también tienen una
funcidn estructural en el citoesqueleto como la laminina o la glicoproteina de capa
superficial de la arqueobacteria Staphylothermus marinus que utilizan coiled-coils para

oligomerizar [44].

Los coiled-coils también se identificaron como componentes de proteinas motoras
del citoesqueleto como las miosinas, las quinesinas y las dineinas, las cuales son
responsables de los movimientos que ocurren en la célula, necesarios para reproduccion y
supervivencia [16]. El coiled-coil de la cola de la miosina es el bloque de construccién para
los filamentos delgados del musculo, al mismo tiempo, los dominios motores de la cabeza
de la miosina que interaccionan con el filamento delgado tienen arreglos helicoidales
formados por dominios tipo coiled-coil [20]. La quinesina, es una proteina dimérica, que
puede moverse varios micrometros a lo largo de los microtubulos sin disociarse. Se ha

demostrado que la regién del cuello de esta proteina, asume una conformacion coiled-coil,



la cual participa en la dimerizacion, necesaria para el proceso de movimiento [56]. Por su
parte, la dineina estd formada por un dominio de ATPasa, un dominio coiled-coil
antiparalelo ramificado y un dominio de unién a microtubulos. Se ha postulado que el
dominio coiled-coil actia como un brazo rigido que amplifica los cambios

conformacionales dentro de la dineina necesarios para la hidrdlisis del ATP [50].

Las proteinas SNARE, que participan en el reconocimiento molecular, se agrupan
en un complejo heterotetramérico ensamblado mediante coiled-coils. Este complejo
contiene una hélice de la proteina sinaptobrevina la cual estd anclada a membrana, una
hélice de la sintaxina, anclada a la membrana blanco, y dos hélices de la proteina SNAP-25
también anclada a la membrana blanco. Se demostré que en este complejo, las proteinas
interaccionan a través del coiled-coil de cada proteina de la membrana blanco, mediante un
residuo de glutamina ubicado en posicion d, mientras que la sinaptobrevina se une mediante
una arginina también en posicion d de su coiled-coil. Esta conformacion es indispensable

para que se lleva a cabo el crecimiento celular [100].

Diversos factores de transcripcién tienen coiled-coils que son responsables del
reconocimiento molecular. La proteinas que forman la familia b/ZIP son factores
transcripcionales que tienen un dominio de activacién, un dominio de dimerizacion
constituido por un coiled-coil y un dominio de uniéon a DNA. La homo o hetero-
dimerizacion de las proteinas b/ZIP modulan la actividad transcripcional de los blancos

[61].

3.4.1 Participacion de los coiled-coils en la oligomerizacion de toxinas Cry

A la fecha no se habia descrito la existencia de coiled-coils en las toxinas Cry. No obstante,
basdndonos en que el dominio I podria estar participando en la oligomerizacion de las
toxinas CrylA, y con base en su estructura (formado por siete hélices alfa), hipotetizamos
que el dominio I podria formar coiled-coils, necesarios para la formacién del pre-poro
oligomérico. Para validar esta hipdtesis, se analizaron las secuencias de las hélices alfa del

dominio I de diversas toxinas Cry utilizando el programa COILS. Este programa permite



analizar una secuencia de interés, la cual es comparada contra una base de datos de
secuencias de coiled-coils conocidos y deriva un valor de similitud, mismo que es
comparado con los valores de las proteinas globulares con coiled-coils, para finalmente
calcular la probabilidad de formacidon de coiled-coils de esa secuencia. El valor maximo de
probabilidad de formacion de coiled-coil que asigna el programa es igual a 1. Tras analizar
el dominio I de las toxinas Cry con este programa encontramos que la hélice a-3 presentd
una alta probabilidad de formacion de coiled-coils: 0.4 para CrylAb, 0.97 para Cry2Aa,
0.99 para Cry3A y 0.9 para Cry3Ba. De manera sorprendente, aunque la hélice a-3 no estd
conservada dentro de las toxinas Cry, las posiciones a y d del coiled-coil de esta hélice si
estuvieron altamente conservadas en todos los miembros de la familia de toxinas Cry. Un
alineamiento de los aminodcidos en posicion d del coiled-coil predicho para la hélice a-3
de las toxinas Cry1, Cry3, Cry7, Cry8 y Cry9, mostré que los aminodcidos Trp117, Tyr110,
Leul03 y Ala96, estdan altamente conservados; mientras que las toxinas Cry4, Cry2 y Cry10
tienen cambios conservados. En cuanto a la posicion a, este andlisis mostré que los
aminodcidos Arg-93, Leu-100, Tyr-107 y Phe-114, estdn también conservados en todos los
miembros de la familia de toxinas Cry. Lo anterior se observa en la figura 6, en la que se
muestra una representacion esquematica de los coiled-coils predichos para la hélice a-3 de

las toxinas CrylAa, Cry3Aay Cry4Ba.

Por otra parte, la hélice a-6 también presentd una alta probabilidad de formacion de
coiled-coil para las toxinas Cry1Ca, Cry1Fa, Cry4Ba, Cry5Ba, Cry7Aa, Cry8Aa, Cryl3Aa,
Cryl4Aa, Cry20Aa, Cry21Aa, y Cry30Aa (0.99). Sin embargo, para la toxina CrylAb la

probabilidad de formacion de coiled-coil fue solo de 0.1.

Por lo anterior, en este trabajo se analizard si los coiled-coils potenciales de las

hélices a-3 y a-6 participan en la oligomerizacion de la toxina Cry1Ab.
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Figura 6. Representacion esquematica de los coiled-coil predichos para la hélice a-3 de las
toxinas CrylAa, Cry3Aay Cry4Ba, en la que se observa que los aminodcidos ubicados en

las posiciones a y d (rojo) estdn altamente conservados o tienen cambios conservativos.



4. HIPOTESIS

Diversas toxinas formadoras de poro, como parte de su mecanismo de accion, sufren
cambios conformacionales que permiten el paso del estado soluble al insertado en
membrana. Durante esta transicion, las toxinas oligomerizan pasando a un estado “molten
globe” que facilita su insercién en la membrana y la formacion del poro litico. Se ha
propuesto que las toxinas Cry son toxinas que para ejercer su efecto toxico requieren la
formacion de poros liticos, no obstante su mecanismo de accion no se ha elucidado por
completo. A la fecha han sido propuestos tres modelos para explicar el modo de accion de
estas toxinas. En el modelo Bravo-Soberén o modelo secuencial de accion, se sustenta que
las toxinas Cry forman un pre-poro oligomérico que es la unidad competente para insertarse
en la membrana y formar el poro litico, tal como sucede en otras toxinas formadoras de
poro. En otro de los modelos se ha sugerido que la unién de la toxina monomérica con el
receptor Bt-R1 desencadena una cascada de sefializacion que conlleva a la muerte celular,
descartando completamente que la accidn litica del poro contribuya en la toxicidad.
Finalmente, el tercer modelo propone que la toxicidad es causada por una combinacion de

la accion litica del poro y la sefializacion celular.

Con la finalidad de validar el modelo secuencial de accién, proponemos como
hipétesis de este trabajo que la oligomerizacion de las toxinas Cryl A es necesaria para la

formacion del poro litico y para la toxicidad.



S.OBJETIVOS

5.1 OBJETIVOS GENERALES
1. Demostrar cudl es el papel del pre-poro oligomérico en el mecanismo de accién de

toxinas CrylA.

2. Analizar qué regiones en la toxina Cryl Ab monomérica estdn involucradas en el

proceso de oligomerizacion.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar las condiciones de oligomerizacion de la toxina Cry1Ab in vitro.

2. Construir mutantes en los coiled-coils de las hélices a-3 y a-6 del dominio I de la

toxina Cry1Ab.

3. Analizar la toxicidad de las mutantes en bioensayos con larvas de M. sexta.

4. Analizar las mutantes en cada paso de su mecanismo de accidn: activacion

proteolitica, unién a receptor, oligomerizacion y formacion de poro.

5. Evaluar la activacion proteolitica de las mutantes mediante su tripsinacion in vitro.

6. Analizar la unién de las toxinas mutantes a membranas de M. sexta (VVMA)

mediante ensayos de union en solucion y competencias heterélogas.

7. Analizar la unidn al receptor Bt-R1 mediante ensayos de unidn a ligando y ELISA

competitiva.

8. Analizar la formacidn de poro del preporo oligomérico insertado en membrana en

bicapas lipidicas planas.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas y medios de cultivo

Las cepas utilizadas en este trabajo fueron:

Bt-407" acristalifera. Cepa de Bacillus thuringiensis sin plasmidos que expresen
protoxinas Cry, por lo que no produce cristal.

Bt-407 Cry1lAb, cepa de B. thuringiensis que contiene el pldsmido que expresa la
protoxina Cry1Ab (resistente a eritromicina).

X-L1 blue. Cepa de Escherichia coli utilizada para expresar los pldsmidos PBSKSIIAb
(resistente a ampicilina y eritromicina) que contiene un fragmento de la toxina CrylAb; y el
plasmido PHT315Ab (resistente a eritromicina) que contiene todo el gene de la protoxina
CrylAb.

TG1. Cepade E. coli que contiene el vector pSyn que expresa el fragmento scFv73, el cual
mimetiza al receptor caderina.

BL21. Cepa de E. coli que tiene el pldsmido pET22b, el cual expresa un fragmento del
receptor Bt-R1 con los sitios de union a la toxina Cry1Ab (repetidos CR7 al CR12).

Los medios de cultivo se enlistan a continuacion:

LB (Luria-Bertani)

Bacto-peptona 10g
Bacto-extracto de levadura 5 g

NaCl 10g
Bacto-agar I5¢

Aforar a | litro con agua destilada y ajustar el pH a 7 con NaOH. En caso de
requerirse solido, agregar el agar al final. Esterilizar durante 20 minutos a 15 Ib/sq. Una vez

esterilizado, agregar el antibidtico (ampicilina 100 ug/ml 6 ertiromicina 10 ug/ml).

SP
Caldo nutritivo 4¢g Stock 3: CaCl, 2 H,0O (0.5 M) 400 wl



MgSO,7H,0 0.125 g Bacto-agar 75¢
KCl 05¢g Eritromicina 100 wg/ml
Stock 1-MnCL4H,O (10 mM) 500 ul

Stock 2-Fe (SO,)7H,0 (10 mM, disuelto en H,SO, IN) 800 ul

Mezclar el sulfato de magnesio, el cloruro de potasio y el stock 1. Después, aforar a
500 mililitros con agua destilada y ajustar el pH a 7. Si se requiere el medio sdlido agregar
el bacto-agar. Esterilizar por 20 minutos a 15 1b/sq. Una vez frio el medio, agregar los

stocks 2 y 3, y la eritromicina.

HCT

Bacto-triptona 25¢g
Casaminodcidos 10g
Bacto-agar 75¢g

Aforar a 446 mililitros con agua destilada. Después, ajustar el pH a 7.25 con KOH.
Si se requiere sdlido, agregar el agar al final. Esterilizar 20 minutos a 15 1b/ps. Una vez frio

el medio agregar las siguientes soluciones previamente esterilizadas:

Solucién 1 KH,PO, 6.8 ¢ Disolver en 100 ml de agua destilada.
Agregar 25 ml
Soluciéon 2~ MgSO,7H,0 1.23 ¢
MnSO,H,0 0.0169 g Disolver en 100 ml de agua destilada.

ZnSO,7H,0 0.14 ¢ Agregar 0.5 ml

Solucion 3  FeSO,7H,O0 0.2¢g Disolver en 100 ml de agua destilada.
H,SO, IN 10 ml Agregar 5 ml

Solucion 4  CaCl,2H,0 147¢ Disolver en 100 ml de agua destilada.

Agregar 5 ml
Glucosa al 10% Agregar 15 ml Eritromicina 10 ug/ml final



2X-TY

Triptona 16g
Extracto de levadura 10g
NaCl Sg

Aforar a un litro con agua destilada. Esterilizar durante 20 minutos a 15 1b/sq.

BHI (Brain-Heart Infusion)
Bacto-BHI dihidratato 37¢g

Aforar a un litro con agua destilada. Esterilizar durante 20 minutos a 15 1b/sq.

6.2 Construccion de mutantes del dominio I de CrylAb.

Se realizaron mutaciones puntuales en los aminodcidos ubicados en las posiciones a y d de
los coiled-coils de las hélices a-3 y a-6, cambidndolos por residuos con grupos R polares.
Para lo cual se disefiaron los oligonucledtidos correspondientes a cada mutante (Tabla 1).
Para la construccion de las mutantes, se utiliz6 un equipo comercial de mutagénesis dirigida
(QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit, Stratagene). Las mutantes, R93F, R99E,
Y193D, L196D, 1200D, y Y203D se construyeron en el pldsmido PBSKSIIAb, que
contiene un fragmento correspondiente al dominio I de CrylAb, utilizando los
oligonucledtidos correspondientes a cada mutacién. Una vez confirmada la secuencia, las
mutantes se subclonaron en el plasmido PHT315Ab, que contiene la secuencia que codifica
para la protoxina Cryl Ab completa. Para lo cual, los plasmidos mutantes PBSKSIIADb, se
cortaron con la enzima Clal, generando un fragmento con la mutacidn de aproximadamente
1.1 Kpb. Cada fragmento mutante se ligé al plasmido PHT315Ab previamente cortado con
Clal (PHT315AbACla). Finalmente, la orientacién del inserto se verificd mediante enzimas
de restriccion. Tanto la construccidn de las mutantes como su subclonacidn se realizé en
Escherichia coli, posteriormente con los pldsmidos purificados se transformaron células de
Bacillus thuringiensis (Bt-407°). Dado que la subclonacién de los fragmentos Cla mutantes
en el vector PHT315Ab de las mutantes L100E, L103E, Y107E y Y110E, no se pudo

realizar, se cambid de estrategia. Por lo que éstas mutantes se construyeron mediante



mutagénesis sitio-dirigida directamente en el plasmido PHT315, utilizando el mismo
equipo comercial de mutagénesis. Las mutantes fueron secuenciadas en la unidad de
sintesis del Instituto de Biotecnologia, UNAM. Después, fueron transformadas en B.
thuringiensis (Bt-407"). Por ultimo, se verifico la produccion de cristal al microscopio y la

expresion de proteina en gel SDS-PAGE (Figura 7).

Tabla 1. Oligonucledtidos para la construccion de mutantes del dominio I de Cryl1Ab

Aminoacido- Secuencia del oligonucleétido mutagénico
Cambio
R99-E 5’-CAAGCCATTTCTGAATTAGAAGGACTA-3’
L103-E 5’-TTCTAGATTAGAAGGAGAAAGCAATCTTTA-3
Y110-E 5’-ATCTTTATCAAATTGAAGCAGAATCTTTTAGA-3’
R93-F 5’-GAAGAATTCGCTTTTAACCAAGCCA-3’
L100-E 5’-AGCCATTTCTAGAGAAGAAGGACTA-3’
Y107-E 5’-CTAAGCAATCTTGAGCAAATTTACGCA-3’
1200-D 5’-AACTAGGCTTGATGGCAACTATACA-3
Y193-D 5’-ATCAATAGTCGTGATAATGATTTAACTAGG-3’
Y203-D 5’-TATTGGCAACGATACAGATCATGCT-3’

L196-D 5S’-TTATAATGATGATACTAGGCTTATTGGC-3’
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Figura 7. Estrategia para la construccion de mutantes del dominio I de Cry1Ab utilizando

los pldsmidos PBSKSAb y PHT315Ab.

6.3 Purificacion de cristales de Cryl Ab silvestre y mutantes del dominio I.

Para la purificacion de cristales, las cepas CrylAb silvestre y mutantes del dominio I se
crecieron en medio HCT, a 30°C durante 48 horas aproximadamente hasta alcanzar la fase
de esporulacion, en la cual se verificé la produccién de cristal al microscopio. Se recuperd
el paquete celular centrifugando 10 minutos a 10,000 rpm. Después, la pastilla se
resuspendié en 30 ml de agua con PMSF ImM y se centrifugé 10 minutos a 10,000 rpm.
Estos lavados se repitieron tres veces. En seguida, la pastilla se resuspendio en 6 ml de
buffer TTN (Tris 30mM, NaCl 300 mM, Tritén X-100 al 0.1%, pH 7.2) y se sonicé dando
5 pulsos de un minuto (a 20 Watts) con un minuto de descanso entre cada sonicacion.
Posteriormente, se realizaron los gradientes discontinuos de sacarosa, agregando 6
mililitros de una solucién de sacarosa al 84% en el fondo del tubo, después se colocaron
lentamente las soluciones de sacarosa al 79, 72 y 69%. En seguida, se agregaron 2 ml del
paquete celular previamente sonicado y se centrifugd durante 20 minutos a 23,000 rpm,
15°C. Las fracciones se separaron y se observaron al microscopio, conservando las
fracciones libres de esporas (F1 y F2). La sacarosa fue eliminada lavando con 30 ml de

agua destilada y tritén al 0.01%. Se efectuaron tres lavados, entre los cuales se centrifugd



10 minutos a 10,000 rpm. Finalmente, la pastilla se resuspendié en buffer Tris 50 mM pH
8, PMSF 1 mM. Se cuantificd la concentracion de proteina mediante Bradford y se corrid

un gel SDS-PAGE para verificar la pureza del cristal.

6.4 Cuantificacion de proteina mediante Bradford

En un tubo se colocaron 795 ul de agua destilada y 5 ul de la muestra. Se agitd para
homogeneizar la muestra y se agregaron 200 ul de reactivo de Bradford de Biorad. Después
de incubar 5 minutos, se realizé la lectura de proteina en un espectrofotémetro (Pharmacia
LKB Ultraspecll), midiendo a una A de absorbancia de 595 nm. El valor de absorbancia fue
interpolado a una curva estdndar de albumina sérica bovina (BSA) que abarca un rango de

concentraciones de 1 a 20 ug/ml, para asf obtener el valor de concentracion.

6.5 Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para el andlisis de las proteinas purificadas se utilizé electroforesis en geles
desnaturalizantes. Para lo cual se prepararon geles al 8 6 10% de acrilamida, tal como se
describe por Laemmli et al., 1970. Posteriormente, los geles fueron tefiidos con azul de

Coomasie (Biorad).

6.6 Bioensayos con las mutantes del dominio 1.

Se evaluaron diferentes dosis de cristales puros de cada una de las mutantes (de 0.1 a 2000
ng/cm’®), las cuales fueron agregadas en la dieta de larvas de Manduca sexta de primer
instar. Los ensayos se realizaron por triplicado en placas de 24 pozos, en los que se colocd
una larva por cada pozo. Las placas se incubaron a temperatura ambiente y después de siete
dias, se cuantificé la mortalidad en cada dosis, la cual fue usada para estimar la dosis letal

media (LCs) con el programa Probit (Polo-PC LeOra Software).

6.7 Purificacion del anticuerpo scFv73

La cepa TG1 de E. coli que expresa el anticuerpo scFv73, se inoculé en 50 ml de medio
2xTY suplementado con glucosa al 2% y ampicilina (50 ug/ml). Se incubd toda la noche a
37°C y 200 rpm. Posteriormente, 5 ml del preindculo se agregaron a 500 ml de medio

2xTY previamente suplementado con ampicilina (100 ug/ml) y glucosa (0.1%). Se incubd a



37°C y 200 rpm durante 2 horas hasta alcanzar una D.O. de 0.7. Después, el cultivo se
indujo con IPTG (0.5 mM) y se incub6 a 30°C y 200 rpm durante 5 horas. Los cultivos se
recuperaron centrifugando 15 minutos a 5000 rpm. A continuaciodn, el paquete celular se
resuspendio en 15 ml de buffer PPB, se incubé en hielo durante 20 minutos y se centrifugd
15 minutos a 5000 rpm. Posteriormente, el sobrenadante se recuperd y el pellet se
resuspendié en 15 ml de MgSO, 5 mM, incubandolo en hielo durante 20 minutos. En
seguida, el pellet resuspendido y el sobrenadante se centrifugaron a 15000 rpm durante 15
minutos, recuperando tnicamente el sobrenadante. Finalmente, el sobrenadante se dializé

en buffer PBS, toda la noche; se recupero y filtré (membrana de 0.45 um).

Para la purificacion del scFv73, las columnas de cromatografia se cargaron con 4 ml
de la resina agarosa Ni-NTA. Después, se hicieron cuatro lavados con buffer PBS.
Posteriormente, cada columna se equilibré con 5 ml de imidazol 20 mM en PBS. Después,
se cargd la muestra dializada en la columna y se lavé con 10 ml de imidazol 35 mM en
PBS. En seguida, la muestra se eluy6 con 3 ml de imidazol 250 mM en PBS, recuperando
este mismo volumen. Finalmente, se lavo la columna con PBS y se regenerd con 2ml de

imidazol 500 mM en PBS. La muestra eluida se visualiz6 en un gel SDS-PAGE al 10%.

Buffer PPB Buffer PBS

Sacarosa 13.5¢ NaCl 85¢g

EDTA ( stock 0.5 M) 135 ul NaH,PO, 038 ¢g

Tris-HCl pH 8 (1IM) 2 ml Na,HPO, 1.02¢g

Aforar a 67.5 ml de agua estéril. Aforar a 1 litro y ajustar el pH a 7.2 con
NaOH.

6.8 Extraccion de jugo gdstrico de Manduca sexta

Las larvas de M. sexta de cuarto instar se colocaron en un recipiente con hielo durante 15
minutos. Después, cada extremo de la larva se fij6 con alfileres sobre una tabla de
diseccion. Se realizé un corte transversal después de los tres primeros segmentos de la larva
y otro corte transversal antes de los dos ultimos segmentos. En seguida, se realiz6 un corte

longitudinal en la linea media. Se separd el intestino medio y el contenido se colocé en un



tubo de 50 ml para centrifuga. Una vez extraido el jugo de todas las larvas, se centrifugé a
9,000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se filtr6 (membrana de 0.45 um), se

hicieron alicuotas de 500 wl y se almacenaron a -70°C.

6.9 Ensayos de competencia de la oligomerizacion de CrylAb con los péptidos sintéticos
de las hélices a del dominio 1.

Los cristales de CrylAb puros se activaron con el jugo gastrico de Manduca sexta y el
anticuerpo scFv73, en buffer de solublilizacién (carbonatos pH 10.5, 2-mercaptoetanol
0.02%). La activacion se realizé en presencia de diferentes concentraciones de péptidos
sintéticos correspondientes a las hélices a del dominio I (0.05, 0.10, 0.15 y 0.20 ug/ul).
Después de incubar 1h, se centrifugd 20 minutos a 14,000 rpm, se recuperd el pellet y

sobrenadante para analizarlos mediante Western blot.

6.10 Western-Blot.

Las muestras separadas mediante gel SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (PVDF Immobilon-P Milipore) durante 45 minutos a 350 mA en cdmara
himeda. La membrana se bloqueé con leche Svelty al 5% en PBS-tween 0.05%, durante
1.5 horas con agitacion. Después, se lavo tres veces con agua destilada estéril y tres veces
con PBS-tween 0.05%. Se colocé el primer anticuerpo, anti-CrylAb en una relacion
1:30,000 en PBS-tween 0.05%, incubando durante 1.5 horas con agitacion. En seguida, la
membrana se lavo tres veces con PBS-tween 0.05%, se agrego el segundo anticuerpo anti-
IgG acoplado a peroxidasa (1:30000) y se incub6 durante 1 hora con agitacion. Finalmente,
la membrana se lavé dos veces con PBS-tween 0.05% y dos veces con PBS, se agregaron

los reactivos de quioluminiscencia (Pierce) y se reveld la sefial.

6. 11 Solubilizacion de cristales de CrylAb y mutantes en dominio I.

lug de cristales puros de CrylAb silvestre o mutantes se centrifugaron durante 10 minutos
a 10,000 rpm. EIl pellet se resuspendié en buffer carbonatos pH 10.5 B-mercaptoetanol
0.02%, se incubd por 2 horas a 37°C con agitacion suave. Después, se centrifugé 20
minutos a 90,000 rpm y se recuperd el sobrenadante. Se cuantificé proteina por Bradford y

se corrié un gel SDS-PAGE al 10% para verificar la presencia de la protoxina (130 kDa).



6.12 Tripsinacion de CrylAb y mutantes en dominio I.

A lug de protoxina solubilizada se le ajust6 el pH a 8.5 con buffer Tris 1M pH 8, después
se agregd tripsina (1:20, tripsina:proteina) incubando 2 horas a 37°C con agitacion suave.
La reaccion se detuvo con PMSF ImM y por ultimo se centrifugé 10 minutos a 10000 rpm.
Se recupero el sobrenadante, se cuantificd proteina por Bradford. Finalmente, se corrié un

gel SDS-PAGE al 10% para verificar el producto de la tripsinacion (toxina de 60 kDa).

6.13 Biotinacion de la toxina CrylAb y mutantes en dominio I.

Las toxinas tripsinadas se incubaron con biotina durante 45 minutos a temperatura
ambiente, se elimind el exceso de marca al pasar la mezcla por una columna de agarosa-
estreptoavidina. Se recuperd el filtrado y se cuantificéd proteina mediante Bradford.
Después, la muestra se corrié en un gel SDS-PAGE 10% y se realizo la transferencia a una
membrana de nitrocelulosa para verificar la marca con estreptoavidina acoplada a

peroxidasa.

6.14 Extraccion de vesiculas de vellosidad de membrana apical (VVMA)

Se extrajeron 3 gramos de intestinos de larvas de quinto estadio de M. sexta. Para lo cual, se
durmio a las larvas, colocandolas en hielo durante 15 minutos. Después de fijar cada larva,
por cada uno de sus extremos sobre una tabla de diseccidn, se cortaron los primeros tres
segmentos cefdlicos y los dos segmentos caudales con un corte transversal. En seguida, se
realizé un corte longitudinal en la regién dorsal y se separd el intestino de la cuticula. A
continuacidn, se vacio el contenido intestinal y el intestino fue lavado exhaustivamente con
la solucion I. El intestino limpio se colocd en un tubo falcon y se pesd. Para la extraccion
de VVMA, tres gramos de intestinos y 30 ml de solucion II (dilucién 1:10 peso/volumen)
se colocaron en un tubo de vidrio para homogeneizar estéril. Después, se introdujo dentro
del tubo, el émbolo de teflon del homogeneizador estéril, previamente conectado a un
taladro Black and Decker U114 tipo FV. A continuacion, a una velocidad de 2,250 rpm, el
émbolo se fue hundiendo poco a poco hasta llegar al fondo del tubo y luego se sacéd
lentamente. Esto se repitié cinco veces. Después se agregaron 30 ml de una solucién de
MgCl, 24 mM, se tapd y se mezcld suavemente. La muestra fue incubada en hielo por 15

minutos. Después, se centrifugé a 4,500 rpm por 15 minutos a 4°C, recuperando el



sobrenadante, el cual fue centrifugado a 16,000 rpm por 30 minutos a 4°C, recuperando la
pastilla en 15 ml de solucion II fria y 15 ml de MgCl, 24 mM. Los dos pasos de
centrifugacién anteriores se repitieron una vez mas, recuperando la pastilla unicamente, en
solucidn II fria. Finalmente, esta muestra se dializé toda la noche en 1,000 volumenes de
buffer de didlisis, a 16 grados centigrados y con agitacion. La muestra se recuperd y se

cuantifico proteina mediante Bradford.

Solucion I Solucion I1
Manitol 300 mM Manitol 300 mM
Tris-HCl 17 mM Tris-HCl 17 mM
EGTA 5 mM EGTA 5SmM
DTT 2 mM DTT 2 mM
PMSF 0.5 mM Leupeptina (1mg/ml) 10 ul
Ajustar a pH 7.4 con KOH Pepstatina (Img/ml) 10 ul

PMSF (100 mM) 100wl

Buffer de dialisis Sbti (10 mg/ml) 10 ul
KClI 150 mM Sulfato de neomicina 6ul
EGTA 2 mM Ajustar pH a 7.4 con KOH
EDTA 0.5 mM
HEPES 10 mM
Ajustar pH a 7.4 con KOH

6.15 Ensayos de union y competencias heterologas con las mutantes del dominio I.

Para los ensayos de unidn, las toxinas mutantes biotinadas (10 nM) se incubaron con 10ug
de VVMA (preparadas con inhibidores de proteasas), en buffer de unién (PBS-tween
0.1%), durante una hora a temperatura ambiente. Después, la mezcla se centrifugd 10
minutos a 14,000 rpm y el pellet se recuperd. Se lavo dos veces con buffer de unidn; se
resuspendio en PBS. Finalmente, se realizd electroforesis y se transfirié a una membrana de
nitrocelulosa para posteriormente visualizar la unién de las toxinas biotinadas con
estreptoavidina acoplada a peroxidasa. Las competencias heterélogas se realizaron

incubando 10ug de VVMA con la toxina CrylAb biotinada (10 nM) en presencia de



excesos molares (100 a 500) de toxina no marcada (mutantes) durante una hora,

posteriormente se continud con el mismo procedimiento realizado para las uniones.

6.16 Purificacion de un fragmento del receptor Bt-R1

La cepa CR1-12, que expresa un fragmento del receptor Bt-R1 (con tres sitios de unién a la
toxina CrylAb), se inoculd en 50 ml de medio 2XTY suplementado con glucosa al 2% y
ampicilina (50 ug/ml). Después de incubar toda la noche a 30°C y 200 rpm, 5 ml del
preinoculo se agregaron a 500 ml de medio 2XTY suplementado con glucosa al 0.1% y
ampicilina (100 ug/ml). A continuacién se incubé durante dos horas a 37°C y 200 rpm
hasta alcanzar una D.O.,, igual a 0.7. El cultivo fue inducido con IPTG (0.5 mM) y
después de incubar durante cinco horas a 30°C y 200 rpm, el paquete celular se recupero
centrifugando 15 minutos a 15000 rpm. Las células se resuspendieron en buffer Tris-HCl
10 mM pH 8, urea 8 M, NaH,PO, 100mM, se ultracentrifugé 30 minutos a 60000 rpm y el

sobrenadante se recuperd y filtré (Milipore 0.45 um).

Para su purificacion, la columna de cromatografia se cargd con 20 ml de la resina
agarosa Ni-NTA y se lavo cuatro veces con buffer PBS. Posteriormente, la columna se
equilibré con 5 ml de imidazol 20 mM en PBS. Se cargé la muestra en la columna y se lavé
con 20 ml de imidazol 20 mM en PBS, para quitar la urea. Después, se realizé otro lavado
con 10 ml de imidazol 35 mM. En seguida, la muestra se eluyé con 20 ml de imidazol 250
mM en PBS. Finalmente, se lavd la columna con PBS y se regener6 con 10 ml de imidazol

500 mM en PBS. La muestra eluida se visualizé en un gel SDS-PAGE al 10%.

6.17 Ensayo de union a ligando con un fragmento del receptor BtR1.

Diez microgramos del fragmento Bt-R1 puro se agregaron en cada pozo de un gel SDS-
PAGE al 10%, después de realizar la electroforesis, se transfirié a una membrana de
nitrocelulosa. La membrana se bloqued con albimina sérica bovina (BSA) y después se
incubd dos horas con las toxinas Cryl1Ab silvestre y mutantes biotinadas. Se hicieron tres
lavados con buffer PBS-tween 0.1%, cada uno de 10 minutos, para eliminar la toxina no
unida. Para detectar la union de la toxina a BtR1, la membrana se incubd con

estreptoavidina (1:5000) y se reveld con luminol.



6.18 Determinacion de constantes de afinidad por ELISA.

Para determinar la constante de disociacidn aparente (Kp), el fragmento Bt-R1 (10 nM) se
incubd con concentraciones crecientes de las toxinas CrylAb silvestre y mutantes (de
0.1nM a 1uM) durante 1 hora a temperatura ambiente. Con el objetivo de determinar la
cantidad de fragmento Bt-R1 no unido, esta mezcla se colocé en una placa de poliestireno
de 96 pozos, previamente incubada con 2.5 ug de toxina. Se realizaron tres lavados y se
agrego el primer anticuerpo (anti-Cry1Ab), seguido de un segundo anticuerpo acoplado a
peroxidasa, cuya sefial se detectd por actividad. La concentracion de toxina CrylAb WT 6
mutante a la cual se detectd la mitad mdxima de sefial corresponde a la constante de

disociacion.

6.19 Preparacion de liposomas de fosfatidilcolina.

2.6 umol de liposomas de fosfatidilcolina (Avanti Polar lipids) se tomaron del stock de
cloroformo y se secaron con nitrégeno. Después, se colocaron toda la noche en vacio
(Savant, Speed Vac SVC100) para eliminar los residuos de cloroformo. Por ultimo, se
hidrataron en 2.6 ml de buffer CHES 10mM, KCI1 150mM pH 9; y se sonicaron cinco veces

durante 3 minutos en un sonicador Branson-1200.

6.20 Activaciones in vitro de CrylAb con liposomas.

Las protoxinas CrylAb silvestre y mutantes solubilizadas (0.2ug) se activaron con jugo
gastrico de M. sexta en presencia de liposomas sintéticos de fosfatidilcolina (small
unilamellar vesicles 6 SUV) y del anticuerpo scFv73, en buffer carbonatos pH 10.5, 3-
mercaptoetanol 0.02%, durante 1 hora a 30°C 6 37°C con agitacién suave. Después, la
reaccion se detuvo con PMSF (1 mM) y se centrifugé a 90,000 rpm durante lhora a 4°C. El
pellet se recuperd y se realizo electroforesis (SDS-PAGE 8%). Finalmente, el gel se
transfirid a una membrana de nitrocelulosa y la formacion de oligémero se visualizd

mediante Western Blot.

6.21 Ensayos de formacion de poro en bicapas lipidicas planas.
Las bicapas lipidicas se construyeron con fosfolipidos de fosfatidilcolina segtn el protocolo

de Miieller and Rudin. Se utilizé un sistema de dos compartimentos conectados entre si



mediante un orificio. A su vez, cada compartimiento estd conectado a un electrodo, del lado
cis el electrodo aplica una corriente que se mantiene constate y del lado trans el electrodo
detecta los cambios producidos en la corriente mediante un amplificador operacional. En
cada compartimiento se agregé buffer CHES 10mM pH9, adicionado de KCl 300 mM del
lado cis y KCl 10 mM del lado trans. La bicapa de lipidos se construyo en el orificio que
conecta ambos contenedores, mostrando una capacitancia tipica entre 250 y 300 pF. En
seguida, en el lado cis, se afiadid el oligdmero previamente incorporado en los liposomas y
después de su fusién con la bicapa, se detectaron los cambios en la corriente mediante el
amplificador operacional (Figura 8). Los datos asi obtenidos fueron procesados con los

programas Digidata 1200 interface, Axotape y pClamp [65].
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Figura 8. Ensayo de formacion de poro en bicapas lipidicas planas. Después de fusionar los
liposomas con el oligdmero a la bicapa, los cambios en la conductancia generados por el

poro son monitoreados en un lapso de tiempo determinado.

6.22 Cromatografia de exclusion de peso molecular.

Las toxinas CrylAb silvestre y mutantes R99E y Y107E activadas con liposomas de
fosfatidilcolina (SUV) se delipidaron durante 1 hora con tritén X100 al 10% (concentracién
final), incubando a 25°C. Después se ultra-centrifugaron a 45,000 rpm durante 1h a 4°C. Se

recuperd el sobrenadante y se pasé por una columna Superdex 200HR.



7. RESULTADOS

7.1 Estandarizacion de la activacion de CrylAb in vitro.

En un trabajo previo, se demostré que cuando la protoxina Cry1Ab es activada in vitro con
jugo gastrico de M. sexta, en presencia de membranas (VVMA) ¢ del anticuerpo scFv73
(que mimetiza al receptor caderina), se visualiza un oligémero de la proteina CrylAb de
aproximadamente 250 kDa, que no se observa si se activa Unicamente con el jugo gdstrico.
Posteriormente, se demostré que este oligdmero de 250 kDa presentd actividad de
formacion de poro, al ser evaluado en bicapas lipidicas planas. Sin embargo, es importante
mencionar que la activacion de toxinas CrylA in vitro para la formacién de oligémero,
planteado hasta ese momento era un proceso my poco eficiente, dado que se obtenia poco
oligémero, y este proceso no siempre era reproducible. Puesto que el objetivo principal de
éste trabajo era estudiar la oligomerizacion, se requeria obtener oligdmero de manera
eficiente y reproducible. Por lo que se realizé un trabajo sistemdtico y exhaustivo para
modificar las condiciones de activacion in vitro de la toxina Cry1Ab, incluyendo el tipo de
buffer, el pH, la fuerza idnica, la concentracion de cristal 6 protoxina soluble, la relacion
cristal:anticuerpo scFv73, la concentracion de jugo gdstrico, la temperatura, el tiempo de
activacion e incluso se probaron proteasas puras como la tripsina y una elastasa comercial
durante la activacion. Las diferentes condiciones ensayadas, en todas las combinaciones

posibles se muestran resumidas en la tabla 2.

Como resultado de esta estandarizacion, encontramos que el uso de un pH bdsico
(10.5) era determinante para la oligomerizacion de la toxina CrylAb, ya que con esto se
lograba la solubilizacion eficiente de la protoxina y como consecuencia su correcta
activacion proteolitica. Otro factor importante fue realizar la activacién partiendo de la
protoxina soluble y no del cristal completo, con lo que se lograba una estimacion correcta
de la proteina utilizada en el ensayo. Pese a estos avances, bajo ninguna de las condiciones
evaluadas se logré desplazar completamente el equilibrio hacia la formacion de oligémero,

ya que la mayoria de la toxina permanecia como mondmero soluble.



Tabla 2. Diferentes condiciones evaluadas en la activacion in vitro de la toxina Cryl1Ab

Condicion Cambios en las condiciones de activacion de la toxina CrylAb
Temperatura 30 37 45
(°O)
Tiempo de 0.5 1 2

activacion (horas)
Tipo de Buffer Carbonato Fosfatos

de sodio
Fuerza iénica (M) 0.01 0.05 0.1
pH 9 9.5 10 10.2 105 10.7 11
Concentracién de 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.7 0.9
cristal (ug/ul)
Relacion 1:1 1:2 1:4 1:6

cristal:scFv73
Jugo gdstrico de 0.005 0.015 0.025 0.05 0.075 0.1 0.15
M. sexta (ug/ul)
Elastasa ¢ tripsina 0.5 2.5 5 8 10 16 26
(ug)

Posteriormente, basados en un trabajo realizado por Rausell, et al., 2001, en el que
utilizando muestras de oligdmero y mondmero puros, se demostré que el oligdmero se
inserta eficientemente en membranas artificiales de fosfatidilcolina mientras que el
mondmero no se inserta, se propuso activar CrylAb en presencia de liposomas de
fosfatidilcolina. Esto se realiz6 con el objetivo de proveer un ambiente hidrofébico
necesario para la formacion de un oligémero estable. El resultado fue que la incorporacion
de liposomas de fosfatidilcolina en la activacién de CrylAb in vitro, permitié en primer
lugar, utilizar menos proteina (veinte veces menos) y en segundo lugar, desplazé el
equilibrio hacia la formacién de oligdmero. En la figura 9 se observa el resultado de la
activacion de la protoxina Cryl Ab soluble, con liposomas y sin liposomas, en donde se
observa que hay una mayor eficiencia de formacion de oligdmero en aquellas muestras
activadas con liposomas (Figura 9A), a diferencia de las que se activaron sin liposomas
(Figura 9B). Es importante mencionar que mientras en la muestra activada con liposomas
se utilizaron 0.2 ug de protoxina, la cual fue convertida casi en su totalidad a oligédmero; en

la muestra activada sin liposomas, se utilizaron 5 ug de protoxina, misma que permanecié



mayoritariamente como mondmero. También se observa que con los liposomas se favorecié
la incorporacion de la fraccion oligomérica a las membranas (P) mientras que el mondmero
permanecio soluble (S), lo cual posteriormente nos permitiria realizar andlisis de formacién

de poro en bicapas lipidicas planas.
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Figura 9. Activacion in vitro de la toxina Cryl Ab con y sin liposomas de fosfatidilcolina.
A) Después de activar con liposomas, el oligdmero se incorpord en la membrana (P),
mientras que el mondmero se localizé en la fraccion soluble (S). B) En la activacién sin
liposomas, la mayoria de la proteina permanece como mondmero, mientras que el

oligémero se encuentra tanto en la fraccidn soluble (S) como en la insoluble (P).

Una vez que se estandarizaron las condiciones de activacion de CrylAb in vitro en
presencia de liposomas de fosfatidilcolina para la formacion de oligémero, se inici6 el

andlisis de las regiones involucradas en la oligomerizacion.

7.2 Papel de las hélices alfa del dominio I de CrylAb en la oligomerizacion

En un trabajo previo, estudios de protedlisis limitada sugirieron que el dominio I de la
toxina CrylAb participa en las interacciones mondmero-mondmero en el preporo-
oligomérico [13]. Con el objetivo de demostrar el papel de cada hélice alfa del dominio I de
CrylAb, se construyeron péptidos sintéticos de las hélices a2, a3, a4 y a6. Con estos
péptidos se compitid la formacion del oligdmero de CrylAb in vitro. Para lo cual se
activaron cristales de CrylAb con jugo gastrico de Manduca sexta en presencia del

anticuerpo scFv73 que mimetiza al receptor caderina. Es importante mencionar que este



ensayo de activacion se realizé en ausencia de liposomas. Al realizar esta activacion se
obtiene una proteina de 250 kDa correspondiente al pre-poro oligomérico (Figura 10). La
oligomerizacion fue inhibida cuando se compitié con concentraciones crecientes del
péptido sintético correspondiente a la hélice a3 (Figura 10), lo cual no ocurrié cuando se
compitid con la hélice a6 (Figura 10) 6 con las otras hélices a2 y a4 del dominio I (datos
incluidos en el anexo 1). Con base en el resultado anterior, sugerimos que la hélice a3 del

dominio I podria participar en la oligomerizacion de la toxina Cry1Ab.

Competidor Competidor
Hélice a-3 (ug) Hélice a-6 (ug)
0 5 10 15 0 5 10 15

kDa

250

60

Figura 10. Competencia in vitro de la formacidn de oligdmero de Cryl Ab con péptidos
sintéticos de las hélices a3 y a6 del dominio I analizadas mediante Western-blot. Se
observa que la presencia de concentraciones crecientes del péptido sintético de la hélice a3

inhibieron la oligomerizacién de Cry1Ab, mientras que la hélice a6 no lo hizo.

7.3 Construccion de mutantes en los coiled-coils del dominio I de la toxina CrylAb

Por otra parte, como se explicé anteriormente, basandonos en el andlisis con el programa
COILS, que predice la formacion de estructuras tipo coiled-coils, se encontré que las
hélices a-3 y a-6 del dominio I de Cry1Ab presentan una alta probabilidad de formacion de
estas estructuras. Puesto que se ha demostrado que los coiled-coils participan en la
oligomerizacion de diversas proteinas y que mutaciones en éstas estructuras conducen a la

pérdida de oligomerizacidn, se propuso estudiar el papel de los coiled-coils predichos para



las hélices a-3 y a-6 en el proceso de oligomerizacion de toxinas CrylA. Para lo cual, se
construyeron mutantes en las posiciones a y d de la heptada de residuos de los coiled-coils
de las hélices a-3 y a-6 del dominio I de la toxina Cryl Ab. Los aminodcidos seleccionados
para la mutagénesis fueron: en la hélice a-3 posicion a, R93F, Y107E y L100E; posicion d,
L103F y Y110E; posicién g, R99E; y en la hélice a-6 posicion a, 1200D y Y193D;
posicion d, Y203D y L196D (Figura 11A). Cabe mencionar que se decidié construir la
mutante R99E, ubicada en la posicion g, dado que, en un reporte previo, al mutar este
residuo en la toxina CrylAa, ésta perdio la toxicidad y la actividad de formacion de poro,
no obstante, la formacion de oligdmero no fue analizada. En la figura 11B se muestra la
localizacién de los aminodcidos mutados en la estructura monomérica de la toxina CrylAa,
en la cual se observa que los aminodcidos en las posiciones a (r0jo) y d (azul) de ambas
hélices se encuentran orientados hacia el interior del dominio I, mientras que el aminodcido

R99 (verde) estd ubicado hacia la superficie de la proteina.
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Figura 11. A) Representacion esquemdtica de los coiled-coils predichos para las hélices a-3
y a-6 en la que se muestra la posicion que ocupan los aminodcidos en la heptada de
residuos. En rojo se muestran los aminodcidos en posiciones a y d seleccionados para
mutageneizar. B) Esquema de la estructura cristalografica de la toxina CrylAa en la que se
muestran los aminodcidos de las hélices a-3 y a-6 mutados: en rojo, posicion a; en azul,
posicién d y posicién g, en verde.

Se construyeron diez mutantes, tal como se explica en materiales y métodos.

Seis de las cuales (R93F, R99E, Y193D, L196D, 1200D, y Y203D) se construyeron con un



equipo comercial de mutagénesis sitio-dirigida sobre el pldsmido PBSKSIIAb, que tiene
insertado un fragmento Cla del dominio I de la protoxina CrylAb. Posteriormente se
realiz6 la transformacion en E. coli y por medio de la secuenciacion del DNA de las
candidatas se comprobd que tuvieran el cambio esperado. Las candidatas correspondientes
a cada mutacion se digirieron con la enzima Clal, obteniendo un fragmento con un tamafio
de 1.1 Kpb que incluye la regién mutada (fragmento Cla). Con los fragmentos Cla mutantes
se realizé una subclonacion en el pldasmido PHCPPAClal (sin fragmento Cla). Para la
seleccion de las colonias mutantes, primero se verific que presentaran el fragmento Cla
insertado, para lo cual fueron digeridas con la enzima Clal (Figura 12A). Después, para
verificar la orientacion del fragmento Cla insertado, las candidatas fueron digeridas con las
enzimas Spel y Sacl, esperando que la digestion de los fragmentos Cla orientados

correctamente generara cuatro productos con tamaiios de 6.2, 2.3, 1.1 y 0.8 kpb, tal como se
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Figura 12. Digestion de los plasmidos PHT315Ab subclonados con los fragmentos Cla de
las diferentes mutantes. A) Digestion con la enzima Clal, en la que se observa la liberacion
del fragmento Cla con masa molecular igual a 1.1 Kpb. B) Digestion con las enzimas Spel
y Sacl, en la que se observa la liberacion de cuatro fragmentos con tamaifios de 6.2, 2.3, 1.1
y 0.8 Kpb, lo que indica la orientacidn correcta de los fragmentos Cla subclonados en

PHT315Ab.

observa en la figura 12B. En caso de que los fragmentos Cla se hubiesen orientado
incorrectamente, con esta digestion se generarian tres fragmentos de 7.8, 2.3 y 0.89 kpb.

Por otra parte, dado que las mutantes L100E, L103E, YIO07E y Y110E no pudieron




construirse mediante la técnica anterior, se construyeron directamente en el vector
PHT315Ab utilizando el mismo equipo de mutagénesis sitio-dirigida. Después de
transformar en E. coli, las candidatas se digirieron con Cla, para verificar la presencia del

fragmento y se mandaron secuenciar.

Asfi, los vectores con los genes de las proteinas mutantes se transformaron en la cepa
acristalifera 407" de Bacillus thuringiensis. Estas clonas se crecieron en medio HCT
suplementado con eritromicina hasta alcanzar la esporulacién completa, verificando la
produccion de cristal al microscopio y mediante geles desnaturalizantes. Después, se
purificaron sus cristales mediante gradientes discontinuos de sacarosa y su pureza se
visualizé en el microscopio asi como en geles desnaturalizantes. La figura 13 muestra el
patron de proteinas de los cristales purificados de cada mutante. En ésta, se observa que las
mutantes Y203D, 1200D, R99E, L100E y Y107E producen una protoxina de masa

molecular igual a 130 kDa, tal como CrylAb silvestre. En cambio, las mutantes R93F,
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Figura 13. Cristales de las mutantes del dominio I de CrylAb purificados mediante
gradientes discontinuos de sacarosa visualizados en gel desnaturalizante. Unicamente cinco
de las mutantes, Y203D, 1200D, R99E, Y107E y L100E, produjeron la protoxina de 130
kDa, tal como lo hace la toxina Cry1Ab silvestre. Las otras cinco mutantes (R93F, L103E,
Y110E, Y193D y L196D), si produjeron cristal pero estos fueron inestables por lo que la

protoxina fue degradada y no pudo visualizarse en el gel desnaturalizante.



L103E, YI10E, Y193D y L196D ain cuando si se visualizaron cristales pequefios al
microscopio, en geles SDS-PAGE no se visualizé protoxina, lo que pudiera deberse a que
los cristales fueron inestables, siendo degradados con el tratamiento con calor requerido
para la preparacion de la muestra. Por lo anterior, se realizaron geles semidesnaturalizantes
(SDS al 0.01%), en los que la muestra no fue calentada. También se realiz6 Western blot de
estos geles, utilizando un anticuerpo policlonal anti-CrylAb, para tratar de visualizar las
protoxinas de estas mutantes. Sin embargo, solo se observaron productos de menor masa
molecular, resultado de la degradacién de los cristales (Figura 14), confirmando su
inestabilidad. Por este motivo, se decidid trabajar unicamente con las mutantes que

produjeron cristales estables.
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Figura 14. Cristales puros de las mutantes inestables visualizados mediante Western-blot de
gel semidesnaturalizante (SDS 0.01%), utilizando un anticuerpo anti-Cry1Ab policlonal. En
el dltimo carril se observa la protoxina CrylAb silvestre de 130 kDa, mientras que en las
protoxinas mutantes solo se observan proteinas de menor peso molecular, productos de

degradacion, lo que confirma la inestabilidad de los cristales.

7.4 Bioensayos con las mutantes del dominio I de CrylAb

Para evaluar la toxicidad de las mutantes se realizaron bioensayos utilizando larvas de
Manduca sexta de primer instar, que fueron alimentadas con diferentes dosis de cristales
puros (0.1 a 2000 ng/cm?, 24 larvas por dosis). Después de siete dias, se cuantificé el

porcentaje de mortalidad y con estos valores se calculd la dosis letal media (LCs,). En la



tabla 3 se resumen los resultados del bioensayo realizado por triplicado, en la cual se
observa que las mutantes Y107E y R99E de la hélice a-3 fueron severamente afectadas en
su toxicidad. Fue imposible calcular la LC,,, ya que no se observé mortalidad al utilizar la
dosis mds alta (2000 ng/cm®) que corresponde a una dosis 2000 veces mayor a la silvestre,
por lo que concluimos que estas mutantes no son toxicas. Por otro lado, la mutante L100E,
también localizada en la hélice a-3, mostré una LCy, dos veces menor a la silvestre,
implicando que fue dos veces mds toxica. En cambio, las mutantes de la hélice a-6
conservaron su toxicidad, ya que presentaron valores de LCy, similares a los de la toxina
CrylAb silvestre. A continuacidon, las mutantes R99E y Y107E ubicadas en la hélice a-3,
que fueron severamente afectadas en su toxicidad, fueron analizadas en cada uno de los
pasos del mecanismo de accion (solubilizacion, activacion, union a receptor Bt-R1,
oligomerizacion y formacion de poro), con el objetivo de determinar si la ausencia de
toxicidad era debida a la pérdida de oligomerizacidn 6 si estas mutaciones interferian en
alguno de los otros pasos del mecanismo de accidn. Las otras mutantes también fueron

evaluadas en cada paso del mecanismo de accidon como controles de los diferentes ensayos.

Tabla 3. Bioensayos de las mutantes del dominio I de Cryl Ab con larvas de M. sexta

TOXINA LC, ng/cm’
(Limites de confianza 95 %)
CrylAb silvestre 1.3 (0.9-1.7)
R99E >2000
Y107E >2000
L100E 0.6 (0.4-0.8)
1200D 1(0.4-2.4)
Y203D 3.6 (1.2-2.8)

7.5 Solubilizacién y activacion de las mutantes del dominio I de CrylAb.
El primer paso en el mecanismo de accidn a evaluar fue la solubilizacién de los cristales de
las mutantes del dominio I de CrylAb. Para lo cual, los cristales puros de las mutantes

R99E, Y107E, L100E. I200D y Y203D se solubilizaron a pH alcalino. El resultado fue que



todas las mutantes fueron solubilizadas correctamente, liberando una protoxina de 130 kDa.
Posteriormente, con la finalidad de verificar si las mutantes eran activadas correctamente,
éstas fueron tripsinadas, tal como se explica en materiales y métodos. Como resultado se
obtuvo que todas las mutantes generaron un fragmento de aproximadamente 65 kDa, que

corresponde a la toxina activada, tal como se observa en la figura 15.
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Figura 15. Toxinas CrylAb silvestre y mutantes activadas con tripsina, visualizadas en gel
desnaturalizante tefiido con coomasie. Se observa que todas las mutantes asi como Cryl Ab
silvestre, se activaron correctamente, generando un producto de aproximadamente 65 kDa,

que corresponde a la toxina activa.

7.6 Union a vesiculas de vellosidad de membrana apical (VVMA)

Dado que todas las mutantes se activaron correctamente, el siguiente paso en el mecanismo
de accion a evaluar fue su union a las vesiculas de vellosidad de membrana apical
(VVMA). Para lo cual las toxinas mutantes activadas se marcaron con biotina, al mismo
tiempo que se purificaron las VVMA a partir de la membrana del intestino medio del
lepiddptero M. sexta. En seguida, las toxinas marcadas con biotina y las VVMA se pusieron
a interaccionar en solucion. Tras una serie de lavados, mediante centrifugacion, se
recuperaron las membranas con la toxina unida. Finalmente, la marca de biotina en la
fracciéon membranal se visualizé revelando con estreptoavidina. El resultado de este
experimento se muestra en la figura 16, en la que es claro que todas las mutantes se unieron

a las membranas tal como lo hizo la toxina Cry1Ab silvestre.
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Figura 16. Ensayo de union en solucion de Cryl Ab silvestre y mutantes a las VVMA de M.
sexta. Las bandas de 65 kDa corresponden a la sefial de biotina de las toxinas silvestre y

mutantes unidas a las membranas de M. sexta, revelada con estreptoavidina.

A continuacidén, con el objetivo de analizar la afinidad de unién de las toxinas
mutantes a la membrana, se realizaron competencias de union heterélogas. En este ensayo
se compitid la unidn de la toxina silvestre marcada con biotina a las VVMA, con excesos
molares de las diferentes mutantes no marcadas (100, 500, 1000 y 5000 nM). De tal forma
que si las mutantes compiten por la unidn de la toxina silvestre a las VVMA, se observara
un desplazamiento de la toxina silvestre unida. El resultado se muestra en la figura 17, en la
cual se presentan los resultados de las competencias visualizadas mediante Western blot
(figura 17A) asi como las curvas de desplazamiento obtenidas después de analizar las
bandas de este experimento mediante densitometria (figura 17B). Es notorio que todas las
mutantes desplazaron la unidn de la toxina silvestre a las VVMA de manera similar. Todas
desplazaron la unién del 20 al 30% de CrylAb silvestre, a excesos molares de 100 y 500
nM respectivamente. A excesos molares de 1000 nM, la toxina silvestre desplazé la union
mas del 80%, igualmente lo hicieron las mutantes 1200D y R99E, mientras que las
mutantes L100E, Y107E y Y203D la desplazaron 70, 60 y 50% respectivamente. Todas
desplazaron la union de Cry1Ab casi en su totalidad cuando se compitié a excesos molares

de 5000.
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Figura 17. Competencias de union heterdloga realizadas con las toxinas mutantes del
dominio I de la toxina CrylAb. A) Desplazamiento de la unién de la toxina CrylAb
silvestre marcada con biotina efectuado por las diferentes toxinas mutantes no marcadas a
excesos molares de 100, 500, 1000 y 5000, visualizado mediante Western-blot. B) Curvas
de desplazamiento de la unién de la toxina CrylAb silvestre por las diferentes mutantes, en
las que se observa una cinética de desplazamiento similar a la de la toxina silvestre, lo que

indica una afinidad de unidn similar.

7.7 Union de las mutantes del dominio I de CrylAb al receptor Bt-R1

La unién de las mutantes a un fragmento del receptor Bt-R1, que contiene tres sitios de
union a la toxina Cry1Ab, fue evaluado mediante ensayos de unidn a ligando. Para realizar
este ensayo, el fragmento de Bt-R1 se purificé como se explica en materiales y métodos.
Después, el receptor puro se electrotransfirié a una membrana de nitrocelulosa. En seguida,
la membrana se puso a interaccionar con las diferentes toxinas mutantes marcadas
previamente con biotina, se lavd para quitar la toxina no unida y la sefial de la toxina unida
al receptor se reveld con estreptoavidina El resultado se muestra en la figura 18A, en la que
se aprecia que todas las mutantes se unieron al fragmento del receptor Bt-R1, tal como lo
hizo la toxina silvestre. Finalmente, mediante ELISA competitiva se calcularon las

constantes de disociacion de las toxinas mutantes y silvestre, encontrando que todas las



mutantes tuvieron valores de K, similares al de la toxina silvestre (Figura 18B). Por lo

anterior concluimos que ninguna de las mutantes fue afectada en su union reversible.
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Figura 18. Unidn de CrylAb silvestre y mutantes del dominio I a un fragmento de Bt-R1
que contiene tres sitios de union a la toxina CrylAb. A) Ensayo de union a ligando
realizado con el fragmento de Bt-R1 y las toxinas CrylAb silvestre y mutantes, en el que se
observa que todas las mutantes se unieron al receptor. B) Tabla de las constantes de
disociacion aparente (k) de las toxinas CrylAb silvestre y mutantes calculadas mediante
ELISA competitiva, en la que se observa que todas las mutantes se unieron al fragmento de

Bt-R1 con una afinidad similar al de la toxina silvestre.

7.8 Analisis de la oligomerizacion de CrylAb silvestre y mutantes.

Puesto que las mutantes R99E y Y107E no fueron afectadas en su unidn al receptor Bt-R1,
el siguiente paso en el mecanismo de accion a evaluar fue la oligomerizacion. Para lo cual,
las protoxinas solubles silvestre y mutantes se activaron in vitro con el jugo gastrico de M.
sexta en presencia del anticuerpo scFv73 y de vesiculas unilaminares pequefias de
fosfatidilcolina (SUV). Las activaciones se analizaron mediante Western-blot. El resultado
se muestra en la figura 19A, en la que se observa que las mutantes R99E y Y107E, que
fueron severamente afectadas en su toxicidad, no formaron el pre-poro oligomérico

(proteina de 250 kDa), en cambio, la toxina silvestre y el resto de las toxinas que si



conservaron su toxicidad (Y203D, 1200D y L100E), si formaron oligdmeros de tamafio

similar al de Cry1Ab silvestre (Figura 19A).

Después, con el objetivo de evaluar si las mutantes R99E y Y107E podrian estar
formando oligémeros inestables, las activaciones se analizaron en geles con menor
concentracion de SDS (0.01%), calentando las muestras activadas a diferentes
temperaturas. El resultado de este ensayo mostré que la ambas mutantes formaron
oligémeros sensibles a la desnaturalizacion por calor y SDS, en contraste con el oligdmero
silvestre el cual es resistente a temperatura. En la figura 19B se muestra el resultado de este
experimento realizado con la mutante R99E y la toxina silvestre. El resultado de este

mismo ensayo efectuado con la mutante Y107E se incluye en el anexo 2.
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Figura 19. A) Activacion in vitro de CrylAb silvestre y mutantes del dominio I en
presencia de SUV visualizada mediante Western-Blot, en la que se observa una proteina de
250 kDa correspondiente al oligdmero, con excepcion de las mutantes RO9E y Y107E, que
fueron afectadas en su toxicidad. B) Andlisis de la estabilidad a temperatura de los
oligdmeros de CrylAb silvestre y de la mutante R99E, visualizada mediante Western-blot,
en la que se observa la inestabilidad del oligémero de esta mutante. C) Cromatografia de
exclusion de peso molecular de Cry1Ab silvestre y mutantes RO9E y Y107E, activadas con
SUV. Después de delipidarlas, la fraccion soluble se pas6 a través de la columna,
encontrando que ambas mutantes eluyeron en las fracciones correspondientes al mondmero,

mientras que la toxina silvestre lo hizo en las fracciones correspondientes al oligémero.

Finalmente, la oligomerizacion de las mutantes R99E y Y107E también fue evaluada

mediante cromatografia de exclusién de peso molecular. Para lo cual, las mutantes fueron



activadas en presencia de SUV, después fueron delipidadas con triton X-100 y finalmente
se pasaron a través de la columna Superdex 200 HR. Previamente fue reportado que el
oligémero de CrylAb eluye en las fracciones 10 y 11 mientras que el mondmero eluye en
las fracciones 17 a la 18 [90]. Como se observa en la figura 19C, la toxina silvestre eluyé
en las fracciones correspondientes al oligémero (fraccion 10) mientras que las mutantes
R99E y Y107E eluyeron en las fracciones correspondientes al mondmero (fraccién 17).
Con lo anterior se demostré que los oligémeros formados por estas mutantes fueron

sensibles a la delipidacion, confirmando su inestabilidad.

7.9 Analisis de formacion de poro en bicapas lipidicas planas.

Finalmente, para analizar si los oligdmeros inestables formados por las mutantes R99E y
Y 107E eran funcionales, es decir, si presentaban actividad de formacion de poro, se evalué
esta actividad en bicapas lipidicas planas. Es importante mencionar que la actividad de
formacion de poro, del mondmero y el oligémero de Cryl Ab puros, ya ha sido evaluada en
trabajos previos, utilizando bicapas lipidicas planas. El resultado de un trabajo realizado por
Rausell et al., 2004, se observa en la figura 20, en la que se aprecia que el oligdmero puro
indujo cambios en la amplitud de la corriente, donde el cero estd ausente, que corresponden
a un canal con una conductancia muy estable, el cual se mantiene abierto casi todo el
tiempo (figuras 20C y D); mientras que el mondmero, mostré estados de subconductancia
inestables y permanece cerrado en conductancia cero mucho mds tiempo (figuras 20A y B).
Ademads, es importante mencionar que mientras el oligdmero mostrd respuesta a una
concentracion de 6 nM, se requirié veinte veces mds mondmero (150 nM) para inducir la

actividad de canal ionico [90].

Por otra parte, después de activar las toxinas CrylAb silvestre y mutantes del
dominio I en presencia de liposomas de fosfatidilcolina (SUV), se verific la presencia del
oligémero insertado en la membrana mediante Western blot; y finalmente, el oligdmero se
fusiond a las bicapas planas de fosfatidilcolina. Las mediciones de actividad de poro se
efectuaron en un gradiente de KC1 300/10 nM en los compartimentos cis/trans para facilitar

la insercién de los liposomas en la bicapa. Después de la fusidn, se aplicé una corriente



igual a — 40 mV, y se monitorearon los cambios de corriente, inducidos por la formacion
del canal i6nico, a lo largo de un lapso de tiempo. En seguida estos cambios se graficaron
mediante los programas Digidata 1200 interface, Axotape y pClamp, tal como se detalla en

la metodologia. Este estudio electrofisioldgico fue realizado con ayuda del Dr. Carlos

Muioz.
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Figura20. Analisis de formacion de poro del mondmero y oligdmero puros de la toxina
CrylAb en bicapas lipidicas planas (Rausell, et al., 2004). A) Trazo que muestra la
actividad de formacién de poro del monémero en un lapso de 60 segundos, en el que se
actividad de formacion de poro nula (conductancia cercana a cero). B) Trazo de 600
segundos que muestra estados de subconductancia inestables inducidos por el monémero de
CrylAb. C) Trazo de 120 segundos, en el que se observan cambios en la corriente
inducidos por el oligémero, en donde el cero estd ausente, lo que indica actividad de
formacion de poro. D) Trazo de 600 segundos que muestra la formacion de un canal

estable, inducido por el oligdmero, que se mantiene abierto casi todo el tiempo.

El resultado de este experimento se muestra en la figura 21A, en la que se observa el
cambio de la amplitud de corriente inducido por la toxina CrylAb silvestre. Este trazo de
12 segundos corresponde a la formacidn de un canal estable con una alta probabilidad de
apertura, tal como se habia observado en los ensayos realizados con el oligémero puro de
CrylAb (Figuras 20Cy D). Las mutantes 1200D y Y203D de la hélice a.-6, que conservaron
su toxicidad y formaron oligémeros similares a los de la toxina silvestre, también formaron

poros estables con caracteristicas idénticas a las de la toxina silvestre, tal como se observa
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Figura 21.Ensayo de actividad de formacion de poro en bicapas lipidicas planas de Cryl Ab
silvestre y mutantes del dominio I. En todos los grdficos se muestra el trazo
correspondiente al cambio de amplitud de corriente inducido por el oligémero de las
diferentes toxinas, evaluado en un lapso de tiempo de 12 segundos. A) Trazo para el
oligémero de CrylAb silvestre que muestra la formacién de un poro estable. En los trazos
de las mutantes [200D (B) y Y203D (C) se observa que los cambios en la amplitud de
corriente, corresponden a poros similares a los de la toxina silvestre. En cambio, los trazos

de las mutantes R99E (D) y Y107E (E) muestran que la corriente permanence en cero, lo

que indica la ausencia de actividad de formacidn de poro.



en las figuras 21B y 21C. En cambio, las mutantes R99E y Y107E de la hélice a-3, que
perdieron toxicidad y no oligomerizaron, no presentaron actividad de formacion de poro, tal
como se observa en las figuras 21D y 21E. Por ultimo, la mutante L100E también ubicada
en la hélice a-3, que fue dos veces mds téxica y que si oligomerizd, presentd una actividad
de formacién de poro diferente a la silvestre, ya que indujo una corriente mayor, lo cual
podria significar una inserciéon mds eficiente de la toxina durante la activacion o la

formacion de un oligémero con diferentes propiedades cinéticas (Figura 22A).

Adicionalmente, en la figura 22B se muestran las curvas corriente-voltaje (I/V)
correspondientes a la toxina Cryl Ab silvestre y mutantes del dominio I. Esta figura muestra
el resultado del ensayo de formacidn de poro, después de aplicar corriente a diferentes
valores de voltaje. Este resultado confirma que las mutantes 1200D y Y203D de la hélice a-
6, formaron poros muy semejantes a la toxina silvestre; en cambio, las mutantes RO9E y
Y107E de la hélice a-3, que perdieron toxicidad y no oligomerizaron, no presentaron

actividad de formacion de poro.
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Figura 22.A) Actividad de formacion de poro de CrylAb silvestre y mutante L100E
evaluada en bicapas lipidicas planas. Ambos trazos muestran que los oligdmeros de estas
toxinas indujeron la formacion de canales, pero el cambio en la corriente inducido por la
mutante L100E fue mucho mayor al de la toxina silvestre. B) Curvas corriente-voltaje de
las mutantes del dominio I de CrylAb, en las que se muestran los cambios en la

conductancia inducidos por los oligémeros de CrylAb silvestre y mutantes a diferentes

valores de voltaje.



8. DISCUSION

Las toxinas Cry producidas por Bacillus thuringiensis han sido usadas como bioinsecticidas
durante las ultimas décadas. Se clasifican dentro del grupo de toxinas formadoras de poro
(PFT), ya que su accion primaria es lisar las células del epitelio intestinal de los insectos
blanco mediante la formacidn de poros liticos. Este es el modo de accidn general también
presente en otras toxinas formadoras de poro como las colicinas, la exotoxina A de
Pseudomonas aeruginosa, la toxina diftérica, la aerolisina de Aeromonas hydrophila, la a-
hemolisina de Staphylococcus aureus, la toxina del dntrax, entre otras. Bdsicamente, las
toxinas formadoras de poro son producidas como proteinas solubles que tras una serie de
cambios estructurales forman una estructura oligomérica, que es competente para insertarse
en la membrana. En el caso de las toxinas CrylA, se ha propuesto que la estrategia utilizada
para insertarse en la membrana es oligomerizar y pasar a un estado “molten globule” [81].
En este estado, la flexibilidad de la toxina se incrementa, lo cual es promovido por el pH
alcalino. Se ha reportado que en el estado “molten globule”, los dominios II y III de la

toxina Cry1Ab permanecen mds flexibles, mientras que el dominio I estd estructurado [81].

Respecto a cuales son las regiones en la toxina Cry monomérica involucrados en la
oligomerizacidn, poco se sabe. En un trabajo de protedlisis limitada realizado con el
oligémero de la toxina CrylAb y proteinasa K, se demostré que mientras el dominio I fue
protegido de la protedlisis, los dominios II y III se degradaron completamente, implicando
que las interacciones mondmero-mondmero se llevan a cabo a través del dominio 1. Sin
embargo, debido a que a la fecha no se conoce la estructura del oligémero de ninguna
toxina CrylA, se desconoce cuales son las regiones de este dominio involucradas en la

oligomerizacion.

Como se menciond anteriormente, existen algunos reportes de caracterizacion de
mutantes puntuales de las hélices o del dominio I de diferentes toxinas CrylA, cuya
pérdida de toxicidad se relaciond directamente con la pérdida de actividad de formacién de
poro. En dos de estos trabajos realizados con mutantes del dominio I de la toxina CrylAc,

especificamente en las hélices a4 y a5, se correlaciond la pérdida de toxicidad con la



ausencia de oligomerizacidon. No obstante, ambos trabajos fueron inconsistentes y poco
objetivos en su interpretacion, puesto que no purificaron el oligémero observado y ademads
presentaron datos que contradicen la participacion de estas hélices en la oligomerizacion.
La contradiccidon radica en que la mutante H168R con mayor actividad toxica, no formé un
oligdmero de masa molecular igual a 200 kDa, pero si formd un agregado de
aproximadamente 250 kDa, también presente en la toxina silvestre y que es similar al
reportado por nuestro grupo. Sin embargo, sin haber purificado ambas proteinas para
analizar cudl es la responsable de la formacién de poro, sugieren que el oligémero
funcional es la proteina de 200 kDa y no la de 250 kDa, por lo que la conclusion es

confusa.

En un intento por entender cual es el papel de las hélices o del dominio I en la
oligomerizacién de toxinas Cry, realizamos un experimento en el que se compitid la
oligomerizacion de Cryl Ab con diferentes péptidos sintéticos correspondientes a las hélices
o del dominio I. El resultado fue que solo la hélice a3 inhibi6 completamente la
oligomerizacion de la toxina CrylAb, mientras que el resto de las hélices no lo hicieron,

implicando que la hélice a3 podria jugar un papel importante en la oligomerizacion.

En relacion a la hélice a3, existen dos trabajos reportados a la fecha. En uno de
ellos se realizd la mutagénesis de algunos aminodcidos cargados de la hélice a3 de la
toxina CrylAa, encontrando que unicamente las mutantes en posicion R99 perdieron
completamente su toxicidad y actividad de formacion de poro. En el otro trabajo, se
mutageneizd una region hidrofébica del dominio I altamente conservada, encontrando que
solo el residuo R93 perdié completamente su toxicidad. No obstante, en ninguno de los dos

trabajos se evalug el paso de oligomerizacion.

Adicionalmente, dado que el dominio I de las toxinas Cry estd formado por siete
hélices o, hipotetizamos que podrian formar estructuras tipo coiled-coil o zippers de
leucina, los cuales participan en la oligomerizacion de diferentes proteinas. Para validar
esta hipdtesis, se utilizé el programa COILS que predice la probabilidad de formacion de

coiled-coils a partir de una secuencia primaria de interés. Tras efectuar el andlisis de la



toxina CrylAb con este programa, se encontrd que si existe una cierta probabilidad de
formacion de coiled-coils para las hélices a3 y a6, siendo mds alta para la hélice a3. Como
fue mencionado anteriormente, las posiciones a y d, dentro del coiled-coil, que son
ocupadas por residuos hidrofébicos, son importantes para las interacciones proteina-
proteina, ya que mutaciones en estas posiciones afectan la estabilidad de la interaccién. Es
importante destacar que la presencia de residuos cargados en las posiciones a y d en
algunos coiled-coils se ha correlacionado con el alineamiento, la orientacion y la
selectividad de los coiled-coils, contribuyendo considerablemente a su estabilidad. En el
caso de las toxinas CrylA hay una arginina (R) en posicién 93, al inicio de la hélice a3,
que estd altamente conservada en la familia de toxinas Cry, que podria estar jugando un
papel muy importante en la estabilidad del coiled-coil. Ademds, se ha reportado que la
presencia de un puente salino dentro de las hélices que forman los coiled-coils estabiliza la
estructura. Es importante mencionar que existe un puente salino intrahelical en la hélice a3
de las toxinas CrylA, en cuya formacion participa el residuo R93. Aunado a esto, los
residuos en las posiciones a y d de la hélice a3 estan altamente conservados en toda la
familia de toxinas Cry, sugiriendo que esta hélice es altamente estable y podria jugar un

papel importante en la oligomerizacion.

Por lo anterior, se disefiaron mutantes en las posiciones a y d de las hélices a3 y a6.
En total se construyeron diez mutantes, de las cuales unicamente cinco produjeron cristales
de tamafio normal y fueron activadas correctamente (R99E, Y107E, L100E, 1200D y
Y203D). Las otras cinco (R93F, L103E, Y110E, Y193D y L196D) produjeron cristales
pequeiios e inestables, por lo que resulté imposible su andlisis. La inestabilidad de estas
ultimas cinco mutantes probablemente se debid a que estos aminodcidos se orientan hacia
el interior de las hélices a3 y a6 en la toxina monomérica (figura 11B), por lo que estos
residuos podrian jugar un papel importante en la estructuracién de la proteina. No existen
reportes en la literatura en los que se hayan construido mutantes en estas posiciones, con
excepcion del residuo R93F. Al respecto, en un trabajo realizado con la toxina CrylAc, el
residuo R93, ubicado en posicién a del coiled-coil de la hélice a3, se sustituyd por
diferentes aminodcidos, encontrando que unicamente las mutantes con aminodcidos

cargados positivamente conservaron la toxicidad, mientras que cualquier otro cambio



ocasiond la pérdida completa de toxicidad. Los autores hipotetizaron que una carga positiva
en esta posicidn podria participar en la formacién de un dominio de unién especifico en la
membrana o con algun receptor, o que la presencia de esta carga afectaria la conformacion
de este dominio, lo que podria interferir indirectamente con la especificidad de la toxina.

No obstante, ni la oligomerizacidn ni la formacion de poro fueron analizados.

Por su parte, las mutantes que produjeron cristales estables, fueron evaluadas en
cada paso de su mecanismo de accion: solubilizacién, activacion proteolitica, union a
receptor, oligomerizacion y formacidon de poro. De manera interesante, inicamente las
mutantes R99E y Y107E, ambas ubicadas en la hélice a3, perdieron severamente su
toxicidad. Esta pérdida de toxicidad se debié a que ambas mutantes formaron oligémeros
inestables, sensibles al calor y al SDS. Aunado a esto, después de evaluar la actividad de
formacion de poro de estos oligdmeros, se encontré que ninguna de estas mutantes formoé
poros funcionales. En cambio, la toxina silvestre, asi como las mutantes de la hélice a6 que
conservaron su toxicidad y que si oligomerizaron, si presentaron actividad de formacién de
poro. Con base en esta informacién logramos establecer una correlacion directa entre la
pérdida de toxicidad y la oligomerizacion. Sustentando el modelo de accion propuesto por
nuestro grupo, en el que es necesaria la formacién de un pre-poro oligomérico, el cual es la

unidad competente para insertarse en la membrana y formar el poro litico.

Finalmente, es importante destacar que después de evaluar la unién de las mutantes
R99E y Y107E a la membrana intestinal de M. sexta y a un fragmento del receptor Bt-R1,
demostramos que si se unieron, con una afinidad similar a la de la toxina CrylAb silvestre.
Este dato nos permite afirmar que la sola union de estas mutantes al receptor Bt-R1 no fue
suficiente para causar la toxicidad, tal como proponen Zhang, et al., en su modelo de
sefializacion celular. Por lo que podemos afirmar que se requieren eventos posteriores como
son la oligomerizacion y formacion de poro para matar eficientemente a las larvas del

insecto M. sexta.

De cualquier forma, no podemos excluir la posibilidad de que una respuesta

intracelular tenga un papel sinérgico en la actividad de toxinas CrylA en larvas de insecto.



Por ejemplo, en otras toxinas formadoras de poro como la a-toxina de Staphylococcus
aureus y la aerolisina de Aeromonas hydrophila, 1a muerte celular es provocada mediante
dos mecanismos, formacién de poro y apoptosis, dependiendo del tipo celular y de la dosis
de toxina. La sobre expresion de una proteina anti-apoptotica bloquea la apoptosis inducida
por aerolisina, sin embargo este efecto solo se observa a bajas concentraciones de toxina.
Mientras que a concentraciones elevadas de toxina, las células mueren rdpidamente y la
apoptosis no es activada. Por otro lado, para la aerolisina fue demostrado que la apoptosis
no es provocada por la unién de la toxina al receptor, sino por la produccion de un nimero
pequefio de canales en la membrana, indicando que los efectos intracelulares son dirigidos
por la formacién de poro y la desporalizacidon de la membrana. Los resultados presentados
en este trabajo apoyan que la formacion de poro inducida por la toxina oligomérica es

requerida para la toxicidad de toxinas CrylA in vivo.



9. CONCLUSIONES

Después de construir y evaluar las mutantes de los coiled-coils predichos para las
hélices a-3 y a-6 del dominio I de la toxina CrylAb, en cada uno de sus pasos del
mecanismo de accién, concluimos que la hélice a3 participa en el proceso de
oligomerizacion. Esta conclusién estd basada en el hecho de que las mutantes R99E y
Y107E, ubicadas en las posiciones g y a del coiled-coil de la hélice a3, perdieron
completamente su toxicidad, dado que fueron afectadas en su capacidad de oligomerizar y
formar poros funcionales, pero no fueron afectadas en ningun otro paso del mecanismo de
accion. Lo anterior también implica, que es necesaria la formacidon de un pre-poro
oligomérico previo a la formacién del poro litico. Por lo que con estos resultados,
validamos el modelo del mecanismo de acciéon Bravo-Soberdn, en el que se propone que la
unidad competente para insertarse en la membrana es el pre-poro oligomérico y que para
que la toxina ejerza su efecto tdxico es necesaria la formacion de un poro litico, tal como

ocurre en otras toxinas formadoras de poro.

En segundo lugar, también demostramos que las mutantes R99E y Y107E se
unieron a un fragmento del receptor Bt-R1 con una afinidad similar a la de la toxina
CrylAb silvestre, no obstante, perdieron completamente su toxicidad, al ser evaluadas en
un modelo in vivo, utilizando larvas del lepidéptero M. sexta, por lo que concluimos que la
sola interaccidn de la toxina monomérica con el receptor Bt-R1 no es suficiente para
inducir la muerte del insecto, tal como se hipotetiza en el modelo de sefializacion celular
propuesto por Zhang, et al. Es posible que una diferencia importante sea el modelo de
estudio, ya que en el trabajo de Zhang se utilizé una linea celular que no proviene de
intestino larvario por lo que este modelo de estudio “in vitro” del mecanismo de accion de
toxinas Cry pudiera estar presentando particularidades de células que no representan lo que

ocurre in vivo dentro de la larva.

Por su parte, la mutante L100E, ubicada en posicion a del coiled-coil de la hélice
a3, fue dos veces mds toxica que CrylAb silvestre, presentando una actividad de formacion

de poro con caracteristicas diferentes a las de la toxina silvestre, al parecer debida a una



insercion mas eficiente. Por lo que es necesario evaluar esta mutante a nivel de canal
unitario, para poder concluir si esta mutacién afectd las propiedades del canal o si esta

actividad mayor se deba a una mayor eficiencia de insercion en los liposomas.

Respecto a la hélice a6, encontramos que, las mutantes 200D y Y203D, ubicadas
en posiciones a y d, respectivamente, conservaron completamente su toxicidad,
oligomerizaron y formaron poros con caracteristicas similares a los de la toxina silvestre.
Por lo anterior, concluimos que éstos aminodcidos no participan en la oligomerizacién. Sin
embargo, no descartamos la posibilidad de que otros residuos de la hélice a-6 si jueguen un
papel en la oligomerizacidn, por lo que es necesaria la construccion de nuevas mutantes, en

otras regiones de ésta hélice.

Por otra parte, es importante recordar que las mutantes R93F, L103E, Y110E,
Y193D y L196D produjeron cristales inestables, lo que podria implicar que estas
posiciones juegan un papel importante en la estructuracion del cristal. Sin embargo no fue

el objetivo de este trabajo estudiar mds a detalle este proceso.



10. PERSPECTIVAS

Si bien, demostramos que los residuos R99E y Y107E de la hélice a-3 participan en
la oligomerizacién de la toxina CrylAb, es necesario realizar una mutagénesis exhaustiva
tanto de ésta hélice asi como de las otras hélices del dominio I, para elucidar el papel de
otros residuos en la oligomerizacion. Respecto a esto, es importante mencionar que en este
trabajo se realizé la competencia de la oligomerizacion de CrylAb con los péptidos
sintéticos correspondientes a las diferentes hélices del dominio I, encontrando que la hélice
a-3 inhibid la oligomerizacion, no obstante, no observamos este efecto con ninguna de las
otras hélices. Esto ultimo pudo deberse a que los péptidos sintéticos estuvieron menos
estructurados o a que fueron mds sensibles a degradacion por las condiciones del ensayo.
Por lo que, otra estrategia que proponemos es evaluar las interacciones entre las hélices o
del dominio I mediante otro tipo de experimento como es el ensayo de complementacion de
la actividad enzimadtica dehidrofolato reductasa, tal como fue reportado por Pelletier, et al
[84]. Al respecto, hemos comenzado con esta parte del trabajo pero no podemos concluir

nada hasta el momento.

Ademads, hemos comenzado a trabajar con una coleccion de mutantes de las hélices
a3 y a4 de la toxina CrylAa, proporcionadas por el Dr. Luke Masson, las cuales se reportd
que fueron afectadas en su toxicidad pero el proceso de oligomerizacion no fue evaluado.
Algunas de ellas fueron evaluadas en el paso de formacién de poro, y la mayoria no
formaron poros funcionales. Con estas mutantes afectadas en la formacion de poro, también
hemos comenzado a evaluar si presentan fenotipo dominante negativo, es decir si alguna de
las mutantes es capaz de abatir la toxicidad de la toxina silvestre, al combinarla en una
relacion 1:1. Si probaramos que esto es posible, esto constituiria una prueba mas de que la
formacion del poro es fundamental para la toxicidad de las toxinas CrylA. Podemos decir
que resultados preliminares con la mutante D136N, que no forma poro pero si oligomeriza,
mostraron que es capaz de inhibir la toxicidad de Cryl1Ab en bioensayos realizados in vivo
con larvas de M. sexta. Este dato sugiere que se forman hetero-oligdmeros incapaces de
formar poro. No obstante, estos datos deben confirmarse por lo que proponemos terminar el

andlisis de esta coleccion de mutantes para tener datos sélidos al respecto.



También seria de gran importancia evaluar si los dominios II y III participan en la
oligomerizacidn o si esta funcion la realiza tinicamente el dominio I. Aunque aun no hemos
explorado esta parte, cabe mencionar que hemos iniciado la construccién de los cristales
bidimensionales del oligdmero de CrylAb con la finalidad de poder elucidar su estructura
mediante microscopia electrénica de transmision. A la fecha, hemos avanzado en la
construccién de estos cristales, usando la técnica de reconstitucion de proteinas. Los
resultados obtenidos con la toxina mutante CrylAbAal activada en presencia de
octiltioglucésido y el uso de bio-beads, son prometedores, ya que logramos ver arreglos
estructurados del oligémero que en un futuro podrian ser analizados para la reconstitucion
de la estructura del oligédmero. Esperamos obtener buenos resultados en esta parte puesto
que con la estructura elucidada podriamos responder a muchas preguntas sobre como
ocurren las interacciones entre monomeros al interior de la estructura oligomérica en

solucidn, asi como el oligémero insertado en membrana.

Los resultados de este trabajo fueron publicados en las revistas Journal of Biological
Chemistry, 2007 Jul 20;282(29):21222-9 y Peptides, 2008 29:318-323. Estos trabajos se

anexan en los apéndices I y II al final de la tesis.



ABREVIATURAS

AC Adenilato ciclasa

APN Aminopeptidasa N

ALP Fosfatasa alcalina

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

ANS 1-Anilino-8-naftaleno-sulfonato

ATP Adenosin trifosfato

ATPasa Enzima que realiza la hidrdlisis de ATP

BSA Albuimina sérica bovina

Bt Bacillus thuringiensis

Bt-R1 Caderina de Manduca sexta

Bt-R175 Caderina de Bombix mori

CBMs Moléculas de unién a carbohidratos

DO Densidad optica

EDTA Acido etilendiaminotetraacético.

EGTA Acido etilenglicoltetraacético

ELISA Ensayo de inmunoabsorbancia ligado a enzima
FRET Transferencia de energia fluorescente en resonancia
FSK Forskolin (activador de la adenilato ciclasa)
GalNac N-acetilgalactosamina

GPI Glicosilfosfatidilinositol

HevCaLP  Caderina de Heliothis virescens

HvALP Fosfatasa alcalina de Heliothis virescens

I Yoduro

IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

K, Constante de disociacion aparente

KDa Kilo-daltones

Kpb Kilo-pares de bases

LC,, Dosis letal media

PBS Buffer fosfato de sodio

PC Fosfatidilcolina

PFTs Toxinas formadoras de poro

PKA Fosfocinasa A

Probit Unidades de probabilidad

PMSF Fenilmetilsulfonilfluoruro

RET Transferencia de energia en resonancia

scFv Fragmento de anticuerpo de cadena sencilla de la region variable
scFv73 Fragmento de anticuerpo que mimetiza al receptor Bt-R1
SDS Sodio duodecil disulfato

SDS-PAGE Electroforesis en gel de acrilamida desnaturalizante
SP Medio de esporulacion

SUV Vesiculas unilaminares pequefias

Trp Triptéfano

VVMA Vesiculas de vellosidad de membrana apical



ANEXO 1

Competencias de la oligomerizacion de Cry1Ab realizadas in vitro con los péptidos sintéticos de
las hélices a2 y a4 del dominio I. A) Se muestra el Western-blot de la activacion de CrylAb
realizada en presencia de concentraciones crecientes del péptido sintético de la hélice a.2. El
oligémero se formo incluso cuando se compitié a concentraciones de 20 ug. B) Se observa el el
Western-blot de la activacion de Cryl1Ab realizada en presencia de concentraciones crecientes del

péptido sintético de la hélice a4. Este péptido tampoco inhibid la oligomerizacién de Cryl Ab.

Competidor Competidor
Hélice a2 (ug) Hélice a4 (ug)
0 5 10 15 20 0O 5 10 15 20
kDa
250 =—




ANEXO IT

Ensayo de estabilidad a temperatura del oligémero de la toxina Y107E, visualizado mediante
Western-blot, en el que se observa que el oligdmero de esta mutante, al igual que la mutante
R99E, fue sensible a temperatura a comparacion de la toxina silvestre, cuyo oligémero es estable

a temperatura.
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Bacillus thuringiensis CrylAb mutants affecting oligomer formation

are non-toxic to Manduca sexta larvae

Nuria Jiménez-Juarez, Carlos Mufoz-Garay, Isabel Gomez, Gloria Saab-Rincon, Juanita Y.
Damian-Almazo, Sarjeet S. Gill, Mario Soberén y Alejandra Bravo.
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Pom-[orming Loxins are hiological weapors proelueed by a
varidy of living organisnes, particularly bacleria bt also by
insects, repliles, and imvertebrates. These prowinsaffect the
o[l membrane of their mrgel, disropting permealsility and
leading eventoally o cell death. The pore-forming Lloxins Lyp-
ically transform from soluble, monomeric proteins to ali-
gomers that form transmembrne channels. The Cry toxins
produced by Bacillns tharngicnais are widely used as insce-
ticid =%, These proteins have been recognized as pore-forming
Loxins, and their primary action is to hvse midgut epithelial
oo lls in their mrget insect. To exert their toxic elfect, a pre-
pore oligomeric internediate is formed leading Gnally o
m embrane-inserted oligomeric pores. T'o understand therale
of Cry nligomeric pre-pore fommation in the insectcidal
aclivity we isolated point mulations that affected oxin oli-
gomerimlion bot not their hinding with the cadherin-like,
Bt-B; receptor. ¥We show the helix 42-3 in domain 1 contains
sequences that eould form eoiled -coil steoctures important
[or oligomerization. Some single poinl muants in this helix
bound HE-Ey receptors with similar affinity as the wild- type
toxin, butwere affected in o ligomerim tis nand were soveral by
impmired in pore [ormation and oxicity against Masdwes
aexda lamvae. These data indicate the pre.pore oligomer and
the toxin pore formation playa major rolein the inltoxi cation
proces of CryLab loxin inimsect larvae.

Marcifaes Heeni mgivnsis (DU isa Gram-positive bacteriom that
procuces insecticidal Cry toxins. Cry proteins ane widely uwesl
for insect contral in agricol e and forestry and agains mos-
guiibce=s, chie o thesir high specificity and safety for homansancd
for the ervironme=nt {1, 2].

*® This work was su |rudhw CoreapoMackonal do Clench y Tenokoga
GENT 4517501 by the Direccidn Gananlda Asunios dal Permmal Acs-
dém oo nivarddad Mackonal & ubdn oma de Mesdoo oG rants 1H31E20M and
1IN 63 00y, by Mat oreallrest burtess of HaalthGrant H 1RO A MBS D4, and by
L5 Copanment of Agricutture Grant 3207-35600-177E]. The coebs of
publcation of this artick wene defrayed In part by tha payment of page
changes This arficle miat therslone be Moty marked “sdwe i sment” In
acconcenceEwEh 13 LS Section 1734 soledy bo indikcate this fet

' Towhom cor ncanca shoukdbaaddes sad Tel : 53777 -0 1535, Fan
53-773-31 T-23EA; E-mall: brawos®d bl o o mes

FTha abboney batlons umd.aln-!.ﬂ..‘numg.wlﬁ Et-R, cachorinka B recap-
bor; PC-S LA, Ercholine-smallunlamel b vadckes; EBMY, rish-
Earder ma n -.ﬂ-:h ELIG A, arey me- Inked immurncsorbent EmaY
HFF, hormadish pacaidase; PA, E:lnli-tl:lw antgen;wi. wild Types CTHES,
- pycich ey minojethanesufon

Although B Cry toxins are widely n=ed as insecticiles their
made af action & still not completely understoed. Thesee Cry
oxing are pare-forming oxine that induce cdl death by form-
ing ionic pores [ollowing insertion inta the membrane, causing
osmotic hsis of lanas midgut cellks (1 -35). However, recenitly an
alternative mocel propesed et these oxirs ackivabe a signal
pathway throngh Br-E; recepror interaction. which resolis in
insex b ce=ll de=ath wiithiowt the partici pation af [ytic pores into the
metnbrase (1), It B imporant o note that this alternatiee
madel was proposed bassd an the dfect of CrylAb oxin to
cultnred  Trichoplivsia i HS irsect ook expressing the
Manduca smia oxin recepror, Ie-E .

Neverihelk==, in both models, receptor interaction with
expaed regions in domains I and N ofCryl & tomins (11— 4) ixa
key sbep that determines irsect loxicity. In the case of Cryla
lcins, bwo revepiors have been charc erized in sveral lepi-
dopberan species cadherin-like proteirs, known as Be-E recepe
s (5] (1e-B, in the case af M. s=ia) and glycospphospha-
tidylincmitod -anchored  proteins, as  aminopeplidess-3  ar
allaline phosphatase (6, 7

In the pore-fooming medel it is propesed that both receplors
are im poartant and parbicipate in asequentil nenner (5, 8, 90
Adter proteobytic activation of Cryl A protoein by inssct midgat
proteses, the activated toxin hinds to a Be-1 receptor, and this
interaction facilit s additional clemage of the M -terminal end
of the boxin, resulting in the formation of a pre-pare aligomer
11004, This oligomeric structure his beven obsenved in s=verl Cry
oxin membsers of the three-domain Bamiby (11-1710 The pre
pore birkls o a second receplar, a ghoosylphosphaticylinas-
olanchorsd aminopeptichies, due to s higher affinity o this
receptor, @cililating insertion of the oligomeric toxin inko
metmbrane lipid miis resulting in pore formation (5, 18], Hoee-
ever, a ghovsylphosphatidylinogiol anchored  alkaline phos
phatass protein bas been abo recognized as a Cryldc receplor
in Heliothis virescews and /. sesta (7, By This recepbar could
al=n participate in facilitating pore membrans inssrtion poten-
tially exphining why CrylAc oxin muotations that wers
severely affecied in aminopeptidas: binding were still active
agairst A, seta boae (19, 200 In this modd, the pre-pore
aligomer is r=parsible orinitaing ool death.

In ather pare-forming toxins muotations affecing boxin ali-
gomerization oorrelated with a svers disuaption in ozicity,
suggrsting that oligomeriza ian is an essential sbep (21-25). To
determine the rake of oligomer formation for CrylAb oxin
action. we isalated and chamcteried single paint muktions

.ﬁ.ﬁ; WOLUBE 282 MUBMEER =2+ JULY 20, 2007

LO0Z '0E ANr UD E3N0I0DINTENE 30 CLMEMYLEWE ‘SY0310NEE 30TW3NID BOIDDEHI0 WvNnie Bioodse woy papewsog



The Journal of Bological Chemistry

i

CrysAb Oligomer Intermediate Is Reguired for Insect Toxioity

that affectedd toxin oligomenization. We show that domain [
helix ar-3 contains sequences that potentially form cailed-ceil
structures imporint oraligomedzation. Thee-belical ooiled-
cails, ales clksd leucine gippess, conshi ke an imporant pro-
b n-folding mobif (261 These cailal coil sbrockores are formed
in the inEemction between two o fve o-hddices and  are
invahee in olipomerimtion of several protEneg Drming, spe-
cific olignmers with high thermodynamic siahility (27, Sile-
directed mulageness in belic -5 reols in CrelAb mokants,
which still bind Br-E, receptor as the wild - type towin bat ans
affected in their oligomerization. resulting in a complete kssol
porne formation activity and non-towic sgains 5. soda hoae,
T he=e reaalis indicate that the pre-pone oligomer i an obligate
intermediate in the inloxication process of Cryl&b oxin.

MATERIALS AND METHODS

Comtrction of Colled- ol Mstams —Residoes localized at
pesitions @ anmd o of the coilsd-cail strochores prediced for
helices -5 and -6 were sekxcied for mukgeness Sobstito.-
tions LLOE, L10SE, YIOTE, and Y110E wene prodooed by site-
directed] muotagenesis {CuikChange, Statagens, La Jolla, CA)
using the pHTS154b plasmid harboring, the crpdAb gene, and
substitutiors FGE, BRPE, Y1950, LISG0, [E00, and Y2050
were ohiained by overlap-extensdon PCR as described (28)
usirg a Chl mgment of opd Ah gene cloned inio plloescript-5K
IBtrtagene, CAJ as Emplate Automated DNA ssquencing at
facilities of the Ingituto de Bioenokbgia-Universdad Nacio-
nal Autinan® de México verifisd the sngle paint muotations,
The mnbated Clal agmen ts were abiined by resriction anc
subclkined] into pHTS15ABAC Al Achstalliferons 8. Weaeing-
dermis strein 407 was tandonned with the recombinant phs-
miids con ining the muotated oy Al genes asreporied (2% 5and
selected in Luria brath at 30 sapplemen bsd with 10 eg ml :
erythrammycin.

CredAb Toawme Panfoetior—B thmrisgensls ransformant
strins were grown for S chye at 30 °Cin rtrient brath o
lation medivm supplemented with 10 g ml™? errthromycin
until camplete sparalation. Crystal inclusions were observed
urler phse contrmst microsopy and pofied by scnse gr-
dierits (501 Poribed coysda b wens sl nbi leed in 50 mwa MaCO,
02% g-mercaptosthanol, pH 105, The monomeric toxins wers
oblainel by trypsin activation in a mass mlio af 1:20 (1 h a
ST Phenylmethdsnlionyl flucride (1 ma fimal concentm -
tian] was added o dgop proolyss The oligomeric Cryl Ak
structure was procuced as diescribed previomsly (10, 11) ar by
incubation of 0.2 wg of protoxin with s BTS antbody (mass
ratio L2 and 5% midgut juice from . st boae,in 100 gl of
solubileation bnffer for 1 hat 57 °Cin the pressoce of phos-
phatidylcholine-small unibmellar vsicles (PO pre.
pared @ reported (113at 12 g final concentration. The mem-
hrane fraction was a:parated by ulirmcentrifugation (303 min al
450000 = 2, and the palet was aspended in 20wl of 190 ms
CHES, 150 mea KCL pH 2. Finally. the CrylAb toxin inserted
into the liprsomes was visualized by Western hlat. A cantral
without PO-SLA was included, and wreler this condition no
probein or pel ket was recoversd after centrifugation.

Western M of Crydddh Tomin—Wikl-type and Crylab
milant proteins incorpar ied inkto PCSIY were boiled 5 min

IR
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in Laemmli sample loading balfer.separbed in S05-PAGE, and
eectratransderred antonirocdlulose membrne, The proteins
wore detected in Western blats (10, 11} vsing polclonal anti-
Cryl Ak {150,000, 1 h) and a @ condary an ko dy coopled with
homendish peroxidase: (HEP, Sigma) (105000, 1 h) fol owed by
luminal (ECL. Amersham Bicscinoes] @ described by the
manuEcturers

scfedE Amtibady Purfoetior—Antibody se 7 5 was puorified
from Fzcherichia ool cells by a nickelagaross column as
discribed previoush (10,

Size- e s ton Chrosatogrephy— 60w 5L conining the
activated Cryl Ab oxirs {muotantor wikd-type jweresaluahilized
1 hat 2557 with 100 ] of 10% viv) Trivon 2- 100 and clari fied
by centrifugation at 152,005 = 2 for G0 min at 4 °C. Detergent
extracts were then applisd b 5o perdes 200 HE 107350 {Amer-
sham licsciences, Uppsala, Sweden) fast-protein ligquid chimo-
mategraphy dze exclidon with a mohile phase of phosphate-
buffered =mline!l mua EDTA phs 0% Triton 3100 (51
Fraction sumplk= were anabzed in Western BHot wsing poly-
clonal anti-Cry LA b antibodyas abone

Mienze ye—DifTeren tdoses of pure crystals (ram O] Lo 2000
ng/cm’ i were applicd cnto the diet surface of 2-well pabesiy-
rene plates (Cell Wells, Corning. XY, one b irstar M. senda
brvae perwell, nsng 24 brvae per toxin concentration in thiree
repelitions [ 103 The phoes were incoba b a1 28 "Cowith 65% =
5% redative hurmidity and a light-dark photoperiod of 168 h
Mlortali by was recorded after 7 days, and the 509 lethal cancen-
tratiom (L0 was edimated by using Probit anabsis (Pola-PC
LeCra Saftware].

Preparation of Bramh-barder Membmne Visicks—M. semla
eggswore reared onartficial diet. BEMYS Eram fowrth insar A1
sl lanvae were prepansd @ reported before (520

Tooa'w Binding Ay @l 8 mallmg Compenition —BRMY pro-
tein (10 g} were incubaed in 109 el of binding, buifer {plioe-
phate-huifered sline, 0% bovine serum albnmin, whe, 0%
Twesern 20, v iy, pH 7.6 with 5 nea biatin fated wild -type Cryl Ab
loxin (BPN2ZE Amersham Bicsciences) in the abesence ar pres-
eree of different -lold excesses (501, 0060) of unlabeled toxins
for 1 he Unbound toocin was washed twice by centifogation (10
min at 11,0000 = g The resaalting, membranes pellet was baoiled
for 5 min in Laemmili smiple kading buffer, baded in 1%
SDE-PAGE, and transferred 10 Hyband-ECL nitroce lnlose
mernbrares (Amersham Bicsciences). The hiotinylatsl boxin
b o the wsicles was visualized by incubating, with skrepla-
vidin-HEF conjugate (14K diluticon) for 1 h ared devdaped
with lmminal as described by the manafactarems. Scanning af
thee &0 -k signal wes performed o guantify binding.

Cloe g and Expresgor af Trnca ted B8R, Frogrment—Tolal
EXA from M. see midgut tisae was prepared using the acid
guanidinium-phenol-chloraiorm methed {535). cDNA was gen-
erated with a First Strand cDBA syn thesis kil for neverser tran-
scription-PCR {AMY, Roche Applied Science), using TOCT
TAAGCT TGCTGEA AGGE TGET 006G OGA TAA AG prime .
A PCR reaction was performed with Vent-Polymerase (ew
Enghnd Biokbe, Beverh, BLA ) and primers TAC AGAATTEC
ATG ATC GAC TTC CTC ACG GGT CAA ATT TCC and
TCT TAAGCTTG CTG AAGGTE TOD GEG ATA A, that
inchele EcoRl and Hindll resiriction sites {funderlined},
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FIGLEE 1. Shematk rnﬁnmm:unn of tha codled ol strun:mril:l'hiltl-u&l from differant Cry bomins.,

&, schearmaths refeasa niat
oo bc o d A ren b iresssct o icers: Lapidopieda, Cod ecopissa, an o Cipiera, reespec
oftha 2k and the corearved amino ack redduss o cted
thamutatad resldwas in tha monom e cCnye TA fodin druc una. Raidues in
THIneg mecd el In e, posttion o'are shown in S, and reskcue g -2 ocat

respectivdy. The PCRE product (1960 bp) was purified with the
QlAquick XCE  porification kit (Qiagen, Valmicia, CAL
digesded with EcoRl and Hind1l {(New Englind Biolabe), and
ligated into the previoudy digestex] vecior pET22E (BMovagen,
EML Riosiencis, Inc.). DNA constracts were electroparated
into £ coll BL21 cells Proten expression of the His-agged pro-
tein arkl purification on a nickel affinity caolumn were per-
formesd as reportes] (547, This prtial I-E, clone expreses a
protEn fragment correspanding bo residuoes BL0- 1430 af Bi-R,
recepior arl includes the toain-hindin g regions from cad herin
repeas CRET o CR1Z.

ua it tive Determvimetion of Biralag Affaiies by Compe.
fitior FLSA—<The Bt-R | fragment (10 nsj was incubated with
incresming coneentralions of CrylAb ar muoant oxins (rom
0.1 nea b ] sy in 100 e ] af binding boffer for 1 h at 25 %, The
incubation mixtures were tmnsferred o a %Gowell ELISA
phie previoushy comted with 25 pg of CrylAb oxin, o deter-
ming theamountol unhound Br-B | fmgment The ELIEA plates
were washed three imes and detectesd with anti-HisTag anti-
hochy coupled o HEP [ Qiagen) and detected by HEP encpmatic
activity., The concentration of Crylab or muoant oxing at
which the hali-macimal ELISA cignal is detected corresponids
to the apparent dsociation consant K, (535-57)

Ligared Mt Assay—Ten microgrames of purifed Be-E, frag-
mient was separated in 106G SD5-FAGE and elecrotrrsiomed
to nitrocelnlose membrane. The membmne was blocked with
howine serum albumin and incubated for 2 howith 100 biotin-
yvhaied Crylab wikl-tvpe or mutant oxins Unboured  foxins
were removel hywashing 5= with 20 ml of phosphate - bulferesd
saline buffer. Bound toxing were detected by incubation with
streptavidin -HEP canjugate | 150K ) for 1 b and visualized with
luminol (ECL, Amersham Diosciences )

Pare- Brang Actiwidy of Cry Al Tesds —Black Lipic hiliaers
were made as reported (58 with egg-derived PC (Avanti Polr
Lipick}l Bilayer caparitance values were between 250 and S0
picofamds Boffers S0 ms KCL L ms CHES, pH Y, and 10 ma
ECL 10 ms CHES, pH %, were added to the cis and tams com-
partmenis, respectively, Once a hbilaver was formed, 20 g
LN containing the acinated Crpl A b owins (motant ar wilid -
typel was added o the o compartment the mas compart.-

mient was hekl at virial ground. Single-channel currents were
recanded with a pich clamp amplifier (39008, Dagan Corp.,

2T2HT IO OF BT OGO CHEMETRY

of Wil a3 from Cryl A3, CrySha, and Cryd8a I:-:-:-:Irrll: resentec These bowis are

thoas u.1
Fﬂ Eion o ana Ilustrabed 35 space-

In el bex 2 B prazanted In groen,

Minneapolis, MN) as described
1597, Currenis were fil ered at 200 ar
500 Hz, digitalized on-lineat 1 ar 2
kHz. arcl anabzed nsing a Digidaia
LAE interface and Axotaps and
plamp  =ftware {Awxon  Iosiru-
ments, Foster Ciky, CA).

RESLILTS

fegires af Doonair § favelval ir
Clipomerimmtior—Previous shodies
indicated that dommin [ of Cryl Ab
tomin was invobved in olipomeri=-
tion {404, Becamse domain [ s a
warn «-heliz-bundle we hypothe-
sived that cailed-coil structures af
certain ce-helices might be imaheed in aligomer formation. To
arethyze this, we determinesd the possibility of coiksd -oail struc-
ture farmaticn by usng the progrm COLLS thal compans a
segjuence b dats bass of known coiled coik and derives a 5.m-
ilarity = ore, then by comparing thisscare o the distribution of
soares in globular and coiksd -eail probens this program calcu-
kites the profability that the ssquence will adapt a coiled -oail
conformatian (1), A value of 1 & the highest valie indicating
that the amino acicl sequence has a high probahility to form a
coiled-oail snoctune The amino acid sequence of coiled-oail
stroctuns B chamcterized by heptads of residoes, (ebafeff), .
with a unique mitern of internal & and o pesitions occapied
mistly by apalar residoes forming and bydrophohic core and
pe=itions z and ¢ oocupied by charged residoes, A brees of
profein sequences of some Cry toxins revealied that helis o-5
gave the highesstscore {04 for Cryl Al 057 for Cry24a, 099 jor
Cryh A, and 050 for CrySka). Although the primary sructureafl
hielix ar -5 i= not consen ed among Cry loxins, itis srprising that
pesitions & and o of the predicted cailed-coil gmctore ane
highly cons=rved among members of the thres-domain Cry
loxin Emily (Fig. LAL Alignment of helis -3 revealsd that the
corresponding resicues at poitions & (Trp-117, Tyr-1 10, Len-
1005, and Ala-56) are prsent inall Cryl, Cnel, Cry?, Cod, and
Cryf oxins, whenms Crpl, CryZ and Cry 10 toxins show sones
cong: rvative mibditutione The sume anahysic dhowed that res
ilues corresponding o positions & (Arg-95, Lev- 1K, T yr- 107,
arel Phe- LLEj are als corserved] among memmbers of the thinee-
domain Cry boxin @mily, the first reddue being a positive
charged resicue (Arg or Lys), whereas the three llowing res-
due=in thes: pod tians comespand to hypd raphiokic amins acids
{Tyr. Phe, Wal, ar Leu). The =scand highest score for Cry boxins
was helix oo 5 (0 for Cryl Ab), butit is @arprising that in some
Cry tomins as Crylfa, Crylta, CryplHa, Coslla, CrdAa
CryfiAa, Cryl3da, CryldAa, CrediAa, Cre2lAa, and Crpdlda
the probahility oo o form omilal -ooils for heliz o6 ranged
up ko 55

Todetermine the roke of each a-helixin olignmer fonnation,
we amayed for CrylAb aligomer farmation in the presence of
synthetic peptides with the amino acid squenioes corresponid-
ing to the different helices of domain L It s imporiand bo men-
tian that the siroc ore of each of these peprides was analyzed by
CD spectrescopy revetling that they adopt predaminantly

FRE

. Thepeos i o of resd d Lgs 5-
o'ara presenie B, locat ion
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Conmpelitor Corhrrap o
hielin o-3 (pg) hielin e (png)

0 5 I 15 0 35 15

omer b structure fomation

FRSLEE 2. l:-:rnpil:ll:h'l-:r.'nr.h'n:l crpl&boli
rant halkes of domain 1.

'l';g.m C paptides comra n n:-u
W bl oris iy g e W B amb- Cry nrul:nrl:-cd:.-dm:m s ruc-
|umnl:ll:lrm:llrl:qlacth-.llmnll:lg.-ll.hpm min with dl sess midgut juks
and scFvid artbud:.l.qurrumdlnlhn prEsencecf diereirt conceniraticns
iof el be o -3 o b el b - idex Tha ol igome ric Cry TR st ciu reis
obsensed 3 B b.'m:l and the monomenchodn Bobisansedas i lage
bandof &0 kCw. In addkion, a T30Ud03 band |5 obeony ed that mtnﬂ
zant 3 dimer a5 has besan observed In many preparations nl
ek sruciures [Gomszey o, 10

ar-helical srocture {data not shown . similar o what has been
abserveil [or spnthetic peptides of Cryffa toxin (42 43) and
cansstent with their structore in the inact Cryl Ab malecule.
In this azay, Cryl Ab pratoxin was aclivated in the preence of
antibody scFv7S that mimics a cadherin-hinding epitope (10,
18). Fig. ¥ shows that the synthetic peptide correspording 1o
helix e - J inhibitesd formation of the 2500k Da oligomer. [n con-
trast the spnthetic pepticle corresponding o heliz -G did nat
affect aligomer formation. Meither ol the other a-helices of
domain [inhibited oligomer formation (data not shown).

Comtrictior of Crpddd Mrdarmts ie Helices o- 3 aada-6—To
determine the role of helizse-35 in oligomer formation, we per-
formesd site-dirscied mogeness of residees in positions
(R95F, L100E, YIO7E) and o (L10SE and Y110E) of the pre-
dictesd] cailed-coil stroc e, Alas, the B99E mutant, in pesition
g af the predicted coil=d-cail, wis corstructesd, becase this
Cryl Aa mutition previoudy showed a loss of oxicity amd pone
formation (14), effects that coukl be explainesd by impai rment
in oligamer imnmation. %e also muagenized helisc-6 residoes
in pasitionsa (19510 and 2000 and of (L1965 and Y2050 of
the predicted cailed-coil structure Fig, L8 shows the loeation of
the muta bl resicdues in the monomenc Cryl A oxin, Residues
in position & (illwstrated as gace-filling mod=l in red) and o
{illusiraied as space-filling model in Wl of the cailed-coil
secquerce af helices «-5 and o5 @ce the interior af domain L
wherms resicdue Arg-29 (space-filling madd in greew) faces the
surface of the protein.

Someal the mutant wxns procuced small bipyramidal cryps-
tals that were highly susceptible o degrdation with rypsin
(R95F, LIOSE, YLIOE Y1950, and L1%GD). enggesting that
these resiclues conkl be imporiant in mainiining the mono-
mierie oxin strscture Thos, thess mubanis were not urther
analyzal The nst ol the probein mo an s (RS9E, LLEIE, Y107E,
LK, and YAAE0) procuce crydal incusions simibr o the
wild-twpe toxin. After trypsin digestion thes: mulants gave
GlbkDa fragments & the wild-type oxin, which were recog.-
nized by =everal monocknal and pobclonal Cry LA h-spexific

e
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INE 2RI PIIMHER S

TAELE1
Tk ey of wild-typseard muta ted Cr {IIAI: toMnsagalnst & st
larsaa and binding kimetics of thess todns to Bt-R, CR7-CR12 proteln
fragment
& Endotaxi Hopr {8 L Eq"
- (5% fducial limiis) g 2 el
agon -
wt Cryldb LE [ B | H
sk 3000 1o
LusE i A-DH E
Yool <00 i [
Lol Lo A2 74
Yaoa D 1k 12-2H 3

= Appwent e bl corsiaet al Cry Lih profaim b B CET-CRLD prabsin
Egrmani abia imsd Fromn ELISA oo syt Lion sy,

A ] C
B3 sdAn i i 59 4-5R
o E ki
.t'
JiHE -
| % jemeena
b o LT
m T - =1
Camprtitug (o] =
FISURES. Bincregof Cry 1AL ard mutant protsins toM, sexto BEY and
ti BE-R4 17 -] snayskor nylated Cryl&hwild- and
mul:nl]:-:hﬂﬁnrni.tmﬁrﬂ &, h:I: nm:lgrﬂngﬂm Ihnnﬁl:\i:h-
i ylatect wi -y e 1 IAhInEﬂl‘l‘l‘hmn of L [absd e w0ty o

mutamt toxins | 1- b2l
wildHype and mutabed tmiins 1o Ei-R,

Lanes [,wikd TRk hyrses 7, AADE;
13000; Jrﬂhﬁﬂﬂ.%:ﬂ:l

[ofodd excaes s compst bors. © ligand bot sy of
n fragment biotted in the gel.
3,11 E; Janws 4, W1 07 E; fones 5,

antihodies (data not shown), suggesting that thes: mu@tions
dicl not cause major structural disturbance. Table | shows the
towicity af the Cryl Ab mutants o8, secta larvae, The mutanis
ESSE arl Y107E locaved in heliz - .1 were severally afiected in
lomicity with L., = 2000 r.|p||'l:m In contmst, the L1EKIE
mutant and the two mutants in helix -6 showed slighithy
higher ar d@milar toecit © M. sedta lanae as the wild-type
Crylab toxin.

MMtz in Helix -3 Bied to the -8, Revephor—T o deter-
mine if the non-toxic CrylAb mutants had altered recepror
hinding. trypan-activaled proteins were labeled with hiotin,
and a gualitative binding asay o M. secte BRMY wos per-
formed (Fig 540 AL mutants were able o hind o BERY with
similar affinity, because heterologous binding competition af
biotimyh ted-CrylAb womin with unlabeled motnt proteins
reveaked thatall mutan = competed with the binding ol Cryl Ab
as the unlabeled wild-type CrylAab (Fig 580 To chamcterize
the binding of Cryl Ab mutanis o Bi-E; recepior, ligand blois
of hiotinylatesl proleine agairst a Bt-KE; protein fmgment that
coniings calherin repeis CEV o CRL2 was perfommed. This
cailherin region contains all the Cryl A hirding sites character-
teesl ea far {45, d6). Fig. 5C shows that all mutants houned tothe
Hi- Ky prabein fragment ( Fig. 3250 Finally, the binding affinityaf
thie mutants to the Bt-R, protein fragment was quanti atively
determined by ELISA hinding competition assys. Table 1
shows that all Cryl Ab mutants bound the Bt- R, fagment with
a similar diseariation constant as wild-type Cryl Ak This
ELISA procechire permits thedetermination of troe asacition
r e conganis ins ol utan, and sever] repaorts lave shown good
HEMETRT 2132325
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FIGURE 4 Araly=s of oligomer Tormation of Cry 18 and mutant iooins., & the oligomaric siructura of
Crylab boodns was prosiuisd by Incubabon of solibka proioein with s0P T2 antibody (which mimics B1-R,
recaphor), S midgqut julce from M. seefa lanvas, ard smedl unlbmel B veskcles [PC-50U0). Bem brans pellets
WeE racerserad by ceninfugation, and profein ssmplas wars bollad 2 min, loaded InEha S0E-PAGE T4 505,
tran siemad o niEnoce Bul osa e mbrang, a el detecisd by ®aestom I:-l-:tu:hn;n Wiored ani-Cryl &b amiibody.
B.anal of mtmnmﬂﬂﬁd?mﬂt 'IITI.II:I:I.Irﬂ nrﬂlﬁblm:ha mutant ASIE Ol gomesic struc-
fures Er,lu.b and mutars FRIE and Y107 Ewers Inoubatad 5 min i cifferant bampe niume, koadad Inthe
SO6-PAGE 1L1% 505, fanskared fo nhirocsll o mambene, and detecisd by Wesisrn blot C, oligomsarnc
st ructures of Cryl Ab and mutamt AMIEwera ded phoabed wih Tribon X-100 and koecded In Supardes 200 HA
codumn. Fractions of the soe-sx chskon mmnﬂ:gn;m witeboledd min |caded inthe 505 -PAGE 1% 505
transtemad 1o nifroce Bulea mambrana, andd by Wskan biotusing pokydoral ant-Crel &b antibody.

A B
L] Cryldb, MG 6
LHEE L
ad YHAD 3
o LS B 4
= ¥ v g
i_..q, O LI | ELE
B |
1 r b
§ el |
T o AN LY 11
1 Woltage cin¥)
o - - : |
ai a5 a 15X an
Vimer farri

FIGURES. Por o Tormerton actiwity of wild-byps Cry 1AL ared mu tantboains. & rapres entat ba knke channed
reooids of moat oommon ranedtions Induced by '.'.III:I-[H'EI- ELEI':'IAI:-GI' mutant toxns in lipdd b Tha
ohsereed IeSponsesw Eh tha wikdtypa CrylAb and L1 BIE muant showsd Sablks chamnas wih high opsn
prbabiiby, Smilarracesto thawid Oy 1Ak wa e cbsena d for mutanks 13300 and Y M0, Recomdsware
obkained In 20010 mw KCI [cldfrany, rrldEI-EidFHD.! cunmen by okxga (0] relationshipof macnesoopic
L 1Tt | el by e wl O-type and mutated
agresmient in the determination of K values by ELLEA hinding
campetition assays and thas: ohmined by comentional meth -
ads (immunoprecipitation of the mdiclabeled antigen, oo
ceree Lransfer, or surface phsmon resanance ) {( 55-37, 45)
Tovedciky Directly Cormelates with in Vitne Oigomer Formn-
tor armd Pore Formmtion—The Cry 1Al mutants were proten-
krtically activate] in the pressspce of antibody scFTS 1o deter-
mine if the mutations affected the foroation of pre-pore
alignmeric gructure Fig. 44 shows that the bwo protein
it nts tha b were severe by a e bed in tomcity, RS9E and Y 1G07E
lesated in helix «e -5, didd nist form the 2500k Da aligomernic stnoc -
ture. In conirast, LLGIE, 000, and Y2050 mutants prodoced
the Z50kDia aligomer. To determing if the E99E and Y IVE
mutants could foem unsiable aligomers, the oligomeric stroc-
tures were revealed after S05-PAGE urder k== rigorous con -
ditions maiding boiling of the samiple before dectrophoresis.
Fig. 4# shows that the RS9E did [orm an aligomeric structure,
hut this structore was estremaly sensitive to heat denaturation
in contmst with the wild-type Cryl Ab olipomer that is quite
stahle and resisted all temperares, inchiding boiling (Fig. 483,
similary, the Y 107E oligomer was found to be heat -kbile {dat
nat shown i
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We al= analyzed olignmer -
matian by ske-exchidan chram-
tography. Prowin sumples actia el
in the presence of scFy7S antibody
and 5L were delipidatesd with
Triton X-100 and lbads=l in a
Superdes 2060 HE column (10, 11,
1), Previous studiex with CrylAb
showesd] that oligameric stracture
eluted in fracticas 9- 21 af the cal-
vuman, whersas monomeric structu e
cluted in fraciions -0 (10, 113
Fig. 4 shoes that aligomer strc-
ture of the wikl-type kmin duted in
fraciions N-{2, wheres  with
mubants Y107E and ES9E no ali-
pomer wirs obseneed in these fac-
ticng, anly the monomeric Srmcto e
wirs oheervedl in freciions 17 and 18
of the column. These daim suggest
that olignmer structures af the
mutants YIPE amel ESSE were
unstable and highly snstive o
detergent delipidation.

Bhck lipid bikyers were weed to
analyze the pore formation activity
of the mutant and Cryl Ab protein
wimples that wene proteolytical by
activated in the presenoe of aFvis
and liposames. Corrent amplitncke:
inducex] by toxin samples incorpo-
rated in the same concentration of
AL wax anabzed Control saumple
containing onhe U ganee a negative
respanse. T hese experimenits were
perfocmed in a KOl gradient 500010

mxtin the cisifraes compartmeents bo f@cilitale liposomes inser-
tian in the hilayer. The absemved responses with the wild-pe
Cryl Ab and mutants 12000, Y2050, and LIKIE, showed stable
channek with high open probability, and these responses were
very similar o the previosly charactenized pore forration
pure CrylAb pre-pore oligomer (110 Mulanis
120K and Y203, boted in helix -6, showed smikre LY
curves as with the CrylAb toxin (Fi 5. In contmst, the
abserved resporse of mmtant L1OOE lecated in beliv o -5 showed
a higher current that suggests a more efficient insertion af the
tomin in lipesomes during theactivation processiFig, 5) Firally,
mutants EYE and YIPE boated in hdin -5 were sverely
affectel in pennieability, showing no change in the correntara
low response when liposomes conlaining these probeins were
acklexl o thee lipid bikbyer, suggesting an imporiant roke of these
resiclues in gating and permeahility.

[twas previoudy reported thatsome mukationin the anthmax
protective antigen (PAL that resolt in non-oxic prabeins
unable b transkacate the kethal factor, and edema fctor are al=s
defective in pore formation and prochuce defective aligomeric
stroctuns that lost S05-resstance (4730 These PA muoations
were chamcterized as daminant negative, becanse when mized
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with wild-type toxin (lested in LR mixtures wi'mutant) the
towicity of wi towin was inhibi ted (47, We anabzed iF muatant
99 Ewes able tainhibit oxicity ol wild-type CrylAh. Miztures
al L1y LA K: RS9E) showed a mmsurable inhibi imryactivity
[up @ 6C% inhikition of Cryl Ab toxici by ) similarky o the daom-
inant negalive muants of PA

DISCUSSI0N

3t Cry proteins belong o a clas ol bacterial oxirs known as
pore-orming hoxins that are secretel & water-saluble proteins
and undergo conformational changes o form oligomers that
insert into cell membranes of their arget (18],

Previcusstudies imalving partial uniolding of the olignmeric
Cryl Ab stnacture in the presence of ures and limited proteohy-
six sngpesterd that the a-hedical domain 1 of CrylAk omin is
invahex in monomer-monomer interction of the pre-pane
(40} Becanse q-helical ooiled coiks structures are imalvisd in
the aligomenzatian of several proteins (27, wedeciled @ ook
for coiked-cails in Cry toxins. %We fownd that helix «-5, of
domain 1 of Cry oxirs, has the highst probability o form
cailed-coil gructures The intemal hydrophobic positions @
and o af coiled coiks are imparant Br protEn-proben ineoe-
tians with a matching «-hdix, and muagenesis of these pos -
tions affecis the dahility of this intemction (49). The presence
af charged resdcues in these postions cormrelates with proper
alignment, arientatian, and wlectivity of coilal coik and can-
tribuies cansklerahly o their gahility (27). In addition, a sali
hridge within the a-helix that forms the ooiled-coil skabilizes
this strocture and is imporant in triggering the lacine zipper
[#IL Helix -5 in CrylA moxins cantains an intmahelical salt
hridge {517, Thise data in addition b the high conseration of
positions @ and o af helix -5 in the three-damrain Cry Bomily
sugges that this helix is highly gable and could play an impor-
tant rale in oxin oligamerization.

Previcusly, helix -5 of a clossly rebied owin (Cry LAa) was
subjected to mutagenesi of charged residues, but none of the
ik bed resicloess corrsponcksd o positions o o & of the pre.
dicted coiksd- cail structure, and theanthors did notanahze the
capacity of thes: mutants o form the olipomeric stroctore nor
the interaction of thess mutanis with the Bi-E, mecophor (443,
Hewaver, the authors concluded that most of the helix -3
milants were affecied to same extent in their rate of pore for-
malion (445, 1o the some work, aahstitutions in residoe Arg-59
risulted in a complets loss of pore activity (L All thes: daia
could he explained if the isolated mutants in helix -5 wene
urehle o form stable oligomers that are imporint B making
pore channes In other reports the Arg-95 and Ak-92 of
CrylAc pomin (located at the heginning of bdix c-35) were
changed o different amino acids, only the corserative change
95K was fully active, same other changes of A 95 (Gly, Ala,
and Serj shoaecl 100 o 100G fold red need toici by, whereass all
ather changes resulied in complate lossof oxicihy (52, 551 The
anthors cancloded that a postive charge in this position could
participabe in the frmation of eecific hinding domain or that
the confanmtion of this domain could indirectly disapt the
spexificily domain of the wxin (525, The mutations A9ZE and
A0 were ala sverdyaffected in insicity and correated with
leees of pore formmation (52, 55). It was proposed that the irre-
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versble insertion of thes: mulants into the BEMY wis affecied
{55). Fesicloe Arg-95 is bcaled in position @ of the predicied
coiled-cail gructure af haix «-3 (Fig. 1), and & stated above
this i= a highly conserved amino acid within the Cry oxin am-
ily. Unformnaiedy, the authors neither analyzed aligomer fr-
mation nor pare activity of the A -25 mutants, We isolates] a
mutant BYSF in thiswark, but due o the small crysialinclusian
produced by this motant we did not analyeed the pare forma-
tian or the aligomer fBrmatian.

In aldition. it was suggested that hddis -5, locaved in the
central postion of domain 1, was imohed in CrylAc oxin ali-
pamerization, becaseseveral point mukations in this belixdis-
rupted oligomerizion (543, The b ix -5 mutnts affected in
oxin oligomerization resulied in loss of owicity against A5
s with the exception af mutant HIGEER, which shoowed high
inserticidal activity bt conkd not form the 2000k Da aligomeric
strocture ohserved with wild-bype Cryl Ac in SD5-PAGE (543
However, thise authors ako showesd that this highly active
mubant isabke o form analigometic stroctore of =200 kD tha
was alm ohweoved with the wild -iype CrylAc oxin, probably a
250-kDa strocture. Unfortunately, the pore-forming aclivi ies
af the reparted Cry LAc mutantsin bl is o - 5 were notanalyzed.
arel it will b= imparant o analyre their fnnctionality to under-
starkl their rale in toxin activity (work in progressj.

As menitioned abose, Shang o all (4] proposed that binding
afmonomenc Cry L& woxin with Bi-R, recepror is sufficient to
incluce insecl death by a signal transduction mexhani=m (4). In
this work, we identified sngle-point mutanis in helix -5 thal
sevierely affect dr ovitm pore formation and  loxicity withoot
affecting their ability 1o birel the recephor Be-E) . 1L was prei-
ously demansirated that the CrylAb digomeric stroctore is
highly stable, sven after bailing and wrea denatu e tion (11 4405
and that porified Cryl Ab oligomer stroac e cin be resaheed as
a hl5-resstant band in SES-PAGE (11, Analyds of 5356 resist-
ance of the aligomeric groctre pradoced by BS9E and Y 107E
mutant toxins showed that thes: mutnis produce a defective
aligonmeric sirnchare, which is highly gensitive o emperto e
and impaired in pore Bomation and o by against 8. seata
hnae. These resulis are similar to the domimnt negatie
mutanis isohied in another toxin, the anthras protective anti-
gen PA (A7) These PA mutanis praduce urstable bepamers
that lost S0 nsidance, lost pone iomation activity. and were
non-toxic. Inthis case, the muknt proteins can be osed as anti-
twxins that co-asemble with wild-type PA oxin producing
defective hepamericstroctores that lost o sicity. indicaling the
importance af having stable protein structures o perform theic
fuwnction ir wivo (17), Muotant BS9E howed a simibr inbibi oy
effect whien mized with the wild-type CrylAb, suggesting thal
helix -5 phys an important rale in aligomedzation. Exhaus-
tive mulageness of hel v -3 willhel p todetermine the resdues
invohel in pre-pore con@actsand in dominant negative pheno-
by (wiork in progress

The helixe -3 mmianis boond a Be-1, proiein fmgment with
similar high nanomolar affinity as has bevn reparted  for
CrylAb binding to the full-length Br-E | receptar (55). Thissug-
pests that binding ta Bit-R, receplor is not sufficient by itseli o
cause irsec Ldeath and sapporis thatoliganer and pore formm-
lion are two seps necessary o kill the boae. Inoacdidition, we
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recently reporisd the chamacienzation of schwil 22 antibody
that caompeted with the hinding of Cryl&b oligomer o amin -
opeplidme.-d receptor and inhited the oxic effecks of
Cryl Ab, suggesting that the intemction of Cry LAb digomeric
pre-pore with aminopeptidase- & akoimportant for oxcity
(5}

We annot, however, exclude the pessibility that intracello-
lar respanses could Fave a rale and smergize the offect af the
Lomin in inssct larvae, With other pore-forming oxing such as
the w-homin Eram ! Horeccns aureds and aerclysn pro-
ducal by Aeromues hfraphila, cell death & triggered by fuo
mechaniame, pore mrrmtion and apopioss, depending on the
cell type and on the dose of toxin (57, 580 Overexpresdaon of
antiapoptotic pratein could black asrobsin-ind s apapiosis,
althouigh this effect is overcome if higher oxin concentmtions
are n=eil, where cells die quickly and apoplotic pathway & nol
triggeresl (58], 1o the case of aemolysin it wasdemonstrated that
apoplesis is nob directhy irggered by binding of the oxin o it
recepitor, ol rather it & caused by the production of a small
number of channels in the membrane (58] indicating, tat the
intracellular dowrstream effects are triggersd by pare frme.-
tion and membrane depolarization. The data prsented inthis
work al=o indicate that pore Brmation iduced by olipomeric
tomin & requirsd for Crpl A oxicity ig weo.

Admeviedzmernts —We thawk forpe M, lvier Lueweno -Hamoel,
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Structural and functional analysis of the pre-pore
and membrane-inserted pore of Cryl Ab toxin
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Depertmeseds s Wareddsdvoedr Walssadee Termde de Blarecrsstophr, Db erridios Machwal 4 udeomas s Wiseksa dpshe pash’ 5T0-8
CerAvase 41750, Moretos, Mevico

Reeseied |5 Dranomber 2005; satipdisl 6 Fabeoary 2006
Aovailihle onling 14 Jine 2005

Abstruct

Bariiing gt produces insecnicidal Cry proieins that are active against different insect spevies. The primary action of Cry -
ins i% 1 lyse midgur epichelial colls in the wget inseer by Grming Iyiic pores an che apical membrane. Afier ineracoon wich cadberin
receplar, Uy prote ns u nderge conformationa | changes ram o msnerenic sSoueton: 1o o pee- pore-oligemenic foom chan isable woinenan
with a secoind GPlamchored aminasps pridass-N reoepror and then insarn ines lipid membranes Flere, we review e recen advances in the
understanding af the wrocrural changes presemed by Cry LAb wosin upsn membrane insericn. Bassd on analysis of the Trp lusnescence
ol pure monomeric and digomeric CryLAb srroctares in sslmicn and in membrane- o nd st we qeported thar shifomerization caused
I neduenien af Top eaposeid o the salvent Aler membanes ingenion there 5 another confoimational change that allows an adiditonal
rearrangemnent ol the Trp nesidues resulting in a wial protecoian of thes: residuss lram exposure 1o the mslvene The sligemernic sorocturs
is memnbrans inssrtion compelen Since e rs than 56 % of the Uiy LAb olifomer insens it the nmembrane as o fineooen of lipid:preezin
raties, in conmrast 1o he monesrer of which anly 5107 ingens ints the membeane Finally, anal s of the stabiliy of manseenc, pre-
Pt and pors sroctures of Coy LA weain aler urea and chermal denaniration siggested that a mene ledibk conlamuanion could b ne-
casary fior memibrane inserion and chis Sz ble smuenre s shained by wain cligomenizaoion and by alkaline pH. Domain © s invalved in
thie iermaderular inerecion within the aligemernic CovlAb and this doniain & ingered ime i mem braie in the membmne-insered
slake.

o Qi Elsevier Inc Al righes neserved.

FaErmanis Beciias frimplaeks; Cry loing Menbran: nedion; Triplophin Auontsscni; Dligrmeriialion

trremem brane pore and the f-karrel toxine that insert into
the membriane by forming a fbdrmd composed of f-heir-
pin sruciures from sich moncmer, The first cass includes
toxing such as the colicins, exotoxin A Fom Preudeos

L. Introduction

Pere forming loxins (PET) are seorebed s water-solublo
proteins undergoing conformational changes in order (o

imsart into or 1o relocie across cell manboines of the
host. PF T have boen cleracterized in two msin groups: the
dlples-helical toxins that involve w-helix regions 1o form the

" Coppsporeling author, Fiee: +52 777 317238,
E-ma ke braveiE L umamon® (A, Bravo’s
L Abveririaer Wt B, Rl arMpiotses PET, pors foerming 1od-
ns; Trp, Tryplophan; PLH, planar lipid blayers ANS |- anilinomaphibe-
kne-d-vullfenke ekl

CECEL-20017F - wos Pron ) matier @ 2005 Eledicr Ind All dghls risdr ved.
k| 0101 6 i .2 D050 200

arraginara and diphthenia toxin, On the othar hind, deraly-
sin It om Aevemovay dydrophde, w-hemolysin from Siapley-
Iecoecns moens, anthrax probective antigen ad cholesteral
depenident toxins as the perfringelysin O from Clesridime
perfrinpens belong 1o the Pebarrel tooins (soo Parker dand
Feil. 2005 far review) In general. PET producng- bacteria
socrete their toxing and thes woxins inbermel with specific
receplors locited on the hest cell sarfice. In mosl cises,
loxins are dctivited by host proeases aller receptor bind-
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ing irklucing the formation of an cligameric structure that
is irsertion compebent. Finallv, manbrime insertion is rig-
gored by @ decrease in pH that mdoces @ molien-globule
stabe of the prowin (Parker and Fel, 20605j.

Cr hypothesis is thal similarly o otha pore forming
loxinz, Cry toxins produced by Becilbes therimpierss (L)
follow @ similar sicitegy: oligomerimbon. of monomeric
subumitz and @ molm-glabule ke as o ecessiil strlegy
o overcome the high-energy biarrier of membrane inse-
tiem. Previous stodies showed theat the mechanism of action
of Cryl A oxin, e, the prolease resisint core derived from
the protoon sheres several chamcieristics with other pore-
forming toxins since they show specific binding 0 mem-
brire-bound receptors [ollowed by loxin activation and
formaticm of an oligomenc structore (G omez el al., 20024,

2. Wlode of setion of CrylA tocins

CrvlA toxins are produced as crysizal incloson bodies,
that nezd to be ingested by the susceptiblke bBinas 1o be
loxic. These arvsials are dissolved in the alkaline and redoe-
ing enviromment of the larval midgul. res@ising soluble pro-
toxins af 130k, The inactive prolozing are then claved
by midgut proteises yvielding ~&0 kT8 monomer nic toxins
iHofmann et al, 19588) In the cise of the lepidoplesn
Mardwea sexte, the monomeric CrrlA toxin siructure
binds (o i cadherin receplar. This interaction promates @
profeoltic processing of helix =1 of the toxin, which might
result in i conformeitional change with exposure of bydro-
phobic regioms and fomation of 2 prepore todn, probably
a1 betrameTic struciure (Ciimer et al., 3K 200 The aligomeric
Cryvl A strocture bimds to g secoml receplor, the aminopsp-
tdase M {APN], that is involved in driving the Cry LA olig-
omeric siructure into delergent resisiant membrnes or
lipid rafts where the pre-pore comples is converted inlo a
miem braneg-imserted pore that lesds Gmlly 1o jon lskapge
oell Ivsis and insect desiih | Brvo atal., 2604,

The three-dimen=ziomal struciure of mverid] Cry loxins
hits bwen solved showing that they shire similar stroctures
comprised of three domaine Dorgin 1 a seven a-helix bon-
dle comsidered the pore-forming domeain, Domains 11 and
I, compased of f-=heus imvolved in receplor binding (Li
elal. 199]1; Grocholsks o al. 1995 Morse etal., 2]
Boom=zrm el al., 20065

3. What wre the strocturn] chanpes of Cry toxins during
olipomer formation and insertion into the membrane?

Littke is known abeut the structural changes of Cry Lox-
i during cligomerization and insertion into the mem-
brine In order 1o analyse these sieps, we mdoced in viro
oligomerization of CrylAb toxin by tsing @ single chain
antibocy =cFvT3 that mimics the cidherin receplor {Gomez
gial, 2001 This antibody specifically recognizes Crylab
domain I loop 2 {Gidmer el al., 2002b). The CrylAhk orys
tils, or the CrylAb-soluble protoxin, was incubated at pll
105 with the s=Fv73 antibedy in the presmoe of nmdgul

juice profeisss from M sexia larvae, This assy resulied in
the formation of a 250 kE3a strocture that is recognized by
polyvelonial antibodies diredted 10 Cryl Ab oxin. The amino
termiml sequence of the 250k siruchure reveibed thi
this oligomenc strocture consists of CrylAb oxin mono-
miers thit have lost the first helix w-1. The deivage of belix
-1 hes been proposed 1o ke imporiant in riggering oli go-
merizibion due o exposition of by drophobic regioms within
dormain 1 {Gomez et al, 20024).

We found that upon oligomenization, CryvlAb oxin
undergoss i conformational deinge that leids 1o the rear-
rangement of Trp sde chains. CrvlAb loxin has ning Trp
resicues, seven of than located in domain I, and two in
domiin 1L The Trp fuorescence was analwvesd by stwdy
stabe luorescence mesurement s and by quenching amilvsis
experimmts performed with soluble quenchers{Fig. 1L The
oligamerization of CrylAb reduces the Trp accessibality to
the salvent reducing also the accessibility to water-soloble
quenchers such as I or acrylamide. Cur resulis indicated
thil the aligomeric strocture eccludes ~ 26% of the Trp that
were enposed in the monomeric strochore (Ravsell et al.
20z, In the oligomeric structure only 235 of Trp res-
dues remain exposed to the solvent and after membrzme
imsartion there is another conformatiomal chiange that
dllonx an additiomsl rermanganent of the Trp resichies
resulting in i tolal prolection of these resicdues from expio-
sure la the solvent (Rausell et al., 2004a) (Fig. 1).

Mlembriane -boume quenchers were also usad in order o
determing the depth of Trp resklues m=zzrtzd inlo the mem-
briane. Bromumsibed and spin-label phospholipicds are affec-
tive collisiomal quenchers of the ndole proap that have
bezen exbamsively used for determining the postion of Trp
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Takiz 1
Inmcticidal wemay of mubiple Trp milants of Cryl Ab 108in agans il
milar kirvae of Jmsdhre nevds

E-Ersdialcain Ly I1_II-\.'I11'-
(5% hidd ul Hmita)
WL CryvlAb 23{1.2-45)

WIITF, WIA2F, W210F, W21 OF, WIHGF,
WilBF, W455F

L1A4{A526E)

WiasE, WIF, Wl O, WIlOF, WikE, Wi1l5F, 3.7 (22-46)
WAEEF
WatF, WF, WIITF, WIEF, W3l 6F, W455F 191554y

WiasE, W1 IFE, W1ITE WI3ZF, W210F, WII9F,
WIIeF

211 {11.6-350)

within the bilaver. W found that the majority of the Trp
resicdues of the membrane inserped CrvlAb oligomer are
lecieed elose to the membrane-wier interface {Raosell
olal., 200da). These data are similar to thos of previons
amtlyvees of other woxins like aerolvein, pedtngolysin Cand
w-towin where Trp-rich domains are irvolved in binding to
the membrme and ther Trp residves are also locbed at the
man brme-wiater inlerfice when thess proteins are inserted
inlo the membrme (Baja gal, 199975, 1t bas been proposed
that Trp residues are invalved in the orentation of peplides
and proteins into the membrime, snce its flat rigid shape
limilzs its access inlo the hydrecirbon core amd s xoalec-
tromic struchure Fivors resding in the complexs water-
bilaver intarface environment U et al, 1998

Ta deternine the exct posiion of @ich Tp sile directed
mutants replacing the Trp residues by Phe or by Cvs were
comstmicted. Bingle point muktions in gach Trp residoe
shemved thiat all Phe replicements aind saverial Cwvs replice-
ments conserved insecticidal activity against M sewie
iPadilla wial, 20065 Muliple mmiants with several Trp res-
idues rapkiced by Phe were also constrocied. Prolinnmry
studies showed that these mulant Loxins rebvin toxicity
agiainst MW sevia lanze (Table 1) Future work with these
mtiants will help o undersiand the position in the three-
dimmsonal stmcture of specific Trp resicies  during
CrvlAb oligomer forneition and during insertion inlo the
merm brirna.

4. The olipomeric pre-pore strmctore inserts efficiently into
the membrane inducing stable innde pores in planar lipid
bl yer

To charicterize the insertion of CrylAb ozin inio the
mermbrine, the fiorescenoe emission specirm of the Trp res
icigs of the monomeric and oligomernic stroctures of
CrvlAb woxin, parified by size exclusion chromatography.
were recorded | Ramszll et al., 20040 L We recorded the emmis-
sion gpecira of pure CrylAb siructures in sehible siabe ad
then we incubited these siructures with phosphatidy] chioe
line liprsomes at different lipid:protein ratios (from 1 ko
10000 Adter this ircubxition the membrang fraction wis
sgparated by ultmcenirifugation (1h at 00K g and oo
rescenos spectnl were recorded in both the snpermeint and
it the membrneg pellat Fractions, Fig. 24 shows that thatal
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Fig 1 Acralysis o CeylAb Wosin insedion inlo Che membrane, (A) Pore
monsmers: arel olgomeric Cryldb siroelons #ee imeried inbs phoa-
phatidyl choline membran: veaicks ibing a Bpddpeokin ralis of SA00
The Hiesr cedemt cmlodin gt Went nairdid in Che miambrine pekl
arrd in 1he spemakanl shlanel alter cmlrifogatisn for Th ar 100000
Using c8ciliabion al 225 nn. () Reprosemlative enic channd reoori of
miosd common Cramilions isdicsd in Bpid bikivers by punfied prepara-
Lo ol mesnimeris () or olgosmeris (dght) struetoees of Ol Al 1odin
Records fre cblingd in J00mM KO, Snbd Hepss, pH 74, Halding

el was H0mY, Consentralion of mossmeds and of digsmeds
sbrpestone: W |50 and 6o, napectivdy.

i lipic: protein mtio of 506K, 896% of the oligomeric CrylAb

7 inseried inlo the membrine, in contrast o the mono-
meric struciure, of which only 510G was able to inberaci
with the liposomes The ionic clemnel activity of pure
manomeric and oligomeric stnictures in swnthetic pkasir
lipid hilayers (FLRj wis alo siodied. The response of PLA
aller sponlansouns CrvlAb oligomer insertion shewed =131-
Bz channels that bed a ligh open probability ar 20-fald
lower  btoinn comceniciben than the monomeric oo
tRansell et al . 30da). Fig. 28 shows that the oligomeric
strociure of CryvlAb imduced a s@ble conductance ske
where zero current skile is absent. In conirast, the mono-
meric structurs induged currents with very unsible tramsi-
tions showing multiple channeks or subconduciinee skges
iFig. 2B These experimenis indicated that the oligomeric
CrvlAb i the torin structure with phvsiologicil relevance
beciuge it inserts efficiently inla the manbrane @l forms
stable pores { Rinsell et al., 200da ).

5. Do Cryl A toxins hove n molten-plobolc stake?

Eince the pre-pore struciure is only an inbermediale ske
al the CrylA toxin, we sindizd what are the conditions 1o
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form the membraneg assedited complex and the pore. 1t bas
bzen proposzd thal protans most patially unfold to Beili-
lale membrineg nsertion and channel fornzEtion. Several
menmmalen speaific PEFT's are parbally anfolded during
cell internaltzation. A fAexible conformetion, reated 10
molin-globule state, is mpggered by acidic or mildly acidic
pH and the molien-glabule siate his boen recognized az the
mzmbrine insrtion intermediate (Blewitt etal, 1985; wan
der Goot et al., 1591 Miloe and Collier, 1993), The Cryla
loxins are active agiinsl the midgul celk of kepidopiaran
insecls. The midgut lumen of these insocts is charcterizod
by a high kasic pH (up w0 pH 11 We analveed the pH
dependence of pore formmtion and the unfoldire patians
of Cryldb oxin in its monomeric @nd oligomeric stnoe-
Lures

5.1, Alkrlime pif iwereayes the fevibiltiy of the moeonneric
e alfpe maeric strwctares of Crvd Ab taxie

To further amlyee the strucioral conformation differ-
encgs of the monomer, the pre-pore oligomer and the
miem brianeg-insmried oligomer and their relationship with i
pubitive moltenglobule =kte, the unfolding patlerns of
thess struciures induced by chaoltropic agents at dilferend
pH walues were determinegd by monitonng the intrinsic
Trp Auorescence (Fig. 3). The alkaline pH incraises the
flexibility of the monomenc toxin since lower comcentri-
toms of urea weare needed Lo unlfokl the provan at pH 11
condition (Fig. 3A&) Toxin lexibility was incrsized by the

A
¥ 1 1 1
= pH 4 pHT pH 11
= DER] [T, T 0 & 0B
-] DPn-le
] L bt e 02 o
= i ieed poae
E 104 0.4 L4
= oz N 02 G
§_ 0 el mcld wl MU 0+
Ly os 1 15 0s 1 15 0s 1 15
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-
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"
;E I.E 4 —l—l‘ln:-\.lhf-_l
i
¥ o4 —a— Membrane
a Ireeriesd
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Lires 1]

Fig 3. UnfokBng of Cry 1A ndosed b drea o diffrent pH vakies (4
Urca denaturation of Che Bferent CrylAR bin riciuns: momsnsii
ligin, pregein: oligemer in sslulisn and pore sompled imeriad i lipo-
s 57 phiphatidyl cheline, periormed of diffenenil pH vakies Using 0.5,
I ir LEM wrea. {H) Mormualissd denaliination Sor v al pH 700 The <54-
latisn wavelenpth was 295 nm

oligomerizition ol the monomeric toxin, and it was fur-
ther incrazed alter membrine insertion (Fig. 340 (Rau-
sgll et al., 20804h), These data support the hypothesis thal
the mal ben-globule-like state of CrylA toxin is indooed by
alkaline pH.

Demmbariation of the three CrylAb stroctures in the
presence of ure showsd that it isa two-slep process, sug-
geding that the process of unfolding could be comirring
sgequeantially in two different protein regions (Fig. 33). We
performied a proteinase K digestion of partially denatured
proteins in order to identify the region of the toxin thai
unfolds during the first tramsition of ure demtom ton.
The protein-fragment prodocis obiined afier proteinise
K tretment were loaded on oan SDE-PAGE pe and
detected with a polwlonal antibody or with differeni
momaclonal antibedies theat recognized only domain 1 oc
domains 11 and 1. When we analwed the partally dena-
tured monomeric CrylAb towin (38 Urea, pH 700, all
protein-fEgmmtis were dotected with the anb-domsin 1
momoclonal antibody, sngeesting that domsins I and 111
werg sigceplible 1o propeclytic degradation. The partally
unfolded pre-pare structure (20 Urgi, pH 707 was quile
resistant to proteolyvsis with proleinase K; the only pro-
lein-fragment s thal were obtained had an apparent molec-
uliar miass ol 100 and 25 kDa. The 25 kDa fragment was
detected with the anti-domain 1 monod omal antbody nol
with the anti-domains 1T and 1 antbody (Ravsd] et al .
2ighy, The 1M kDa fragment was only delected with
the polvelemal CrylAb antibody, Sincs anti-domain 1
antibedy did nol recognize the aligomeric structure, prob-
dbly due to comformation constrins as epilops burving
into the cligomeric siructure or conformational clenges
of thesz epilopes in the oligomeric structure, il wias pro-
posed that the 100 kD band conld represent @ tromci bed
pre-pore complex composed of polypeptides with an
apparent molecolbir mass of 25 kDa (Raosd] et al . 200400
These data indicate that domain 1 i involved in the
monamer-menamer inkerictions in the oligomeric stroe-
ture @nd that domsiins T1 aed TH e miore BesiHe.

5.2 Do { i ewvalved e olipomer for mation and inver by
it dhe mendbrame

We confirmed that dommin 1 i protected during olipoe
miriEition and during membrane insertion by arsilveing
the unloldire paterns by anperature. The bydropholac
dye lamiline mphtleilame-Esulfomic acid (ANS] thal binds
o hydrophobic regions expesed in partally unfolded pro-
teins wis used. Using different temperaiire condiions high
AME binding to the monomenc CrvlAb strocture was
obsarved a1 605, The maximal ANS binding For the oligo-
migric pre-pore struclure and  membrace-inseried  pore
struciure wis abszarved al lower temperalares, 507 ad
407, respectively (Fig. 4), suggesting that the aoligomeric
strusiure i= mores flexibe then the mopomens siructure @uxd
therafore more suscaptible to het dastombon (Rasell
ol al. 2004 k).
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In arder 1o determine if domain I was denatured doring
the bzt traiment, the energy transler from Trp residuoes 1o
AMS bound to the unfoked protein was detenmined. In
thess sindies the AMNE is encited anly il the Trp resdoes are
lecated in close proximily 1o the hydrophobic regions
where AMS bound after heit demiumbion. [t s imporiant
1o remember thil demain 1 contains seven of the nine Trp
residues of CrylAb toxin, The energy tmmsber analysis per.
formed with the monomenc strociore showed a simikar
flucrescence pallarn 1o the one obtained by directed excta-
tiom of AMNE (Fig. 4), sugpesting that domein 1 is onfolded
bv tempenire in the monomenc CryvlAb sgmciuee, In
conlrisl. the maximial energy tmimsber obsarved with the
pre-pore stmiciure showed a significanily redoced fuores
omcz pattarn than the one obtained by the direcl excilzition
of ARNE dw indictice that domain 1 in the pre-pore is
miore structured than the rest of the provein and thos less
sicoplible to het dematuration (Fig. 4). Fimlly, the mem-
brime-inseried CrylAb pore complex showed @ severe
reduction in energy ansler beiwem Trp mesdoes 1o ANE
bovmd (o the molecule (Fig. 41 indicating thet the Trperich
regiom is nol or far bess denatured by beat breatment in the
mam brine-inserted oligomer and that domains 11 and 111
iire highly Bexible and snsitive Lo dastirbon by tenyper-
aturs (Fasell ot al, 2004by Thess resulls indicabed thit
mambrineg insertion of the wxin protecis domiin T from
thermal dersitumbion, suggesiing thil this domiain miy be
inserted into the bilayver in contmst to domaine 1 and 111
that remain on the surfice of the manbrine.

fi. Concluxions

FFTe are produced as watersolhble monomeric pro-
teins @nd chiange from hydrophilic Lo amphypibe projeins
dfter insertion dnto the meambraneg, Manboine imsertion

invohres conformationial chinges resulticg in the formation
al’ an oligomeric struciure. [n mest of the PET the trns
mamnbrineg regicns are hidden within the Told of the wser-
sohitble oligomer and conld adopt quite different folds
the membrane-inseried ik, In the mEummalian specific
FET the comfommationial chinges are trigpered by acidic pH
Giusing i malien-globule state that iz a partly unfokded but
compect state chariacterized by an incrament in the Aexibil-
ity of the liter] cheine that maintin the secomdiany stroe.
e (Parker émd Feil, 2005),

Cry toxins follow a similar sriepy where oligomerizi-
ion of monomeric subunits aml 8 molten-globule =@l
overcome the high-mergy barner of membrine insertion.
The Bexibility of the toxin increased by alkaline pH and by
toxin oligomerizibon. Domiains L1 and I are more Aexible
than domain [ Domain 1 i involved in monomer-mono-
mer contacl in the oligomeric stniciure and is responsble
for membrne inmrtion, forming an aclive pore in the
mamnbrine ai high pH. These resulis are in agreament with
the umbrek model for pore formiation by Cry toxins
(Enowles, 1904; Garit ot al. 1998). This model suppests
that re-d and w5 helices of domsin 1 are inserted inio the
mambrineg as the handle of an umbrella while the rest of
helices are rermanged on the membrme surfice. Uniil now.
there are no strociucy data of PET composed of n-hdices
when they are insried into the membrane The nein goal
af our work is the duadation of the three-dimersioml
struciure of the CrvlAb pre-pore structure and the deter-
mirgtliom of the strocios] changes myvohved in il nsertion
inlo the manbrane,
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primary acSon b to se midgat epithelial cells in w@rget
irmacts by foming Wytic pores in the apecad mbcrowil
membrane 1t has been proposed that in order w0 exent thedr
wme effect & prepore oigomenc imermedide & foomed
bead ing firally to membrane iraerted oligomesc pomes [3,755]
Howewe, an aliemative mods] poocesd that e toxkaty of
Ory protens & mainky dae to the nteractson of monorm e
toin with the Bt-R, receptor actating & FKA shmabing
padhway that resakts in cell daadh 45, %5]

Mameroms Btsains have been iscdated that showecdwty
wwards bpedopteran, diptean or cobtoperan mects In
addition, Bt stralre otive Ggeinst Hymenopters, Homogptes,
Ordhoptes and Mallophaga irsect arders and to other non-
iraact ongankams Nie nematodes, mites and proteca have
b repomied (10,39 The enomopathogenic ety of Etis
mainly doe to Cry toxins. These toxing ane highly spedfic to
thedr targt mssct mooacds 1o hamars, vendrates and
plars, and cormp betely biod egradable. Theredone, Bt i & wiable
alerrative for the control of reect pest N egncatae and
disease veotors of mponiance in pabdic heakth Morethen B0
different oy genes hawve been Golated This constaes an
important arsenal for the comrol of & wide vankety of s
pests [10).

The 3D stnactane of sevem] Oy tomins hawe been solned.
Thie overal inopobogy i similar within thess ioxins, sogpesting
similar machantms of aoion. The toming are oomposeed of
hree 5mnacharal domeire. Domain | & & senen o-heli bondie
in which & cemralheliv o5 & sonoanded by siv orne helices
Thits dornain has been jrmn Beatedin formason of & membranse
charmel. Dom@in 11 corsist of shree andparoile f.cheets
packed aroand & hydrophobic core in & "beta-pdam™ This
domain hes been desoribesd os the gpecificity-detemining
domain Rnally, domaein 10 & &f&-sandesch of feo antipanaie
p-sheets Bk ako implicated in et spacificity since it is
irrrolved §n receptor binding [10,3%]

Degpite the fao that Cry fomins are widdy med as
irmectiades, thelr mode of aoSon & sl Dot compbesly
amcdesiond. In this revies, we will sommartse oW CmTent
Imnoaledge on e mode of aogon of Cry toxing hat are aofve
Ggain ot beppd doptean insects aned prowide s ome nowed infonme-
Zon regarding the robe of the tomn oligomeic stnactane in
formning jorss charme s in the Grgeed membene and in the
o] SO Iy RFinST nse Grvas

2 Models of the mode of action of Cry tosxins
in lepidopteran insects

Different models descubing the mechanim of aedonof Oy
foming hawe b epornted For many pears the Cry tomine hawe
been recognized o pone-fonming toxn s that indoce coll death
by fommin g sonbe pores (10353 Oy somins ireent dngo biped
raftsmembranes pres ent in the apioal mmi orovilli membrane of
kgt cells of uscepsibde larme, coing camati: bais and
sobaeqoent death of the ke [2,30.3245] A second made]
proncaad that these oains acsvate s sgnel patheay throagh
rECEERT inieraoiion, resalEng in ine ect cell demth withoat the
parscipation of - pornes 45 Risimportan tonose the this
aherratine mods] was propoeed based on the e of Orylak
somin 1o calsared Trckaedesla @ HS imsect cells expressing the

Mamdun sofd tomin-receptor, BLFy, ot in imees ke
Findlly, o third modd] soggested that besides membrane
disnapion by Cry somin s, other midgor bacteia ane neoess ary
1o prodace sepScenia that kil the arvas 4]

1 eh e {0 M- @] s jgn el e choe So - Tnced o, toan
TECEpOT inteTaction & & key step that detemines oo aty. In
the case of Cryli tomins, teo receptors haee been chaneter.
ized in several bepedopieran speces, cadhesin- ke grots e
inarmed Et-R, inche coeeof & s | 42, and the CFl-an chosed
protedns eminopeptidace-M (P and alicline phosphatme
z.5)

In she pore-fonming moded, i & propeesd that BeR, and
CPlanchored recepion: ane imporant and pansdpade in &
saquential manrer (3,29 After peotecdyse activaion of Cryla
protomin by ireect midget prodeases, the aofvated tomin binds
tothe B-R, receptor and his interaction fcilitees additional
clearage of the B-terminal end of the o xin, eliminating heli
a1, resaling in che fomation of & pre-pore o kgnameric
smactare [13] The oligomenic smachme has been obeerrad
in severald Cry toming 113,05, 2530, 1 36.37,40]. The pore-pone
binds o &seoond recep tor, the GR-andhored aminop epadase,
dae to s higher affmity to this receptor |3, faclindng e
inserdon of the oligmer ino membrane bpsd rafs and
forming pores [345] Imporantly, ancthe CFl-anchomd
protein, an afimline phoaph@ese, hes been recognized 65 &
Crylhc mecepior in Holisths wreacoms and M soga |22
Alira¥ine phea phatase could ales pantisnae in falitesng e
pre-pone membrane inserson into bpid rafs, explaining why
Crylic tomin maasons that wee sevemly affectad in AFN
binding ane sl gosve ogaimt 8 oo larvae [G30] n dhe
pore-fonming maded, the pre-pore oligomers ks nesponsibds for
infiasng cell deadh (3 Inconimas, in dhesigral ransdaction
] 45, ondy the bi nding of the monomeesc form of dhe Cry
tomin o EGR, receptor B maporaible for ooy, and
interaction with the GFl-anchored receptors and pore ooma-
thom are not edevant for Cry tomdty. 1t wes peoosd e
signal trarsdocsan mode that binding of Cry fomin o E-R,
reEOr Rolvates & G protein and aderyl cpclase, which
promotes producdon of mTacellular CAMP. The §nonmsad
lewelks of cABF activate Proedn Kingse i that s escell death

M5}

i, Role of coiled coil structures in
oligomerization of different probeins

There are many proweins that fonm seble oligomend o stmoe-
tares and many of these ol igpmers are siabilized by o-helical
codled-ondl smactares. These oodled. codls Cors Shate an impor-
taayt ot n- dodd ing maotid formed in dhe irfeseson beteeen
o 1o fre o-helices . They are mvoblned in olignmerizeion of
several proteins, fonming s pecific olpomers with high ther.
mcchyn @mic s abil iy [5.2] The primary s socbane of codled-ood
smactares & chamcoenzed by heptads of residaes faodeliyl.
with & mnigae pasermnof memed o and d poeidons oocapd ad
mostly by apolar reaidues forming an hydrophobés cone and
pomitions  and ¢ cooupbed by charged residues. The hydro.
phobic core of cofled cofls & Imporant for protEn-petein
interaction s with amaxching o heliv an dmmageness ofthes e
positions affects the smbdity of this veracion 23] It &
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Imporant tonode et the presence of chasped nesidoes at the
core poaitiors of cofled oodls are comdaed with proper
aligrament, oremation and seleciviy of codled-ooils and
o ik e cors iderabdy s their stabdiny [5.32)

21 Analysis of coded ool s tructures in Oy teoin family
amd their role in iowin of gom enizet on

Since domein 1 & & seven o-helices-bondle we hypothesized
that oodlad .cofl 5w chares of some e hedicesmight ke rnodned
n oligomer fommation. We analyzed the poss biliy of the
form ariomaf cofled. ood stroctames by osing the program COILS
that companes & sequence o adesbass of mosm cofed-coils
and dermnes &slimidariy scom Then by companing this saone to
the dimmibration of soores inglobalar and codled-oodl proseimsa,
this program caloalases the probabiity dhat the segoencoe
amalyzed will adopt  codled. ool conformation [ 2] Analyses
of protein sedquaen oes of some Ory tomns reveal o that helm e -3
e the hd ghest soone (0.4 for CryLid, 097 for Cryag, 09 for
Oy, and 0 S0 for CrpdEa). adthoagh the pramary stmochare of
heliy n-3 i notoonserved among thes e torins, i & ST ing
tharposisons dendd of the predicted ood bad .codl stroonare @ne
highly comserved (Fig 1) We fvond dhatmsidoes of el o -3 in
Oryliabat posisons d (W7, Y110 L103 and A 96 are pressntin
all Qryl, Cayd, Ory?, Cryd. Coy# toxims, while Crpd, Ory2 and
Oyl tomins show comsevedwe subsifasons The same
aralysls showed et residues comesnmnding 1o posison 4
F33, L100, Y07, FI'M) are alo highly corseved among the
Ory toxin fomily members, the forst nesidos being o oo isve

charged resicboe R or K) whie the dhres subssgaent residoes
coies pond 1oh pdroph obes amino aods | ¥ F. W orl) The high
CoOE EVRAEGN N pociSons O and f i heMY o-3 in the Cry toxn
Tamily, stwngly suggests the & patre oodled ool smachae
in this helli x oo b have an impontaat robe in the mode of acson
of these toming

O bpormerizamon Ges ayspefommned in the presen ceof @ 100-

fioddl excess of the symihetic peptide connes pon ding o heliv o3
demonsimted that this heliv mhibited formation of the

F5000a ofignmer. In oon@Est synthess peptdes cormespond-
ing w othe helies of domain 1 did not affes obgomer
foamation (3]

32 Muwtegenesis of hebix o3 of different Oy iowin

Some MOSEars in heli o3 of Crylia, orylib and Crylic
tomins hawe been charsoerised The Crylhs tomin hes been
subvemed 0 emenste muSgeness of chasged nesidos.
Akboogh none of the momted ressdoes comesponded o
positiors dor & of the pred smed cofled. cod stmacmare, moat of
the chana:teized Orylis mmans wene affeced in the rate of
pom-formation. (41 Specefly sohesmsons i residos RS
resa b in an e sremedy bow toonclty to b son lrvae andno-
po amation eotivity using s bght smtteingessay (4] The
obw erved changes I pos formason i these masans could be
explained if they were affecied in cligome femason, since
this & mmporant for channed s oachane.

The reaidoe F32 of Orylia ks kooted in position g of dhe
prechicned codled-oodl sroctase. Recently, it was foond thata

LUl
abode fyabode! gabode ! gabodad o

Crylak REQATARLEGLANLNG I Y AESFRENESD
CrylEs  REQATSRLEGISSLEIGTY TEAFARWEAD
CEylha REQAISRLECLINLTEUYYRAFSONEED
orylcs RESA TARLEGLINEFH IR VEAFEEREEDR
CEylia RARATTELECLOANE]ITAEAFEENESD
crylcs REENTALLTILAASMHLYVEALREHEND
CrylFa  RMRATTTIRGLARSTETYIEALREWERH
Ceylia  REQAISRIL=GLGCSTEVYIESLARNEAS
Gryifs  REFALGELEGSNENILYLTALERHREH
Crylla  RETALARLOCLS DEFRAYCOSLEDNLEN
Orylita BERCHAT P T R T ] Do 1Y O Rl W LD
CrylTs  REEALTDLEGLG DALNVYIDELESHGH
CrYAAS RDRALAELFGLGNALIVYQSLEDWLEN
Cry?as  REEATAFLOGLG SALIKYCEALADWLGE
CeEylAs EEEALAELJILOHEVEDTVALLSSHEN
Crylbs ESFEALARLOS L RAFEDNTVRALLSHEET
CrylCs  EDEANTAELOGLERYFEOYYSALDSWDET
Cryfos BERATADLARER T AYEYYOHLLEDHREH
CryIns KRG TALFRGEVLLTRRYLEALDSHRER
CrYy9Es  AVTALDDLTGIgHTINIYLIALEENEESH
orydss [ERAHE T 1MREF R EATYHRSLETHENRH
Crylths I[EWLTSIVEFIKROLOKTQEFFORNEAR
FEYARAE  RTTIRMBEMTURDTL P TTINNTHE N
Crydas  OTFLNGEISGLONLARAYDSTMOONIOEN
CRYIAR  LASOHAELECLOAHEINEFEGIVDHFLAR
Cryl s ELHADLEAFTOLYTELEEVYI IDRTFEFH
CryllAs OSORVHILAREYAGI TEVEDWFOATIED
Cryliia  IRQEEFDELIET (ML YTVATDHDT VTR

Fig 1 - Anabysk of oodbed ol stracmnes bn Cry tosdns. (Paned A) Schemate represaniasen of the potasve ool bed-oed |
srrncE s of haliv oF (o m di Saen t Cry ol rs_ Thepeaiton of residoes o, b, e d, ¢, Jand § of the hep sd and fhe onserved

amine gl res idues borsed in pesitions & and 4 s shown (Paned By Align ment of the smine @ §eqoens & cormes o nd bng
1o helin w3 of differen Ory towins_ Gresn beness oormespend o hpdrep hob b amine gebd s bl nes: bl us 1o posl Svely charnged

e dnes @md plink ve polar amine mdds
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i ilar cham ge oon stractd in Syl soo n Tretan T FREE) was
severally affected in tookaty to & aoeta and in pore formadon
aotivisy when amalyzed in black bpéd bilayers [21] The bow
i e e A e Joarmmstiom o mreaan t FESE commedasesd widh the
imabdizy of this matant o fomm the 2S0kDe oligomaenc
simochare (2] In addigon dhe binding characheisiics of this
mratant was anedbyzed, s howing the motant FRSEwas sbhbeto
bénd to BEELV with similar high affmiey as the wild sype, sinoe
bind firg, compedtion of biotirylated Crylib fomn it anda-
i b Tt proten was sdentieal o the of the andabefed
wrild type tomin (2] Specifically the binding mteraction it
Ei-R, was not affecied, since ligand blos and BLEA binding
oompetison assey of the masnt R9SE o & B-F, proteEn
fragment the containg all the Cryla binding sites character-
ized sofar{CRI-CRE) 1445, 5] showed that #boand o B-R,
prodein fragment with the same 8, as the wild gpe Orylab
soon (23] 1t & dmporant to menson that the procedane of
ELISA competison Geeey pamits the detemin@ion of trae
REeGCiAtEON e COfGaNS in sobmion, and several neports
hawe showm egresmentin the determinagon of 8, wboes by
these aaseys and those ob@ined by comremsonal methods
fimmmancpecipiason of the rediclabelsd amign, fluores-
oence tanafer or sordace plasmaon resonance) (1112, 17

Crih e fm poaianyd Ut ion s performeed in helin -3 of Crylde
toain. are thome inooduaond in residuoes F33 and ASE These
mrraian s woene gk o affecind tomkoty, bt on by S cors eva e
chiam ge FE3¥ was fally aotive, while other changes of RS2 (G A,
and 5) 5 howned $00-1000 $o8d redoced woabc iy and many other
chenges resalted in oomplets boes of wacisy | Z44. Theaathors
of this stady conchaded that o pos ive chasge n dhis poaeison
oo b paars cipaste in dhe formation of spech binding domadin or
that it conld be imporant for the armangement of o-helioes in
the amino denmnad region of the somn, and that the
conformaion of i domain coudd indiectly dirapt the
specficity damain of the wxin Ma] The mTodaoion of &
mepaie ch ange in resid o AST sappomed his hypothesis sinoe
TraEtorE ASHE and ASHDereres anerely ol e ted in tomicity and
oomrelated with ks of pore fameson [Ed4 I owes fmally
propceed that the iresergibde mserson into the EERV was
affiected in ASTE and ASSD mirtEn i (2] Reakd o P93 i ocased in
poaition a of the pradicted codled cofl smachare of helix -3
Fig 1), andas stated abeve this o hiigh by conserssd amino oo sd
writhin the Cry tomin family The presence of podar residoes in
the apolar imterace has been docamented for some codlad codl
stvachares, it b correlassd with proper alignment osenSon
and selectivity of codlad -coils and comtribate considerably 1o
thasr stabdlity 5% In A4 Son, it has been repored thata sakt
bridae within he o-heliv that fonms the codled-codl smbiizes
thissmactamandis imparant o oger the coflad- cod [24]. The
nzidos B3 of CrylA toxins parscipade in o sab-bridged [ 5]
saggeadng that this heliveoald play an Grmpantea robe in ton
ol e R tion

Unfortarately the mthors did not analyze oligomer
formnadon or pone aotivity of B9 murants. Mone recently we
teolated & musant FAF of Crylab dsomin, bat this meagon
mealted in dormation of an anstable small crpsial ndosion
that was not analyzed forther Howews, we were abls o
teodate amother matant mCrylab keated in poaition aof the
ooiled andl smmactare of hix o3, YIOTE This moatant was
senmely affected in somcity to 8 sent with & Ly, ~ Z00ng

o’ O gramer formason was not obseved with this muoant,
and the pore formation RoSvity Was Dot pressnt when
anayeed in black liped bil spers, sug@es Sng an impontant role
af this residae in oligomenzason and channe] fomedon [21).
I & important o menson that the binding affmity of this
murant o B-F, receptor was not affeced and the ¥, valae
obiainnd] was similar to that of the wild gpe toxin [21).

4. Analysis of pore formation indwced by
oligomeric structures of differemt Cry tooins

D feremt approaches hawe been ased o smady pone fonmatson
oty Cne approach analyses changes in son pemeability
nsing & flomscert dye that & sensitive to changes in
membrne poendal, 3,74 propykhicdicarbocyanine sodide
(EE-CEN [2.77.43) Using this strasegy it was mpored dhat

oo ek Cryli ind ooed @ dose-dependant B pameability
and that the aligomesc Crylib stmoceame has & mach higher

pore-forming  @otieiy than the comesponding Domomm ek
st (30

The oligomer end por formatson aotivises of other Cry
tomirs heee also been reported (Orylag, Crylca, OrylDe, Cry
1Ez, and CrydFa) (30, showing that samples comiaining the
oligommeric tomin showad higher pore-formadon acsvity than
samples Lotivased with orypein the only contain momorm ek
toain (30 This date shows that the aligomene smna chare of Cry
fomire, bag mot the monomer, & the @ermediate the &
mesponaible for meetion o dhe membrane and pore
formmation.

5. Final remarks

Bastal thebactwerial woons nosn &5 pone {onmng w0mn s are
secreted as water-soduble protens and andesgo conforma-
tioral changes in order to insent o cell membrane of ther
marget These omirs e acivased by host proteases afer
meceptor bénding indacing the foomadon of an cligormerse pre-

o & machare that i i nesrtion oompetent (4]
Todetamine the role of dhe pre- pore oligomer {onmatson in

the tomiaty of Cry omins some singbe-podnt maisons that
affected pre-por formation wens & olated, showing et helic
w-3, of domain 1 of Cry fouins & involved in oligomeriation
andmuastions in sormeresitoes of this heliv sewemdy affecied
pore formation and toxaty withor any effect inthebinding
ineracion with E-F, receptor [21] These dats suggest that
oligomm er fonmEson §5 an importeEnt sten inthe mechn sm of
aeson and thatthe pre-pore i Hlaying amaior roke in ooty
in insect krvae.

Formaion of the pre-pone oligoms hes been obserad in
seneral Ory proteng with different insect specifi city ncboding
lepadopteran specific, OrylAb [83,3640) Oylic |B) Cryica
[1230] CrylDa, Cry@Ea, Orylfe (30) coleopesan specific,
Cryiia, Ory3Ea, Cndca |¥) and digtesn speafc, Cryda
5 @ pbes o0 SN g CrpLids pre-pore ol @oame s e Mo 1o
to M. aon larae than cortaining ondy
monomerss Orplib toon 1B In addison, Cry Somn s ampbes
comEining oligomens saoctarnes commedatad with high pore
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RO N COTFRST 0 monomen: samplkes that showed
mangiral pone- formnEson oSty 13,930,386 The Orylab gre
o oligoaner & e brars e an oorn et N oon Tast to
s tonin that showed bowr memboane nsenion raes
(3], The gre-ore o goam e induces high s sbde conducanoein
gynthetic bipid bdayes soggesting inserson of @ singe
oonformaion. In confmst inserson of the monomes: fomn
i e i it ol omed ooting stases s howning on smbdetraces
with cmrentjomps of inermediate bevels tha are difficakto
mesobee [35] Al these das sapport the pore fonming moded,
saggesing that the pre-pore obigmer & an obligate .
madiate in the itoxcation of Cryldb toodn and hat the
imtegcgon of mon americ Orylabwith B-R, & notsalficent o
ol smoeptible larvae Howews, we cannot, exchde the
poasibdiy tha inTeceluler responses ako have & robe and
symengioe the effectod thetornin irsectlarmae Infact we lmoe
that Oy tomins imsert into Bosd rafts membranes and it &
imporarn o mention hat bped rafs ane deterpent-rests wt
menbranes ensched in gycoaphingolipeds, cholestaral and
G -ancho e prosednsand ane invoknad in signal traneda ciion,
sordmg @nd mmfficdong of plisma membrane peoteins §n
mammakion cells (28] Abeo, they fanoion as pathogen panal
for different windees, bacteria and wouins [7,38] Recencly, we
demonzmted that the AFME in . sooa and H wicms, G
bocgmed in biped rafrs, and he the gty of these mics.
domaine i essensal for Crylith pore gosvity [dE]. These das
conabd indicase that signal fransdecson indoced by Cry todn
irsetiom inio bpdd rafs ooald be pant of the mechanim of
motiom o these foomire, beot h s remadrs o bedemors Tated K
i pomyt 10 menson thatother pone forming woans, socdh os
the w-tomin from. 2aphfiorocrug awews and Gesolysin proda osd
by Acnroms kpdrgehda, indoced cefl deadh by two diffesent
mc hanisms, pane- formaion end apoptos, depending on the
ool gy and on the doe of tooin | 25,31] Ower-epression of
aarytiapogiose proten ool bl i gernd e ine ind noed apoptoais,
althoagh this effect was owercome §f higher tomin oon oeris-
Zom s e e e, where cells diedquickly doe o pore fommation
and apoptosc petheay wes not mggeed (3] In the s of
werodyain it was danonsTated thet apoptost was notdiscdy
e by b ding of the tooin to it receptor, bat rather it was
casad by the prodacion of as mall ramber of chanmels i the
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