UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

Analisis de los cambios conformacionales
de la toxina Cry1Ab de Bacillus thuringiensis
durante la inserciéon en membrana

TE SIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

PRESENTA:
BIOL. LUIS ENRIQUE ZAVALA ROMERO

DIRECTORA DE TESIS:
DRA. LILIANA PARDO LOPEZ

Cuernavaca, Morelos. 2011



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dedico este trabajo:

A mi madre, la Sra. Maria Concepcién Romero y a mi padre, el Sr. Telésforo
Zavala. Ambos son un gran ejemplo a seguir para mi y me han ensefiado con base en
sus acciones, a ser perseverante, a fijarme nuevas metas y a cumplir con mis objetivos.
Muchas gracias por todas las ensefianzas, los consejos y sobre todo por brindarme su
carifio y apoyo incondicional en todos los aspectos de mi vida. Este logro es suyo, ya que
sin su respaldo nunca hubiera podido alcanzar esta meta. Los quiero mucho.

A mis hermanos: Victor, José, Jorge y Cecilia, de quienes siempre estoy
aprendiendo tantas cosas buenas. Son uno de mis principales motores para seguir
adelante. Les agradezco por estar siempre a mi lado y brindarme su carifio en todo
momento. Saben que los quiero mucho.



Agradezco:

A la Universidad Nacional Autonoma de Mexico y a su dependencia, el Instituto de
Biotecnologia, por haberme brindado fa preparacion academica, formacion, espacio y los
recursos necesarios para poder llevar a cavo este trabajo.

A la Dra. Liflana Pardo, por todo el apoyo, la asesocria tanto experimental como
teorica, el tiempo dedicado al desarrolio de este proyecto, las discusiones enriquecedoras
en el aspecto académico, y sobre todo por la amistad, consejos y paciencia que me
brindo a lo largo de este periodo de tiempo.

A la Dra. Algjandra Bravo, por darme la oportunidad de pertenecer a su grupo de
trabajo. Le agradezco mucho por todo el apoyo que me ha brindado durante mi estancia
en el y por la asesoria, aportaciones y el tiempo dedicados para ef desarrolio y conclusion
de este trabajo. La admiro mucho y es un gjemplo a seguir para mi.

Al Dr. Mario Soberon por sus sugerencias y aportaciones que enriquecieron en
gran medida ef desarrolfo del proyecto y ayudaron a la conclusion de este trabajo.

A mis padres, Telésforo Zavala y Maria Concepcién Romero. A mis hermanos,
Victor, José, Jorge y Cecilia. Gracias por brindarme su apoyo incondicional y carifio en
todo momento. Son lo mas preciado que tengo en la vida y los quiero mucho.

A la Dra. Helena Porta, Dra. Isabel Gomez, Dra. Claudia Rodriguez y Dr. Carlos
Garay, por las sugerencias y ayuda en la parte experimental brindadas.

A los integrantes de mi comité tutoral: Dra. Gloria Saab y Dr. Takuya Nishigaki, por
sus valiocsas recomendaciones que enriquecieron este trabajo y por haberme
acompalfiado durante el desarroflo del proyecto.

A los integrantes de mi jurado de examen: Dra. Adriana Valdez, Dra. Carmen
Beftran, Dra. Cinthia Nufez, y Dr. Victor Bustamante, por darse un espacio en su tiempo
para revisar la estructura de esta tesis y emitir sus criticas a la redaccion.

A mis comparieros y amigos del laboratorio y del IBT, por todos los buenos
momentos que compartimos dia a dia.

A Graciela Dominguez, Biol. Jorge Sanchez, Biol. Lizbeth Cabrera y Sergio
Blancas, por el valioso apoyo tecnico y administrativo proporcionado.

A los integrantes de la Unidad de Docencia del IBT: Ing. Jalil Saab, Lic. Antonio
Bolafios y Gloria Villa, por brindarme las facilidades para realizar los diversos tramites
administrativos de forma eficiente.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYyT) y a la Direccion General
de Asuntos del Personal Académico de la Universidad Nacional Auténoma de México
(DGAPA-UNAM) por las becas otorgadas para realizar mis estudios de posgrado.



Este trabajo fue realizado en el laboratorio de la Dra. Alejandra Bravo, del
Departamento de Microbiologia Molecular en el Instituto de Biotecnologia, Universidad
Nacional Auténoma de México, bajo la direccién de la Dra. Liliana Pardo Lépez y contd
con el financiamiento de la Direccién General de Asuntos del Personal Académico de la
UNAM (DGAPA-UNAM, donativo IN218409), v del Consejo Nacional para la Ciencia y la
Tecnologia (CONACYT, donativo 81679-Q y dos afios de beca de maestria).



TABLA DE CONTENIDO

iNDICE DE FIGURAS
iNDICE DE TABLAS
ABREVIATURAS
RESUMEN

1. INTRODUCCION

1.1. Bacillus thuringiensis y sus toxinas bioinsecticidas Cry
1.1.1 Caracteristicas generales de Bacillus thuringiensis
1.1.2. Caracteristicas de las toxinas producidas por B.thuringiensis
1.1.3. Clasificacién y nomenclatura de las d-endotoxinas de Bt
1.1.4. Estructura de las proteinas Cry de tres dominios
1.1.5. Mecanismo de accién de las proteinas Cry
1.1.5.1. Solubilizacién y procesamiento de las protoxinas Cry
1.1.5.2. Unidn al receptor
1.1.5.3. Formacidn del oligémero preporo
1.1.5.4. Insercién en la membrana
1.1.5.5. Citélisis
1.2. Fluorescencia, marco tedrico
1.2.1 Conceptos basicos de fluorescencia
1.2.1.1. Diagrama de Jablonski
1.2.1.2. Caracteristicas de la emisién de la fluorescencia
1.2.2. Fluoréforos
1.2.2.1. Fluordforos intrinsecos
1.2.2.2. Fluoréforos extrinsecos
1.2.2.3. Fotoestabilidad de los fluordforos
1.2.3. Efectos del solvente y del ambiente
1.2.3.1. Efectos de la polaridad del solvente
1.2.4. Apagado de la fluorescencia
1.2.4.1. Apagadores de la fluorescencia y algunos
mecahismos de apagado

1.2.4.2. Teoria del apagado colisional

2. ANTECEDENTES PARTICULARES

2.1. Modelos de insercién en la membrana de la toxina Cry1Ab de
B. thuringiensis

25
26

29

29



3. HIPOTESIS

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

4.2 Objetivos particulares

6.1

6.3.

6.4.
6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

7.1.
7.2.

8.1.

8.2.
8.3.

5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL GENERAL

6. METODOLOGIA

. Construccién de mutantes sitio dirigidas de la toxina Cry1Ab
6.2,

Expresion de las toxinas Cry1Ab mutantes en la cepa acristalifera de
B. thuringiensis (Bt 407) y purificacién a partir de dicha cepa
Evaluacién de la toxicidad de las mutantes construidas de la toxina
Cry1Ab sobre larvas de M. sexta
Marcaje de la toxina Cry1Ab con fluoréforos
Medicién de la fluorescencia intrinseca de las mutantes de la toxina
Cry1Ab marcadas con fluoréforos
Insercion del monémero de la toxina Cry1Ab en membranas lipidicas
sintéticas de fosfatidilcolina
Insercion del monémero de la toxina Cry1Ab en BBMV's de M. sextay
formacidn del oligémero de la toxina
Ensayos de apagado dinamico de la fluorescencia

6.8.1. Apagado dinamico con apagadores solubles en ambientes

polares
6.8.2. Apagado dinamico con apagadores anclados a la membrana

lipidica
7. MATERIALES

Cepas utilizadas

Medios de cultivo

8. RESULTADOS Y DISCUSION

Construccién de mutantes sitio dirigidas de la toxina Cry1Ab, expresién
en B. thuringiensis y evaluacidn de la toxicidad sobre larvas de M sexta
Expresion y purificacién de la toxina Cry1Ab

Marcaje en cisteinas del monémero de la toxina Cry1Ab

33

33

33
33

34

35

35

38

39
40

42

42

43
43

43

44

46

46
46

48

48
49
54



8.4. Anélisis de la fluorescencia intrinseca del mondmero de la toxina
Cry1Ab
8.5. Andlisis de la insercién de la toxina Cry1Ab en membranas lipidicas
sintéticas de fosfatidilcolina
8.5.1. Insercion del mondmero de la toxina Cry1Ab marcada con
Alexa Fluor-350, en SUV de PC
8.5.2. Apagado de la fluorescencia extrinseca del monémero de la
toxina Cry1Ab marcado con Alexa Fluor-350 e insertado en
membranas lipidicas sintéticas de fosfatidilcolina
8.6. Andlisis de la insercién de la toxina Cry1Ab en membranas lipidicas
aisladas del intestino medio de larvas de M. sexta
8.6.1. Insercién de la toxina Cry1Ab marcada con 1,5-IAEDANS o
Alexa Fluor-350, en BBMVY's de M. sexta
8.6.2. Apagado dinamico de la fluorescencia extrinseca de la toxina
Cry1Ab, en solucién e insertada en BBMV's de M. sexta
8.6.2.1. Apagado con ioduro de la fluorescencia extrinseca
de la toxina Cry1Ab marcada con Alexa Fluor-350,
en solucién o insertada en BBMV's de M. sexta
8.6.2.2. Apagado con ioduro de la fluorescencia
extrinseca de la toxina Cry1Ab marcada con Alexa
Fluor-350, en presencia del receptor caderina o ALP
8.6.2.3. Apagado con acrilamida de la fluorescencia
extrinseca de la toxina Cry1Ab marcada con
1,5-IAEDANS ,en solucion e insertada en BBMV's de
M. sexta

8.6.3. Apagado de la fluorescencia extrinseca de la toxina Cry1Ab
marcada con 1,5-IAEDANS e insertada en BBMV's de
M. sexta suplementadas con 16:0-5 Doxyl PC

9. CONCLUSIONES

10. PERSPECTIVAS

11. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

11.1. Fosforilacién de los oligonucledtidos mutagénicos

11.2. Reaccién de PCR mutagénico

11.3. Preparacién de las células electrocompetentes de E.cofi DH5a
11.4. Transformacion de las células electrocompetentes de E. coli DH5a

11.5. Secuenciacion

57

58

58

60

64

64

64

67

69

70

71

73

75

76

76
76
77
78
78



11.6. Preparacidn de las células electrocompetentes de B. thuringiensis

11.7. Transformacion de las células de B. thuringiensis 407-

11.8. Expresion y purificacidon de la protoxina Cry1Ab a partir de cultivos de

B.thuringiensis

11.9. Cuantificacién de la proteina mediante el método de Bradford o

usando el equipo Nanodrop 2000

11.10.
11.11.

11.12.

11.13.
11.14.

11.15.

11.16.

11.17.

11.18.
11.19.

11.20.
11.21.

11.22.

11.23.

11.24.

11.25.

Bioensayos sobre larvas de Manduca sexta

Activacién enzimatica y purificacién de la toxina monomérica Cry1Ab

mediante cromatografia de intercambio anidénico

Electroforesis en geles deshaturalizantes de poliacrilamida

(SDS-PAGE)

Marcaje de la toxina Cry1Ab

Preparacién de los liposomas o PC-SUV (Small Unilamellar Vesicles
of Phosphatidyl Choline)

Insercion de la toxina Cry1Ab en SUV's de PC

Extraccion del intestino medio de larvas de M. sexta

Elaboracién de BBMV’'s con membranas del intestino medio de
larvas de M. sexta

Cuantificacion de la proteina mediante el método de Lowry
Obtencién del oligémero de la toxina Cry1Ab insertado en la
membrana lipidica (BBMV's de M. sexta)

Western blot

Unidn de la toxina Cry1Ab marcada con Alexa Fluor-350 al receptor
caderina o ALP

Ensayos de apagado dinamico de la flucrescencia con ioduro o
acrilamida

Preparacién de BBMV's de M. sexta suplementadas con 16:0-5
Doxyl PC

Apagado de la fluorescencia extrinseca de la toxina Cry1Ab marcada
con 1,5-IAEDANS e insertada en BBMV's de M. sexta
suplementadas con 16:0-5 Doxyl PC

Medicién de los espectros de emisién de la fluorescencia de las

toxinas Cry1Ab

12. ANEXOS

12.1. Publicacion en revista arbitrada

13. BIBLIOGRAFIA

78
3

78

80
81

81

83
84

85
85
86

87
88

88
89

90

90

91

92

93

93

93

104



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1. Microfotografia de una cepa de Bacillus thuringiensis en

microscopio electrénico de transmision

Figura. 1.2. Estructura tridimensional de algunas proteinas insecticidas

producidas por Bt

Figura 1.3. Filograma de identidad entre las secuencias conocidas de

genes Cry de tres dominios
Figura 1.4. Estructura primaria y terciaria de las toxinas Cry

Figura 1.5. Representacidén esquematizada del modo de accién propuesto

en nuestro laboratorio para las toxinas Cry1A

Figura 1.6. Longitud relativa de las protoxinas Cry y posicién de los sitios

de corte proteolitico

Figura 1.7. Moléculas que funcionan como receptor de las proteinas Cry1A
Figura 1.8. Estructura de algunos fluoréforos

Figura 1.9. Diagrama de Jablonski

Figura 1.10. Algunos fluoréforos intrinsecos y bioquimicos

Figura 1.11. Espectros de absorcion y de emision de los aminoacidos

fluorescentes en agua, a pH7

Figura 1.12. Comparacién de la fotoestabilidad de anticuerpos marcados

sobre cortes fijados de tejidos celulares

Figura 1.13. Diagrama de Jablonski para el efecto del solvente en la

fluorescencia

Figura 1.14. Espectro de emisién del DNS en solventes de polaridad

creciente
Figura 1.15. Diagrama de Jablonski representando el apagado colisional

Figura 1.16. Comparacion del apagado dinamico y estatico

Figura 2.1. Modelos de insercién de la toxina Cry1Ab en la membrana

10

16

17

20

21

22

23

24

27

28

30



Figura 2.2. Ensayos de medicién de las corrientes idnicas sobre bicapas
lipidicas planas, inducidas por preparaciones de monémero u oligémero
de la toxina Cry1Ab

Figura 2.3. Modelo propuesto en nuestro laboratorio para los cambios
conformacionales que sufre la toxina Cry1Ab durante su insercién en la

membrana lipidica

Figura. 5.1. Estrategia general seguida para el analisis de los cambios
conformacionales que sufre la toxina Cry1Ab al insertarse en la membrana

lipidica

Figura. 6.1. Ubicacion de los residuos mutagenizados en un modelo de la

estructura 3D del mondmero de la toxina Cry1Ab
Figura 6.2. Estructura secundaria del monémero de la toxina Cry1Ab

Figura 6.3. Estrategia general para la obtencién de las mutantes de la
toxina Cry1Ab

Figura 6.4. VVector pHT315Ab

Figura 6.5. Fotografia de una caja de plastico utilizada para evaluar el

efecto téxico de la toxina Cry1Ab sobre las larvas de M. sexta

Figura 6.6. Estructura guimica de las marcas reactivas de los fluoréforos

utilizados para el marcaje en cisteinas de las mutantes de la toxina Cry1Ab

Figura 6.7. Espectros de absorcién y de emisién normalizados de la marca

Alexa Fluor-350 acoplada a un anticuerpo de cabra anti-lgG de ratdén, a pH 8

Figura 6.8. Esquema general de los experimentos de apagado dinamico
de la fluorescencia de la toxina Cry1Ab, usando apagadores solubles en

agua

Figura 6.9. A)Estructura del 1-palmitoil-2-estearoil-(5-doxil)-sn-glicero-3-
fofatidilcolina, o 16:0-5 Doxyl PC. B) Esquema general de los experimentos
de apagado dinamico de la fluorescencia de la toxina Cry1Ab, usando

apagadores acoplados a los acidos grasos de la membrana

Figura 8.1. Modelo de la estructura tridimensional del monémero de la
toxina Cry1Ab que muestra la localizacién de los 7 residuos utilizados para

el marcaje sitio especifico con fluoréforos

31

32

34

35

36

37

38

39

40

41

44

45

o0



Figura 8.2. Cromatogramas obtenidos durante la purificacién de los
monsdmeros de las toxinas Cry1Ab silvestre y de las mutantes, mediante
cromatografia de intercambio anidnico, utilizando el equipo de FPLC AKTA

¥ la columna Mono Q (GE,Healthcare)

Figura 8.3. SDS-PAGE de las fracciones obtenidas durante la purificacién
del monémero de la toxina Cry1Ab silvestre y de las mutantes, mediante

cromatografia de intercambio aniénico

Figura 8.4. SDS-PAGE de los monémeros de la toxina Cry1Ab silvestre y
de las mutantes utilizadas para el marcaje en cisteinas con los fluoréforos
1,5-IAEDANS vy Alexa Fluor-350

Figura 8.5. SDS-PAGE de los mondmeros de las mutantes de la toxina
Cry1Ab marcados con 1,5-IAEDANS o Alexa Fluor-350

Figura 8.6. Analisis de la insercién en membranas lipidicas sintéticas de
fosfatidilcolina (PC) del monémero de la toxina Cry1Ab silvestre y de la

mutante S364C marcada con Alexa Fluor-350

Figura 8.7. Anélisis del apagado de la fluorescencia extrinseca del
mondémero de la mutante S364C marcada con Alexa Fluor-350 e insertado

en membranas lipidicas sintéticas de fosfatidilcolina

Figura 8.8. Efecto de la polaridad del solvente sobre el espectro de emision
de la fluorescencia del 1,5-IAEDANS y del Alexa Fluor-350

Figura 8.9. Apagado de la fluorescencia del 1,5-IAEDANS y del Alexa

Fluor-350 en solucién, utilizando Kl o acrilamida

Figura 8.10. Analisis de la insercidon de la toxina Cry1Ab en BBMV's de
M. sexta

Figura 8.11. Curvas de Stern-Volmer para el apagado de la fluorescencia
extrinseca de las mutantes de la toxina Cry1Ab en solucién e insertada en
membranas lipidicas aisladas del intestino medio de larvas de M. sexta
(BBMV's)

Figura 8.12. Curvas de Stern-Volmer para el apagado con ioduro de la
fluorescencia extrinseca de las mutantes S324C y S364C de la toxina
Cry1Ab marcada con Alexa Fluor-350, en presencia ¢ ausencia de los

receptores

52

53

54

56

60

61

63

63

65

66

70



Figura 8.13. Apagado de la fluorescencia extrinseca de las mutantes
T122C, V171C y S364C de la toxina Cry1Ab marcada con 1,5-IAEDANS e
insertadas en BBMV's de M. sexta suplementadas con 16:0-5 Doxy PC 72

Figura 9.1. Localizacién hipotética de los residuos T122, V171, G183,
S324, 5364, K490 y N347 dentro de la estructura de la toxina Cry1Ab
insertada en la membrana lipidica, de acuerdo al modelo de insercién de

sombrilla 74



INDICE DE TABLAS

Tabla 1.1. Parametros de fluorescencia de los aminoacidos aromaticos en

agua, a pH neutro
Tabla 6.1. Mutantes puntales de la toxina Cry1Ab

Tabla 6.2. Propiedades del espectro de absorcion y emisidn de la

fluorescencia del 1,5-IAEDANS disuelto en varios solventes

Tabla 8.1. Lista de mutantes puntuales la toxina Cry1Ab construidas y su
efecto téxico (dosis letal media, LCso) sobre larvas de M. sexta

Tabla 8.2. Estequiometria de marcaje de los mondmeros de las mutantes
de la toxina Cry1Ab marcados con Alexa Fluor-350 o 1,5-IAEDANS

Tabla 8.3. Amax em de la fluorescencia intrinseca de los mondémeros de la
toxina Cry1Ab marcados con 1,5-IAEDANS o Alexa Fluor-350

Tabla 8.4. Condiciones experimentales para la insercién del monémero de

la toxina Cry1Ab en bicapas lipidicas sintéticas (SUV's de PC)

Tabla 8.5. Amaxem Y Kp de la fluorescencia extrinseca de los mondémeros de

la toxina Cry1Ab marcados con Alexa Fluor-350

Tabla 8.6. Koy Amaxem de la fluorescencia extrinseca de los mondémeros de
la toxina Cry1Ab marcados con 1,5-IAEDANS

Tabla 11.1. Fosforilacién de los oligonucledtidos mutagénicos

Tabla 11.2. Reaccidén de PCR mutagénico

Tabla 11.3. Reaccidén de PCR mutagénico. Pardametros del ciclaje térmico
Tabla 11.4. Reactivos para la elaboracién del gel de acrilamida

Tabla 11.5. Mezcla de reaccién para el apagado de la fluorescencia

utilizando acrilamida como apagador dinamico (250 ul de volumen final)

Tabla 11.6. Mezcla de reaccién para el apagado de la fluorescencia

utilizando Kl como apagader dinamico (250 ul de volumen final)

Tabla 11.7. Parametros de lectura en el espectrofluorémetro para los

fluoréforos utilizados

20

35

41

438

95

57

59

67

71

76

76

77

83

91

93



1,5-IAEDANS
16:0-5 Doxyl PC
ALP

Amp200
APN
BBMV's

BHI
BSA
Bt
Bt-R1
CADR
CDR
DNTp
DTT

>
EDTA

Eri1s

F
Fo
GPI

h
HCT

Ksy
Kb

|max em

Amax em

LCso

MTSES

¢
PBS

PC

[Q]
SUV

TFP
PMSF
rpm
scFv73

T4PNK

ABREVIATURAS

acido 5-(2-((2-lodo-1-oxoetil) amino) etilamino)-1-naftalensulfénico
(1-palmitoil-2-estearoil-{5-doxil)-sn-glicero-3-fofatidilcolina
fosfatasa alcalina

ampicilina a una concentracion final de 200 pug/ml

aminopeptidasa N

vesiculas de la microvellosidad apical del intestino medio de las
larvas de los insectos blanco.

medio de infusion cerebro-corazon

albumina sérica bovina

Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis-receptor 1

receptor caderina

region determinante de complementariedad del anticuerpo
desoxinucleotidos trifosfato

ditiotreitol

coeficiente de extinsion molar.
acido etilendiaminotetra-acético

eritromicina a una concentracion final de 15 pg/mi

intensidad de fluorescencia en presencia del apagador.
intensidad de fluorescencia en ausencia del apagador.
glicosilfosfatidilinositol

hora
medio minimo de esporulacion de hidrolizado de triptona caseina

constante de Stern-Volmer para el apagado de la fluorescencia.

constante de Stern-Volmer para el apagado dinamico de la
fluorescencia.

intensidad de maxima emision de la fluorescencia.

longitud de onda en la que se observa la maxima intensidad de
emision de la fluorescencia.

concentracion letal 50. Dosis de toxina administrada (en ng/cm?2 de
dieta) con la cual se observa una mortalidad de 50% de los insectos
durante un periodo de tiempo dado.

etilsulfonato de metanetiosulfonato

rendimiento cuantico de la fluorescencia
buffer de fosfatos

fosfatidilcolina

concentracion del apagador.
vesiculas unilamelares pequefias

toxinas formadoras de poro
fluoruro de fenilmetilsulfonilo
revoluciones por minuto

anticuerpo que mimetiza el sitio de union del Bt-R1 para las toxinas
CrylA

cinasa de polinucledtidos T4

Vi



RESUMEN

Las proteinas Cry de Bacillus thuringiensis son toxinas formadoras de poro con
actividad insecticida muy especifica. Estas toxinas se utilizan ampliamente como
biopesticidas para el control de poblaciones de insectos plaga en cultivos agricolas y en
el control de algunos mosquitos que son vectores de enfermedades humanas. Su
mecahismo de accidn involucra la unidn a diferentes receptores situados sobre la
membrana de las células del intestino medio de sus insectos blanco y la formacion de
oligdbmeros que se insertan en la membrana lipidica, formando poros que rompen el
equilibrio osmédtico y lisan a las células intestinales, matando al insecto por inanicién y
septicemia.

La determinacién de la estructura del poro que forman las toxinas Cry en la
membrana lipidica es importante para comprender mejor su mecanismo de accién. Una
hipétesis propone que la horquilla formada por las hélices a-4 y a-5 del dominio | de la
toxina Cry se inserta en la membrana, mientras que el resto de las hélices del dominio |
se extienden en la superficie de la bicapa, adoptando una conformacién similar a la de
una sombirilla. Sin embargo, una segunda hipétesis propone que los tres dominios de la
toxina se insertan dentro de la membrana sin llevar a cabo grandes cambios

conformacionales.

Para identificar a las regiones dentro de la estructura de la toxina insertada en la
membrana lipidica que permanecen expuestas al solvente acuoso, o bien, a aquellas que
se insertan dentro de la bicapa lipidica, en este trabajo construimos siete mutantes con
cisteina Unica de la toxina Cry1Ab, ubicadas en los tres dominios estructurales de la
toxina: T122C, V171C, G183C, §324C, S364C, K490C y N547C. Todas conservaron su
toxicidad hacia larvas de Manduca sexta. Posteriormente, marcamos a las mutantes en el
residuo de cisteina con fluoréforos que muestran una diferente respuesta a la polaridad
del solvente (1,5-IAEDANS o Alexa Fluor-350), y realizamos ensayos de apagado
dindmico de la fluorescencia extrinseca de las toxinas en solucién e insertadas en la
membrana (en BBMV's elaboradas con membranas del intestino medio de larvas de
Manduca sexta), usando apagadores solubles en ambientes polares (ioduro de potasio o

acrilamida), o bien, un apagador acoplado a la membrana lipidica (16:0-5 Doxyl PC).

El analisis del apagado y de los cambios en la fluorescencia extrinseca de las
mutantes de la toxina Cry1Ab construidas, indica que los dominios Il y Il de la toxina
permanecen fuera de la membrana y solo una regién discreta del dominio | se inserta

dentro de la bicapa lipidica, apoyando el modelo de insercién de sombirilla.

vil



1. INTRODUCCION

El control de los insectos plaga en la industria agricola y de los insectos que son
vectores de enfermedades de importancia para los humanos se lleva a cabo
principalmente mediante el uso de insecticidas quimicos. Sin embargo, el uso de esos
pesticidas quimicos ha generado varios problemas secundarios, como la contaminacién
ambiental y el incremento en los efectos sobre la salud humana, causando enfermedades
como el cancer y varios desordenes en el sistema inmune. Otra de las desventajas que
muestran dichos insecticidas es la selecciéon de poblaciones de insectos resistentes
causado el surgimiento de plagas secundarias, y por otra parte, muestran un efecto téxico
sobre organismos no plaga ¢ benéficos para los ecosistemas [1]. Aungue los insecticidas
microbianos se han propuesto como sustitutos de los insecticidas quimicos, su uso es
limitado debido a que muchos microbios muestran un espectro de actividad reducido que
les permite matar solamente a ciertas especies de insectos. Por otra parte, presentan
poca persistencia en el ambiente y requieren de practicas de aplicacidén precisas, ya que
algunos de esos patégenos son especificos solamente para los estadios larvarios
tempranos de los insectos, o bien, son sensibles a la irradiacién de la luz solar

(principalmente a la luz UV) [2].

Entre los diferentes agentes de control biolégico, las bacterias patdégenas de
insectos han sido de las alternativas mas estudiadas. Alun cuando diversas bacterias
infectan y matan insectos, Bacillus thuringiensis (Bt) es la mas utilizada de manera
comercial y actualmente abarca aproximadamente el 2 % del mercado total de

insecticidas [3].

1.1. Bacillus thuringiensis y sus toxinas bioinsecticidas Cry

1.1.1. Caracteristicas generales de Bacillus thuringiensis

Clasificacién taxonémica de B. thuringiensis:

Reino: Eubacteria
Filum: Firmicutes
Clase: Bacilli

Orden: Bacilliales
Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus
Especie: B. thuringiensis

B. thuringiensis es una bacteria Gram-positiva, ubicua ya que se ha aislado de
diversos sistemas como el suelo, agua, hojas de plantas, insectos muertos y telarafias
[4]. Es aercbia estricta y estad relacionada morfolégicamente con Baciflus cereus y
Baciflus anthracis [5] (Fig. 1.1).



Flgura 1.1 Mlicrofotografia de una cepa de Bocifus rhuringlensls en milcrascoplo electrdnlen de
transmisldn, Se observa la espora ellptica [11y el cristal proteico parasporal con forma bigirarmidal [2).

Fresenta dos fases principales durante su ciclo de wida:

1) Fase de crecimiento vegetativo: |as bacterias se duplican por biparticion cada
20-90 minutos, dependiendo del medio de cultivo,

2) Fase de esporulacién: es una etapa de diferenciacion de bacteria a espora
gue consta de siete estadios v comienza cuando la bactera crece en un medio con una
cantidad limitada de nutrientes [6]. Durante esta fase, Bt produce cristales parasporales
dentro de la célula madre con propiedades insecticidas. Dichos cristales son de
naturaleza proteica (se estima gue hasta el 30 % de |la proteina celular puede estar
contenida en estas inclusiones) vy estan compuestos en su mayoria de una o mas
proteinas crstalinas (Cry) v citoliticas (Cyt), también llamadas G-endotoxinas.

1.1.2. Caracteristicas de las toxinas producidas por B. thuningiensis

Existen dos tipos de 8-endotoxinas: |as proteinas Cry y las proteinas Cyt (Fig.1.2).
Estas toxinas son altamente especificas hacia sus insectos blanco e inocuas para los
humanos, wertebrados v plartas. Se han encontrado &-endotoxinas activas contra
lepiddpteros (mariposas), coledpteros (escarabajos), dipteros (mosquitos), himenopteros
(hormigas), acaros, nematodos, gusanos planos y protozoarios [4]. Estas caractensticas,
aunadas al hecho de gue son hiodegradables, hacen gue Bt constituya una alternativa
viable para el control de insectos plaga en la agrcultura & de algunos vectores gue
transmiten enfermedades humanas de gran impartancia medica[7].



Figura 1.2. Estructura tridimensional de algunas proteinas insecticidas producidas por Bt A) toxing
Crylaa, B) toxing Cry3a, C) toxina CytB, D) toxing Wip2.

La definicion de proteinas CTry es cualguier proteina parasporal de Bt que muestre
un efecto toxico hacia algdn arganisma, verficable experimentalmente, o hien, cualguier
proteina gue muestre similitud significativa en la secuencia respecto a las proteinas Cry

conocidas[B].

Las proteinas Cyt denotan a las proteinas parasporales de Bt gue muestren
actividad hemolitica o hien, proteinas que presenten similitud significativa con la
secuencia de las proteinas Cyt conocidas [B]. Se ha reportado gue las proteinas Oyt
potencian singrgicamente la actividad de las prateinas Cry en las cepas de Bt gue matan
insectos dipteros. Ademas, abaten la resistencia mostrada por algunos mosguitos hacia
las toxinas Cryl1 v Cryd . Se ha reportado gue la toxing CytlAc puede funcionar comao

receptor para estas toxinas Cry dentro del intestino de los mosgquitos[3].

Las toxinas Cry vy Cyt de Bt pertenecen a una clase de toxinas bacterianas
conocidas comao toxinas formadoras de poro (TFF), las cuales no poseen gran similitud a
nivel de secuencia de aminoacidos, pero en cambio, muestran un mecanismao de accian
similar. Por lo general, las toxinas son secretadas como proteinas solubles al agua, se

unen a un receptor o lipidos especificos v sufren cambios conformacionales para poder



insertarse en las membranas celulares de su huésped y formar un poro [10]. Hay dos

grupos principales de TFP:

a) Las a-TFP: las cuales se insertan en la membrana formando un poro
transmembranal constituide por regiones de a-hélice altamente hidrofébicas.

Agrupan a toxinas como las colicinas, la exotoxina A y la toxina de la difteria [10].

b) Las B-TFP: las cuales se insertan dentro de la membrana mediante la formacién
de un B-barril compuesto por asas de laminas beta de cada monémero.
Comprenden toxinas como la aerolisina, a-toxina, a-hemelisina ¢ antrax, que
producen poros heptaméricos, y las toxinas dependientes de colesterol, como la
perftingolisina O [10].

Ademas de las O-endotoxinas, Bt ha desarrollado una serie de factores de
virulencia que le permiten infectar a sus organismos blanco con mayor eficiencia. Entre
estos factores de virulencia se encuentran: fosfolipasas [11], proteasas [12], quitinasas,
a-exotoxinas o exotoxinas termolabiles [13], las [-exotoxinas (téxicas para mamiferos , ya
que funcionan como analogos de ATP, compitiendo la unién de este ultimo a la RNA
polimerasa dependiente de DNA, e impidiendo la transcripciéon [14-16]), y las proteinas
VIP, que son proteinas insecticidas que se producen en la fase vegetativa del crecimiento
y son secretadas al medio extracelular [17]. Las proteinas VIP se han cristalizado y
contienen un dominio semejante al sitio active de proteinas con actividad de ribosilacion
de ADP (Fig. 1.2.D). Se propone que estos factores ayudan a la bacteria durante la
infeccién del insecto y en algunos casos se ha reportado que la mezcla esporas/cristales
mata mas eficientemente que los cristales por si solos.

1.1.3. Clasificacion y nomenclatura de las d-endotoxinas de Bt

Las toxinas Cry se clasifican por su secuencia primaria de aminoacidos. Se han
agrupado mas de 500 secuencias diferentes de genes cry en 69 grupos (Cry1-Cry69) [8,
18]. Cada grupo muestra diferentes especificidades hacia ciertos tipos de insectos y se
ha sugerido que la gran diversidad de los genes cry se generd, en parte, por la
coevolucion de dichos genes con las diferentes especies de insectos blanco. Esto sugiere
que en la naturaleza podria haber una distribucién de los genes cry directamente
relacionada con la distribucién de diferentes especies de insectos [19]. La lista

actualizada con los miembros de las toxinas Cry se puede encontrar en la siguiente

direccion de internet: http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/.

Las secuencias de genes cry han sido divididas en 4 familias de proteinas sin
relacion filogenética entre ellas, las cuales pueden tener diferentes modos de accién: la
familia de toxinas Cry de tres dominios (3D), la familia de toxinas Cry que matan a



mosquitos (Mtx), la familia de proteinas parecidas a las toxinas binarias (Bin) y la familia
de toxinas Cyt [2].

La familia de proteinas Cry de tres dominios es la mas grande. Esta formada de
por lo menos 40 grupos y mas de 200 secuencias genéticas diferentes. En la Figura 1.3
se muestra un filograma de identidad entre dichas proteinas. Las lineas verticales
representan los limites de identidad que marcan las diferentes categorias en la
nomenclatura. El nimero arabigo se designa con la primera fila que corresponde hasta
45 % de identidad. La segunda hilera cataloga a las proteinas con una letra mayuscula y
corresponde a identidades de 45 a 78 %. La tercera fila asigna una letra mintscula y
corresponde a identidades de 78 a 95 %. La ultima fila incluye un nimero arabigo al final

de la nomenclatura indicando mas del 95 % de identidad [8].

1.1.4. Estructura de las proteinas Cry de tres dominios

Los miembros de la familia de proteinas Cry de tres dominios comprenden el
grupo mas grande de proteinas Cry y son moléculas globulares que contienen tres
dominios estructurales unidos por enlaces sencillos. Una caracteristica particular de los
miembros de esta familia es la presencia de protoxinas con dos longitudes diferentes [20].
Un grupo mayoritario de protoxinas es de aproximadamente el doble de largo en
comparacion con el resto de las protoxinas (Fig. 1.4a). La extension C-terminal
encontrada en las protoxinas mas largas es dispensable para la toxicidad y se cree gue
juega un papel en la formacién de los cuerpos de inclusién cristalinos dentro de las
bacterias [20]. Esta region C-terminal es procesada por las proteasas del intestino de la
larva originando con esto a las toxinas de aproximadamente 60-70 kDa, en la mayoria de

las toxinas Cry de tres dominios.

La mayoria de las toxinas Cry tienen 5 bloques altamente conservados que se
localizan en las regiones de contacto entre los tres dominios o en regiones internas de los
dominios | y Ill [8], por lo que se ha propuesto que las toxinas Cry que contienen estas
regiones conservadas tienen estructuras tridimensionales y mecanismos de accidn
semejantes [20] (Fig. 1.4).

El dominio | de |a toxina se sitla hacia el lado N-terminal. Esta constituido por un
grupo de 7 a-hélices antiparalelas y anfipaticas, seis de las cuales forman un ramillete
que rodea a la hélice -5, la cual corresponde a la primera de las 5 regiones
conservadas. Exceptuando a las hélices al (~20 A), a2a (~14 A) y a2b (~ 21 A), las a-
hélices restantes tienen una longitud de mas de 30 A, por lo cual son de tamafio
suficiente para atravesar la membrana. Este dominio es responsable de la insercién en la

membrana y de la formacién del poro (Fig. 1.4b, 1.4c).
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Figura 1.3. Filograma de identidad entre las secuencias conocidas de genes Cry de tres dominios. Las
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Figura 1.4, Estructura primaria y terciaria de las toxinas Cry. a) Longitud relativa de algunas protoxinas
Cry en las cuales se sefialan los cinco blogues conservados, si es que los presentan [14, 20].

b) Estructura terciaria de la toxina CrylAa activada, mostrando los tres dominios estructurales. El
dominio | {en azul) esta involucrado en la insercidén en la membrana vy la formacion del poro. El dominio
Il (en verde) y el Il (en naranja-amarillo) participan en el reconocimiento del receptor y en la unién a la
membrana del insecto blanco [20]. ¢) Dominios funcionales de las toxinas Cry mostrados por separado.

El dominio Il es el menos conservado en secuencia y estructura terciaria entre las
toxinas Cry de 3 dominios. Esta formado por tres laminas p plegadas y por tres asas
expuestas. En las asas de estas laminas B se observa la mayor diferencia estructural y
éstas juegan un papel fundamental en la especificidad de la toxina [21], debido a gue
dichas asas interaccionan con el receptor localizado en las microvellosidades de las

células epiteliales del intestino medio [22] (Fig. 1.4b y 1.4¢).

El dominio lll esta formado por dos laminas [ plegadas antiparalelas. La lamina
exterior es accesible al solvente y la interior se encuentra de cara a los otros dominios
(Fig. 1.4b y 1.4c). Se ha propuesto que este dominio protege a la toxina de la accién



proteolitica de las enzimas digestivas [23] y que la interaccidn entre los dominios | y Il es
importante para la estabilidad e integridad de la protoxina [24]. También esta involucrado
en la especificidad de la toxina, ya que el intercambio del dominio Il entre diferentes
toxinas provoca cambios en su especificidad [25]. Ademas, dicho dominio muestra
similitudes estructurales con otras proteinas de unidén a carbohidratos como es el dominio
de la 14-B-glucanasa C, la galactosa oxidasa, la sialidasa, la B-glucoronidasa y el
dominio de unidn a los carbohidratos de la Xylanasa U y de la p-galactosidasa, sugiriendo
asi gque los motivos con carbohidratos pueden jugar un papel muy importante en el modo

de accion y unidn al receptor de las toxinas Cry de tres dominios [26].

Mediante la comparacién filogenética se ha sugerido que el dominio | y i
coevolucionaron, mientras que el dominio lll evolucioné de forma independiente [19].
Dicha evolucién independiente de los dominios estructurales y el intercambio del dominio
Ill entre diferentes toxinas ha generado proteinas con modos de accién similares pero

con especificidades diferentes [19, 20].

Hasta ahora se han resuelto por cristalografia de rayos X las estructuras terciarias
de siete diferentes proteinas Cry de tres dominios: Cry1Aa, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Bb,
CrydAa, Cry4Ba y Cry8Ea [24, 27-32]. Cuando se comparan sus secuencias, estas
toxinas sélo comparten aproximadamente un 10 % de identidad, sin embargo, la
estructura terciaria esta conservada, lo que sugiere que podrian tener mecanismos de

accién similares [33].

1.1.5. Mecanismo de accion de las proteinas Cry

El modo de accién de las toxinas Cry ha sido caracterizado principalmente en
lepidépteros. En estos insectos las toxinas Cry actian principalmente mediante Ia lisis de
las células epiteliales del intestino medio del insecto blanco, debido a la formacién de
poros en la membrana celular apical de las microvellosidades de las células del intestino
de la larva [7, 20, 34].

Por otra parte, se ha sugerido que la toxicidad puede estar relacionada con la
muerte celular mediada por cinasas de proteinas (pKA), la cual es iniciada después de la
unién de la toxina al receptor caderina [35]. Sin embargo, en nuestro laboratorio se ha
demostrado que esto no es del todo correcto, ya que existen toxinas Cry1A mutantes que
carecen de la hélice a-1, las cuales no requieren de la interaccién con el receptor
caderina para matar al insecto y que son capaces de formar poros oligoméricos en la
membrana celular del huésped. Ademas, estas mutantes son capaces de matar a
insectos resistentes a la toxina Cry, los cuales carecen del receptor caderina debido a

una mutacién en su genoma [36].



Un tercer modelo de accidn sugiere gue después de la disrupcion de la membrana
ocasionada por las toxinas Cry, se requiere de otras bacterias para causar la muerte del
insecto por septicemia [37].

El mecanismo de accién para las proteinas Cry se ha dividido en varios pasos
principales: solubilizacién del cristal, procesamiento de las protoxinas, unién en “ping
pong” a sus receptores [38, 39], formacién del preporo, insercién en la membrana lipidica,
formacién de poro y citélisis (Fig. 1.5).

Los sintomas que presentan las larvas de insectos susceptibles que ingieren los
cristales y esporas de Bt son: paralisis casi inmediata de la motilidad del intestino y
después de 1 o 2 dias la detencidon de la ingesta de alimento, vomito, diarrea, paralisis
total y finalmente la muerte por inanicién y septicemia [40].

Estudios histopatolégicos han mostrade que las células columnares del intestino
medio son las estructuras afectadas inicialmente y en particular, la microvellosidad apical,
la cual se destruye en su totalidad [41, 42]. Los efectos en el otro tipo de células de las
que esta constituido el intestino medio de los lepidépteros, las células caliciformes, son
mas lentos, pero en este caso también se ha observado citélisis [43, 44].

Mecanismo de accidon
de la toxina Cry1Ab
2 ,_:j ar wul A. thuringiensis
w3
caderina
APN N
Y ( 9.9 ¢
3 6 \ZJ - 8

Figura 1.5. Representacion esquematizada del modo de accion propuesto en nuestro laboratorio para
las toxinas CrylA. Una vez que la larva del insecto susceptible ingiere el cristal proteico, éste se
solubiliza en el ambiente alcalino y reductor del intestino de la larva, liberando a la protoxina con un
tamafio de 130 kDa {1). La protoxina es procesada por algunas proteasas especificas presentes en el
jugo gastrico del intestino del insecto, liberando el fragmento toxico de 60 kDa (2). La toxina se une con
baja afinidad (100 nM) a los receptores abundantes APN y ALP (3) situados sobre las microvellosidades
del epitelio intestinal y posteriormente se une con una mayor afinidad al receptor menos abundante
caderina (1 nM) {4). Esta unién favorece un cambio conformacional en la toxina, el corte proteclitico
de la hélice a-1 del dominio | de la toxina (4) y la formacién del cligémero prepdrico de ~250 kDa (5). El
oligémero adquiere una mayor afinidad de unién hacia los receptores APN o ALP {0.75 nM) situados en
las balsas lipidicas membranales {6). La union al segundo receptor ocasiona cambios conformacionales
en el oligdmero que facilitan su insercion en la membrana, la formacion del canal idnico litico vy la
disrupcion del potencial de membrana (7), ocasionando en Ultima instancia la muerte del insecto por
inanicién y septicemia (8). Modificado de [2].



1.1.5.1. Solubilizacion y procesamiento de las protoxinas Cry

Loz criztales producidos por Bt ze solubilizan & pH alcaling liberando a la protoxins
[45]. &demas, =2 requiere un medio ambiente redudor para romper los puentes disulfuro
gue zon shundantes en la mitad C-terminal de laz protei nas Cry de 130 kDa [46].

La mayor parte de laz proteinas Cry 2e producen como protoxings, que para ser
activaz deben zer procesadas por las proteazas del irtestino medio de oz insedos
liberando el fragmento tdxico resistente a laz proteazas.

Puede generalizarze gque el procesamiento tipico de las toxinas Cry =& da por el
corte de un péptido MN-terminal (25-30 residuos de aminoacidos en las tovinas Cryl &, 58
residuos para la Cryda v 49 para la Cry2&a) v de aproximadamente la mitad de |a
proteina restante en el lado C-terminal en el cazo de las protoxinas Cry mas largas. La
posicion del stio de procesamiento en el extremo C-terminal no es constante [47-49]. La
Figura 1.6 muestra una representacion esguem dtica de la estrudura de algunas
protoxinas Cry v sus sitios correspondientes de corte proteclitico.
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1.1.5.2. Union al rec eptor
Después de ser adivadas, las proteinas Cry == unen a sitios especificos
localizados en la microvellosidad apical de las células columnares del intestino medio de
laz larvas de insectos susceptibles. La unidn & estos sitioz ez muy espedfica v e una

etapa determinante en & toxicidad [21].

Loz estudios de competencia homaloga han mostrado que la dnética de unian de
laz toxinas Cry & las BEMY s de los insectos susceptibles es hifasica, compuesto de un
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paso reversible y otro irreversible [51, 52]. La interaccion inicial entre la toxina y su sitio
de unidn (unidén reversible) es necesaria para la toxicidad pero no es suficiente. Los
eventos posteriores tales como la unidn irreversible y la insercidn en la membrana

parecen estar mas correlacionados con la toxicidad.

Algunas mutaciones en la toxina afectan la etapa inicial de la interaccién con el
receptor {(unién reversible) produciendo proteinas con menor afinidad y con menor
toxicidad. Otras mutaciones causan cambios en la segunda etapa de la interacciéon con el

receptor (la unién irreversible) conduciendo también a una baja toxicidad [52, 53].

La mutagénesis del dominio |l ha generado toxinas con mejores parametros de
unidn que resultaron ser mas toxicas. Se ha determinado que las cuatro regiones
prominentes en esta interaccién en el dominio Il son: el asa de la a-hélice 8 y el asa 1
(entre P2 v p3), 2 (entre B6 ¥ B7) vy 3 (entre B10 y B11). El dominio Il también participa en
la determinacién de la especificidad y se ha visto que el intercambio del dominio Ill entre
diferentes toxinas puede generar un cambio en la especificidad de las toxinas hacia sus

insectos blanco.

Para la mayoria de las toxinas Cry1 estudiadas, se ha encontrado que las
moléculas a las que se unen con alta afinidad son glicoproteinas de entre 63 y 220 kDa
[53-57]. Se propone que la interaccién inicial es la existente entre la toxina y el
carbohidrato del receptor, mientras que la unién irreversible se asocia con una interaccion

proteina-proteina y la insercién en la membrana.

Algunas de las proteinas de unién descritas para las toxinas Cry1A en diferentes
insectos lepidépteros son: a) una proteina parecida a la caderina (CADR), b) una
aminopeptidasa-N (APN) anclada a glicosilfosfatidil inositol (GPIl), ¢) una fosfatasa
alcalina (ALP) anclada a GPI y d) un glicoconjugado de 270 kDa [58-61] (Fig. 1.7).

GalNAc
e mi el %
ADR HES
C GCR
o Bt-R1

Figura 1.7. Moléculas que funcionan como receptor de las proteinas CrylA [50]. CADR: receptor
caderina, APN: aminopeptidasa N, ALP: fosfatasa alcalina y GCR: receptor glicoconjugado de 270 kDa.
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El mecanismo de accidn de las toxinas Cry se ha descrito principalmente en
insectos lepiddpteros, utilizando como modelo de estudio a las larvas de Manduca sexta.
En este insecto se han reportado varias moléculas que funcionan como receptores para
las toxinas Cry1A, entre las cuales se tiene a una caderina (CADR, también conocida
como Bt-R1), una APN y una ALP (estas dos ultimas ancladas a GPI). Las caderinas son
proteinas transmembranales con un dominio citoplasmico y un dominio extracelular que
cuenta con varias repeticiones de caderina. El ectodominio contiene sitios de unién a
calcio, de interaccidn con la integrina y de unién a la caderina. Experimentos de unién en
tiempo real muestran que la afinidad de unidén de las toxinas monoméricas Cry1A con el
receptor Bt-R1 estd en orden de 1 nM[58, 62, 63], mientras que con la APN y ALP esta
en el orden de 100 nM [39, 63].

La interaccion de las toxinas Cry1A con el receptor Bt-R1 es muy compleja e
involucra por lo menos a tres epitopes de unién dentro de las dos moléculas. Usando una
libreria sintética de anticuerpos desplegados en fagos, se caracterizé el anticuerpo
scFv73 que une al asa 2 del dominio Il (asa (6 - B7) de las toxinas Cry1A [64, 65]. Dicho
anticuerpo inhibe la unién de las toxinas Cry1A hacia el Bt-R1 pero no asi hacia la APN.
El analisis de la secuencia de la regién CDR3H del scFv73 condujo a la identificacién de
un epitope de 8 aminoacidos en la repeticion CADR7 dentro del Bt-R1 {(ass HITDTNNK
876) el cual esta involucrado en la unién de la toxina con el asa 2 del dominio Il de las
toxinas Cry1A[64, 65]. Ademas, se ha identificado otro epitope de unién en la repeticién
CADR 11 dentro del Bt-R1 {1331 IPLPASILTVTV 1342) el cual interactia con el asa a8 del
dominio |l (asa a8a - a8b) y el asa 2 de la toxina Cry1Ab [66]. Finalmente, una tercera
regiéon involucrada en la interaccién con la toxina Cry1Ab se encuentra dentro de la
repeticion CADR 12 del Bt-R1 (residuos 1363-1464) [67].

Basados en el uso de anticuerpos monoclonales que compiten la unién de Cry1A
con la APN de Bombix mori, los epitopes interactuantes Cry1Aa-APN han sido
recientemente mapeados dentro de los residuos de la B16 del dominio Il (508 STLRVN
513) y de la p22 (582 VFTLSAHYV sag) [68].

Cabe destacar que el mecanismo mas frecuente de la resistencia hacia las toxinas

Cry involucra cambios en las regiones del receptor de unién a la toxina [69].

1.1.5.3. Formacion del oligomero preporo

Algunas toxinas TFP forman una estructura cligomérica antes de su insercién en
la membrana. En el caso de la toxina Cry1Ab, la unién de esta toxina al Bt-R1 de
M. sexta promueve un corte proteolitico adicional en el extremo N-terminal de la toxina,

eliminando a la hélice a-1 y facilitando la formacién de una estructura coligomérica pre-
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poro, la cual es importante para la insercién dentro de la membrana y para la toxicidad
[70, 71].

La incubacién in vitro de la protoxina Cry1Ab junto con el anticuerpo de cadena
simple scFv73, que mimetiza al receptor CADR, o con los peptidicos de unién a la toxina
del receptor Bt-R1 (repetidos CADR 7, CADR11 y CADR12), y el tratamiento con el jugo
gastrico de M. sexfa, dan como resultado preparaciones de toxina con la formacién de un
oligbmero de ~250 kDa que carece de la hélice a-1 del dominio | [66, 70]. Se ha reportado
que las estructuras oligoméricas de Cry1Ab y Cry1Ac incrementan su afinidad de unién
hacia el receptor APN en 100 a 200 veces en comparacion con el monémero, mostrando
una constante de disociacién aparente de 0.75 nM a 1 nM [66, 72]. El oligbmero en
contraste con el monémero de 60 kDa, es competente para su insercién en la membrana,
como se observd en experimentos basados en la medicién de la fluorescencia intrinseca
de los residuos de triptéfano de la toxina Cry1Ab, y también mediante el analisis de la

permeabilidad en membranas, usando bicapas lipidicas sintéticas planas [71].

La actividad de poro de la estructura oligomérica de la toxina Cry1Ab analizada en
bicapas lipidicas sintéticas reveld diferentes caracteristicas cinéticas en relaciéon a la

actividad de poro de la toxina monomérica Cry1Ab, como son:

1) Al utilizar preparaciones puras de toxina en su forma oligomérica se requirié de
una menor cantidad de toxina para observar la formacién de poro (hasta 20 veces
menos), en relacién a la gran cantidad de de toxina Cry1Ab monomérica necesaria para

observar la formacion de poro (>100 nM).

2) Las cinéticas fueron diferentes el oligdmero de la toxina Cry1Ab mostré
cahales estables que tienen una gran probabilidad de apertura en contraste con la toxina

monomeérica que muestra patrones inestables de apertura [71].

La formacién de estructuras oligoméricas Cry ha sido demostrada para las toxinas
Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ca, Cry1Da, Cry1Ea, Cry1Fa, Cry3, CrydBa y Cry11Aa [70, 71, 73].
En todos los casos, las muestras de toxinas Cry que contienen estructuras oligoméricas
se correlacionan con una gran actividad de poro, en contraste con las muestras
monomeéricas que muestran una actividad deficiente de formacion de poro, apoyando a la
hipétesis de que la formacién del oligémero es un paso necesario en el mecanismo de

accién de las toxinas Cry [50].

La estructura de la toxina Cry4Ba asociada a la membrana ha sido analizada por
microscopia de fuerza atémica (AFM, por sus siglas en ingles) y por cristalografia
electrénica. Los estudios de AFM indican que la toxina se inserta en la membrana
adoptando preferencialmente una estructura parecida a un poro con simetria tetraradial,
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sugiriendo que los tetrdmeros constituyen el estado preferencial de oligomerizacién de
esta toxina [74]. Sih embargo, las estructuras de proyeccidén calculadas a partir de los
analisis por cristalografia electrénica a una resolucién de 17 A de cristales en dos
dimensiones de la toxina Cry4Ba, muestran una organizacion de trimero [75]. De manera
similar, el analisis mediante AFM de la estructura de la toxina Cry1Aa insertada dentro de
membranas monocapa sugiere que los poros estan compuestos de cuatro subunidades
rodeando una depresién central de 1.5 nm de diametro [76], v los andlisis por
cristalografia electrénica de la toxina Cry1AbMod asociada a la membrana muestran gue

esta adopta una organizacién de trimero [77].

1.1.5.4. Insercion en la membrana

Se ha reportado que las toxinas Cry en forma de oligdmero se insertan en
microdominios de membrana conocidos como balsas lipidicas o “lipid rafts” y se ha
encontrado que la integridad de esos microdominios es esencial para la actividad de
formacién de poro in vifro de la toxina Cry1Ab [78]. El receptor Bt-R1 esta localizado
dentro de la membrana soluble, en contraste con los receptores APN y ALP, los cuales
estan unidos a la membrana mediante GPl y estan posicionados preferencialmente

dentro de las balsas lipidicas.

Otras toxinas formadoras de poro también interactlian con receptores localizados
dentro de las balsas lipidicas y se ha visto que dicha interaccién es un paso clave para la
oligomerizacién e insercidn dentro de la membrana de diversas TFP [79]. Se ha
propuesto gque algunas TFP pueden desplegarse parcialmente para facilitar la insercidn
en la membrana y la formacioén del canal. En el caso de las TFP que son activas contra
células de mamiferos, el desplegamiento es ocasionado por el pH acido presente en la
superficie membranal (que presenta un pH que puede ser hasta 2 unidades menor
respecto al pH extracelular) y dentro de los compartimentos acidicos membranales,

después de que se lleva a cabo la internalizacion celular de las toxinas [10].

El analisis de desplegamiento de estructura de las toxinas Cry1Ab a diferentes pH
demostrd que las toxinas Cry se despliegan parcialmente en pHs alcalinos y estan muy
compactas en pHs acidos [80]. Interesantemente los insectos lepiddpteros y dipteros
muestran un pH basico (de hasta 11 unidades) dentro del lumen del intestino medio [81].
Ademas, se ha reportado que existe un cambio conformacional después de la interaccién
del oligémero con la APN, el cual facilta la insercidn en la membrana [72]. En el
oligdmero insertado en la membrana, solo el dominio | esta protegido de la
desnaturalizacién por calor, sugiriendo que este puede estar insertado dentro de la
membrana en contraste con los dominios Il y Il que quedarian fuera de la membrana
[80].
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1.1.5.5. Citolisis
Se ha propuesto que las proteinas Cry causan la muerte de las células epiteliales

al inactivar el sistema que mantiene el gradiente de pH y por citdlisis osmédtica [82].

Las toxinas Cry aumentan la permeabilidad de la microvellosidad apical a
cationes, aniones, agua y moléculas de mayor tamafio. Esto causa a su vez que se
pierda la diferencia de potencial de membrana y la fuerza motriz que dirige la entrada de
aminoacidos al interior celular, la redistribucidén de los cationes entre el lumen intestinal y
el citoplasma, la alcalinizacién del citoplasma celular y finalmente la destruccién del
epitelio intestinal. Una vez que las células columnares y caliciformes se destruyen, las
esporas de Bf tienen acceso a la hemolinfa, medio en el que pueden proliferar [83]. La
consecuencia final de la destruccién del intestino medio y la proliferaciéon de bacterias en

la hemolinfa es la muerte de las larvas por inanicién y septicemia [83].
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1.2. Fluorescencia, marco tedrico

1.2.1. Conceptos basicos de fluorescencia

La fluorescencia es un proceso de emisién de luz, en el cual las moléculas se
excitan mediante la absorcion de radiacién electromagnética, pasando a un estado de
mayor energia. Posteriormente, las especies excitadas se relajan al estado fundamental,
liberando su exceso de energia en forma de fotones. Por lo general, la luz emitida tiene
una longitud de onda mas larga (menor energia), que la de la radiacién absorbida. Una
caracteristica importante de la fluorescencia es su alta sensibilidad de deteccién, la cual
con frecuencia es de uno a tres érdenes de magnitud mayor que la de la espectroscopia
de absorcion [84].

La fluorescencia tipicamente se produce a partir de moléculas aromaticas. En la

Figura 1.8 se muestran algunas sustancias fluorescentes (fluordforos).
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Figura 1.8. Estructura de algunos fluoréforos [84].

1.2.1.1. Diagrama de Jablonski

Los procesos que ocurren entre la absorcién energética y la emisién de la
fluorescencia a partir de una molécula, se ilustran por lo general en el diagrama de
Jablonski (nombrado asi en honor a Alexander Jablonski, padre de la espectroscopia de
fluorescencia). Estos diagramas son usados en una variedad de formas para ilustrar

varios de los procesos moleculares que pueden ocurrir en los estados excitados [85, 86].

En la Figura 1.9 se muestra el tipico diagrama de Jablonski. Los estados
singuletes basal, primero y segundo, son descritos por Sg, S1 y Sz, respectivamente. En
cada uno de esos niveles de energia electrénica los fluoréforos pueden existir en varios
subniveles de energia vibracional (representados por 0, 1, 2, etc). Las transiciones entre
los estados energéticos se muestran como lineas verticales para ilustrar la naturaleza

instantanea de la absorcion de la luz. Dichas transiciones ocurren en aproximadamente
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10"° 5, un tiempo demasiado corto para que haya un desplazamiento significativo del
hucleo (principio de Franck-Condon) [84].
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Figura 1.9. Diagrama de Jablonski [84]. S: estado singulete. T: estado triplete. hva y hvr: absorcion y
emision de energia enforma de fotones, respectivamente.

En base a la Figura anterior, se puede definir a la fluorescencia como la emisién

de la luz que se da a partir de los estados singulete excitados [84].
Después de la absorcidn de la luz, usualmente ocurren varios procesos:

- Un fluoréforo se excita para pasar a un nivel vibracional S1 o Sz (Fig. 1.9). En los
estados singuletes excitados, el electrén en el orbital excitado esta apareado, esto es,
que posee una orientacién de giro opuesto al segundo electrén en el orbital del estado
basal So [84].

- Por lo general, las moléculas en las fases condensadas se relajan de forma
rapida hacia el subnivel vibracional de menor energia de S¢. Este proceso se llama

conversion interna y generalmente ocurre dentro de 10-'2 s 0 menos [84].

- El tiempo de vida de un fluoréforo (1) es el tiempo promedio entre su excitacién y
su retorno al estado basal. Ya que los tiempos de vida de la fluorescencia son por lo
general de 108 s, la conversion interna generalmente se completa antes de la emision.
De esta forma, la emision de la fluorescencia se da a partir de un estado excitado

térmicamente equilibrado, que es el estado vibracional de menor energia de S1[84].

- El regreso al estado basal por lo general ocurre hacia el subnivel vibracional de
mayor energia de So, el cual posteriormente alcanza de forma rapida el equilibrio térmico
(en 102 s) para situarse en el subnivel vibracional de menor energia dentro de So (Fig.
1.9) [84].

Las moléculas en el estado S1 también pueden llevar a cabo una conversién en el
giro hacia el primer estado triplete T4. La emisién a partir de dicho estado (T1) se llama

fosforescencia, y generalmente esta desplazada hacia longitudes de onda mas largas (de
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menor energia) en relacién a las de la fluorescencia. La conversién de S1 a T+ se llama
cruce intersisternas. Ya que la transicién del estado T+ hacia el estado singulete basal es
poco probable, las constantes de velocidad para la emisidén a partir del estado triplete son

varios ordenes de magnitud mas pequeiios que los de la fluorescencia.

Las moléculas que contienen atomos pesados como el bromo y el iodo por lo
general son fosforescentes. Esto se debe a que dichos atomos facilitan el cruce
intersistemas y por lo tanto aumentan los rendimientos cuanticos de la fosforescencia
[84].

1.2.1.2. Caracteristicas de la emision de la fluorescencia

Los datos en espectroscopia de fluorescencia generalmente son presentados
como espectros de emisiéon. Un espectro de emisién de la fluorescencia es una grafica de
la intensidad de fluorescencia contra la longitud de onda (en nhandémetros) o bien, contra

el nimero de ondas (en cm -1) [84].

El fendmeno de fluorescencia muestra varias caracteristicas generales (aunque se
cohocen algunas excepciones, poco frecuentes), entre las cuales tenemos a las

siguientes:

Corrimiento de Stokes. Al examinar el diagrama de Jablonski (Fig. 1.9) se puede
observar que la energia de emisién de la fluocrescencia es tipicamente menor que la de
absorcion. Asi, la fluorescencia por lo general ocurre a menores energias, ¢ mayores
longitudes de onda (fendémeno conocido como corrimiento de Stokes). La pérdida
energética entre la excitaciéon y la emisién se observa de manera universal para las
moléculas fluorescentes en solucién. Una causa comun del corrimiento de Stokes es el
rapido decaimiento hacia el subnivel vibracional mas bajo de S. Ademas, los fluoréforos
por lo general decaen hacia los subniveles vibracionales mas altos de Sp (Fig. 1.9),
resultando en la pérdida adicional posterior de energia de excitacidn mediante
termalizacién del exceso de energia vibracional dentro del estado Sp. Aunado a esos
efectos, los fluordforos pueden mostrar corrimientos de Stokes adicionales debido a los
efectos del solvente, a las reacciones en el estado excitado, a la formacién de complejos

yfo a la transferencia de energia [84, 87] .

Regla de Kasha. Después de la excitacidén hacia niveles electrénicos y
vibracionales mayores, el exceso de energia se disipa rapidamente, dejando al fluoréforo
en el subnivel vibracional mas bajo de Si. Esta relajacion ocurre en 1072 s, y
probablemente resulta de la fuerte sobreposicién de numerosos estados con energias
muy similares. Debido a esta rapida relajacién, los espectros de emisién generalmente
son independientes de la longitud de onda de excitacién (regla de Kasha). Cabe destacar

que existen algunas excepciones, a dicha regla, como en el caso de algunos fluoréforos
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que presentan dos estados de ionizacidn, cada uno de los cuales posee diferentes
espectros de emision y excitacion. Ademas, se sabe que algunas moléculas pueden
emitir a partir del nivel Sz, aunque dicha emisién es rara y generalmente no se observa en

las moléculas biolégicas [84, 88].

Regla de espejo. Una consecuencia interesante de la emisién hacia los
subniveles vibracionales de mayor energia en el estado basal (So) es que el espectro de
emisiéon por lo general es una imagen en espejo del espectro de absorcion de la
transicidén Sp—S4. Esta similitud ocurre debido a que la excitacién electrénica no afecta
demasiado la geometria nuclear. De esta forma, el espacio entre los niveles energéticos
vibracionales del estado excitado es similar a los del estado basal y como resultado, las
estructuras vibracionales observadas en los espectros de absorcion y de emisién son
similares [84, 89].

Tiempo de vida y rendimiento cuantico de la fluorescencia: Son unas de las
caracteristicas mas importantes de un fluoréforo. El rendimiento cuantico es el nimero de
fotones emitidos en relacién al numero de fotones absorbidos. Las sustancias con los
rendimientos cuanticos mas grandes, cercanas a la unidad, como las rodaminas,
muestran las emisiones mas brillantes. El tiempo de vida también es importante, ya que
determina el tiempo promedio en el que el fluoréforo permanece en el estado excitado y
es el tiempo disponible para que el fluoréforo interactle con otras moléculas o difunda en
su ambiente, y de esta forma proporcione la consiguiente informacién con su emision
[84].

1.2.2. Fluoréforos

Los fluoréforos se pueden dividir en dos grupos principales, intrinsecos y
extrinsecos. Los intrinsecos son aquellos que se encuentran de manera natural en la
muestra. Estos incluyen a los aminoacidos aromaticos, al NADH, las flavinas, los
derivados del pirroxidil, etc. Los fluoréforos extrinsecos son agregados a la muestra para
proveer de fluorescencia cuando no existe, o para cambiar las propiedades espectrales
de la muestra. Los fluoréforos extrinsecos incluyen al dansilo, a la fluoresceina, la

rodamina, etc [84].

1.2.2.1. Fluoroéforos intrinsecos

La fluorescencia intrinseca de las proteinas se debe a los aminoacidos aromaticos
como el triptéfano, la tirosina y la fenilalanina (Fig. 1.10) [90-92]. Los grupos indol de los
triptéfanos son la fuente dominante de absorbancia de luz UV y de la emisién de las
proteinas. La tirosina tiene un rendimiento cuantico similar al triptéfano (Tabla 1.1), pero
su espectro de emision esta distribuido de forma mas estrecha en la escala de longitudes
de onda (Fig. 1.11). Esto da la impresidn de un mayor rendimiento cuantico para la
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tirosina. En las proteinas nativas la emisidn de la tirosina se encuentra a menudo
apagada, lo gque se puede deber a su interaccién con la cadena peptidica o a una
trasferencia de energia hacia el triptéfano. La desnaturalizacién de las proteinas
frecuentemente origina un incremento en la emisién de la tirosina. De forma similar a
como sucede para el caso del fenol, el Pka de la tirosina disminuye dramaticamente
después de su excitacién, favoreciendo que ocurra la ionizacion del estado excitado. La
emision de la fenilalanina se observa solo cuando la muestra proteica carece de residuos

de triptéfano y de tirosina, lo cual ocurre raramente [84].
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Figura 1.10. Algunos fluoréforos intrinsecos y bioguimicos. R representa a un hidrégeno en el NADH, y
a un grupo fosfato en el NADPH [84].

Tabla 1.1. Parametros de fluorescencia de los aminoacidos aromaticos en agua, a pH neutro [90]

Aex (NM) Aem (NM) Ancho de banda | Rendimiento | Tiempo de vida

Aminoacido (nm) cuantico (ns)

Fenilalanina 260 282 - 0.02 6.8

Tirosina 275 304 34 0.14 3.6
Triptéfano 295 353 60 0.13 3.1 (media)

20



8 ml0
S \TYR
x103 e \
[1}] /
6l TRP g [
— ‘ (=] f \ TRP
' L = |
E 4+ fl 005'
7 . -
= | B
= PHE
o 2L\ TYR @ ‘«
\ -\ 8
0 e PHE | N\ | £ o .
220 240 260 280 300 320 250 300 350 400
longitud de onda (nm) longitud de onda (nm)

Figura 1.11. Espectros de absorcion y de emision de los aminoacidos fluorescentes en agua, a pH 7.
€ : coeficiente de extincion molar [84].

La emisién del triptéfano es altamente sensible a su ambiente local, por lo gue
comuinmente se utiliza como un grupo reportero de los cambios conformacionales de las
proteinas. Los cambios en el espectro de emisidon de la proteina reflejan el promedio de la
exposicion de los residuos de triptéfano a la fase acuosa. Los tiempos de vida media de
los residuos de triptéfano van de 1 a 6 ns y su fluorescencia es susceptible a ser apagada
por ioduro, acrilamida y por puentes disulfuro muy cercanos. Los residuos de triptéfano
también pueden ser apagados por grupos deficientes de electrones muy cercanos como
el -NHs* -CO:zH, vy residuos protonados de histidina. La presencia de multiples residuos
de triptéfano en las proteinas, cada uno en un ambiente diferente, es una de las causas

del decaimiento multiexponencial en su intensidad de fluorescencia [84].

1.2.2.2. Fluoréforos extrinsecos

Por lo general, las moléculas de interés no son fluorescentes, o bien, la
fluorescencia intrinseca no es adecuada para la condicidn experimental deseada. Por
ejemplo, el DNA y los lipidos estan esencialmente desprovistos de fluorescencia
intrinseca. En aquellos casos se puede obtener una fluorescencia significativa marcando
a la molécula con sondas utiles. Para el caso de las proteinas, por lo general es deseable
marcarlas con croméforos con longitudes de onda de excitacion y de emisién mayores a
las de los aminoacidos aromaticos, de tal forma que posteriormente, la proteina marcada

puede ser estudiada en presencia de otras proteinas no marcadas [34].
Reactivos para el marcaje de proteinas

Actualmente se dispone de un gran numero de fluoréforos para el marcaje
covalente y no covalente de las proteinas [93]. Las marcas covalentes pueden tener una
variedad de grupos reactivos para su reaccién con aminas, sulfidrilos o bien, con las
cadenas laterales de las histidinas. Se cuenta con una gran variedad de derivados

reactivos, incluyendo iodoacetamidas, isotiocianatos, y maleimidas. Las iodoacetamidas y
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maleimidas se usan para el marcaje de los grupos sulfidrilos, mientras que los
isotiocianatos, N-hidroxisuccinimida y los cloruros sulfonados se usan para el marcaje de

aminas [94].

Las principales caracteristicas a tomar en cuenta para la seleccién de las marcas
fluorescentes son que posea un gran rendimiento cuantico, coeficiente de extincién y
fotoestabilidad [84].

1.2.2.3. Fotoestabilidad de los fluoroforos

Al ser sometidos a una iluminacién continua, la mayoria de los fluordforos
muestran un fotoblanqueo, especialmente cuando se usan para microscopia de
fluorescencia, en donde las intensidades de luz son muy altas [84]. En la Figura 1.12 se

muestra una comparacién en la fotoestabilidad de algunos fluoréforos.
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Figura 1.12. Comparacion de la fotoestabilidad de anticuerpos marcados sobre cortes fijados de
tejidos celulares. Las intensidades fueron medidas usando un microscopio de fluorescencia [93].

1.2.3. Efectos del solvente y del ambiente
La polaridad del solvente y el ambiente local influyen en las propiedades del
espectro de emision de los fluordforos. Los efectos de la polaridad del solvente son una

de las causas mas importantes del corrimiento de Stokes [84].

1.2.3.1. Efectos de la polaridad del solvente

La emisién de los fluoréforos generalmente ocurre a longitudes de onda mayores
a aquellas en las que se lleva a cabo la absorcidén. Esta pérdida de energia se debe a una
variedad de procesos dinamicos que ocurren después de la absorcién de la luz. Cuando
el fluoréforo absorbe energia, pasa hacia un estado excitado de mayor energia, por lo

general hacia un subnivel vibracional dentro del estado singulete Sq. Si el fluoréforo
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excitado alcanza el segundo estado singulete (S2), decae en aproximadamente 10-12
segundos hacia el estado S4, debido a la conversién interna, y el exceso de energia
vibracional se disipa hacia el solvente. Posteriormente, los efectos del solvente
disminuyen aun mas los niveles de la energia de emisién del fluoréforo, debido a que las

moléculas polares del solvente estabilizan al estado excitado (Fig. 1.13) [84].
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Figura 1.13. Diagrama de Jablonski para el efecto del solvente en la fluorescencia [84]. pG y pE:
momento dipolar del fluoréforo en el estado basal y excitado, respectivamente. hva y hvr: absorcion y
emision de energia en forma de fotones, respectivamente.

Tipicamente, el fluoréforo presenta un mayor momento dipolar en el estado
excitado (ME), que en el estado basal (UG). Después de la excitacion, los dipolos del
solvente pueden reorientarse o relajarse alrededor de PE, bajando con esto la energia del
estado excitado. Conforme se incrementa la polaridad del solvente, este efecto aumenta,
resultando en la emisién a longitudes de onda mayores y de menor energia (Fig. 1.13).
De manera general, los fluoréforos que son moléculas polares muestran una gran
sensibilidad a la polaridad del solvente. Los que son moléculas no polares, como los
hidrocarburos aromaticos no substituidos, presentan una menor sensibilidad a la

polaridad del solvente [84].

Los tiempos de vida de la fluorescencia (1-10 ns) usualmente son mayores que el
tiempo requerido para la relajacién del solvente. Para los solventes fluides a temperatura
ambiente, la relajacion del solvente ocurre entre 10 a 100 ps. Por esta razén, el espectro
de emisién de los fluoréforos es representativo del estado de relajacién del solvente. Por
otra parte, el espectro de absorcién es mucho menos sensible a la polaridad del solvente,
debido a que la absorcién de la luz ocurre en aproximadamente entre 10-'° segundos, un
tiempo demasiado corto para el movimiento de las moléculas del sclvente o del
fluoréforo. Asi, el espectro de absorcién es menos sensible a la polaridad del solvente
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debido a que la molécula esta expuesta al mismo ambiente local en los estados basal y
excitado [84].

La polaridad del solvente puede tener un efecto drastico en el espectro de
emisién. En la Figura 1.14 se muestra el espectro de emisién del 4-dimetilamino-4-
nitrostilbeno (DNS) en solventes de polaridad creciente. Se puede ver el cambio de

Amax em de 450 nm en hexano, a 600 nm en acetato de etilo, y a 700 nm en n-butanol
[84].

- absorcion fluorescencia
Py [
E 0N \\Bu Bu g
- ! N
[} ; =
) [
E ' \ E
21/ \ S
= /!
© / S
5 / @
/ E
a
@ / o
1 3 4 i 1
400 500 600 700

longitud de onda (nm)

Figura 1.14. Espectro de emision del DNS en solventes de polaridad creciente. H, hexano; CH,
ciclohexano; T, tolueno; EA, acetato de etilo; Bu, n-butanol [84].

El estudio de los efectos del solvente se puede utilizar para determinar la
polaridad del sitio al cual se une un fluoréforo dentro de alguna macromolécula. Esto se
realiza mediante la medicién de los espectros de emisién y/o los rendimientos cuanticos
del fluoréforo unido a la macromolécula, y su comparacion con los espectros de emisiéon y

el rendimiento cuantico del fluoréforo disuelto en varios solventes con diferentes
polaridades [84].

1.2.4. Apagado de la fluorescencia

El apagado de la fluorescencia se refiere a cualquier proceso que disminuye la
intensidad de la fluorescencia de una muestra. Una variedad de interacciones
moleculares pueden dar lugar al apagado, entre las que se incluyen las reacciones en el
estado excitado, los rearreglos moleculares, la transferencia de energia, la formacion de
complejos en el estado basal, y el apagado colisional [84]. Adicionalmente, se puede
llegar a observar un apagado aparente debido a las propiedades épticas de la muestra,
por ejemplo, las densidades opticas altas o la turbidéz pueden originar una disminucién
en la intensidad de la fluorescencia. Este ultimo tipo trivial de apagado provee de poca
informacién molecular [84].
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En base a las interacciones moleculares que lo originan, hay dos tipos de
apagado de la fluorescencia: 1) el apagado dinamico o colisional y 2) el apagado estatico.
Para que ambos sucedan se requiere que haya un contacto molecular entre el fluoréforo
y el apagador. En el caso del apagado colisional, el apagador debe difundir hacia el
fluoréforo durante el tiempo de vida del estado excitado y al entrar en contacto, el
fluoréforo regresa hacia el estado basal, sin la emisién de fotones. Para el caso del
apagado estatico se requiere de la formacidn de un complejo no fluorescente entre el
apagador y el fluoréforo en el estado basal. Por lo general, el apagado ocurre sin ningtin

cambio permanente en las moléculas, es decir, sin fotorreaccidn alguna [84].

El requerimiento del contacto molecular para que suceda el apagado nos brinda
humerosas aplicaciones. Asi, las mediciones del apagado pueden revelar la accesibilidad
de los fluoréforos a los apagadores. Por ejemplo, para el caso de un fluordforo unido a
una proteina © a una membrana: si la proteina o la membrana es impermeable al
apagador, y el fluoréforo se localiza en el interior de la macromolécula, no se podra
realizar el apagado colisional, ni el estatico. Por esta razén, los estudios de apagado se
pueden usar para revelar la localizacién de los fluoréforos en las proteinas 0 membranas,

asi como la permeabilidad de los apagadores hacia ellos [84].

El apagado de la fluorescencia también se puede usar para obtener el coeficiente
de difusién de los apagadores a distancias moderadamente largas, en comparacién con
el tamafo de las proteinas y de las membranas. Esto difiere con el fenémeno de
relajacién del solvente, en el cual los cambios en el espectro de emisién se deben
principalmente a la reorientacién de la capa de moléculas del solvente inmediatamente

adyacente al fluoroforo [84].

1.2.4.1. Apagadores de la fluorescencia y algunos mecanismos de apagado

Una amplia variedad de sustancias pueden actuar como apagadores de la
fluorescencia. Uno de los apagadores colisionales mejor conocidos es el oxigenho
molecular, el cual es capaz de apagar a casi todos los fluordforos [95]. De esta forma,
dependiendo de la muestra que sea el objeto de investigacion, generalmente es
hecesario eliminar el oxigeno disuelto para poder obtener mediciones confiables de los
rendimientos de la fluorescencia o de los tiempos de vida. El mecanismo mas probable
por el cual el oxigeno realiza el apagado es que el oxigeno paramagnético ocasiona que
el fluoréforo lleve a cabo un cruce intersistemas hacia el estado triplete. En soluciones
fluidas, los tripletes (de vida larga) se apagan por completo, de tal manera que nho se

observa fosforescencia [84].

Las aminas aromaticas y alifaticas también son apagadores efectivos de muchos
hidrocarburos aromaticos no sustituidos. Por ejemplo, la dietilanilina apaga efectivamente
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la fluorescencia del antraceno mediante la formacién de un complejo de transferencia de
carga en el estado excitado, de forma tal que el alntraceno en el estado excitado acepta
un electrén de la amina [96]. En solventes no polares la fluorescencia del complejo de
transferencia de carga en el estado excitado (exciplex) se observa frecuentemente, y uno
puede considerar este proceso como una reaccidn en el estado excitado mas que
apagado. Por otra parte, en solventes polares, la emisiéon del exciplex a menudo se
apaga, de tal forma que la interaccién entre el fluoréforo y la amina parece ser la de un

apagado simple.

Al usar atomos pesados como el ioduro y el bromuro se observa ofro tipo de
apagado, el cual se puede originar debido al cruce intersistemas hacia un estado triplete
excitado, promovido por el acoplamiento 6rbita-giro del fluoréforo excitado y del haldgeno
[97]. Posteriormente, ya que la emisién a partir del estado triplete es muy lenta, la emisién
del triplete es apagada por otros procesos. Probablemente el mecanismo de apagado es
diferente para las sustancias que contienen cloro. El indol, el carbazol y sus derivados
son sensibles Unicamente al apagado por hidrocarburos clorados y por secuestradores de
electrones [98], como los protones, la histidina, la cisteina, el NO*, el fumarato, Cu?*,
Pb2*, Cd?*, y Mn?*, El apagado por esas sustancias probablemente involucra la donacion
de un electrén del fluoréforo hacia el apagador. Ademas, el indol, el triptéfano y sus
derivados son apagados por acrilamida, succimidina, dicloroacetamida, dimetilformamida,
hidrocloruro de piridinio, imidazol, acido clorhidrico, metionina, Eu3*, Ag*, y Cs*. Los
apagadores de la fluorescencia de las proteinas se han resumido en diferentes revisiones
[99-101]. Asi, actualmente se cuenta con una gran variedad de apagadores para realizar
estudios de apagado de flucrescencia de las proteinas, especialmente para determinar la
accesibilidad al solvente de los residuos de triptéfano y la permeabilidad de los

apagadores a las proteinas.

La realizacion del apagado depende de las propiedades quimicas del fluoréforo y
el apagador. Gracias a que una gran variedad de sustancias pueden actuar como
apagadores de la fluorescencia, frecuentemente uno puede escoger entre diferentes
combinaciones de fluoréforo-apagador, dependiendo del problema experimental. Es
importante hacer notar que no todos los fluoréforos se apagan con las sustancias
mencionadas. Este hecho, ocasionalmente permite el apagado selectivo de un cierto
fluoréforo [84].

1.2.4.2. Teoria del apagado colisional
El apagado colisional de la fluorescencia estd descrito por la ecuacién de Stern-

Volmer:

Fo/F=1+K,T0[Q] =1+ Kp [Q]
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En esta ecuacién, Fo y F son las intensidades de fluorescencia en ausencia y
presencia del apagador, respectivamente; Kq es la constante de apagado bimolecular; To
es el tiempo de vida del fluordéforo en ausencia del apagador, y [Q] es la concentracion
del apagador. La constante de apagado de Stern-Volmer esta dada por Kp = Kq To. Si se
sabe que el apagado es dinamico, la constante de Stern-Volmer puede ser representada

por Kp. De otra forma, esta constante debe ser descrita como Ksv [84].

El apagado colisional se ilustra en el diagrama modificado de Jablonski de la
Figura 1.15.
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Figura 1.15. Diagrama de Jablonski representando el apagado colisional. El término Zki se usa para
representar las vias de decaimiento no radiativo hacia el estado basal, ademas del apagado y el FRET.
I: velocidad de decaimiento radiativo. hva y hvr: absorcion y emision de energia en forma de fotones,
respectivamente. kq = constante de apagado bimolecular [84].

Los datos de apagado son usualmente presentados como graficos de Fo/F contra
la [Q]. Esto se debe a que se espera que Fo/F sea linealmente dependiente de la
concentraciéon de apagador. Una grafica de Fo/F contra [Q] produce un intercepto de uno
sobre el eje "y", y una pendiente igual a la constante de apagado de Stern-Volmer (Kp,
Figura 1.16). Es necesario hacer notar que Kp™' es la concentracién de apagador a la cual
Fo/F = 2, 0 bien, a la cual se apaga el 50 % de la intensidad de fluorescencia. Una curva
lineal de Stern-Volmer generalmente indica que solo existe una clase de fluoréforos,
todos ellos accesibles al apagador. Si se encuentran presentes dos poblaciones de
fluoréforos, v una clase de ellos no esta accesible al pagador, entonces las curvas de
Stern-Volmer se desvian de la linearidad hacia el eje x. Esto frecuentemente se observa
para el apagado de la fluorescencia de los friptéfanos presentes en las proteinas,
utilizando apagadores cargados o polares, los cuales no son capaces de penetrar al
interior hidrofébico de las proteinas, y solo los residucs de ftriptéfano situados en la

superficie de la proteina son apagados [84].
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Es importante resaltar que la observacién de una curva lineal de Stern-Volmer no
hecesariamente prueba gue haya ocurrido el apagado colisional, ya que el apagado
estatico también produce curvas lineales de Stern-Volmer. El apagado dinamico y el
estatico se pueden diferenciar por su distinta dependencia a la temperatura y viscosidad,
y también por mediciones de la vida media de los fluoréforos. Las temperaturas mas altas
favorecen gue la difusidén ocurra de forma mas rapida y con ello, un aumento del apagado
colisional (Fig. 1.16). Por otra parte, un aumento en la temperatura generalmente
ocasiona que los complejos unidos débilmente se disocien, y de esta manera gue
disminuya el apagado estatico (Figura 1.16) [84].

Apagado colisional Apagado estatico
) ‘+ @ =(FQ)"
() |7=7 /ko[ol 7=T'  sin emision
Ko, hy K 4
v $*Q B 20 F-Q
mayor
I ,/=Iemperatura - . »
t | K . pendiente= k mayor
T ’ wl /" temperatura
- K ’ o Pig
L ,f LLO i _- -
& E r 4 / i - -
Tag e ,’ pendiente= kqto,=ko - -
1f ] ra o
0 L L i ' ] | 1 1 O | A 1 ) | | L L L
(@] [Q]

Figura 1.16. Comparacion del apagado dinamico y estatico [84]. F y F*: fluoréforo en el estado basaly
excitado, respectivamente. Q: apagador. f(t): funcidon de excitacidon constante. y: velocidad de
decaimiento en ausencia del apagador. Fy y F: Intensidad de fluorescencia en ausencia y presencia del
apagador, respectivamente. Toy T: tlempo de vida del fluoréfore en el estado excitado en ausencia y
presencia del apagador, respectivamente. K4 constante de apagado bimolecular. Ko: constante de
Stern-Volmer de apagado dindmico.

Cabe sefialar que, dependiendo de las propiedades de los apagadores utilizados
(como el tamafio, carga, etc.), el grado de apagado puede verse afectado por las
caracteristicas del ambiente gue rodea al fluoréforo. Por ejemplo, se ha observado que la
unidn de los fluordforos a ciertas zonas de las proteinas puede ocasionar una
disminucion diferencial en el apagado colisional con apagadores disueltos en solventes
polares, dependiendo de la exposicién de la zona de la proteina al solvente y de las
cargas de los residuos de aminodcidos cercanos. La carga electrénica de los apagadores
también puede tener un efecto dramatico sobre el grado de apagado. Se puede esperar
gue estos efectos se presenten en los apagadores con carga como el ioduro, y que no se

observen en apagadores neutrales como la acrilamida y el oxigeno [84].
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2. ANTECEDENTES PARTICULARES

2.1. Modelos de insercién en la membrana de la toxina Cry1Ab
de B. thuringiensis

Se han propuesto tres modelos posibles para la insercién de las toxinas Cry en la

membrana (Fig. 2.1):

1) El modelo del abrecartas propone que las hélices a-5 y a-6 se insertan en la
membrana como consecuencia de un cambio conformacional disparado por el receptor,
sin mayor participacién de las hélices y dominios restantes [46].

2) El modelo de sombrilla plantea gque, después de la unién con el receptor, la
regién de la toxina compuesta por las hélices a4- a5 se inserta en la membrana, mientras
que el resto de las hélices se aplanan sobre la superficie de la bicapa lipidica exponiendo

hacia ella su cara hidrofébica, quedando la molécula en forma de sombrilla [46, 102-105].

En un reporte previo, en el cual se formaron puentes disulfuro de manera artificial
dentro de algunas hélices del dominio | de la toxina Cry1Aa, se observé que las hélices
ad y a5 necesitan conservar cierta flexibilidad en su estructura para la insercién y
formacién eficiente del poro de la toxina en la membrana lipidica [106]. En este mismo
estudio se demostré que un prerrequisito para la formacién del poro es la separacidn del
dominio | del resto de la molécula, ya que una mutante con un puente disulfuro en la

interface del dominio -1l fue incapaz de formar poros en su estado oxidado [108].

Otro dato que refuerza el modelo de sombrilla se obtuvo con la mutante no téxica
D136C (ubicada en la hélice a-4 de la toxina Cry1Aa), que perdidé la capacidad de
formacién de poro, y en la cual se demostré que si se reconstituye la carga negativa de
este residuo utilizando efilsulfonato de metanetiosulfonato (MTSES por sus siglas en
inglés, el cual es un compuesto con carga negativa que reacciona con el grupo tiol
presente en la cisteina confiriéndole una carga negativa), se restaura la capacidad de
dicha mutante para formar poros en membranas lipidicas artificiales [104]. Este dato,
junto con los obtenidos mediante una serie de experimentos de mutagénesis de los
aminoacidos de la hélice a-4 de la toxina Cry1Aa, sugieren que la cara hidrofilica de la
hélice a-4 se sitlia hacia el lumen del poro formado por la toxina y podria jugar un papel

importante en el paso de los iones a través de dicho poro [105, 107].
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Figura 2.1. Modelos de insercidn de la toxina Cry1Ab en la membrana. Mcodificade de [46, 108].

3) Finalmente, el modelo de dragdn sugiere que la mayor parte de la toxina (a
excepcion de la hélice a-1 y las laminas p1-5 del dominio Il) se inserta dentro de la

membrana adoptando una conformacion extendida a lo largo de dicha membrana [108].

Recientemente, mediante experimentos basados en el marcaje de las toxinas
Cry1Aa y Cry1Ab con 1,5-|AEDANS (fluoréforo sensible a la polaridad del ambiente) vy el
seguimiento de los cambios en la fluorescencia extrinseca durante la insercion de la
toxina en la membrana lipidica, otro grupo ha sugerido que todos los dominios de la
toxina se insertan en la membrana [109].

Por ofra parte, en nuestro laboratorio tambien se han analizado los cambios
conformacionales que presenta la toxina Cry1Ab durante su insercion en la membrana,

mediante el uso de diferentes técnhicas como:

1) Medicion y apagado de la fluorescencia intrinseca del monomero y oligomero
de la toxina Cry1Ab [71].

2) Ensayos de susceptibilidad de los diferentes dominios del oligomero de la
toxina Cry1Ab insertada en membranas lipidicas, a la desnaturalizacion por temperatura

0 por agentes cactropicos como la urea [80] y ensayos de susceptibilidad a la
degradacion por proteasas.

3) Mutagénesis sitio dirigida dentro del dominio | de la toxina Cry1Ab [110, 111].
4) Técnicas de electrofisiologia y medicion de la conductancia del mondmero y del

oligémero de la toxina Cry1Ab sobre bicapas lipidicas sintéticas planas [71].
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Dentro de dichos estudios, en 2004, Rausell, ef a/, midieron la fluorescencia
intrinseca de la toxina Cry1Ab (dada por los 9 triptéfanos que posee la toxina, siete
localizados en el dominio | y dos en el dominio I} y realizaron ensayos de apagado de
dicha fluorescencia, utilizando apagadores solubles en solventes polares, como el ioduro
de potasio (Kl), o bien, apagadores acoplados a lipidos de la membrana (lipidos
brominados) [71]. En dicho trabajo, se utilizé la toxina Cry1Ab en sus formas de a)
monoémero en solucién, b) oligdmero en solucion, y c) oligdmero insertado en membrana,
y se reportd que la toxina monomérica en solucién muestra un 54 % de Trp expuestos al
solvente, mientras que en el oligdmero de la toxina en solucién solo el 27 % de los
triptéfanos estan expuestos al solvente, indicando que algunos de los Trp se sitdan en los
contactos proteina-proteina dados entre los mondmeros de la toxina oligomérica. Por el
contrario, se observo que cuando el oligdmero se inserta en la membrana, ningun Trp
queda expuesto al solvente, indicando que la mayoria de dichos residuos se situaron
preferencialmente en la interface lipido-agua, ya sea cerca de la cabeza polar de los
lipidos de fosfatidilcolina, o bien, cerca de la posicidén del carbono 6 y 7 del acido graso.
En este mismo estudio, mediante el analisis de las conductancias que muestra la toxina
insertada en bicapas lipidicas, se demostré que el oligdbmero, a diferencia del monémero,
es capaz de interactuar eficientemente con las membranas lipidicas y formar poros con
conductancias estables, ya que mas del 90 % de la estructura oligomérica se inserté en la
membrana lipidica, en contraste con la estructura monomérica en la cual sélo el 5 % lo

hizo, formando poros con conductancias inestables (Fig. 2.2) [71].
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Figura 2.2. Ensayos de medicién de las corrientes iénicas sobre bicapas lipidicas planas, inducidas por
preparacicnes de monémero u oligémero la toxina CrylAb [71]. El mondmero induce corrientes
macroscopicas con transiciones muy inestables mostrando multiples canales o estados de
subconductancia (A), por el contrario, el oligémero forma canales estables (B).

De los analisis anteriores, en conjunto con la observacién de que algunas
mutantes dentro la hélice -3 del dominio | de la toxina Cry1Ab (R99E y Y107E) pierden
la capacidad para formar estructuras oligoméricas y la toxicidad hacia las larvas de

M. sexta [110], en nuestro laboratorio se ha propuesto un modelo general para la

31



insercién de la toxina en la membrana lipidica. En dicho modelo, la formacién del
oligomero de la toxina se da por la interaccidn de las hélices a del dominio |,
posteriormente, el pH alcalino presente en el intestino de las larvas de lepidépteros,
favorece que la toxina oligomérica adopte una estructura mas flexible ("molten globule
state”), la cual es capaz de formar un poro en la membrana celular mediante la insercién
de al menos una parte del dominio | en la bicapa, quedando los dominios |l y Ill fuera de
dicha membrana (Fig. 2.3). Sin embargo, alin quedan muchas incégnitas respecto al
posicionamiento de los diferentes dominios de la toxina Cry1Ab en la estructura de la
toxina insertada en la membrana lipidica y faltan mas estudios para determinar cuales
soh las regiones de la toxina oligomérica que se insertan en la membrana y cuales son

las que quedan expuestas al solvente.

La determinacién de la estructura de la toxina Cry1Ab insertada en la membrana
es importante para entender por completo su mecanismo de accién, y en un futuro nos
podria ayudar a disefiar toxinas Cry con mayor actividad de poro y mayor toxicidad. Por
los problemas que representa purificar y cristalizar una proteina oligomérica insertada en
la membrana, decidimos elaborar un modelo de insercién mediante el uso de estudios de
espectroscopia de fluorescencia, ya que ésta es una técnica relativamente facil de utilizar

y aporta datos contundentes en cuanto a los cambios conformacionales de las proteinas.

Cambios conformacionales de la toxina Cry1lAb

mondémero en
, solucidn

; _‘_J'_/ S \ y 3 3

poro en membrana S A »éw -

> Pt ~ ) > > i . -

o (T ) @ITEG S

(Tt e 0 5k
\{é’f,_fk&‘ﬁ% a~ a

_j, ¥ -Una estructura flexible es inducida por la
. - oligomerizacion.

‘_4‘.,. &l g
- -0y
BB g®

-El pH alcalino incrementa la flexiblidad del
dominio I facilitando la formacion del poro.

-Los mondmeros estin unidos por el
dominio 1

DEED LLLLD

-La insercion en la membrana incrementa la
flexibilidad en el dominio IT y III.

Figura 2.3. Modelo propuesto en nuestro laboratorio para los cambios conformacionales que sufre la
toxina CrylAb durante su insercion en la membrana lipidica.
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3. HIPOTESIS

El oligdmero de la toxina Cry1Ab se inserta en la membrana lipidica utilizando una

region discreta del dominio | y el resto de la toxina permanece fuera de la bicapa.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Analizar la insercién de la toxina Cry1Ab en la membrana y definir las regiones de

la toxina insertada que pueden estar expuestas al solvente o en contacto con los lipidos

de la membrana.

1)

2)

3)

4)

S)

6)

7

8)

4.2. Objetivos particulares

Construir diferentes mutantes sitio dirigidas de la toxina Cry1Ab ubicadas en los

tres dominios de la toxina.

Expresar las mutantes construidas de la toxina Cry1Ab en la cepa acristalifera de

Baciflus thuringiensis (Bt 407-) y purificarlas a partir de dicha cepa bacteriana.

Evaluar la toxicidad de las mutantes obtenidas mediante bioensayos, utilizando

larvas de Manduca sexta.

Marcar con fluoréforos en las diferentes regiones de la toxina Cry1Ab previamente

mutagenizadas.

Realizar ensayos de medicidn de la fluorescencia intrinseca del mondmero en

solucién de las toxinas mutantes marcadas.

Realizar ensayos de insercion en membrana de las mutantes de la toxina Cry1Ab
marcadas con fluoréforos, utilizando BBMV s de M. sexta, vesiculas unilamelares
de fosfatidilcolina, o BBMV’s suplementadas con lipidos doxylados (16:0-5 Doxyl
PC).

Realizar ensayos de apagado dinamico de la fluorescencia con apagadores
solubles en agua (K| o acrilamida), o bien, con apagadores acoplados a los acidos
grasos de la membrana (16:0-5 Doxyl PC), utilizando a la toxina Cry1Ab en

solucién, unida al receptor, o insertada en la bicapa lipidica.

Obtener un modelo de los cambios conformacionales que sufrié la toxina Cry1Ab

al insertarse en la membrana lipidica.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL GENERAL

En la siguiente Figura se muestra un esquema general de la estrategia

experimental:

Construcciéon de mutantes —
sitlo dirigidas de la toxina

4

Expresién en
B. thuringlensis

Evaluacion de la toxicidad
(bioensayos en M. sexta)

Purificacion por
cromatografia
’ Obtencién de BBMV's de
M. sexta
Puricacién del -Alexa-350| Marcaje
receptor ALP -IAEDANS con fluoréforos
o caderina .
Insercién de
‘9 Medicién de la - la toxina b
Unién de la < fluorescencla en BBMV's In=rcion de
receptor toxina marcada BBEMV's con
16:0-5 doxll PC
Apagado de la | Obtencién de las mgr':::a:iil: @
—:D fluorescencia constantes con Ko
acrilamida ' los residuos
en contacto con
Cambios en la exposicién la membrana
de los reslduos al solvente lipidica

-

Elaboracién de un modelo de la estructura de la
toxina CrylAb insertada en la membrana lipidica

Figura. 5.1. Estrategia general seguida para el analisis de los cambios conformacionales que sufre la

toxina CrylAb al insertarse en la membrana lipidica.



6. METODOLOGIA

6.1. Construccion de mutantes sitio dirigidas de la toxina
Cry1Ab

Para poder marcar con fluoréforos a la toxina Cry1Ab en diferentes posiciones

especificas, y aprovechando el hecho de que el mondémero de la toxina no posee

cisteinas dentro de su secuencia de aminodacidos, realizamos una mutagénesis sitio

dirigida sustituyendo por cisteinas aminoacidos ubicados dentro de los tres dominios

estructurales de la toxina. Las posiciones mutagenizadas se enlistan en la Tabla 6.1 y se

ilustran en las Figuras 6.1 y 6.2.

Tabla 6.1. Mutantes puntales de la toxina CrylAb
Ubicacién en la
Mutacién | toxina CrylAb Secuencia del oligonucleétido mutagénico utilizado
Region Dom.

T122C | loop a3-a4 GAG TGG GAA GCA GAT CCT TGT AAT CCA GCA TTAAGA GAA G
V171C mitad de o5 I GCT GCAAATTTACAT TTATCATGC TTG AGAGAT GTTTCAGTG
G183C | loop a5-a6 GTG TTT GGA CAAAGG TGG TGT TTT GAT GCC GCG ACT ATC
$324C | final de B3 CAT CAA ATA ATG GCT TGC CCT GTA GGG TTC TCG
$364C lamina B6 II GTG TAT AGAACATTATCG TGC ACT TTA TAT AGAAGA CC
K490C |loop p14-B15 T GGAACT TCT GTC GTT TGC GGA CCA GGATTT ACA G
N547C lamina 19 III ATT GAC GGAAGA CCTATT TGT CAG GGGAATTTIC TCAG

Figura. 6.1. Ubicacion de los residuos mutagenizados en un modelo de la estructura 3D del

monoémero de la toxina CrylAb.
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Cry1Ab

MDNNPNINEC IPYNCLSNPE VEVLGGERTE TGYTPIDISL SLTQFLLSEF 50
a2a o2b a3
VPGAGFVLGL VDIIWGIFGP SQWDAFLVQI EQLINQRIEE FARNQATISRL 100

a3 o4
EGLSNLYQTIY AESFREWEAD PTNPALREEM RIQFNDMNSA LTTAIPLFAYV 150
122
a5 o6
QONYQVPLLSV YVQAANLHLS VLRDVSVEGQ RWGEDAATIN SRYNDLTRLI 200
i 183
o6 ola _ alb ode

GNYTDHAVRW YNTGLERVWG PDSRDWIRYN QFRRELTLTV LDIVSLFPNY 250

Rla> Blb> o8a o8 o
DSRTYPIRTV SQLTREIYTN PVLENFDGSFE RGSAQGIEGS IRSPHLMDIL 300

Bz > (3 B G4 > B5
NSITIYTDAH RGEYYWSGHQ IMASPVGESG PEFTFPLYGT MGNAAPQORI 350

324
— B6 > B7 > _B8
VAQTL.GOGVYR TLSSTLYREP FNIGINNQQL SVLDGTEFAY GTSSNLPSAV 400
364
2 B9 > o B10 > ____
YRKSGTVDSL DEIPPONNNV PPRQGFSHRL SHVSMEFRSGE SNSSVSIIRA 450
B11 > B12> pl3a > Bl3b > pl4> B15
PMFSWIHRSA EFNNIIPSSQ ITQIPLTKST NLGSGTSVVK GPGFTGGDIL 500
490
= Ble > B17 B p18 > R19
RRTSPGQIST LRVNITAPLS CORYRVRIRYA STTNLQFHTS IDGRPINQGN 550
547

> B20 > B21> B22 >
FSATMSSGSN LOSGSFRTVG FTTPFNFSNG SSVFTLSAHV FNSGNEVYID 600
B23 >
RIEFVPAEVT FEAEYDLERA OKAVNELETS SNOIGLKTDV TDYHIDOVSEN 650
LVECLSDEFE LDEKKELSEK VKHAKRLSDE RNLLODPNFR GINRQLDRGW 700
RGSTDITIOG GDDVEFEENYV TLLGTFDECY PTYLYQKIDE SKLKAYTRYQ 750
LRGYTIEDSQD LEIYLIRYNA KHETVNVPGT GSLWPLSAPS PIGKCAHHSH 800
HESLDIDVGE TDLNEDLGVW VIFKIKTQDG HARLGNLEFL EEKPLVGEAL 850
ARVERAEKEKW RDEREKLEWE TNIVYKEAKE SVDALEFVNSQ YDRLQADTNI gpo
AMTHAADKRV HSIREAYLPE LSVIPGVNAZA IFEELEGRIF TAFSTYDARN as50
VIENGDENNG LSEWNVEKGHV DVEEQNNHRS VLVVPEWEAE VSQEVRVEFG 1000
RGYILRVTAY KEGYGEGEVT IHETENNTDE LEFSNEVEEER VYPNNTVTCN 1050
DYTATOEEYE GTYTSRNRGY DGAYESNSSV PADYASAYEE KAYTDGRRDN 3100
PCESNRGYGD YTPLPAGYVT KELEYFPETD KVWIEIGETE GTFIVDSVEL 1150
LLMEE

Figura 6.2. Estructura secundaria del monémero de la toxina CrylAb. Los extremos N-y C- terminal de
la protoxina que se eliminan durante el proceso de activacidon enzimatica se muestran subrayados. En
negrita se sefialan los residuos de la alfa-hélice o hebra-heta correspondiente [24, 27]. El fragmento
toxico se muestra sin subrayar. Las posiciones seleccionados para realizar la mutagénesis sitio dirigida y
los residuos de cisteina localizados en los extremos N- y C- terminal de la protoxina se muestran
remarcados.
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La construccion de las mutantes sitio dirigidas sencillas y dobles se realizo
mediante la técnica de PCR mutagénico (Fig. 6.3), utilizando el equipo comercial de
mutagénesis sitio dirigida QuickChange® XL Multi Site-Directed Mutagenesis Kit de
Stratagene, para lo cual se utilizaron como primers los oligonucledtidos mutagénicos
correspondientes (Invitrogen, Tabla 6.1), previamente fosforilados, y como templado se
utilizd al plasmido pHT315Ab [112] (ver protocolos). Este plasmido contiene la secuencia
completa que codifica para la protoxina Cry1Ab (con numero de acceso M13898) [47],
bajo el promotor P2 de B. thuringiensis y como marcador de seleccion confiere
resistencia a ampicilina a las células de E. cofi y a eritromicina a las células de

B. thuringiensis (Fig. 6.4).

Posteriormente, se transformaron las cepas electrocompetentes de E. coli DH5a
con el producto del PCR mutagénico (2 pl) previamente digerido con la enzima Dpn1, la
cual corta el ADN parental metilado. Se seleccionaron 5 colonias aisladas por mutante, a
partir de las cuales se purificd el ADN plasmidico mediante el Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System de Promega y se mandd a secuenciar en la Unidad de
Biosintesis y Secuenciacién del Instituto de Biotechologia de la UNAM, para verificar que

se hubiera incorporado la mutacidn deseada (ver Fig. 6.3 y protocolos).

PCR mutagénico

Ciclo termal

oligonucledtido

mutagénico
fosforwaﬂo

Productos del PCR

pHT315 *
AbMut
digestion

con ppN
Dh5a
E|€L‘-"0PUWC'0” Secuenciacion
n DHSG gacreTecTeceTTeTer gl
" -
Electroporacion Transformac#on quimica
B. thuringiensis 407- SC100 Dam-/Decm-

<::°<::

Purificacion de cristales
por gradiente de sacarosa

Figura 6.3, Estrategia general para la obtencién de las mutantes de la toxina CrylAb.

37



AmpR

Ermi
pHT315Ab
Gen para la 11.5kb
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Figura &.4. Estructura del wvectmr pHT315M b,

6.2. Expresion de las toxinas Cry1Ab mutantes en la cepa
acristalifera de B. thunngiensis (Bt 407-) y purificacion a partir
de dicha cepa

El ADMN plasmidico (plasmido pHT315Abmut que contiene el gen que codifica
para la protoxina Cry1Ab mutante correspondiente) purificado a partir de las cepas de
E. col, fue uilizado para transformar a la cepa acristalifera electrocompetente de
B thuringiensls (BE 407 7.

Pars |a axprasldn de las toxinas Cry1Ab mutantes, las cepas transformadas de 8t
se cracieron en medio de esparulacidn HCTE ' sdlida durante 48-72 h. Pasteriormente
se obsered la produceion del cristal proteico paraesporal de la protoxing con ayuda del
microscopio aptico v se verificd la expresidn e integridad de la protoxina mediante SDS-
FAGE al 10 %, para observar la banda carrespondienta a la protading Cry1Ab de 130
kDa.

La obtencidon de la protoxinag soluble se realizo mediante lavados de los cultivos
hacterianos esporulados (cuya blomasa esta constitulda en su maﬁ;nrfa par una mezcla
da espatas hacterlanas v cristales proteicos) v solubilz acidn de la protoxinag en un buffar
alcaling fver protocolos). El mondmera de la toxing CrylAb se obtuvo mediante la
activacion enzimatica de la protoxina con tripsina v se purificd mediante cromatografia de
intercamblo anldnh:n, utiliz ando una columna Mono Q (GE Healthcare) v el equipo AKTA
FFLC Systermn de Amsterdam Biosciences.
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6.3. Evaluacion de la toxicidad de las mutantes construidas de la
toxina Cryl1Ab sobre larvas de /M sexta

En nuestro laboratorio 22 utiliza al inzedo lepidoptero M. sexts como modelo de
estudio para el analiziz de los diferentes aspedos del mecanismo de accon de las
toxinas Cryl&b. El andlizsiz del efecto tdxico de laz mutantes == hace mediante
hicenzavos, enloz cuales ze alimertan larvas del primer instar de desarmollo de M sexts
con dozsiz determinadas de toxing (ver Fig. 6.5 v protocalos).

Fara comprobar que las diferentes mutantes de la todna Cryl &b construidas
conzervaban 2U adividad toxica, =& realizaron bioensayos en loz cuales e alimentaron
por separado a2 larvas de M sexds del primer instar de dezarmllo criadaz en nuestro
laboratorio, con cada una de laz mutantes construidas de latoxing Cryl 2. Laz dosiz de
ezspora-criztal Wilizadas para oz bicenzavos de cada mutante fueron las siguientes:
0.25ngficm 2 Tngfom2, 10ngfiom 2, S0ngfiom =, 200ngiom 2. Las unidades de la dosiz (ngficm=)
representan & log nanogramos de toxing con los gue se infeda cada centimetro cuadrado
de la zuperficie de la dieta arificial del inzedo;

Finalmente, tranzscuridos ¥ dias, & contahilizd la mortalidad de las lareas v se
ohtuw la LT s, utilizando el program a Probit POLO (ver protocolos).

Floura 6.5 Fotografla de ura cala de plistico utllizada para evaluar el efecto tdxlco de la toxing
Crylabsobre las Bnas de M1 sexta. Cada uno o8 ke poxs 52 ke na condiata ahfcial hasta la mtad,
Sabra la suparficia da ladeta 22 dapoetta una dosisdatarminada da tosing Crylaby sacaloca una larea
de M sexta dal poearn irstar de desaciolla, Trarscuirkkes 7 odlas, s cuantfea la martalidad da las
larwas. .



6.4. Marcaje de la toxina Cry1Ab con fluoréforos

Para el marcaje de la toxina Cry1Ab en las regiones mutagenizadas por cisteinas,
utilizamos las marcas reactivas de los fluoréforos 1,5-IAEDANS y Alexa Fluor-350

Cs-maleimida (ver Fig. 6.6 y protocolos).

Alexa Fluor-350 Cs-maleimida

H:N 0
~0:S #“CH2-C-NH(CH,).~N |
CH:= +
{CH,CH,),NH
OH

0=4=0 1,5-IAEDANS

o0
HN\/\N)J\/'
H

Figura 6.86. Estructura quimica de las marcas reactivas de los fluordforos utilizados para el marcaje en
cisteinas de las mutantes de la toxina CrylAb.

*Alexa Fluor-350: es un derivado sulfonado de la coumarina que fluoresce en
azul. Pertenece a la familia de fluoréforos Alexa Fluor (Molecular Probes®, Invitrogen),
los cuales producen conjugados proteicos fotoestables con gran rendimiento cuantico y
una emision de la fluorescencia poco sensible a los cambios en el pH o a la polaridad del
ambiente en el que se encuentre (Fig. 8.8.B).

Su fluorescencia no es susceptible a ser apagada con acrilamida, pero en cambio,

es eficientemente apagada con ioduro, con una Kp efectiva de 29 M-! (Fig. 8.9).

La marca reactiva del fluoréforo Alexa Fluor-350 posee un motivo maleimida que
reacciona eficientemente con el grupo tiol de la cisteina para formar enlaces covalentes

tioeter gque dan lugar a conjugados estables de proteina marcada (Fig. 6.6).

Las proteinas marcadas con este fluoréforo muestran un pico maximo de
absorciébn y de emisidn de la fluorescencia de aproximadamente 346 y 442 nm,
respectivamente (Fig. 6.7).

40



Fluorescence excitation
Fluorescence emission

250 300 350 400 450 500 550
Wavelength (nm)

Figura 6.7. Espectros de absorcién y de emisién normalizados de la marca Alexa Fluor-350 acoplada
a un anticuerpo de cabra anti-lgG de ratén, apH 8 [119].

*1,5-IAEDANS: es un fluoréforo derivado del naftaleno. Su espectro de emisidén de
la fluorescencia es sensible a la polaridad del solvente y presenta varios cambios en su A
maxima de emisién (Amaxem) € intensidad de fluorescencia, los cuales estan determinados

por el grado de solvatacién acuosa, mostrando un bajo rendimiento cuéntico () vy
coeficiente de absorcién molar (€) cuando estéd inmerso en agua o en solventes muy

polares, y un rendimiento cuantico mucho mayor cuando se encuentra inmerso en
ambientes apolares o hidrofébicos [113] (Tabla 6.2, Fig. 8.8.A ). Debido a esta propiedad,
el marcaje de las cisteinas de la toxina Cry1Ab con este fluordforo permite detectar
cambios referentes a la ubicacidén en un ambiente polar o no polar de cada uno de los
residuos marcados.

La fluorescencia del 1,5-IAEDANS no es susceptible al apagado con icduro, pero
si con acrilamida, mostrando una Kp efectiva de 10.1 M1 (Fig. 8.9).

Tabla 6.2. Propiedades del espectrc de absorcién y emisién de la fluorescencia del
1,5-1AEDANS disuelto en varios solventes {tomada de Hudson E. & Webber G., 1973)
Solvente Amaxabs{nm) | 10°% £ {em? mM™) | Amaxem (nm) $

| agua 336 6.1 520 0.27
etanol (20 %)-agua 337 6.3 510 0.40
etanol {40 %)-agua 338 6.5 500 0.47
etanol {60 %)-agua 338 6.6 493 0.56
etanol (80 %)-agua 339 6.8 485 0.66
Etanol 340 6.9 460 0.69
Propilenglicol 340 6.7 485 0.72
Dimetilformamida 341 8.1 448 0.82
Dioxano 339 7.4 452
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Cabe sefialar que la mayoria de la regiones que se seleccionaron para el marcaje
se encuentran expuestas dentro de la estructura monomeétrica de la toxina Cry1Aa (toxina
coh 95 % de identidad con respecto a la Cry1Ab, Fig. 1.3) por lo que dichas posiciones

fueron susceptibles al marcaje con los fluoréforos (Fig. 8.1).

6.5. Medicion de la fluorescencia intrinseca de las mutantes de la
toxina Cry1Ab marcadas con fluoréforos

De experimentos previos realizados en nuestro laboratorio se ha obtenido que las
muestras que contienen monémero purc en solucién de la toxina CrylAb silvestre,
presentan un pico maximo de emisién de la fluorescencia intrinseca con una Amax em= 336

* 1.4 nm (dada por los triptéfanos de la proteina) [71].

Partiendo de lo anterior, para comprobar que las toxinas mutantes marcadas
presentaban propiedades estructurales similares a las de la toxina Cry1Ab silvestre,
realizamos mediciones de los espectros de emisiéon de la fluorescencia intrinseca del
monémero en solucién de las mutantes, excitando a 295 nm y haciendo un barrido de la
emision de la fluorescencia de 300 a 400 nm para obtener las Amax em, de la fluorescencia

intrinseca de las toxinas mutantes y compararlas con la de la toxina silvestre.

6.6. Insercion del monémero de la toxina Cry1Ab en membranas
lipidicas sintéticas de fosfatidilcolina

Los liposomas (SUV’'s, small unilamellar vesicles, por sus siglas en inglés) de
fosfatidilcolina juegan un papel parecido al de la membrana de las células epiteliales del
intestino del insecto, proporcionando un ambiente hidrofédbico en el cual se pueda insertar

la toxina Cry1Ab.

Para analizar los cambios conformacionales que sufre la toxina Cry1Ab al
insertarse en membranas sintéticas, se incubdé a la toxina monomérica marcada en
presencia de SUV de fosfatidilcolina. La toxina insertada en la membrana se obtuvo
ultracentrifugando la mezcla anterior (ver protocolos) y separando el pellet del
sobrenadante. En este caso, el pellet estaba compuesto de las membranas lipidicas de
fosfatidilcolina con la toxina que se insertd o se asocid a ellas; por el contrario, en el

sobrenadante permanecio la toxina que no se inserté en la membrana.

Para obtener el porcentaje de insercion de la toxina en las membranas lipidicas
sintéticas de fosfatidilcolina, se midieron las intensidades maximas de fluorescencia
intrinseca de la toxina presente en el pellet y en el sobrenadante, y dichas medidas se

utilizaron para estimar la relacién de toxina Cry1Ab insertada en las membranas lipidicas.
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6.7. Insercién del mondmero de la toxina Cry1Ab en BBMV's de
M. sexta y formacién del oligémero de la toxina

Las vesiculas elaboradas a partir de membranas aisladas del intestino medio de
las larvas de M. sexta (BBMV's) presentan la composicidn lipidica y los receptores de la
toxina Cry1Ab necesarios para favorecer los cambios conformacionales requeridos para
su oligomerizacién e insercion dentro de la membrana lipidica. Por esta razén, para la
obtencién del oligdmero de las mutantes de la toxina Cry1Ab insertado en la membrana
lipidica, realizamos ensayos de insercion de las mutantes de la toxina Cry1Ab marcadas
con fluoréforos, directamente sobre BBMV's elaboradas con membranas del intestino

medio de larvas de M. sexta de 3er instar de desarrollo.

Para la insercién, se incubaron por separado los monémeros de las mutantes de
la toxina Cry1Ab marcados con fluoréforos, en buffer de carbonatos 50 mM pH 9 y en
presencia de las BBMV's. La toxina insertada en la membrana, se obtuvo centrifugando
la mezcla anterior (ver protocolos) y separando el pellet del sobrenadante. En este caso,
el pellet estaba compuesto por las membranas lipidicas de M. sexta y el oligdmero de la
toxina que se inserté en ellas; por el contrario, en el sobrenadante permanecié la toxina

gue no se inserté en la membrana.

Finalmente, la formacién del oligémero insertado en las membranas lipidicas se
verificé mediante western-blot del pellet membranal obtenido, usando un anticuerpo

policlonal anti-Cry1Ab.

6.8. Ensayos de apagado dinamico de la fluorescencia

Los ensayos de apagado dindmico de la fluorescencia se realizaron utilizando
apagadores solubles en agua, para obtener los cambios en la exposicién al solvente
acuoso de los residuos marcados de la toxina Cry1Ab en solucién, respecto a la toxina
insertada en la membrana lipidica, o bien, apagadores anclados a los acidos grasos de la
membrana lipidica, para identificar a las regiones de la toxina insertada que se

encuentran en contacto con la bicapa.

6.8.1. Apagado dinamico con apagadores solubles en ambientes polares

Estos ensayos de apagado dinamico se hicieron utilizando a la toxina Cry1Ab
marcada con 1,5-IAEDANS o con Alexa Fluor-350, en forma de: mondmero en solucion y
oligomero insertado en membranas aisladas del intestino medio de larvas de M. sexta
(BBMV's). Adicionalmente, para algunas mutantes de la toxina Cry1Ab marcada con
Alexa fluor-350 se realizaron ensayos de apagado dindmico de la fluorescencia
extrinseca del monémero unido a los receptores fosfatasa alcalina o al repetido de
caderina 7-12 (Fig. 6.8).
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Los apagadores de la fluorescencia usados en los ensayos anteriores fueron
ioduro (KI) para el Alexa Fluor-350 y acrilamida para el 1,5-IAEDANS, ambos solubles en
agua (Fig. 6.8).
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Figura 6.8. Esquema general de los experimentos de apagado dinamico de la fluorescencia de la
toxina CrylAb, usando apagadores solubles en agua.

De los ensayos anteriores de apagado se obtuvo la constante de Stern-Volmer
para el apagado dinAmico de la fluorescencia (Kb), la cual resulta de la pendiente de la

curva que se obtiene al graficar Fo/F contra la [Q] (ver seccidn 1.2.4.2), en donde:
-Fo: intensidad de fluorescencia en ausencia del apagador
-F: intensidad de fluorescencia en presencia del apagador
-[Q]: concentracién de apagador (ioduro o acrilamida)

Ya que el apagado dinamico de la fluorescencia depende del contacto fisico entre
el apagador y el fluoréforo, en este caso, la Kp constituye un indicativo del nivel de
accesibilidad del fluoréforo a los apagadores, o bien, de la exposicién al solvente acuoso
de los fluoréforos anclados en las diferentes regiones de la estructura de la toxina Cry1Ab

en solucién, unida al receptor, o insertada en la membrana lipidica.

6.8.2. Apagado dinamico con apagadores anclados a la membrana

lipidica

Para identificar a las regiones de la toxina Cry1Ab insertada en la membrana que
estan en contacto con la bicapa lipidica, se incubaron algunas de las mutantes de la
toxina Cry1Ab marcada con 1,5-I1AEDANS, en presencia de BBMVY's elaboradas con
membranas del intestino medio de larvas de M sexta del tercer instar de desarrollo, o
bien, con BBMV's suplementadas con 16:0-5 Doxyl PC (1-palmitoil-2-estearoil-(5-doxil)-
sn-glicero-3-fofatidilcolina, Avanti® polar lipids, Fig. 6.9). En este caso el grupo nitréxido,

anclado a la cadena lateral del acido graso, funciona como apagador colisional de la

44



fluorescencia del 1,5-IAEDANS, de forma tal que solo los residuos que se insertan dentro
de la bicapa lipidica y entran en contacto con dicho grupo muestran un apagado de la
fluorescencia (Fig. 6.9.B).
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Figura 6.9. A) Estructura del 1-palmitoil-2-estearoil-(5-doxil)-sn-glicero-3-fofatidilcolina, o 186:0-5
Doxyl PC. B) Esquema general de los experimentos de apagado dinamico de la fluorescencia de la
toxina CrylAb, usando apagadores acoplados a los acidos grasos de la membrana.

La toxina insertada en la membrana lipidica se obtuvo centrifugando las mezclas
anteriores y recuperando los pellets membranales, para finalmente obtener el porcentaje
de apagado de la fluorescencia mediante la siguiente relacién: [1- (F/Fo)] *100, en donde
F y Fo corresponden a la intensidad maxima de fluorescencia de la toxina insertada en las

membranas (BBMV's), con o sin el apagador (16:0-5 Doxyl PC), respectivamente.
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7. MATERIALES

7.1. Cepas utilizadas

*Bt-407* Cry1Ab: Cepa de B. thuringiensis que contiene el plasmido pHT315Ab
gue codifica para la protoxina Cry1Ab.

*Bt-407- : Es una cepa de B. thuringiensis actristalifera, derivada de la linea
silvestre de B. thuringiensis 407+, que no contiene plasmido que codifique para la

protoxina Cry, por lo gque no produce cristal proteico.

*DH5a: Cepa competente de E. colfi utilizada para sobre expresar los plasmidos
pHT315Ab.

Genotipo; F-®80/acZAM135 A (facZYA-argF)U169 deoR recAl1 endA1 hsdR17(r¢,
mk*) phoA supE44 thi-1 gyrA96 refA1 A (Invitrogen).

7.2. Medios de cultivo

Medio LB {(Luria Bertani)

Bacto-peptona 10g
Bacto-extracto de levadura 5g
NaCl 10g
Bacto-agar 159

Aforar a 1 litro con agua destilada y ajustar el pH a 7 con NaOH. Y en el caso del
medio sélido, agregar el agar al final.

Esterilizar durante 20 min a 15 Ib/sq y una vez frio el medio, agregar el antibidtico
correspondiente: ampicilina a una concentracion final de 200 pg/ml (LBAmMp#%) 6 bien,

eritromicina a una concentracién final de 15 pg/ml (LBEri'®).

Medio minimo de esporulacién HCT (de hidrolizado de caseina triptona)

Bacto-triptona 25¢g
Bacto-casaminoacidos 1g
Bacto-agar 759

Aforar a 446 ml con agua destilada. Después, ajustar el pH a 7.25 con KOH 5 M.
En el caso del medio solido agregar el agar al final. Esterilizar durante 20 min a 15 Ib/sq.

Una vez frio el medio, agregar las siguientes soluciones previamente esterilizadas.
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Solucion |

KH2PO4 6.8¢

Disclver en 100 ml de agua destilada
-Agregar 25 ml

Solucion Il
FeSO4-7H20 0.2g
H-S04 1N 10 mi

Disolver en 100 ml de agua destilada
-Agregar 5 ml

Glucosa al 10 % p/v
-Agregar 15 ml

Solucion Il

MgSO4-7H20 123g
MnSO4-H20 0.0169¢g
ZnSO4-7H20 0.14g

Disclver en 100 ml de agua destilada
-Agregar 0.5 ml

Solucion IV

CaCl22H20 1.47 g

Disolver en 100 ml de agua destilada
-Agregar 15 ml

Por ultimo agregar eritromicina a una concentracién final de 15 ug/ml (HCTEri'®)

en el caso de ser necesario.

Medio BHI (Brain Heart Infusion)
Bacto-BHI dihidratado 379

Aforara 1 L con agua destilada. Esterilizar durante 20 min a 15 Ib/sq
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Construccion de mutantes sitio dirigidas de la toxina
Cry1Ab, expresion en B. thuringiensis y evaluacién de la
toxicidad sobre larvas de M. sexta

Se construyeron 7 mutantes sitio dirigidas por cisteina de la toxina Cry1Ab. Se
eligié la estrategia de insercidn de cisteinas en la toxina debido a que el monémero de la
toxina Cry1Ab carece de cisteinas dentro de su secuencia de aminoacidos, facilitando de
esta manera la insercién especifica de cisteinas en la zona gque se desee dentro de la
toxina Cry1Ab.

La Tabla 8.1 muestra la lista de las mutantes construidas y su toxicidad expresada
como la dosis letal media sobre larvas de M. sexta del primer instar de desarrollo (LCso,
obtenida mediante bioensayos, como se menciona en la metodologia). Como se observa
en la Tabla, la mayoria de las toxinas mutantes muestran una LCso dentro del mismo
rango de toxicidad que el de la toxina Cry1Ab silvestre. Esto nos hace suponer que los
diferentes cambios insertados no afectaron de manera significativa la estructura
tridimensional de la toxina Cry1Ab, asi como a los diferentes pasos de su mecanismo de
accién y por lo tanto, los datos obtenidos a partir de los ensayos de marcaje sitio-
especifico, insercidn en membranas lipidicas y apagado de la fluorescencia de dichas
toxinas seran Utiles para analizar los cambios conformacionales gque sufre la toxina

Cry1Ab silvestre durante su insercién en la membrana lipidica.

Tabla 8.1. Lista de mutantes puntuales de la toxina CrylAb construidas y su
efecto toxico (dosis letal media, LCso) sobre larvas de M. sexta

Dominio Toxina LCso ngfcm?2*
Cry1Ab wt 26(1.8-3.7)

T122C 2.9(1.8-4.8)

I V171C 5.8 (3.7 - 8.6)
G183C 29(1.6-55)

i §324C 6.0 (3.0 -10.1)
$364C 36(1.4-10.2)

i K490C 6.6 (1.6-18.2)
N547C 52(1.5-16.2)

*entre paréntesis los limites de confianza al 95 %
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Todas las mutantes de la toxina Cry1Ab se expresaron en forma de cristales
proteicos bipiramidales parasporales y presentan el tamafio esperado para la protoxina
(~130 kDa). Lo anterior sugiere que las mutaciones puntuales insertadas no afectaron la
expresién proteica ni la susceptibilidad de la toxina a ser degradada por proteasas
propias de B. thuringiensis, como se ha reportado previamente para algunas otras
mutantes de las toxinas Cry1Ab [110]. Del mismo modo, las mutantes no mostraron
anomalias en el proceso de activacion de la toxina, liberando el fragmento téxico
esperado de aproximadamente 60 kDa (mutantes T122C, V171C, G183C, 5324C,
S364C, K490C y N547C), como se muestra mas adelante (Fig. 8.3 y 8.4).

8.2. Expresion y purificacién de la toxina Cry1Ab

Para el andlisis de la inserciéon de la toxina Cry1Ab en la membrana, trabajamos
con tres mutantes situadas dentro del dominio | de la toxina (T122C, V171C y G1830C),
dos dentro del domino Il (§324C y S364C) y dos dentro del dominio Il (K4920C y N5347C,
ver Tabla 6.1 y Fig. 6.1, 6.2 y 8.1).

Las marcas reactivas de los fluoréforos que utilizamos para el marcaje sitio
especifico en la cisteina insertada dentro del monémero de la toxina Cry1Ab fueron el
1,5-IAEDANS y el Alexa Fluor-350 Cs-maleimida (Fig. 6.6). Como control negativo de
marcaje en cisteinas incluimos al monémero de la toxina Cry1Ab silvestre, ya que este no

posee residuos de cisteina dentro de su secuencia de aminoacidos (Fig. 6.2).

Para el marcaje sitio especifico en cisteinas de las mutantes de la toxina Cry1Ab
construidas, era necesario que el mondmero de la toxina estuviera correctamente
activado enzimaticamente (con tripsina) y purificado, ya que en los extremos N- y C-
terminal de la protoxina se encuentran once residuos de cisteina (dos en el N-terminal y
hueve en el C- terminal) que también podrian reaccionar con las marcas reactivas (Fig.
6.2).

De esta forma, como se menciona en la seccién de protocolos, las protoxinas de
las mutantes fueron expresadas en B. thuringiensis y los cristales proteicos parasporales
correspondientes fueron purificados a partir de dicha cepa. Las protoxinas fueron
solubilizadas en buffer carbonatos 100 mM, 0.2 % de B-mercaptoetanol, pH 10.5. Para
obtener el monémero de la toxina Cry1Ab, las protoxinas solubles fueron activadas,
mediante su procesamiento enzimatico con tripsina (en una relacién en masa de 1:50 de

tripsina-protoxina).
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Figura 8.1. Modelo de la estructura tridimensional del monémero de la toxina CrylAb que muestra la
localizacidn de los 7 residuos utilizados para el marcaje sitio especifico con fluoréforos. La Figura se
realizé utilizando las coordenadas de la estructura cristalogréafica reportada para el monémero de la
toxina CrylAa (con la cual la toxina CrylAb comparte mas de un 95 % de identidad). Los paneles A, By
C muestran la exposicidn al solvente de los residuos marcados; en D, E y F se muestra su localizacién
dentro la representacion en cintas de la estructura tridimensional de la toxina CrylAb. A, B y C poseen
la misma orientacién que D, E y F, respectivamente. Los residuos representados son: T122C (naranja),
V171C (verde), G183C (rojo), S324C (cian), S364C (rosa), K490C (amarillo) y N547C (morado).

Posteriormente, aprovechando que hay una gran diferencia en los puntos
isoeléctricos (pl) del mondmero de la toxina Cry1Ab (pl = 7.61) y de la tripsina (pl = 10.5),
los mondémeros se purificaron mediante cromatografia de intercambio aniénico, utilizando
la columna Mono Q y el equipo de PFLC, AKTA (Amersham Biosciences). Esto se hizo
con la finalidad de eliminar la tripsina y los restos peptidicos resultantes del

procesamiento enzimatico de los extremos N- y C-terminal.

La Figura 8.2 muestra algunos ejemplos de los cromatogramas obtenidos durante
la purificacion del mondmero de la toxina Cry1Ab silvestre y de las mutantes. Las
fracciones colectadas en la elusién del mondémero durante la cromatografia de
intercambio aniénico (de 1.5 ml cada una, marcadas en los cromatogramas con un
circulo, Fig. 8.2) se corrieron en un gel de SDS-PAGE al 12 % (Fig. 8.3), con el fin de
verificar el grado de pureza del monémero en cada una de ellas y decidir que fracciones

se utilizarian para el marcaje posterior de la toxina.
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Figura 8.2. Cromatogramas obtenidos durante la purificacion de los monomeros de las toxinas
CrylAb silvestre y de las mutantes, mediante cromatografia de intercambio aniénico, utilizando el
equipo de FPLC AKTA vy la columna Mono Q (GE, Healthcare). Se graficaron las unidades arbitrarias de
absorbacia a 280 nm {mAU, en azul}, contra el volumen de los buffers de unidn y elusion utilizados
durante la cromatografia {ml}). En verde claro se muestra el porcentaje del gradiente lineal de buffer de
elusion usado durante la cromatografia. Las fracciones recolectadas se indican con lineas verticales. En
general todos los cromatogramas mostraron el mismo comportamiento por lo que se muestra el
cromatograma completo de la toxina CrylAb silvestre y en el caso de las mutantes solo se muestra el

pico de elusidn correspondiente a la toxina monomérica.
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Figura 8.3. SDS-PAGE de las fracciones obtenidas durante la purificacion del monémero de la toxina
CrylAb silvestre y de las mutantes, mediante cromatografia de intercambio anidnico. Se cargaron de
10 a 25 pl de cada fraccion {el mismo volumen para cada toxina) en geles de SDS-PAGE al 12 %, los
cuales se tifleron con azul de coomasie. El recuadro en la parte superior de cada gel indica a aquellas
fracciones que se juntaron, concentraron y dializaron contra buffer PBS para su uso posterior en el

marcaje especifico en cisteinas de la toxina.
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Finalmente, las fracciones seleccionadas (marcadas con un recuadro en la parte
superior de los geles de SDS-PAGE, Fig. 8.3), se juntaron, concentraron y dializaron
contra buffer PBS para su uso posterior en la reaccion de marcaje. En la Figura 8.4 se
muestran geles de SDS-PAGE al 12 % con los mondmeros purificados de las mutantes

de la toxina Cry1Ab que fueron utilizados para el marcaje en cisteinas.
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Figura 8.4. SDS-PAGE de los monomeros de la toxina CrylAb silvestre y de las mutantes utilizadas
para el marcaje en cisteinas con los fluoréforos 1,5-IAEDANS y Alexa Fluor-350. Se cargaron 5 pg de
los mondmeros purificados por cromatografia de intercambio anidnico, en geles de SDS-PAGE al 12 %
gue se tiferon con azul de coomasie.

8.3. Marcaje en cisteinas del monémero de la toxina Cry1Ab

La reaccién de marcaje sitio especifico con fluoréforos en cisteinas del monémero
de las toxinas mutantes se realizé como se describe en la seccién de protocolos. Para tal

fin utilizamos dos fluoréforos diferentes (marcas reactivas):

1) 1,5-IAEDANS, cuyo rendimiento cuantico y espectro de emisidn de la
fluorescencia muestra una gran sensibilidad a la polaridad del ambiente en el que se

encuentra el fluoréforo, modificando su Amax em € Imaxem (Tabla 6.2 y Fig. 8.8).

2) Alexa Fluor-350 Cs-maleimida, gue tiene un gran rendirmiento cuantico y cuyo
espectro de emision de la fluorescencia es relativamente poco sensible a la polaridad del

ambiente en el que se encuentra el fluoréforo (Fig. 8.8).

Cabe destacar que ambos fluoréforos muestran una sensibilidad diferencial hacia

el apagado colisional con Kl o acrilamida (Fig. 8.9).

Como se menciond anteriormente, en la reaccidn de marcaje se incluyé también al
mondémero de la toxina CrylAb silvestre, como control negativo de marcaje. Las
estequiometrias de marcaje obtenidas para cada una de las mutantes se muestran en la
Tabla 8.2.
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Tabla 8.2. Estequiometria de marcaje de los monémeros de las mutantes de
la toxina CrylAb marcados con Alexa Fluor-350 o0 1,5-IAEDANS

Estequiometria de marcaje *
Dominio.  Toxina | 45 |AEDANS @ Alexa Fluor-350

Cry1Ab wt 0.16 0.11
T122C 0.84 £0.05 0.94 £0.02
| V171C 0.24 £0.09 1.00 £0.03
G183C ND 0.87
i §324C 0.72+0.1 0.84+£0.04
$364C 0.72 £0.09 0.37 £0.08
i K490C 0.75+£0.08 1.02 £0.02
N547C 0.61 £0.06 1.06 £ 0.01

* mediat SEM, n=3

En las diferentes ocasiones en las que marcamos los mondmeros de la toxina
Cry1Ab con 1,5-IAEDANS o con Alexa Fluor-350, se observaron estequiometrias de
marcaje similares. Pensamos que la marca que se observa en el mondémero de la toxina
Cry1Ab silvestre es fluoréfore unido de forma inespecifica a la proteina (uniones no
covalentes, como por ejemplo mediante atracciones electrostaticas). Otra posibilidad es
que podria haber una pequefia fraccidn de fragmentos peptidicos provenientes del
procesamiento enzimatico del extremo N- o C- terminal de la protoxina que no fueron
eliminados por completo durante la cromatografia de intercambio aniénico, o bien, que
una pequefia poblacién de monémeros de la toxina no se hayan procesado
enzimaticamente por completo.

Cabe sefialar que al marcar a la mutante V171C con 1,5-IAEDANS obtuvimos una
estequiometria de marcaje muy baja. Existen reportes previos en los que esta mutante ha
sido marcada de manera eficiente con 1,5-IAEDANS y Acrilodan [109], pero en nuestras
manos no fue factible obtener un buen marcaje para dicha posicién. Pensamos que esto
se debe a que el residuo se encuentra en un ntcleo hidrofébico dentro del dominio | de la
toxina Cry1Ab, de forma que esta poco accesible a la marca, como se puede observar en
la estructura tridimensional del monémero de la toxina Cry1A (Figura 8.1). Por tal motivo,
para realizar el marcaje de esta mutante y de la S364C con Alexa Fluor-350 Cs-
maleimida, previo al marcaje, desnaturalizamos parcialmente el monémero de la toxina
mediante la adicién de 6M de urea (de manera similar a como se ha reportado
anteriormente [80]), para facilitar con ello la accesibilidad de la marca reactiva a la
cisteina de estas mutantes.

Con el fin de corroborar que los mondémeros de la toxina estaban marcados,
hicimos migrar a las proteinas marcadas con 1,5-IAEDANS o con Alexa Fluor-350 en un

gel de SDS-PAGE al 12 % y excitamos a las proteinas dentro del gel con luz UV,
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utilizando un transiluminador (Gel Doc XR System, Bio-Rad), de manera similar a

como se ha reportado previamente para otras proteinas marcadas con fluoréforos [114,

115].

Como se observa en la Figura 8.5.A, en el marcaje con 1,5-I1AEDANS, los
mondémeros de la toxinas T122C, $324C, K490C y N547C, muestran una emisién

significativa de la fluorescencia (en color verde, ya que suU Amaxem= ~490 nm en ambientes

polares), alin en las condiciones desnaturalizantes del gel.
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Para el caso de la mutante
S5364C marcada con 1,5-IAEDANS
se observa una reducida emisién de
la fluorescencia (Fig. 8.5.A), lo cual
pudiera deberse a que en las
condiciones desnaturalizantes del
SDS-PAGE este residuo se localiza
en un ambiente local muy polar (ya
sea que se expone demasiado al
solvente, o bien gue se encuentra
rodeado por residuos de
aminoacidos altamente polares),
disminuyendo considerablemente el
rendimiento cuantico y la
fluorescencia del 1,5-IAEDANS, ya
gue el espectro de emision de este
fluoréforo es muy sensible a cambios
en la polaridad del ambiente en el

gue se encuentra (Fig. 8.8.A).

Figura 8.5. SDS5-PAGE de los
monomeros de las mutantes de la
toxina CrylAb marcados con 1,5-
IAEDANS o Alexa Fluor-350. Se
cargaron 3 ug de los mondmeros
marcados contenidos en buffer
carbonatos 50 mM, pH 9, en geles de
SDS-PAGE al 12 %, posteriormente se
observaron en el transiluminador (Gel
Doc XR System, Bio-Rad) excitando
con luz UV (parte inferior} y
finalmente se tifieron con azul de
coomasie (parte superior).
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Finalmente, en el caso del mondémero de la toxina V171C marcada con 1,5-
IAEDANS, la baja sefial de fluorescencia observada en el gel de SDS-PAGE (Fig. 8.5.A)

podria deberse al bajo grado de marcaje obtenido para dicho residuo (Tabla 8.2).

Por otra parte, para el caso de los mondémeros de la toxina Cry1Ab marcados con
Alexa Fluor-350, las 7 mutantes marcadas mostraron una emisién significativa de la

fluorescencia (en color azul ya que su Amax em= ~442 nm) (Fig. 8.5.B).

8.4. Analisis de la fluorescencia intrinseca del mondmero la
toxina Cry1Ab

Con el fin de evaluar si los fluoréforos unidos a la toxina Cry1Ab podrian afectar
su estructura tridimensional, realizamos un analisis de la fluorescencia intrinseca de las
mutantes marcadas y de la toxina Cry1Ab silvestre. Para esto, obtuvimos los espectros
de emisién de la fluorescencia intrinseca del mondémero en solucién de las mutantes
marcadas, y los comparamos con el espectro de emisién del mondmero de la toxina

Cry1Ab silvestre.

Como se observa en la Tabla 8.3, las toxinas marcadas mostraron longitudes
maximas de emisién (Amax em) de la fluorescencia intrinseca similares a la reportadas
previamente para el mondmero de la toxina Cry1Ab silvestre (336 + 1.4) [71], por lo que
pensamos gque, en general, la unién covalente del Alexa Fluor-350 o del 1,5-IAEDANS a
las diferentes toxinas mutantes no afectd de manera significativa la estructura
tridimensional del monémero en solucién. Un caso a destacar es el de la mutante K490C

marcada con Alexa Fluor-350, la cual mostré una Amaxem = 331 £ 1.

Tabla 8.3. Amaxem de la fluorescencia intrinseca de los monéomeros de la
toxina CrylAb marcados con 1,5-IAEDANS o Alexa Fluor-350

Amaxem (NM) de las toxinas marcadas *

Toxina 1,5-IAEDANS Alexa Fluor-350
Cry1Ab wt 337 £1
T122C 338 + 1 337 1
V171C 337 +1 3372
G183C N.D. 337 £ 1
$324C 337 +1 336+0
$364C 337 £1 3372
K490C 335+ 2 331 £1
N547C 336 + 1 335+ 1

* media £ SEM, n=3
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Pensamos que las diferencias observadas en la Amax em de la fluorescencia
intrinseca se deben a gque podria estar sucediendo FRET (transferencia de energia) a
diferentes grados, entre alguno(s) de los 9 triptéfanos que posee la toxina Cry1Ab vy los
fluoréforos unidos a ella en las diferentes regiones, afectando de esta manera el espectro

de emisién de la fluorescencia intrinseca del monémero de la toxina.

8.5. Analisis de la inserciéon de la toxina Cry1Ab en membranas
lipidicas sintéticas de fosfatidilcolina

8.5.1. Insercion del monémero de la toxina Cry1Ab marcada con Alexa
Fluor-350, en SUV de PC

En un reporte previo se analizaron los cambios conformacionales que sufren las
toxinas Cry1Ab y CrylAa al insertarse en membranas lipidicas, mediante el uso de
técnicas fluorométricas [109]. Para ello, se construyeron distintas mutantes sitio dirigidas,
insertando cisteinas dentro de los tres dominios estructurales de las toxinas Cry1Ab y
Cry1Aa (cuya secuencia de aminoacidos presenta mas del 95 % de identidad con la de la
toxina Cry1Ab [8], Fig. 1.3), y posteriormente se marcé en cisteinas a las mutantes con
fluoréforos sensibles a la polaridad del ambiente (1,5-IAEDANS o Acrilodan).
Posteriormente, se analizaron los cambios en la fluorescencia extrinseca del monémero
de las toxinas marcadas, durante su insercién en la membrana lipidica, y con base a
dichos cambios propusieron un modelo de insercién para las toxinas Cry1A, segun el cual

los tres dominios del monémero de la toxina se insertan dentro de la bicapa lipidica [109].

Cabe destacar que para el analisis anterior se utilizé una gran cantidad de lipidos
durante los ensayos de insercidén de la toxina en membranas lipidicas sintéticas (relacién
1:100 en masa de proteina-lipidos) y los experimentos se realizaron a pH 7.5. Estas
condiciones son diferentes a las usadas en nuestro laboratorio, que generalmente son:
relaciéon 1:15 en masa, de proteina-lipidos, y pH 10.5, que es el pH presente dentro del
intestino de los insectos susceptibles a estas toxinas y con el cual se favorece un
aumento en la flexibilidad y cambios conformacionales de la estructura de la toxina
Cry1Ab, y se observa una mayor actividad de formacién de poro del oligémero cuando se
analiza por ensayos de flujo de corriente en bicapas lipidicas sintéticas planas. Es
importante mencionar que aunque estas condiciones corresponden a la insercién del
oligbmero en membranas lipidicas sintéticas, decidimos utilizar las mismas condiciones
para la insercién del monémero, aunque previamente se ha observado que la insercién y
conductancia del monémero en estas membranas es menor (Fig. 2.2), respecto a la

observada con la estructura oligomérica [71].

Tomando en cuenta lo mencionado, y con el fin de analizar si la relacién proteina-

lipido y los cambios en el pH podrian influir en la tasa de insercidn del mondmero de la
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toxina Cry1Ab en membranas lipidicas sintéticas, o en la estructuraciéon de la toxina
dentro de la bicapa lipidica, como un primer acercamiento realizamos ensayos de
insercién del monémero de la toxina Cry1Ab en membranas lipidicas sintéticas de
fosfatidilcolina (SUV’'s PC) bajo 4 condiciones experimentales, variando la cantidad de
lipidos (relacién 1:15 o 1:100) y el pH (7.5 o 10.5) en los cuales se incubaba la toxina
durante los ensayos de insercidén en la membrana (Tabla 8.4). Estos analisis de insercion
se realizaron solamente con el mondmero de la toxina Cry1Ab silvestre y el de la mutante
S364C marcada con Alexa Fluor-350. Los ensayos se describen con mayor detalle en la
parte de protocolos.

Tahla 8.4. Condiciones experimentales para la insercion del monémero de la
toxina CrylAb en bicapas lipidicas sintéticas (SUV’s de PC)

Relacion
) proteina-lipidos o
Toxina pH (masa:masa) Condicion
1:15 1
7.5
1:100 2
1.15 3
M8 405
1:100 4

En la Figura 8.6 se muestra el porcentaje de insercién de la toxina Cry1Ab wt y de
la mutante S364C marcada con Alexa Fluor-350 en las membranas lipidicas sintéticas de
fosfatidilcolina. Este resultado concuerda con reportes previos que sefialan que su

insercién en dichas membranas es poco eficiente [71].

Aun con la baja eficiencia de insercién del monémero en la membrana, fue factible
realizar los ensayos posteriores de apagado de la fluorescencia extrinseca.
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Insercion del monomero de la toxina CrylAb
en liposomas de PC
pH 7.5 pH 10.5
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Figura 8.6. Analisis de la insercion en membranas lipidicas sintéticas de fosfatidilcolina (PC) del
mondémero de la toxina CrylAb silvestre y de la mutante S364C marcada con Alexa Fluor-350.

8.5.2. Apagado de la fluorescencia extrinseca del monémero de la toxina
Cry1Ab marcado con Alexa Fluor-350 e insertado en membranas lipidicas
sintéticas de fosfatidilcolina

Una vez que obtuvimos al mondmero de la toxina S364C marcado con Alexa
Fluor-350 e insertado en las membranas lipidicas sintéticas de fosfatidilcolina (SUV's de
PC), realizamos los experimentos de apagado de la fluorescencia utilizando 500 mM de
ioduro de potasio (apagador soluble en ambientes polares). Esta cantidad de ioduro es
suficiente para apagar la mayor parte de la fluorescencia extrinseca de la toxina marcada
(en caso de que el residuo marcado esté accesible al solvente acuoso).

Como se observa en la Figura 8.7, en las 4 condiciones experimentales de
insercién de la toxina en la membrana lipidica que se probaron, al agregar 500 mM de Kl

hubo un gran porcentaje de apagado de la fluorescencia extrinseca de la mutante S364C.
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Apagado de la fluorescencia extrinseca del monémero
insertado en membrana de la mutante $S364C
marcada con Alexa Fluor-350, utilizando 500 mM de KI

pH 7.5 pH 10.5
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Apagado de la fluorescencia (%)
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Figura 8.7. Anglisis del apagado de la fluprescencia extrinseca del mondmero de la mutante 5364C
marcada con Alexa Fluer-350 e insertade en membranas lipidicas sintéticas de fosfatidileelina. 5e
incubéd a la toxina en presencia de SUW's de fosfatidilcoling, durante 1 h a 37%C. Para obtener |a toxina
insertada en membrana, la mezcla anterior se centrifugo a 20,000 rpm (312,530 g} durante 1 h y se
recuperd el pellet lipidico. Para el analisis de apagado de |a fluorescencia =& agregaron Omiv y 300mm
te ioduro de potasio a |2 toxina insertada en membrana y se obtuvo el porcentaje de apagado de |a
fluorescencia del Alexa Fluor-350 unide a |a toxina 5364C,

De gsta forma, los datos de la insercidn de la toxing CrylAb en SUV de PC v del
apagado de la luorescencia extrinseca del mondmero de la mutante 33684 C marcada con
Alexa Fluor-350, nos permitieron concluir principalments dos cosas:

1. El mondmero de la toxina CrylAb se inserta con poca eficiencia en las
membranas lipidicas sintéticas de fosfatidilcoling (concordando con reportes pravios de
nuestro laboratorio [71]). Pensamos gque esto se debe a gue en este sistema in vitio no se
encusntran presentes los receptores membranales, proteasas intestinales v los lipidos
idéneos, gque favorezcan la unidn & induccidn de los cambios conformacionales en la
astructura de la toxina CrylAb necesanos para su oligomerizacion e insercidn eficiente en
la membrana lipidica (ver seccidn 15) Con base estos resultados, fue gque decidimos
realizar los ensayos posteriores de insercion vy apagado de la fluorescencia extrinseca de
las demas mutantes marcadas, directamente sobre membranas aisladas del intestino
medio de las larvas del insecto M. sexfa (BBMY 5), va gue es en estas membranas sobre
las cuales la toxina lleva a cabo sU mecanismo de accidn &7 Wvo (ver seccidn 1.5)
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2. Para el caso de la toxina monomérica insertada (o “asociada”) en las
membranas sintéticas de fosfatidilcolina, el residuo en la posicidon 364 (ubicado en el
dominio Il de la toxina) permanece accesible al solvente. Ya que en este sistema no estan
presentes los receptores para la toxina, ni las proteasas necesarias para el corte de la
hélice a-1 de la toxina y su oligomerizacién e insercion en la membrana lipidica,
pensamos que la toxina Cry1Ab solo se asocié de forma superficial a la membrana (ya
que no sufrid los cambios conformacionales ocasionados por su unién al receptor y
hecesarios para su insercidén correcta en la membrana lipidica), y fue por ello que
observamos un porcentaje elevado de apagado de la fluorescencia de la mutante S364C

asociada a las membranas lipidicas (Figura 8.7).

Tomando en cuenta lo mencionado, este resultado contradice al modelo de
insercién de la toxina en la membrana lipidica que propone que toda la toxina se inserta
dentro de la bicapa para formar los poros liticos [109]. Es importante mencionar que los
autores que propusieron dicho modelo, analizaron también la insercién en membranas
lipidicas sintéticas de la mutante S364C marcada con 1,5-IAEDANS, pero basaron sus
conclusiones en una interpretacién errénea de los cambios en la intensidad y longitud de
onda de maxima emisiéon de la fluorescencia del 1,5-IAEDANS, durante la insercién de la
toxina monomérica en la membrana lipidica, ya que la intensidad de la fluorescencia del
1,5-IAEDANS disminuye en ambientes polares y aumenta en no polares (Fig. 8.8.A), vy

ellos afirman lo contrario en su publicacién.

Ademas, en dicho estudio se realizaron experimentos de apagade de Ia
fluorescencia extrinseca de la toxina Cry1A marcada con 1,5-IAEDANS en diferentes
residuos ubicados dentro de sus tres dominios estructurales, e insertada en membranas
lipidicas sintéticas, utilizando ioduro como apagador colisional, y debido a que no
observaron apagado de la fluorescencia extrinseca para ninguno de los residuos
marcados en la toxina insertada en la membrana lipidica, concluyeron que todas las
regiones analizadas se insertaron dentro de la bicapa lipidica [109], pero en realidad el
ioduro no es un buen apagador colisional de la fluorescencia del 1,5-IAEDANS, siendo
por esta razén que no observaron apagado alguno y por lo cual concluyeron de forma
errénea respecto a las regiones de la toxina que se insertan en la bicapa (Fig. 8.9.A). Por
otra parte, en dicho reporte no se usaron apagadores de la fluorescencia anclados a la
membrana lipidica, mediante los cuales se hubiera podido asegurar que ciertos residuos
de la toxina Cry1Ab insertada en membrana estaban efectivamente situados dentro y en
contacto con la bicapa lipidica. En la Figura 6.9.A se muestra un ejemplo de este tipo de

apagador.
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Figura 8.8. Efecto de la polaridad del solvente sobre el espectro de emision de la fluorescencia del
1,5-IAEDANS vy del Alexa Fluor-350. Cada uno de los fluoréforos se diluyd por separado en PBS a una
concentracion final de 1 pg/ul y se incubé con 10 excesos molares de B-mercaptoetanol, durante 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, se tomaron 10 pg de cada fluoréforo disuelto en PBS y se
diluyeron en 3 solventes con constantes dieléctricas diferentes (etanol= 24, metanol= 32.6 y PBS= 78.5,
a 25 °C), hasta una concentracion final de 10 ug/ml. (A) Los espectros de emisién de la fluorescencia del
1,5-IAEDANS se obtuvieron excitando las muestras con luz de A=336 nm (PBS, linea gris), A=338 nm
{metanol, linea punteada) o A=340 nm (etanol, linea negra) y haciendo un escan de emision de la
fluorescencia de 400 nm a 550 nm, de forma similar a como se ha reportado previamente [113]. (B) Los
espectros de emision de la fluorescencia del Alexa Fluor-350 se obtuvieron excitando las muestras con
luz de A=346 nm y haciendo un escan de emision de la fluorescencia de 400 nm a 500 nm.
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Figura 8.9. Apagado de la fluorescencia del 1,5-1AEDANS y del Alexa Fluor-350 en solucién, utilizando
Kl o acrilamida. Cada uno de los fluoréforos se resuspendié en PBS a una concentracion final de 1 pg/ul
y se incubd con 10 excesos molares de PB-mercaptoetanol, durante 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente se tomaron 10 pg del 1,5-IAEDANS, se diluyeron en PBS hasta una concentracion final
de 10 pg/ml y se le agregaron, 0.05 M, 0.1 M, 0.25 M y 0.5 M de Kl (0} o acrilamida (=). (A) Los
espectros de emision de la fluorescencia del 1,5-IAEDANS se obtuvieron excitando las muestras con luz
de A=336 nm y haciendo un escan de emision de la fluorescencia de 450 nm a 520 nm. (B) Los
espectros de emision de la fluorescencia del Alexa Fluor-350 se obtuvieron excitando las muestras con
A=346 nm y haciendo un escan de emision de la fluorescencia de 410 nm a 470 nm. Finalmente, se
grafico Fo/F (intensidad maxima de fluorescencia en ausencia del apagador, sobre la intensidad maxima
de fluorescencia en presencia del apagador) contra la concentracién de apagador correspondiente.
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8.6. Analisis de la inserciéon de la toxina Cry1Ab en membranas
lipidicas aisladas del intestino medio de larvas de M. sexta

8.6.1. Insercion de la toxina Cry1Ab marcada con 1,5-IAEDANS o Alexa
Fluor-350, en BBMV's de M. sexta

Como se menciond anteriormente, para analizar la insercidn en membrana de la
toxina Cry1Ab decidimos utilizar membranas aisladas del intestino de larvas de M. sexta
(usando BBMV’'s del intestino medio de larvas de este insecto del tercer instar de
desarrollo), debido a que en ellas se encuentran presentes los receptores, proteasas y
lipidos idéneos para favorecer la eliminacién de la hélice al y los cambios
conformacionales en la estructura de la toxina Cry1Ab necesarios para su interaccién

eficiente, oligomerizacién e insercién correcta en la membrana lipidica.

Para el analisis de insercién, utilizamos 4 de las 7 mutantes marcadas con 1,5-
IAEDANS: T122C, S324C, K490C y N547C, debido a que fueron aquellas con las que se
obtuvo el mejor marcaje (Fig. 8.5.A y Tabla 8.2), y las 7 mutantes marcadas con Alexa
Fluor-350: T122C, V171C, G183C, S324C, S364C, K490C y N547C (Fig. 8.5.B).

La insercién de los mondmeros de las mutantes de la toxina Cry1Ab marcados
con fluoréforos se realizd incubando a la toxina en presencia de las BBMV's de M. sexta,
en una relacién en masa proteica de 1:5 (toxina-BBMV's). Estos ensayos se realizaron a
pH 9, con el fin de simular al maximo las condiciones alcalinas presentes en el intestino
medio de los insectos blanco de esta toxina. Se eligié trabajar a pH 9 y no a pH 10.5 (el
cual se ha reportado que es el presente en el intestino medio de las larvas de M. sexta),
ya gue tanto el rendimiento cuantico como el tiempo de vida media del 1,5-IAEDANS
comienzan a decaer de forma significativa a pH = 10 [113]. Los ensayos de insercién en

BBMV' s se describen con mayor detalle en la seccion de protocolos.

La insercién del mondémero de las mutantes marcadas, en las membranas del
intestino medio de las larvas de M. sexta (BBMV's) favorecid la formacién de la estructura

oligomérica de aproximadamente 250 kDa de la toxina Cry1Ab (Fig. 8.10).

8.6.2. Apagado dinamico de la fluorescencia extrinseca de la toxina
Cry1Ab, en solucién e insertada en BBMV's de M. sexta

Con el fin de identificar a las regiones dentro de la estructura de la toxina Cry1Ab
insertada en la membrana lipidica que permanecen expuestas al solvente, o bien, a
aquellas que se insertan dentro de la bicapa lipidica, realizamos ensayos de apagado
dinamico de la flucrescencia extrinseca de las mutantes marcadas en seolucién (disueltas
en buffer carbonatos 50 mM, pH 9), y comparamos estos datos con el apagado dinamico
de las mutantes insertadas en la membrana lipidica (en BBMVs de M. sexta del 3er instar
de desarrollo).
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Figura 8.10. Analisis de la insercion de la toxina CrylAb en BBMV's de M. sexta. Los mondmeros de
las mutantes de la toxina CrylAb marcados con Alexa Fluor-350 se incubaron junto con las BBMV's de
M. sexta, en una relacidon en masa proteica de 1:5 (30-50 pg de toxina con 150-250 pg de BBMV's),
durante 1 h a temperatura ambiente y agitacion suave, en un volumen final de 500 pl. Para obtener a la
toxina CrylAb insertada en membrana, la mezcla anterior se centrifugd durante 30 minutos a
50,000 rpm (96,460 g) y 4 °C, después de |lo cual se elimind el sobrenadante y el pellet membranal con
la toxina insertada se resuspendié en 1.1 ml de buffer carbonatos 50 mM, pH 9. Posteriormente, una
fraccién de las mezclas con las toxinas insertadas en la membrana lipidica (15-30 pl) se cargd y separd
en geles de SDS-PAGE al 8 %, se electrotransfirieron a una memhrana de polivinilidenofluoruro vy
finalmente la toxina fue detectada mediante mediante Western blot, utilizando un anticuerpo
policlonal Anti-CrylAb. La incubacion del mondémero de la toxina de aproximadamente 65 kDa en
presencia de las BBMV's elaboradas con membranas del intestino medio de larvas de M. sexta
favorecio la formacion de la estructura cligomérica de la toxina de aproximadamente 250 kDa.

Los apagadores colisionales de la fluorescencia que utilizamos fueron acrilamida,
para el 1,5-IAEDANS vy ioduro de potasio, para el Alexa Fluor-350. Ambos apagadores
soh solubles en agua, por lo que son de gran utilidad para detectar aquellos residuos gue
se ehcuentran accesibles al solvente en la toxina en solucidén o insertada en la membrana

lipidica.

Se utilizaron diferentes concentraciones de acrilamida (O mM, 10 mM, 100 mM,
200 mM), o ioduro (0 mM, 50 mM, 100 mM, 250 mM y 500 mM) para obtener las curvas y
constantes de Stern-Volmer de apagado dindmico de la fluorescencia (Kbp),
correspondientes a cada una de las mutantes en solucidn e insertadas en la membrana.
En la Figura 8.11 se muestran las curvas de Stern-Volmer obtenidas para apagado de la

fluorescencia.

La Kp, que en este caso constituye un indicativo de la exposicidén al solvente de
los fluoréforos anclados en las diferentes regiones de la estructura de la toxina en
solucién o insertada en membrana, se obtuvo de la pendiente de la recta que resulta de
graficar Fo/F (intensidad maxima de la fluorescencia en ausencia de apagador sobre la
intensidad maxima de la fluorescencia en presencia del apagador) contra la

concentracién de apagador correspondiente. A mayor exposicién de un residuo al
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solvente, mayor es la Kp. Los ensayos de apagado se describen con mayor detalle en la

seccion de protocolos.
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Figura 8.11. Curvas de Stern-Volmer para el apagado de la fluorescencia extrinseca de las mutantes
de la toxina CrylAb en solucion e insertada en membranas lipidicas aisladas del intestino medio de
larvas de M. sexta (BBMV's). A) Apagado con ioduro de la fluorescencia de las mutantes marcadas con
Alexa Fluor-350. B) Apagado con acrilamida de la fluorescencia de las mutantes marcadas con 1,5-
IAEDANS. Lineas continuas: toxina en solucidn. Lineas punteadas: toxina insertada en BBMV's de

M. sexta.
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En las Tablas 85 y 86 se muestran la longitud maxima de emisién de la
fluorescencia extrinseca (Amaxem) ¥ la Kp correspondiente a cada una de las toxinas

marcadas, tanto en solucién, como insertadas en BBMV's de M. sexta.

Tabla 8.5. Amaxem ¥ Ko de la fluorescencia extrinseca de los monémeros de la toxina CrylAb
marcados con Alexa Fluor-350

Amax em (NM) * Kp* Cambio en la

= - — - exposicién al solvente al
solucién BBMV's solucién BBMV's insertar en BBMV's

Dom. Mutante

I T122C | 439+1 | 437+2 11.2+03 6.0x06 Se oculta
V171C 433 +2 4302 3.6+03 20+0.1 Se oculta
G183C  438+1 | 437+2 10.0+03 9.8%+03 No hay cambio

! §324C 438+1 4372 91+02 97+03 No hay cambio
§364C  433+2 | 433+2 48+06 2.0+01 Se oculta

Il K490C 438+1  439+2 b5.0x05 53x04 No hay cambio
N547C 4381 4412 7.0x06 | 8107 No hay cambio

* media £ SEM, n= 3

8.6.2.1. Apagado con ioduro de la fluorescencia extrinseca de la toxina
Cry1Ab marcada con Alexa Fluor-350, en solucién o insertada en
BBMV's de M. sexta

Residuos del dominio | de la toxina Cry1Ab:

Para el caso del apagado con ioduro de las toxinas marcadas con Alexa
FLuor-350, encontramos gque dos de las mutantes localizadas en el dominio | (V171C vy
T122C), mostraron una menor susceptibilidad al apagado con ioduro cuando se
insertaron en la membrana lipidica, respecto a su apagado en solucidn, sugiriendo que
es0s residuos se ocultan dentro del ambiente membranal (Fig. 8.11.A). La Kp efectiva con
ioduro para esas mutantes fue mucho menor en la toxina insertada en membrana,
respecto a la toxina en solucién (Tabla 8.5) y sus Amax em mostraron un corrimiento de
2-3 nm hacia el azul (Tabla 8.5), apoyando la idea de que estos residuos se trasladan

hacia un ambiente mas hidrofébico cuando la toxina se inserta en la membrana.

Estos resultados concuerdan con el modelo de sombrilla propuesto para la
insercién de la toxina en la membrana (Fig. 2.1.b) [46, 102-105], en la que el residuo
T122 situado en el loop entre la hélice a-3 y la -4 (ver Figuras 6.1 y 6.2) podria ubicarse
justo sobre la membrana lipidica (en la interfase lipido-agua), o a una mayor profundidad,
tal vez mirando hacia el lumen del poro formado por la estructura oligomérica de la toxina
Cry1Ab (ver Figura 9.1), posicidn en la cual podria seguir expuesto al solvente pero en un
grado menor respecto a como se encuentra en la estructura tridimensional del monémero

de la toxina en solucién (Fig. 8.11.A).

Por otra parte, el residuo V171 (situado cerca del final de la hélice a5) pasaria del

ambiente hidrofdbico presente en el interior de la proteina, como lo muestra la Kp y
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Amax em €h solucién de la mutante V171C marcada con Alexa Fluor-350 (Fig. 8.11.A, Tabla
8.5), a un ambiente menos polar, debido a su insercidén en la membrana y al contacto con
las cadenas lipidicas de los acidos grasos de la bicapa, quedando inaccesible al apagado

colisional por el ioduro (Fig. 8.11.A, Tabla 8.5).

En el caso del apagado con ioduro del residuo G183C marcado con Alexa
Fluor-350, ubicado en el loop entre las hélices a5 y a6 del dominio [, las curvas de Stern-
Volmer fueron similares tanto para la toxina en solucién, como para la insertada en la
membrana lipidica, sugiriendo que este residuo permanece expuesto al solvente aun en
la toxina insertada en la bicapa (Fig 8.11.A). Este dato muestra ademas que no todo el
dominio | de la toxina se inserta dentro de la membrana y concuerda también con el
modelo de insercidén en la membrana de sombirilla [46, 102-105], en el cual el loop entre
las hélices a5 y a6 se localiza sobre la bicapa lipidica después de que la horquilla

conformada por las hélices a4 y a5 se inserta en ella (Fig. 9.1).
Residuos de los dominios Il y lll de la toxina Cry1Ab

Las mutantes S324C (dominio |l de la toxina Cry1Ab), K490C y N347C (dominio
I} mostraron curvas y constantes de de apagado de Stern-Volmer similares para la
toxina en solucién e insertada en membrana (Fig. 8.11.A, Tabla 8.5). Esto indica que
dichas posiciones permanecen expuestas al solvente en la estructura de la toxina

insertada en la membrana lipidica y no interactdan con la bicapa.

Los resultados obtenidos con el apagado dinamico de la flucrescencia extrinseca
de la mutantes $S324C, K490C y N347C insertadas en la membrana concuerdan con
algunos reportes previos, en los gue se hicieron analisis de FRET de los residuos del
triptéfano de la toxina Cry1Ab hacia el fluoréforo ANS en el oligébmero de la toxina
insertado en bicapas lipidicas sintéticas, los cuales también indican que los dominios Il y
Ill de la toxina permanecen expuestos al solvente después de la insercién de esta toxina
en la membrana lipidica [80]. Adicionalmente, en 2006, Pardo-Lépez ef al, mediante
técnicas de espectroscopia de fluorescencia y apagado dinamico de la flucrescencia
intrinseca de la toxina Cry1Ac insertada en bicapas lipidicas artificiales, propusieron que
el residuo YW545 del dominio Il del oligdmero de esta toxina, permanece expuesto al

solvente después de su insercién en la membrana lipidica [72].

Solo la mutante S364C (dominio I} insertada en la membrana lipidica mostré un
menor apagado, respecto a la toxina en solucién (Fig. 8.11.A, Tabla 8.5). El andlisis

detallado de dicho residuo se describe a continuacion.
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8.6.2.2. Apagado con ioduro de la fluorescencia extrinseca de la toxina
Cry1Ab marcada con Alexa Fluor-350, en presencia del receptor caderina o
ALP

Como se observa en la Figura 8.11.A, el residuo en la posicién 364 (mutante
S364C), localizado en el dominio Il de la toxina Cry1Ab, muestra una disminucién en su
exposicion al solvente cuando la toxina se inserta en la membrana, sugiriendo que dicho
residuo podria insertarse dentro de la bicapa lipidica. Sin embargo, cabe destacar que
este residuo se localiza al final de la hoja B6 del dominio I, muy cerca del loop-2 (Figura
6.1), el cual es una regién muy importante para los contactos proteicos con los receptores

caderina, aminopeptidasa-N (APN) y fosfatasa alcalina (ALP) [7, 38], por lo que la

disminuciéon en el apagado con ioduro de esta mutante insertada en la membrana lipidica
podria estar dada también por la unién directa (interaccién proteina-proteina) de esta
regién de la toxina con los receptores contenidos en las BBMV's de M. sexta, o bien, por
su internalizacidn dentro de la estructura de la proteina debido a los cambios

conformacionales que experimenta la toxina Cry1Ab durante la formacion del poro litico.

Con el fin de descartar cualquiera de las posibilidades mencionadas, los
receptores caderina y ALP puros fueron incubados con las mutantes $S364C y S324C
(otra mutante del dominio I, incluida como control) marcadas con Alexa Fluor-350, en
presencia de 10 excesos en masa de un fragmento de caderina que contiene los epitopes
de unién a la toxina (repetido 7-12), o bien, con 20 excesos de ALP de M sexta, y
analizamos el apagado de la fluorescencia del Alexa Fluor-350 con ioduro, en presencia o

ausencia de dichos receptores.

Como se observa en la Figura 8.12, la unién de la mutante S364C marcada con
Alexa Fluor-350 al fragmento de caderina (Fig. 8.12) o a al receptor fosfatasa alcalina
(Fig. 8.12.B), dio como resultado una disminucion en el apagado de la fluorescencia por
parte del ioduro. Para el caso de la otra mutante del dominio I, S324C, la unién a ambos
receptores no afecto el grade de apagado (Fig. 8.12). Esto parece indicar que la
disminucion en la exposicién al solvente del residuo $364C se debe a la interaccién con

los receptores, mas que a su insercién dentro de la membrana lipidica.
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Figura 8.12. Curvas de Stern-Volmer para el apagado con ioduro de la fluorescencia extrinseca de las
mutantes $324C y S364C de la toxina CrylAb marcada con Alexa Fluor-350, en presencia o ausencia
de los receptores. Se muestra el apagado con iodure de las mutantes, en ausendia {linea continua}, o
presencia {linea punteadal, de 10 excesos en masa del repetide 7-12 de caderina {(panel A}, o de 20
excesos en masa del receptor fosfatasa alcalina {panel Bl

Cabe sefialar que la disminucién en la exposicién al solvente del residuo 364
puede deberse al impedimento estérico causado por la interaccion directa proteina-
proteina entre la toxina y el receptor, o bien, por su traslado al interior de la proteina
debido a un cambio conformacional en la toxina, desencadenado por su unidn al receptor.

8.6.2.3. Apagado con acrilamida de la fluorescencia extrinseca de la toxina
Cry1Ab marcada con 1,5-lAEDANS, en solucion e insertada en BBMV's de
M. sexta

Como se menciond, para el caso de las mutantes marcadas con 1,5-IAEDANS,
solo analizamos la insercion y apagado de aguellas que mostraron la mayor emisién de
flucrescencia: T122C, $324C, K490C y N547C (Fig. 8.5.A). En este caso utilizamos
acrilamida como apagador, la cual es una molécula sin carga capaz de penetrar
ligeramente al interior de la proteina, pero no al interior hidrofébico de la membrana
lipidica [116, 117].

El analisis del apagado del la fluorescencia del 1,5-IAEDANS con acrilamida,
reafirmo que la posicidén 122 (mutante T122C) disminuye su exposicion al solvente
cuando la toxina se inserta en la membrana lipidica (Fig. 8.11.B, Tabla 8.5 v 8.6).

Los residuos 324 (mutante S324C), 490 y 547 (mutantes K490C y N547C)
permanecen expuestos al solvente. De hecho, l0s residuos S324C y K490C mostraron
una mayor susceptibilidad al apagado con acrilamida cuando la toxina se inserta en la
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membrana lipidica, mostrando valores mas altos de Kp (Tabla 8.6). Esto podria deberse a
gue esos residuos aumentan su exposicién al solvente cuando la toxina se inserta dentro
de la bicapa lipidica, o bien, que las regiones de la toxina insertada en la membrana en
las cuales se encuentran dichos residuos, presenten una mayor flexibilidad, facilitando
coh esto que la acrilamida pueda acceder a ellos. Este comportamiento concuerda
también con el modelo de sombirilla para la insercidn de la toxina en la membrana y con
reportes previos obtenidos en nuestro laboratorio en los que se propone que los dominios
Il y lll permanecen fuera de la bicapa lipidica cuando el oligémero de la toxina se inserta

en la membrana, a la vez que adquieren un mayor grado flexibilidad [80].

Tabla 8.6. Kp ¥ Amaxem de la fluorescencia extrinseca de los monémeros de la toxina CrylAb
marcados con 1,5-IAEDANS
Amax em (NM) * Kp* Cambio en la
Dom. Toxina solucion BBMV’'s solucion BBMV's exposicion al solvente al
insertar en BBMV's

[ T122C | 493+ 1 488+2 64+04 48+0.3 Se oculta

! §324C 490+ 1 490+1 42+0.2 5703 No hay cambio

il K490C | 490+ 1 492+2 3.8+04 8905 Se expone mas
N547C 4883 4754 27105 2405 No hay cambio

* media £ SEM, n=3

8.6.3. Apagado de la fluorescencia extrinseca de la toxina Cry1Ab
marcada con 1,5-lAEDANS e insertada en BBMV's de M. sexta
suplementadas con 16:0-5 Doxyl| PC

Para evaluar la hipétesis de que la disminucién en la exposicién al solvente
presentada por las mutantes T122C y V171C, después de la insercidn de la toxina en la
membrana, se debia a que dichos residuos se sitlian al interior de la bicapa y en contacto
con los lipidos de la membrana, y que por el contrario, la disminucién en la exposicién al
solvente presentada por la mutante S364C no se debia a su insercién dentro de la
bicapa, incubamos a las mutantes T122C, V171C y S364C marcadas con 1,5-IAEDANS,
en presencia de BBMV's suplementadas con 16:0-5 Doxyl PC (acido graso en el que el
grupo apagador -nitréxido- se encuentra acoplado a una de las cadenas lipidicas, ver
seccion 6.8.2). Ya que el 16:0-5 Doxyl PC funciona como apagador colisional acoplado a
los lipidos de la membrana, la comparacién del grado de apagado presentado por cada
una de las mutantes puede proporcionar informacién acerca de la localizacién de los
residuos marcados, dentro de la bicapa lipidica. Como se observa en la Figura 8.13, la
presencia del 16:0-5 Doxyl PC en las BBMV's indujo un apagado de la fluorescencia de
las mutantes T122C y V171C del dominio | marcadas con 1,5-IAEDANS, del 34% y 12%,

respectivamente, indicando que dichos residuos se insertan dentro de la bicapa lipidica.
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Figura 8.13. Apagado de la fluorescencia extrinseca de las mutantes T122C, V171C y
5364C de la toxina CrylAb marcada con 1,5-IAEDANS e insertadas en BBMV's de M. sexta
suplementadas con 16:0-5 Doxyl PC. Las toxinas marcadas con 1,5-IAEDANS se incubaron en BBEMV's
con ¥ sin 16:0-5 Doxyl PC. El porcentaje de apagado se obtuvo mediante |a siguiente férmula: [1-{F/Fo)]
*100, en donde F y Fo son las intensidades maximas de fluorescencia observadas en presencia o
ausencia del apagador {16:0-5 Doxy| PC].

Cave sefalar que el bajo apagado observado para la mutante V171C se podria
deber a que dicho residuo no se encuentra a la profundidad de la membrana en la cual
esta acoplado el grupo apagador -nitréxido- del 16:0-5 Doxyl PC. Por lo que, se podrian
realizar experimentos adicionales incubando a las mutantes T122C y V171C marcadas,
en presencia de BBMV’'s suplementadas con otros fosfolipidos que posean el grupo
apagador -nitréxido- acoplado en diferentes posiciones de la cadena del acido graso,
como el 16:0-7, 16:0-10, 16:0-12, 16:0-14 o0 16:0-16 Doxyl PC, para poder establecer a
mavyor detalle la profundidad dentro de la bicapa a la cual se localizan estos residuos en
la estructura de la toxina Cry1Ab insertada en la membrana [84].

Por otra parte, la fluorescencia de la mutante S364C (dominio Il) marcada con
1,5-IAEDANS no mostré apagado al incubarla en presencia de las BEMY's de M. sexfa
suplementadas con 16:0-5 Doxyl PC, sugiriendo que este residuo no interacciona con la
bicapa lipidica en la estructura de la toxina Cry1Ab insertada en la membrana (Fig. 8.13).
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9. CONCLUSIONES

En este trabajo se observd que la unidn del mondmero de la toxina CrylAb
silvestre y de las mutantes puntuales construidas de esta toxina, a las membranas
aisladas del intestino medio de M sexta (BBMV's), favorece la formacién de una
estructura oligomérica de aproximadamente 250 kDa, la cual permanece asociada la
membrana lipidica (BBMV's). Este resultado apoya la hipétesis de que la formacidn del
oligdmero de esta toxina es importante para su insercidn eficiente en la membrana y
conhcuerda con lo observado para el caso de otras toxinas formadoras de poro (TFP)
producidas por otras bacterias, en las cuales la unién de dichas toxinas a su receptor
propicia la formacién de una estructura cligomérica preporo y su insercién en la
membrana lipidica. Ademas, indica que la insercién de la toxina Cry1Ab en estas
membranas constituye un buen modelo para el estudio de los cambios conformacionales

gque sufre la toxina en estas condiciones.

En cuanto al analisis de la estructura de la toxina Cry1Ab insertada en la

membrana lipidica, se puede concluir:

Para el caso de los residuos analizados dentro del dominio | observamos que, tras
la insercién de la toxina Cry1Ab en la membrana lipidica, el residuo que se ubicé en un
ambiente mas hidrofébico fue el V171 (ubicado cerca del final de la hélice a-5),
sugiriendo que dicha regidn se inserta dentro de la bicapa lipidica. El residuo T122
(ubicado en el loop entre las hélices a3-ad) disminuyé su exposicidn al solvente, pero alin
asi fue susceptible en cierto grado al apagado con ioduro o acrilamida (apagadores
solubles en agua) lo que parece indicar que este residuo se ubica en la interfase superior
lipido-agua, quiza en contacto con las cabezas polares de los lipidos de la bicapa, ©
incluso a una mayor profundidad dentro de la bicapa. El residuo G183 no sufrié cambios
en su exposicion al solvente indicando que permanece fuera de la bicapa lipidica, lo gue

sugiere que no todo el dominio | de la toxina se inserta dentro de la membrana.

De los residuos analizados dentro de los dominios Il y 1, solo el $364 (dominio II)
disminuyé su exposicion al solvente tras la insercién de la toxina Cry1Ab en la
membrana. La disminucién en la exposicién al solvente de este residuo se debe al
contacto proteina-proteina de esta regién de la toxina con los receptores membranales de
la toxina Cry1Ab o bien, a que se traslada ligeramente al interior de la proteina debido a
los cambios conformacionales que experimenta la toxina durante su interaccién con el
receptor o durante su insercién en la membrana lipidica. Los residucs S324 (dominio 1),
K490 y N547 (dominio Ill} permanecieron expuestos al solvente, indicando que en la
estructura de la toxina Cry1Ab insertada en la membrana lipidica, estas regiones dentro

de los dominios Il vy Ill permanecen fuera de la membrana, contrario a lo que se ha
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sefialado en algunos reportes previos que indican que estos dominios de la toxina

también se insertan dentro de la bicapa [109].

En la Figura 8.12 se muestra la ubicacién hipotética de los residuos en la posicién
122, 171, 183, 324, 364, 490 y 547 de la toxina Cry1Ab insertada en la membrana
lipidica, de acuerdo al modelo de insercién de sombrilla [46, 102-105], en el que solo una
region discreta del dominio | de la toxina se inserta dentro de la bicapa (Fig. 2.2). Dicha

ubicaciéon concuerda con los resultados experimentales obtenidos en este trabajo.

Vista superior Vista lateral

Dominio II

Figura 9.1. Localizacion hipotética de los residuos T122, V171, G183, 5324, 5364, K490 y N547 dentro
de la estructura de la toxina CrylAb insertada en la membrana lipidica, de acuerdo al modelo de
insercion de sombrilla.

Finalmente, cabe resaltar gque en este trabajo pudimos estandarizar las
condiciones necesarias para la purificacion y el marcaje sitio especifico con fluoréforos en
cualquier parte de la estructura de la toxina Cry1Ab, lo cual facilitara en gran medida los
futuros analisis fluorométricos de los cambios conformacionales en la estructura de esta u
otras toxinas de la familia de proteinas Cry, al oligomerizar e insertarse en la membrana

lipidica.
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10. PERSPECTIVAS

Dentro de los analisis fluorométricos adicionales que se pueden realizar a futuro
para refinar el modelo de la toxina Cry1Ab insertada en membrana, estan el marcaje sitio-
especifico y el apagado de la fluorescencia de un rmayor nimero de residuos dentro de la
toxina Cry1Ab, al igual que algunos experimentos de FRET inter e intramonomérico de la
toxina Cry1Ab insertada en la membrana lipidica. De la misma manera, se puede realizar
el apagado de la fluorescencia extrinseca de un mayor numero de residuos de la toxina
Cry1Ab insertada en membranas lipidicas, mediante el uso de apagadores acoplados en
distintas zonas de la cadena carbonada de los acidos grasos de la membrana, para poder
determinar con mayor detalle las profundidades a las cuales se insertan ciertos residuos

dentro de la bicapa lipidica [84].

Para los experimentos de FRET intramolecular se puede aprovechar el hecho de
que la toxina Cry1Ab posee solamente 3 residuos de lisina a lo largo de toda su
secuencia primaria, por lo que es factible construir mutantes dobles de esta toxina en las
cuales se reemplacen dos de estas lisinas por arginina de tal manera que solo
permanezca un residuo de lisina que pueda ser utilizado para el marcaje especifico. A
este respecto hemos avanzado en la construccion de dos mutantes dobles: K478 (K403R
+K490R) y K490 (K403R +K478R) y planeamos construir una mutante triple sin lisinas
(K403R+K478R+K490R) para posteriormente insertar de nuevo pares de residuos lisina-
cisteina en cualquier zona de la toxina, los cuales se podran usar para el marcaje
diferencial con los fluoréforos necesarios para los expertimentos de FRET (fluordforos
asociados a maleimida para marcar a la cisteina y fluoréforos asociados a succimidil
éster para la lisina). De esta forma se podran medir con mayor precisién los cambios
conformacionales que sufre la toxina al oligomerizar e insertarse en la membrana lipidica

y se podra refinar el modelo de insercion.
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11. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

11.1. Fosforilacién de los oligonucleétidos mutagénicos

La fosforilacion de los oligonucledtidos mutagénicos en el extremo 3 se realizé

para facilitar la actividad las ligasas de ADN. Para tal fin se utilizé a la T4 polinucleétido

cinasa (T4PNK), la cual cataliza la transferencia de un grupo fosfato del ATP al grupo 5°-

OH del ADN monohebra o duplex y ARN.

La mezcla de reaccién en un volumen final de 50 yl se muestra en la Tabla 11.1.

Tabla 11.1. Fosforilacion de los oligonucleétidos mutagénicos
Mezcla de reaccion (50 pl volumen final)

H:z0 miliQ

Buffer A para laT4PNK (10x)
Oligonucleétido mutagénico
Enzima T4PNK

Aforara 50 pl
5ul

300 pmol

1 pl (10 U/l

En un tubo eppendorf, los componentes se agregaron y mezclaron de manera

suave con ayuda de la micropipeta, se dio un breve “spin”, se incubé la mezcla a 37 °C

durante 30 minutos y finalmente la reaccién se pard inactivando a la enzima mediante

choque térmico, incubando 20 minutos a 60 °C.

11.2. Reaccién de PCR mutagénico

La reaccion del PCR mutagénico se realizé utilizando el QuickChange® XL Multi

Site-Directed Mutagenesis Kit de Stratagene. La mezcla de reaccién y los parametros del

ciclaje térmico utilizados para el PCR se muestran en las Tablas 11.2 y 11.3.

Tabla 11.2. Reaccion de PCR mutagénico
Mezcla de reaccion (25 pl volumen final)

H-0 miliQ

Buffer de reaccién (10x)

Quick solution
dNTP mix

ds-ADN templado (plasmido

pHT315Ab)

Oligonucleotido mutagénico

fosforilado

Aforara 25 pl
2.5ul
0.75 pl

1y
100 ng

125 ng

Mezcla enzimatica QuickChange® 1 pl (2.5 U/pl)
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Tabla 11.3. Reaccién de PCR mutagénico
Parametros del ciclaje térmico

Segmento Ciclos | Temp. Duracién
I 1 9578 1 min
II 35 9556 1 min
55°C 1 min
65 °C 15 min
11 1 72508 7 min
v 1 4°C 2 min

Finalmente, para eliminar el ADN plasmidico metilado utilizado como templado, se
agregé 1l (10 U/MD) de la enzima de restriccion Dpn1, por cada 25 ul del producto de
PCR y se incubé la mezcla a 37 °C durante 90 minutos.

11.3. Preparacién de las células electrocompetentes de E. coli
DH5a

En condiciones de esterilidad:
Se crecié un cultivo de las células de E. coli en 30 ml de medio liquido YENB.

Se inoculd 1 litro del mismo medio con 10 ml del cultivo anterior y se crecieron las
células a 37 °C y 250 rpm hasta que alcanzaron una DOsqp de 0.6.

El cultivo anterior se incubd durante 5 minutos en hielo y se transfirié a 4 botellas
de plastico de 250 ml estériles y frias, para posteriormente centrifugar a 4000 rpm
(1940 g) y 4 °C en un rotor de angulo libre JS 7.5, usando una centrifuga Beckman J2-
HS.

Se elimind por completo el sobrenadante, se lavé el pellet en 100 ml de agua
estéril fria y se centrifugd una vez mas en las condiciones mencionadas anteriormente.
Se elimind de nuevo el sobrenadante.

El pellet se resuspendié en 20 ml de glicerol estéril frio al 10 % y se centrifugd en
las condiciones anteriores.

Finalmente las células fueron resuspendidas en 2 a 3 ml de glicerol estéril frio al
10 % vy se hicieron alicuotas de 40 ul que fueron colocadas en tubos eppendorf estériles
de 0.5 ml cada una. Las alicuotas se almacenaron a -70 °C hasta su uso.
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11.4. Transformacion de las células electrocompetentes de
E. coli DH5aqa

En esterilidad, se tomé una alicuota de las células electrocompetentes de E. cofi y
se incubaron en hielo hasta descongelarse. Se le agregaron 2 pl del producto del PCR
mutagénico, previamente digerido con la enzima Dpn1, se mezcld muy bien y se transfirid
a una cubeta de electroporacién fria de 0.1 cm (Gene Pulser® Cuvette de Bio-Rad). Se

electroporé a 400 Q, 25 uF y 1.6 V en el equipo Gene Pulser™ de Bio-Rad.

Para la recuperacion, se agregd 1 ml de medio LB a las células electroporadas y

se incubaron durante 1 ha 37 °C y 250 rpm.

Posteriormente, se tomaron 100 ul de la suspensién celular anterior y se
plaquearon sobre una caja de LBEri'® sélido con ayuda de un asa metalica. Finalmente,

las cajas se incubaron a 30 °C durante 12 h para obtener colonias celulares aisladas.

11.5. Secuenciacion

Para la secuenciacidén se tomaron 5 colonias aisladas por cada mutante
construida, a partir de las cuales se purificé el ADN plasmidico mediante el Wizard® Plus
SV Minipreps DNA Purification System de Promega y se mandé a secuenciar en la
Unidad de Sintesis y Secuenciacién del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, para
verificar que el plasmido pHT315Ab de alguna de dichas colonias hubiera incorporado la

mutacién puntual o doble deseada.

11.6. Preparacion de las células electrocompetentes de
B. thuringiensis

En condiciones de esterilidad:

Se crecid la cepa 407- de B. thuringiensis en una caja de LB sélido a 30 °C por
12 h.

Se tomé una asada grande del cultivo anterior y se inocularon 100 ml de medio
BHI estéril con ella. El cultivo se incubé a 30 °C y 250 rpm hasta alcanzar una
DO s00 nm= 0.6.

Posteriormente, el cultivo fue transferido a 2 tubos falcon estériles frios de 50 ml y
se centrifugéd a 5000 rpm (3210 g) vy 4 °C, durante 10 minutos. Se elimind
cuidadosamente el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 50 ml de buffer EB frio y

estéril.
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La suspensién celular se centrifugd de nuevo en las mismas condiciones y se
eliminé de nuevo el sobrenadante. El pellet se resuspendié en 3 ml de buffer EB estéril
frio y con esta suspensidn se hicieron alicuotas de 400 pl en tubos eppendorf estériles de

1.5 ml. Las alicuotas se guardaron a -70 °C hasta su uso.

Buffer EB: 0.625 M de sacarosa, 1 mM de MgCl.. Disolver en agua destilada y

esterilizar durante 20 min a 15 Ib/sq.

11.7. Transformacion de las células de B. thuringiensis 407 -

En condiciones de esterilidad, a 350 ul de las células electrocompetentes de Bt
407-, se les agregaron 15 pl (aproximadamente 1000 ng) del plasmido pHT315Abmut,
purificado a partir de las cepas de E. coli DH5a. La mezcla anterior se incubd en hielo por

5 minutos.

Posteriormente se transfirid¢ la mezcla a una cubeta para electroporacién fria de
0.4 cm (Gene Pulser® Cuvette de Bio-Rad) y se electroporé a 1000 Q, 25 pF y 25V
utilizando el Gene Pulser ™ de Bio-Rad.

Para la recuperacion, se transfirié la suspensién celular a tubos falcon estériles de
15 mly se agregaron 500 ul de medio BHI estéril. Se incubé a 30 °C y 250 rpm durante
una hora.

Posteriormente, se tomaron 500 ul de la suspensién celular anterior y se platearon
sobre una caja de LBEri'®, Finalmente, se incubaron a 30 °C durante 12 h para obtener
colonias aisladas transformadas con el plasmide pHT315Abmut correspondiente a cada

una de las mutantes.

11.8. Expresion y purificacion de la protoxina Cry1Ab a partir de
cultivos de B. thuringiensis

Para purificaciéon de la protoxina expresada por las cepas de B. thuringiensis
transformadas con el plasmido pHT315Abmut correspondiente, é con el pHT315Ab se

hizo lo siguiente:

*Las células de Bt que expresan cada una de las toxinas Cry1Ab mutantes se

crecieron en LBEri'® sélido durante 12 h a 30 °C.

*A partir del cultivo anterior se inocularon de 10 cajas de HCTEri'® soélido, las
cuales posteriormente se incubaron a 30 °C durante 48-76 h, hasta que la mayoria de las
células entraron a la fase de esporulacién y se observara la produccién del cristal proteico

parasporal con ayuda del microscopio optico.
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*El cultivo anterior se recuperé con ayuda de un asa bacterioldégica y se
resuspendié en 30 ml de NaCl 0.3 M, 10 mM EDTA, pH 8. Se centrifugd 10 minutos a
10,000 rpm (12,860 g) v 4 °C. Este lavado se repitid 3 veces y se eliminé el
sobrenadante.

*El pellet con la biomasa celular se resuspendié en 30 ml de H2O, 1 mM PMSF. Se
centrifugd 10 minutos a 10,000 rpm (12,860 g) vy 4 °C. Este lavado se repitié 3 veces y se
eliminé el sobrenadante. El pellet se recuperd y se resuspendié en 10 ml de H20, 1 mM
PMSF, se cuantificd la concentracién de proteina por el método de Bradford y se guardé a
4 °C hasta su uso. Esta mezcla esta enriquecida de cristales proteicos formados por la
protoxina Cry1Ab.

Para obtener la protoxina en su forma soluble:

*Se tomaron 20 mg totales de proteina de la mezcla obtenida en el paso anterior y
se centrifugaron durante 15 minutos a 10,000 rpm (12,860 g) y 4 °C. Se elimind el
sobrenadante y el pellet se resuspendié en 9 ml de buffer carbonatos (0.1 M NaCOs,
0.1 M NaHCOs3) pH 10.5, con B-mercaptoetanol al 0.2 % v/v final y se incubd durante
2ha37 °C y 600 rpm.

*La mezcla anterior se centrifugé durante 20 minutos a 11,000 rpm (15,560 g) v
4 °C. Se recuperd el sobrenadante, el cual contiene a la protoxina solubilizada, se
cuantificé la concentracién de protoxina seoluble por el método de Bradford y se guardé a

4 °C hasta su uso.

11.9. Cuantificacién de la proteina mediante el método de
Bradford o usando el equipo Nanodrop 2000

En un tubo se colocaron 795 pl de agua destilada v 5 ul de la muestra a
cuantificar. La muestra se homogenizé mediante agitacion y se le agregaron 200 Ll del
reactivo de Bradford 5x (Bio-Rad). Se incubé durante 5 min y se midié la absorbancia en
un espectrofotémetro (Pharmacia LKB Ultraspec Il) a una A de 595 nm. Para obtener el
valor de concentracidn proteica, el valor de absorbancia se interpolé a una curva estandar

de albumina sérica bovina (BSA) que abarca un rango de concentraciones de 1 a 10

Mg/mil.

Alternativamente, para la cuantificacién del mondmero purificado por
cromatografia de intercambio aniénico se utilizé el Nanodrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific Inc.) utilizando el coeficiente de extincion (82280 M-'cmr') y el peso molecular
(64388.3 Da) tedricos del mondémero de la toxina Cry1Ab (obtenidos mediante el servidor
web ExPASYy).
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11.10. Bioensayos sobre larvas de M. sexta

Para determinar el efecto téxico de las mutantes de la toxina Cry1Ab que se
construyeron, se realizaron bicensayos empleando diferentes dosis de mezclas de
espora-cristal de cada una de las mutantes (0.25 nglem?, 1 ng/cm?, 10 ng/cm?
50 ng/cm?, 200 ng/cm?). Las unidades de la dosis (ng/cm?) representan a los nanogramos
de toxina con los que se infecta cada centimetro cuadrado de la superficie de la dieta del

insecto.

Los bioensayos se realizaron en placas de plastico Cell Wells, Corning®, con 24
pozos de 2 cm?, cada uno de los cuales se llenaron con dieta artificial hasta
aproximadamente la mitad (Fig. 6.5). Una vez que la dieta estaba seca, se depositd la
dosis correspondiente de espora-cristal sobre la superficie de la dieta en cada pozo y las
cajas se incubaron a temperatura ambiente durante 20 minutos con el fin de que el buffer

conh el que se administré la toxina se evaporara.

Posteriormente se colocd una larva de M. sexta de primer instar de desarrollo en
cada pozo y la caja se sellé por completo con plastico film (Reynolds®). Las cajas se
incubaron a temperatura ambiente con un fotoperiodo de luz-obscuridad de 16:8 h,
durante 7 dias, después de los cuales se cuantificd y registrd la mortalidad en cada una

de las cajas.

Los bioensayos se hicieron por triplicado para cada una de las mutantes

construidas.

La concentracidn letal media (LCso), dosis a la cual se observa una mortalidad del
50 % de las larvas después un periodo de 7 dias, se estimé utilizando el analisis de Probit
(Polo-PCLeOra Software).

11.11. Activacién enzimatica y purificacién de la toxina
monomérica Cry1Ab mediante cromatografia de intercambio
aniénico

Para la activacion de la protoxina Cry1Ab se hizo lo siguiente:

1) Se tomaron 15-20 mg de protoxina solubilizada y se agregd Tris-HCI pH 8
(330 mM, concentracién final), con el fin de ajustar el pH aproximadamente a 8 u 8.5,

rango en el cual la tripsina tiene una actividad éptima.

2) A la mezcla anterior se le agregé la tripsina en una relacién en peso de 1:50,
tripsina:proteina, y se incubd durante 90 minutos a 37 °C y 600 rpm. Posteriormente, la

actividad de la enzima fue detenida mediante |la adicién de PMSF a una concentracién
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final de 1 mM, después de lo cual se centrifugé durante 30 minutos a 11,000 rpm
(15,560 g) y 4 °C.

3) Se recuperd el sobrenadante que contenia a la toxina soluble, se cuantificé la
concentracién proteica por el método de Bradford y se verificd la efectividad de la
activacion mediante SDS-PAGE en un gel al 10 %.

*En caso de que la toxina no se hubiera procesado enzimaticamente por
completo, se repitié el protocolo de activacion, a partir del paso nimero 2 (agregando
esta vez la tripsina en una relacién 1:100). La toxina activada se guardo a 4 °C hasta su
uso.

La purificacién de la toxina monomérica Cry1Ab se realizd por cromatografia de
intercambio anidnico utilizando el AKTA FPLC System de Amersham Biosciences, para lo

cual:
1) Preparacion de las muestras:

*Las muestras de toxina monomérica obtenidas de la activacién enzimatica con
tripsina se concentraron hasta un volumen de 0.5-1 ml, con ayuda de tubos Amicon de
corte de 30 kDa (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units, Millipore), centrifugando varias
veces en un rotor de angulo fijo a 7380 rpm (7000 g) y 4 °C, durante 10-15 minutos.

*El concentrado se llevé a un volumen de 2 ml con el buffer de corrida de la
cromatografia (50 mM Tris, 25 mM NaCl, pH 8) y se centrifugé durante 20 minutos a
13,000 rpm (17950 g) y 4°C.

2)Purificacion:

*La muestra se inyecté al equipo de FPLC (AKTA) vy se inicid la cromatografia de

intercambio anidnico con los siguientes parametros:
-columna: MonoQ (GE, Healthcare).
-buffer de corrida o de unién: 50 mM Tris, 25 mM NaCl, pH 8.5
-buffer de elusién: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.5.

-flujo: 0.25 mli/min para el cargado de la muestra y 1 ml/min para el resto de la
corrida.

-gradiente: de 0 a 50 % del buffer de elusién, en 50 minutos.

-fracciones: se recolectaron varias fracciones de 1.5 ml ¢/u a partir del 30 % del

gradiente de concentracion del buffer de elusion.
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Se cargaron 10-25 ul de cada una de las fracciones recolectadas (el mismo
volumen para cada toxina) en un gel de SDS-PAGE al 12 %, que se tifid con azul de
coomasie. En base a dicho gel se seleccionaron las fracciones de la cromatografia que
contuvieran al mondmero puro en mayor abundancia y pureza, y se concentraron con
ayuda de tubos Amicon de corte de 30 kDa, centrifugando de la misma forma que se

menciond anteriormente, hasta obtener un volumen de 500 pl.

Finamente, se cambié el buffer salino en el cual estaba contenido el monémero
pasando 5 ml de PBS a través de los tubos Amicon de corte de 30 kDa, centrifugando de
la misma forma que se mencioné anteriormente y quedandonos con un volumen final de
300-500 pl. Se estimé la concentracién proteica usando el equipo Nanodrop 2000 vy se

guardé la toxina a 4 °C hasta su uso.

11.12. Electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para el analisis de las proteinas Cry1Ab purificadas se utilizé la electroforesis en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE). Para lo cual, agregamos a las
muestras el buffer de Laemmli 4x (0.125 M de tris/HCI, 4 % de SDS, 20 % de glicerol,
10 % de B-mercaptoetanol y azul de bromofenol), hasta una relacién final de 1x.
Posteriormente las muestras se hirvieron por 5 minutos y se cargaron en geles de
poliactilamida al 8, 10 0 12 % con un gel de alineamiento al 5 %, como se describe por
Laemmli [118]. Se utilizaron como estandares de peso molecular los marcadores de Bio-
Rad (Precision Plus Protein All Blue Standards, niimero de catalogo 161-0373).

Los geles se corrieron a 10 mA hasta que las muestras se alinearon en el frente
de corrida y a partir de ese punto se aumentd el amperaje a 20 mA, hasta que el frente de

corrida de las muestras salié del gel.

Posteriormente el gel se tifiié con azul de Coomasie durante 90 minutos (Bio-
Rad).

Tabla 11.4. Reactivos para la elaboracion del gel de acrilamida

gel concentrador gel separador

8% 10% 12%
Hz0 miliQ 1.4 ml 2.3 ml 2 ml 1.7 ml
‘(’gg:l()"_gug}’;l)’ls'amlam'da 330 pl 1.3ml 1.7ml 2.0ml
tris 1 M pH 6.8 250 ul . ’ :
tris 1.5M pH 8.8 - 1.3 ml 1.3 ml 1.3 ml
SDS 10 % 20 pl 50 pl 50 pl 50 pl
APS 10 % 20 yl 50 pl 50 pl 50 pl
TEMED 2ul 3ul 2ul 3ul
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11.13. Marcaje de la toxina Cry1Ab

Para el marcaje especifico en las cisteinas de la toxina Cry1Ab con el fluoréforo
Alexa Fluor-350 o 1,5-IAEDANS, se hizo lo siguiente:

Se tomaron de 400-600 ug de toxina monomérica pura, contenida en buffer PBS
pH 7.2 (a una concentraciéon aproximada de 1 pg/ul) y se afadid DTT hasta una

conhcentracién final de 3 mM. Se incubéd durante 10 minutos a 37 °C y 600 rpm.

El DTT se elimind rapidamente mediante cromatografia de exclusién molecular,
cargando la muestra en una columna pequefia empacada con Sephadex G-25 y

centrifugando durante 2 minutos a 2000 rpm (720 g) y 4 °C, en un rotor de angulo libre

La parte eluida de la columna se recolectd y se estimd la concentracién usando el
equipo Nanodrop 2000.

Posteriormente, se agregd EDTA hasta una concentracién final de 1 mM. Se
agreg6 la marca reactiva (Alexa fluor-350 Cs-maleimida o 1,5-IAEDANS) disuelta en agua

(stock a 5 pg/ul), en un exceso molar 10 veces supetior respecto a la cantidad de toxina.

La reaccién de uniéon covalente se llevo a cavo incubando la mezcla anterior
durante 2 h a temperatura ambiente, con agitacién y en obscuridad.

Para eliminar por completo las especies reactivas de marca libre, se agregé [B-

mercaptoetanol al 0.2 % v/v final, 0 bien DTT a una concentracién final de 5 mM.

La marca no unida covalentemente a la toxina se eliminé mediante cromatografia
de exclusion molecular, cargando la muestra en una pequefia columna empacada con
Sephadex G-25 y centrifugando durante 2 minutos a 2000 rpm (720 g) y 4 °C, en un rotor
de angulo libre. Este paso se repitié 2-3 veces para eliminar la mayor cantidad de marca
libre.

Posteriormente, el pH del buffer en el que se encontraban las proteinas marcadas
se cambié a pH 9 mediante la adicién de 1/10 de volumen de buffer carbonatos 0.5 M,
pH 9. Se estimé la concentracién de proteina marcada pura mediante el método de
Bradford y se calculé la estequiometria de marcaje, utilizando la siguiente formula: (Ax / £)
* [peso molecular de la proteina / (mg/ml de proteina)]= moles de marca / moles de
proteina

En donde;

-Ax: valor de absorbancia de la marca a la longitud de onda de maxima absorcién
(a 346 nm, para el caso del Alexa Fluor-350 y 336 nm para el 1,5-IAEDANS)
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-£: Coeficiente de extincién de la marca a la longitud de onda de maxima

absorcion (19 000 M-'em!, para el caso del Alexa Fluor-350 y 5700 M-'cmr! para el
1,5-IAEDANS).

11.14. Preparaciéon de los liposomas o PC-SUV (Small
Unilamellar Vesicles of Phosphatidyl Choline)

Se disolvié la L-a-Fosfatidilcolina de huevo de pollo (Avanti® Polar Lipids) en

cloroformo, hasta una concentracién de 10 mg/ml.

Se tomaron 100 pl del stock anterior y se esparcieron sobre la supeftficie interna
de un pequefio tubo de ensayo de vidrio, girando el tubo y procurando la formacién de
una pelicula lipidica adherida a la pared de vidrio mediante la evaporacién lenta del

cloroformo, para lo cual se aplicé una corriente suave de nitrégeno en el tubo.

Para eliminar por completo el solvente en condiciones no oxidativas, la pelicula

lipidica se secé al vacio durante 12 h en un Speed Vac SVC100 (Savant).

Para hidratar los lipidos se agregaron 1.3 ml de buffer 10 mM CHES, 150 mM KCI,
pH 9, al tubo (quedando los lipidos a una concentracién final de 1 uM), se elimind el
oxigeno aplicando una corriente suave de nitrégeno y se tapdé el tubo. Se gird
suavemente el tubo de vidrio durante 5-10 minutos y la mezcla se “vortexed” 2-4 veces de
manera breve, hasta gue se obtuvo una solucion homogénea de vesiculas

multilaminares, con aspecto turbio y de color blanco.

Para formar las SUV’'s, la mezcla anterior se sonicé dando de 3 a 5 pulsos de 1
minuto de duracién en un sonicador de bafio (Branson 1200), con intervalos de 1 minuto
entre cada pulso durante los cuales se mantuvo la mezcla a 4 °C. Esto se hizo hasta

obtener una solucién semitraslticida (aproximadamente 3 pulsos).

Los liposomas se guardaron en alicuotas de 0.5 ml a 4 °C, hasta por 3 dias.

11.15. Insercidén de la toxina Cry1Ab en SUV's de PC

Para analizar los cambios conformacionales que sufre la toxina Cry1Ab al
insertarse en la membrana, el monémero de la toxina Cry1Ab en solucién se incubd en

presencia de liposomas de fosfatidilcolina, durante 1 h a 37 *C y agitacién a 600 rpm.

Para los ensayos de insercién en membrana a diferentes relaciones de proteina-

lipidos y pHs diferentes, las mezclas de reaccién fueron las siguientes:

Se mezclaron 2 ug de monémero con:

85



*A pH =7.5

40 ul de lipidos + 264 pul de lipidos +

245 il de PBS 1x 120 yl de PBS 1x

Volumen final de 300 pl Volumen final de 400 p

*A pH 10.5

40 ul de lipidos + * 264 ul de lipidos +

60 Ml de buffer Carbonatos 5x + 60 Ml de buffer carbonatos +
185 ul de H,O 60 ul de H,O

Volumen final de 300 pl Volumen final de 400 pl

Adicionalmente se incluyo un blanco en el que solo se incubaron los lipidos con

los buffers en los vollumenes correspondientes pero sin afiadir toxina.

Posteriormente, la mezcla lipido-toxina se transfirié a tubos de policarbonato de 7
X 20 mm (Beckman) y se centrifugé durante 1 h a 90,000 rpm (312,530 g) y 4 °C en una
ultracentrifuga OPTIMA™(Beckman), utilizando el rotor TLA100. Finalmente, con ayuda
de una micropipeta, se recuperaron por separado el pellet membranal (que contenia a la
toxina insertada en membrana) y el sobrenadante, en el cual permanecié la toxina no
insertada. El pellet se resuspendié en 200 ul de PBS para los posteriores ensayos

fluorométricos.

Finalmente se obtuvieron las intensidades maximas de la fluorescencia intrinseca
(triptéfanos, excitando a 295 nm y haciendo un escan de la emisién de 300-400 nm) de la

toxina Cry1Ab en el pellet o el sobrenadante, y se obtuvo el porcentaje de insercién.

11.16. Extraccion del intestino medio de larvas de M. sexta

Para extraer el intestino medio de M sexfa, (que contiene a los receptores,
proteasas y la composiciéon lipidica membranal idéneos para favorecer la unién e
insercién de la toxina Cry1Ab en la membrana), se envolvieron las larvas de tercer instar
de desarrollo de M. sexta en papel aluminio y se incubaron a 4 °C, colocandolas sobre
hielo durante 20 minutos. Posteriormente se fijé cada larva a una tabla de diseccién por
ambos extremos con ayuda de un par de alfileres y se hizo un corte longitudinal a lo largo
de la linea media de la larva, excepto en los 3 segmentos finales de ambos extremos de

la larva.
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Se separd el intestino medio de las larvas con ayuda de pinzas de punta
redondeada, se vacid el contenido alimenticio de éste y se enjuagé el tejido en el buffer 1.
Se realizaron cuatro lavados con el mismo buffer en un tubo de centrifuga, agitando e

invirtiendo el tubo hasta que el tejido sedimentara y eliminando el sobrenadante.

Se centrifugaron los intestinos a 5000 rpm (3210 g) durante 15 minutos, se elimind
el sobrenadante y se pesé el pellet. Posteriormente el pellet con los intestinos se
resuspendié en el buffer 1, diluide al 50 % con agua desionizada, en una relacién 1:1 en
peso/volumen y se hicieron alicuotas de 1 ml c/u que se depositaron en microviales.

Finalmente, los intestinos se guardaron a -70 °C, hasta su uso.

-Buffer 1: 300 mM de D-manitol, 17 mM de Tris-HCI, pH 7.4.

11.17. Elaboracion de BBMV’'s con membranas del intestino
medio de larvas de M. sexta

Para la elaboracion de las BBMVY's (Brush-Border Membrane Vesicles) del
intestino medio de M. sexta, se descongelaron los intestinos sobre una palangana con
hielo. Posteriormente se colocaron en un homogenizador de vidrio estéril inmerso en
hielo y se diluyeron con el buffer 1 frio, en una relacién 1:10 en peso/volumen. Se colocd
el émbolo de teflén estéril del homogenizador en un taladro Black & Decker U-114 tipo FV
y se dieron 9 golpes a 2250 rpm. Se agregd un volumen igual de una solucién de MgCl:

24 mM, se agité suavemente y se colocéd en hielo durante 15 minutos.

La mezcla anterior se centrifugd durante 15 minutos a 4500 rpm (1590 g) v 4 *C
(en un rotor Beckman de angulo fijo JA-20). El sobrenadante se recuperé y transfirié a
otro tubo estéril y se centrifugd durante 30 minutos a 16,000 rpm (20,070 g) y 4 °C. Se
elimind el sobrenadante y el pellet se resupendid en 1/2 volumen del buffer 1 frio y 1/2
volumen de la solucién de MgClz 24 mM. Se centrifugo de nuevo de la misma forma que

en el paso anterior y se eliminé el sobrenadante.

El pellet membranal obtenido en el paso anterior se resuspendié con el buffer 1
frio, diluido al 50 % con agua desionizada y se dieron tres golpes a 2250 rpm usando el

equipo descrito anteriormente.

Finalmente, se cuantificé la proteina presente en las BBMV’'s mediante el ensayo
de Lowry y se hicieron alicuotas de 100 ul c/u, las cuales se guardaron a -70 °C hasta su

uso.

-Buffer 1. 300 mM de manitel, 17 mM de Tris-HCI, pH 7.4.
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11.18. Cuantificacion de la proteina mediante el método de
Lowry

La cuantificacién de la proteina presente en las BBMV's se hizo utilizando el “DC
Protein Assay” de Bio-Rad y siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevermente
se hizo lo siguiente:

Se obtuvo la “solucién 17, mezclando 1 ml de la “solucién A” con 20 pl de la
“solucion S” (provistas con el kit).

Se colocaron 3 Jl de la muestra a cuantificar (BBMV's) en un tubo de 1.5 ml y se
adicionaron 125 ul de la solucién 1. La mezcla se agitdé con ayuda del Vortex y se incubd
durante 15 minutos a TA, después de lo cual se adiciond 1 ml de la “solucién B”, se agité
de nuevo con el Vortex y se incubd durante otros 15 minutos. La mezcla se transfirié a
una celda para espectrofotémetro y se leyd la absorbancia en un espectrofotémetro
(Pharmacia LKB Ultraspec Il) a una A de 750 nm.

Para obtener el valor de concentracién proteica, el valor de absorbancia se
interpolé a una curva estandar de alblimina sérica bovina (BSA).

-Solucion A: solucién alcalina de tartrato de sodio.
-Solucion B: reactivo de Folin diluido.

-Solucion S: dodecil sulfato de sodio.

11.19. Obtencidn del oligémero de la toxina Cry1Ab insertado en
la membrana lipidica (BBMV’'s de M. sexta)

Para analizar los cambios conformacionales que sufre la toxina Cry1Ab al
insertarse en las membranas lipidicas aisladas del intestino medio de M. sexta (BBMV's),

se hizo lo siguiente:

Se descongelaron las BBMV's de M sexta, se transfirieron a tubos de
policarbonato de 7 x 20 mm (Beckman) y se centrifugaron durante 15 minutos a
20,000 rpm (15,430 g) v 4 °C , en una ultracentrifuga OPTIMA™ (Beckman), utilizando el
rotor TLA 100. Se recuperé el pellet membranal y se resuspendié en buffer carbonatos
50 mM, pH 9.

Para la reaccién de insercién de la toxina en la membrana, se mezclé la toxina
marcada (30-50 lg) con las BBMV's de M. sexfa, en una relacién en masa proteica de
1.5 (toxina-BBMV's). La reaccidén se llevd a un volumen final de 500 pl, aforando con

buffer carbonatos y la mezcla se incubé durante 1 h a temperatura ambiente con
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agitacion suave. Posteriormente la reaccion se paré mediante la adicidén de PMSF a una
conhcentracién final de 1 mM. Adicionalmente, se incluyo un blanco en el que solo se
incubaron los lipidos con el buffer carbonatos en el volumen correspondientes, pero sin

afiadir toxina.

Para obtener el oligdmero de la toxina insertado en la membrana lipidica, la
mezcla anterior se centrifugé durante 30 minutes a 50,000 rpm (96,460 g) v 4 °C,
después de lo cual se eliminé el sobrenadante y el pellet membranal con el oligbmero de
la toxina Cry1Ab insertado se resuspendié en 1.1 ml de buffer carbonatos 50 mM pH 9.
Posteriormente, usamos 1 ml de la mezcla anterior para los analisis de apagado de la
fluorescencia, usando 200 pl de la mezcla por cada concentracién de apagador, como se
explica mas adelante, y el resto de la muestra se utilizd para la deteccion del oligémero

de la toxina Cry1Ab mediante Western blot.

11.20. Western blot

Las muestras se separaron mediante SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al

8 %, a 10 mA durante 30 minutos aproximadamente y a 20 mA durante 2 h.

Posteriormente las proteinas se electrotransfirieron a una membrana de
Polivinilidenofluorure (Millipore, Immobilon™-P, Transfer Membranas, USA) a 350 mA
durante 1 h en una camara de transferencia (TE22, Hoefer Scientific Instruments) a
temperatura ambiente. La membrana se blogquedé durante 90 minutos con PBS 1X,
Tween-20 al 0.05 % y leche descremada al 5 %, después de lo cual se lavé dos veces

con agua estéril y dos veces con PBS-Tween 20 al 0.05 %.

La membrana se incubd con el anticuerpo primario policlonal (Anti Cry1Ab en una
relaciéon 1:30,000) durante 90 minutos, se lavd dos veces con agua estéril y dos veces
con PBS-Tween 20 al 0.05 %.

Para la inmunodeteccién de las proteinas, la membrana se incubd durante 1 h con
el segundo anticuerpo, anti-lgG de conejo acoplado a peroxidasa (en una relacién
1:45000). Se lavé dos veces con PB3-Tween 20 al 0.05 % y dos veces mas con PBS.

Finalmente, para revelar con los reactivos luminiscentes, la membrana se incubd
con el sustrato del Kit SuperSignal (SuperSignal® Chemiluminescent Substrate, Pierce) y
la sefial emitida se detectd con una pelicula fotografica para quimioluminiscencia

(Hyperfilm™  Amsterdam Biosciences).

89



11.21. Unioén de la toxina Cry1Ab marcada con Alexa Fluor-350 al
receptor caderina o ALP

El fragmento de caderina con el repetido 7-12 (= 67 kDa) que contiene los sitios
de unién para la toxina Cry1Ab, previamente clonado en el vector pET22b, se purifico
mediante una columna de afinidad de nigquel, como se ha reportado previamente [110]. El
receptor ALP (= 65 kDa) se purificoé mediante cromatografia de afinidad usando una
matriz de agarosa-acido L-histidil-diazo-benzilfosfénico (Sigma) como se ha descrito

previamente [39].

Para los experimentos de unién de la toxina al fragmento de caderina o al receptor
ALP. Se mezclaron 12 pg del monémero de la toxina CrylAb marcado con Alexa
Fluor-350 en presencia o ausencia de 10 o 20 excesos (en masa) del fragmento de
caderina o ALP, respectivamente. La reacciéon se llevé a un volumen final de 1.1 ml,

aforando con buffer carbonatos 50 mM, pH 9 y se incubé durante 30 minutos a TA.

Finalmente, cada una de las mezclas anteriores se dividieron en 5 tubos de 200 pl

que se utilizaron para el apagado con ioduro.

11.22. Ensayos de apagado dinamico de la fluorescencia con
ioduro o acrilamida

Para los ensayos de apagado de la fluorescencia con ioduro o acrilamida
(apagadores dinamicos de la fluorescencia solubles en ambientes polares, Tablas 11.5 y

11.8), las muestras se trataron con diferentes concentraciones de apagador.

Para los ensayos de apagado con Kl, se afiadié KCI a la reaccidn, con el fin de
que la fuerza idnica total en las diferentes muestras permaneciera constante y Na:3:0;3,
para prevenir la formacién de |z reactivo, el cual puede penetrar en las regiones no

polares de las proteinas y de las membranas.

Posteriormente, se midieron los espectros de emisién y se graficoé la razén Fo/F
contra la concentraciéon de apagador, para obtener la constante de Stern Volmer para el

apagado dinamico de la fluorescencia (Ko).
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Tabla 11.5. Mezcla de reaccion para el apagado de la fluorescencia utilizando
acrilamida como apagador dinamico (250 pl de volumen final)
Muestra 200 1l
agregar—
[acrilamidal] 0mM 10 mM 100 mM 200 mM
stock4 M
agregar— 0l 0.63 pul 6.25 pl 12.25
H20 miliQ
agregar — 50 ul 49.4 1l 43.8 ul 37.5 ul
Tabla 11.6. Mezcla de reaccion para el apagado de la fluorescencia utilizando Kl
como apagador dinamico (250 pl de volumen final)
muestra,
agregar — 200 pl
[N325203] 800 mM
Stock 0.4M,
agregar — 5ul
PBS,
agregar — 13.75ul
[KCI] 500 mM | 450 mM | 400 mM | 250 mM 0 mM
Stock 4M,
agregar — 31.25 28.13 ul 25 ul 15.62 ul O
[KI] 0 mM 50 mM 100 mM 250 mM 500 mM
Stock 4M,
agregar — O pl 3.125 ul 6.25 ul 15.62 pl 31.25 ul

11.23. Preparacion de BBMV's de M. sexia suplementadas con 16:0-5
Doxyl PC

Para la preparacién de las BBMV's que contenian el apagador anclado a la
membrana, se elaboraron liposomas (SUV's) de los acidos grasos que contenian el
apagador acoplado a una de las cadenas carbonadas, para lo cual se tomé 1 mg de 1-
palmitoil-2-estearoil-(5-doxil)-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (16:0-5 Doxyl PC, Avanti® Polar
Lipids) disuelto en cloroformo y se secé mediante evaporacién con una corriente de argén
sobre las paredes de un tubo de ensayo, procurando la formaciéon de una fina pelicula
lipidica adherida a la pared de vidrio.

Para eliminar por completo el solvente en condiciones no oxidativas, los lipidos se
secaron al vacio durante 12 h en un Speed Vac SVC100 (Savant) y posteriormente se
hidrataron con 1.16 ml de buffer carbonatos 50 mM, pH 9, para obtener una
conhcentracién final de 1 mM. El resto del protocolo se realizé de la misma forma que para
la elaboracion de las SUV's de PC. (ver seccién 11.14).
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Posteriormente, se mezclaron 20 Jl de las SUV's de 16:0-5 Doxyl PC 1 mM, por
cada 30 ug de BBMV's, y la mezcla anterior se sonicd, dando 5 pulsos de un minuto de
duracién ¢/u en un sonicador de bafio (Branson 1200), con intervalos de 1 minuto entre
cada pulso, durante los cuales se mantuvo la mezcla a 4 °C. Esto se hizo hasta obtener

una solucién semitraslicida.

11.24. Apagado de la fluorescencia extrinseca de la toxina
Cry1Ab marcada con 1,5-IAEDANS e insertada en BBMV s de
M. sexta suplementadas con 16:0-5 doxyl PC

Para analizar que regiones de la toxina Cry1Ab gue se insertan dentro de la

membrana lipidica y estan en contacto con ella, se hizo lo siguiente:

Se incubaron 20 ug de la toxina marcada con 1,5-IAEDANS, en presencia de las
BBMV's de M. sexta con o sin apagador (16.0-5 Doxyl PC), en una relacién en masa
proteica de 1:5 (toxina-BBMV's). La reaccién de insercion se llevé a un volumen final de
100 ul en buffer carbonatos 50 mM, pH 9 y la mezcla se incubdé durante 90 minutos a
temperatura ambiente con agitacién suave, después de lo cual se pard la reaccién
mediante la adicion de PMSF a una concentracion final de 1 mM. Adicionalmente, se
incluyo un blanco en el que solo se incubaron los lipidos correspondientes en el buffer

carbonatos.

Para obtener a la toxina insertada en la membrana lipidica, la mezcla anterior se
centrifugd durante 30 minutos a 50,000 rpm (96,460 g) v 4 °C, después de lo cual se
eliminé el sobrenadante y el pellet membranal con la toxina Cry1Ab insertada se
resuspendié en 230 pl de buffer carbonatos 50 mM pH 9. La mezcla anterior se utilizd
para realizar las lecturas en el espectrofluorémetro y obtener las intensidades maximas
de emision de la fluorescencia extrinseca de la toxina en presencia ¢ ausencia del

apagador anclado a la membrana (16:0-5 Doxyl PC).

Finalmente se obtuvo el porcentaje de apagado de la fluorescencia extrinseca
mediante la siguiente férmula: [1-(F/Fp)]*100, en donde F y Fop son las intensidades
maximas de fluorescencia observadas en presencia o ausencia del apagador (16:0-5
Doxyl PC).
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11.25. Medicion de los espectros de emision de la fluorescencia
de las toxinas Cry1Ab

Para los ensayos de medicidn de la fluorescencia se utilizé un espectrofotémetro

de fluorescencia Amicon Bowman (Urbana, IL).

Tahla 11.7. Parametros de lectura en el espectrofluorémetro para los fluoroforos

utilizados
Fluorédforo Aexitacién (nm) lectura del espectro de emisién (nm)
Triptéfanos 295 300-400
Alexa Fluor-350 346 410-470
1,5-IAEDANS 336 420-520

Todas las medidas se realizaron con una celda de cuarzo de 4mm x 10mm (Bio-
Rad) a 22 °C. Los resultados obtenidos son un promedio de tres mediciones
independientes y los espectros fueron corregidos restandoles los espectros de emisién de
los blancos (los mismos componentes de la muestra a excepcién de la toxina, toxina

marcada o el fluoréforo en solucién, seglin corresponda).

12. ANEXOS

12.1. Publicacidén en revista arbitrada

Los experimentos realizados durante el desarrollo de esta tesis contribuyeron con el

desarrollo del siguiente articulo cientifico:
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Bacillus thuringiensis produces insecticidal proteins named
Cry toxins, that are used commercially for the control of eco-
nomical important insect pests. These are pore-forming toxins
that interact with different receptors in the insect gut, forming
pores in the apical membrane causing cell burst and insect
death. Elucidation of the structure of the membrane-inserted
toxin is important to fully understand its mechanism of action.
One hypothesis proposed that the hairpin of a-helices 4-5 of
domain [ inserts into the phospholipid bilayer, whereas the rest
of helices of domain [ are spread on the membrane surface in an
umbrella-like conformation. However, a second hypothesis pro-
posed that the three domains of the Cry toxin insert into the
bilayer without major conformational changes. In this work we
constructed single Cys CrylAb mutants that remain adive
against Manduca sexta larvae and labeled them with different
fluorescent probes that have different responses to solvent
polarity. Different soluble quenchers as well as a membrane-
bound quencher were used to compare the properties of the
soluble and brush border membrane-inserted forms of CrylAb
toxin. The fluorescence and quenching analysis presented here,
revealed that domains Il and III of the toxin remain in the sur-
face of the membrane and only a discrete region of domain I is
inserted into the lipid bilayer, supportingthe umbrella model of
toxin insertion,

Bacillus thuringiensis (Bt)® is an entomophatogenic bacte-
rium that produces insecticidal 8-endotoxins proteins (named
Cry toxins) during its sporulation phase as parasporal bodies.
These proteins have been used commercially for many years for
the control of insect pests in agriculture and human-disease
vectors, because they are highly specific to insects, innocuous to
vertebrates and plants, and biodegradable (1-3),
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Most of the Cry proteins are produced as crystalline inclu-
sions of 130 or 70 kDa protoxins. Protoxins are solubilized in
the larval gut lumen and activated by midgut proteases in both
terminal ends to yield activated monomeric 60-kDa toxins with
a three domain structure (1-3). Domain I is a seven «-helix
bundle implicated in oligomerization and in membrane chan-
nel formation. Domain II consists of a beta-prism of three anti-
parallel g-sheets packed around a hydrophobic core and
domain IIT is a B-sandwich of two antiparallel B-sheets.
Domains 1T and IIT are important for interaction with toxin
receptors and thus have important roles in insect specificity
(1-3).

The mechanism of action of Cry toxins involves several steps
and interactions with different receptors that depend on the
oligomeric state of the toxin in a ping-pong binding mechanism
(3-5). Theactivated monomeric toxins bind to highly abundant
low affinity receptors, glycosylphosphatidylinositol (GPI}-an-
chored proteins, such as aminopeptidase N (APN) and alkaline
phosphatase (ALP), localizing the toxin in the brush border
microvilli. Specifically, loop 3 of domain ITand 3-16 of domain
III are invalved in this first interaction (4, 5). After this, the
toxin binds to low abundant cadherin receptor, in a high affinity
and complex interaction involving participation of loop 2, loop
3, and loop «-8 of domain II the toxin. Binding with cadherin
facilitates additional protease cleavage of the N-terminal end of
the toxin eliminating helix a-1 of domain I {(6). This cleavage
induces assembly of an oligomeric form of the toxin. The con-
formational changes in toxin oligomers results in 100-fold
increased binding affinity to APN and ALP receptors, through
loop 2 (3—6). After the oligomers bind to these receptors they
insert into membrane microdomains, creating pores in the api-
cal membrane of midgut cells causing osmotic shock, bursting
off the midgut cells and finally ending with the death of the
insect (7, 8).

The insertion of the toxin into the membrane is one of the
less characterized steps in the mechanism of action of Cry tox-
ins and elucidation of the structure of the membrane-inserted
toxin is important to fully understand its mechanism of action.
The hypothesis is that interaction of toxin oligomer with the
APN and ALP receptor proteins triggers a conformational
change that is necessary for the insertion of the toxin into the
membrane (9). Previous studies demonstrated that separation
of domains I and II is a necessary step for pore formation in
black lipid bilayers (10). In addition, several studies performed
with single point mutations in the different helices of domain I
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of CrylA toxins, supported that helices -3, a-4, and «-5 are
important for toxicity and pore formation, without affecting
their binding interaction with toxin receptors {11-15). The
helix «-3 participates in the cligomerization process (13}, and it
is proposed that the hydrophaobic hairpin formed by helices a-4.
and «-5 inserts into the phospholipid bilayer whereas the rest of
amphipathic helices of domain I, excluding helix «-1, are
spread on the membrane surface in an umbrella-like conforma-
tion (10, 16—19). It was shown that the hydrophilic face of helix
a-4 i3 facing the lumen of the pore, by in sifu restoration of a
negative charge of mutant D136C, that resulted in restitution of
ionic conductance to the levels of the wild-type CrylAa toxin
(16).

In 2001, an alternative madel was proposed based in data of
the activation energy of denaturation of Cry3Aa toxinwhen itis
bound to the membrane (20). In this model the authors pro-
posed that the conformation of the toxin do not change upon
insertion into the membrane and that the three domains of
Cry3Aa inserted into the bilayer without further conforma-
tional changes, with the exception of the first three a-helices
(20). In 2008, a study that involved the analysis of several single
cysteine (Cys) CrylA mutants labeled with fluorescent dyes,
such as 1,5-TAEDANS, or acrylodan, also concluded that all
domains of the toxin insert into the membrane (21). These data
contradicted previous studies that had shown that some
regions of domains IT and IIT of CrylA toxins remain in the
surface of the membrane (9, 19, 22). Quenching analysis of tryp-
tophan (Trp) florescence of the membrane-inserted CrylAc
oligomer, showed that Trp-545, located in domain I11, remains
exposed to the solvent (9). In addition, fluorescence resonance
energy transfer (FRET) analysis of Trp residues to 1-anilinon-
aphthalene-8-sulfonic acid dye {(ANS) in membrane-bound
CrylAb oligomer, indicated that domains II and IIT were
located in the surface of the membrane, in contrast to domain [
that was inserted into the membrane (22). It is important to
mention that most of the pore forming toxins, such as anthrax
toxin, aerolysin, a-hemolysin, and CDC toxins, that kill differ-
ent cell types, behave in a similar way, since only a small part of
these proteins inserts into the lipid bilayer, while the rest of the
protein remains outside of the membrane (23). Recently, a
three-dimensional structure model of the CrydAa pre-pore,
and the pore aligomer was presented (24). In this model the
authors suggested that domains IT and IIT of CrydAa toxin
remain in the surface in the membrane bound oligomer and
only the hairpin formed by helices a-4 and «-5 of domain I is
involved in the insertion into the lipid bilayer {24).

Theaim of this work was to understand how Cry toxins insert
into the membrane, We isolated several mutants with single
Cysresiduesin the three domains of CrylAb toxinand analyzed
their insertion into the membrane using fluorescence spectros-
copy and quenching analysis with different soluble quenchers
as well as a membrane-bound quencher to compare the prop-
erties of the soluble and membrane-inserted forms of Cryl1Ab
toxin, Three mutants are located in demain I, two in domain II,
and two in domain ITI. Among the mutants located in domain T,
one mutant (V171C) is located in helix -5, that corresponds to
the region involved in membrane insertion according to Tav-
eecharoenkool ef al, (24). Our results indicate that domains II
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and III of the toxin remained exposed to the solvent in the
surface of the membrane and only a discrete region of domain I
was inserted into the lipid bilayer.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Site-directed Mutagenesis—Plasmid pHT315 (25) containing
cry1 Ab gene was used as template for site-directed mutagenesis
with QuickChange mutagenesis kit from Stratagene (La Jolla,
CA), following the manufacturer’s instructions. Mutagenic
oligonucleotides used to construct all mutants were: T122C,
GAGTGGGAAGCAGATCCTTGTAATCCAGCATTAAGA-
GAAG; V171C, GCTGCAAATTTACATTTATCATGCTT-
GAGAGATGTTTCAGTSG; G183C, GTGTTTGGACAAAG-
GTGGTGTTTTGATGCCGCGACTATC; S324C, CAT-
CAAA TAATGGCTTGCCCTGTAGGGTTCTCG; S364C,
GTGTATAGAACATTATCGTGCACTTTATATAGAAG-
ACC; K490C, TGGAACTTCTGTCGTTTGCGGACCAGG-
ATTTACAG, and N547C, ATTGACGGAAGACCTATT-
TGTCAGGGGAATTTCTCAG.

Purification and Activation of CrylAb Toxins— The acrystal-
liferous Bt strain 407~ (25) was transformed with wild-type
pHT315-cry1Ab or the same plasmid containing ¢ry1Ab mu-
tant genes. Bt transformant strains were grown for 3 days at
30 °C in HCT sporulation medium (26) supplemented with 10
pg/ml erythromycin.

After sporulation, crystals were purified by sucrose gradients
as described (26). Protoxins were solubilized 2 h at 37 °C in
alkaline buffer: 100 mm Na,CO,, 0.2% of B-mercaptoethanol,
pH 10.5 and activated with trypsin {1:50 trypsin/protoxin, w/w)
for 2 hoat 37 °C, after this incubation 1 my phenylmethylsulfo-
nyl fluoride (PMSF) was added to stop proteolysis and the pH
was equilibrated by adding same volume of 1 m Tris-HCI, pH
8.5. Activated proteins were then purified by anion exchange
chromatography Mono Q-Sepharose fast flow from GE Health-
care (Little Chalfont, UK) in an AKTA FPLC System from
Amsterdam Biosciences, using a 50 mw Tris-HCI, 50 mm NaCl,
pH 8.5 buffer, and a linear NaCl concentration gradient from 50
to 300 mut. The samples were reduced by adding 1 mm EDTA
and 3 my dithiothreitol to minimize the oxidation of the thiol
group of Cys residues, concentrated up to 1 ug per il and buffer
was changed to PBS by using Amicon 30,000 MWCO centri-
fuge filters from Millipore (Hayward, CA). Protein concentra-
tion was determined by the Bradford assay using bovine serum
albumin as standard.

Toxicity Bioassays—Bioassays were performed with Man-
diica sexta neonate larvae by the surface contamination
method. Different doses of spore/ crystal suspensions {from 0.1
to 200 ng/ cm®) were applied onta the diet surface contained in
24-well polystyrene plates (Cell Wells; corning Glass Works,
Corning, New York). A total of 24 larvae per plaque, were fed
with the different toxin doses in quadruplicate. The plates were
incubated at 28 °C with 65 = 5% relative humidity and a light:
dark photoperiod of 16:8 h. Mortality was recorded after 7 days
and the 50% lethal concentration (LC, ) was analyzed with Pro-
bit LeOra software.

Labeling Mutant Proteins with Fliworescent Dyes—To reduce
the disulfide bonds and improve the labeling of the Cys residues
introduced into the mutant toxins, the pure protein samples
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(400600 pg), were incubated in PBS containing 3 mu dithio-
threitol, 1 mn EDTA for 10minat 37 °C. The dithiothreitol was
then removed by filtration centrifugation (27) in Sephadex
G-25 columns (1 cm®), equilibrated with PBS pH 7, and pro-
teins were incubated 2 h in dark at 37 °C with 10-fold molar
excess of the probes at 600 rpm agitation. Two different probes
were used to label the CrylAb mutants, the 5-(2-({2-iodo-1-
oxoethyl) amino) ethylamino)-1-naphthalenesulfonic acid
(1,5-TAEDANS) or Alexa Fluor-350 from Molecular Probes.
Unbound label was removed by filtration centrifugation, using
Sephadex G-50 columns equilibrated with PBS pH 7. Finally,
the pH of labeled proteins was changed to pH 9 by adding 1/10
of the volume of 500 mn: Na,CO, pH 9. The efficiency of label-
ing was measured using the molar extinction coefficient of each
probe and Equation 1,

A, MW protein mol dye
—X z = 7 (Eg. 1)
€~ mgprotein/ml  mol protein

where A, corresponds to the maximum wavelength of dye
absorbance that in the case of Alexa Fluor-350 corresponds to
346 nm, and in the case of 1,5-IAEDANS corresponds to 336
nmand €, corresponds to the molar extinction coefficient of the
dye, that for Alexa Fluor-350is 19,000 "em™ " at 346 nm, and
for 1,5-IAEDANS is 5700 1~ ' cm™ * at 336 nm.

Purity of the proteins was analyzed on SDS-PAGE 12% acryl-
amide. The labeling of the proteins was visualized by excitation
of the SDS-PAGE gel with UV light transilluminator and ana-
Iyzed in a Gel Doc XR System (Bio-Rad) as reported (28).

Preparation of Brish Border Membrane Vesicles (BEMV) and
BBMYV Containing Membrane-bovund Quencher 5-Doxyl-PC—
Insect midgut tissue of third instar A sexta larvae were dis-
sected and used to prepare BBMYV by differential precipitation
using MgCl, in absence if protease inhibitors (29). The BBMV
were finally suspended in 50 m Na,CO,, pH 9 and stored at
—70°C until use. Concentration of protein in the BBMYVY was
analyzed by using the Lowry DC protein assay (Bio-Rad).
For preparation of BBMV containing the membrane-bound
quencher, 1 mg of 1-palmitoyl-2-stearoyl-(5-doxyl)-sn-
glycero-3-phosphocholine (5-doxyl-PC) lipid (Avanti Polar
Lipids, Alabaster, AL) was dried by argon flow evaporation fol-
lowed by overnight storage under vacuum to remove residual
chloroform. The lipid was hydrated in 1.16 ml of 50 mm
Na,CO,, pH 9 buffer to havea final concentration of 1 m4, and
subjected to sonication five times for 1 min each time in a Bran-
s0n-1200 bath sonicator (Danbury, CT). Finally, for each 30 g
of BBMV we added 20 pul of 5-doxyl-PC lipid, and the mixture
was sonicated four times as described above.

Steady State Fheorvescence Quenching Measurenients—EX-
periments were carried out in an Aminco Bowman Lumines-
cence Spectrometer (Urbana, IL). All measurements were made
ina (4 > 10 mm) quartz cuvette at 22 °C. The excitation and
emission slits were 4 nm. The excitation wavelength was 346
nm for Alexa Fluer-350 and 336 nm for 1,5-TAEDANS, and the
emission spectrum was recorded from 420 to 540 nm for 1,5-
IAEDANS or from 400 to 500 nm for Alexa Fluor 350. The
spectra were an average of three to four scans and were also
corrected for background and dilution.
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Fluorescent quenching experiments were performed with
potassium iodide (KI) for Alexa Fluor-350-labeled proteins or
with acrylamide for 1,5-IAEDANS-labeled proteins. Small-val-
ume aliquots of 4 w1 KI or 4 m acrylamide stock solutions, pre-
pared in the protein buffer were added to the samples and
gently stirred. The emission spectra wererecorded to check the
effect on fluorescence intensity and A,,.. As control in the KI
quenching assays, KCl was added so that the total salt (KI+KCl)
concentration remained constant and equal to the highest con-
centration of KI used. Sodium thiosulfate (800 mn) was added
to KI solutions to avoid the formation of I . Effective Stern-
Valmer constants (K;) were obtained from the fluorescent
data according to the Stern-Volmer equation for dynamic
quenching (30),

Fo/F =1+ KylQl (Eq.2)

where F, and F are the florescence intensities in absence and
presence of the quencher, respectively. The value for Ky was
abtained from the Stern-Volmer plots, calculating the slop of
F_/Fversus concentration of quencher. The value for K, can be
considered to be a reliable reflection of the bimolecular colli-
sional constant for collisional quenching, since Ky = A %,
where & is the bimolecular collisional constant and ¢, is the
lifetime constant in the absence of quencher.

The quenching data with 5-doxyl-PC are presented as %
quenching efficiency defined as the ratio of the fluorescence in
the presence of the quencher to that without (F,) quencher
as follows, ([DF, — DF] X 100)/DF, where DI, and DF are
the changes in fluorescence intensity upon binding of 1,5-
IAEDANS-labeled CrylAb proteins to BBMV and to BBMV-
5-doxyl-PC containing the membrane bound quencher,
respectively,

Insertion of Cry1Ab Mutant Toxin into the BBAMV—We incu-
bated 30 jxg of each labeled protein with 150 pg of BEMYV iso-
lated from M. sexta larvae in 50 mm Na,CO, pH 9 for 1 hat
25 °C, the reaction was stopped with 1 mm PMSE and the
inserted toxin into the BBMV was recovered by centrifugation
30 minat 50,000 rpmat 4. “C. The pellet was suspended in 1.1 ml
of 50 mu Na,CO,, buffer pH 9. We used 1 ml of inserted toxin
for the quenching assays, using 200 ul of this sample per
quencher concentration as explained above and the rest of the
sample was used for Western blot analysis. Laemmli sample
buffer 4>< (0.125 m Tris/HCl, 4% SDS, 20% glycerol, 10% 3-mer-
captoethanal, 0.01% bromphenol blue) was added to the sam-
ples, boiled 5 min, loaded into 10% SDS-PAGE and electro-
transferred to polyvinylidene difluoride membrane (PVDE)
(Amersham Biosciences). The mutant proteins were revealed
by Western blot assay using rabbit anti-Cry1Ab polyclonal anti-
body (1:30,000) and secondary anti-rabbit antibody (1:30,000)
conjugated with horseradish peroxidase. The final blots were
visualized using luminol (Amersham Biosciences).

Purification of Cadherin Fragmeni and ALP Recepfor—A
fragment of cadherin protein containing the toxin binding sites
CR7-CR12 that was previously cloned into pET22b vector was
purified with nickel affinity columns as previously reported
(13). ALP receptor was purified by affinity chromatography
using L-histidyl-diazo-benzylphosphonic acid agarose (Sigma)
as described previously (5).
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FIGURE 1. Location of mutated residues in a model of the three-dimensional structure of the Cry1Ab toxin based in the coordinates of the closely
related Cry1Aatoxin. Panels A, B,and C show exposition of the labeled residues to the solvent, and panels D, E, and F show their corresponding location within
aribbon representation of the three-dimensional structure of Cry 1Ab. Panels A and D have the same orientation, similarly panels Band E have same orientation
and finally panels C and F represent the same orientation of the toxin. Color code: T122C, orange; V171C, green; G183C, red; S324C, cyan; S364C, pink; K490C,

yellow; and N547C, violet.

RESULTS

Expression and Purification of CrylAb Mutants—7To analyze
the insertion of CrylAb toxin into M. sexta larvae BBMV, we
introduced single cysteine substitutions in several regions of
the three domains of this protein. We took advantage that
CrylAb toxin does not contain any Cys residue in its structure
to produce these single Cys toxins, with the aim of labeling
these residues with different fluorescent probes, that either
have a strong response to solvent polarity or that could be
quenched with negative charged water soluble quenchers as
iodide (I7). Three domain I mutants (T122C, V171C, and
G183C), two domain II mutants (S324C and S364C), and two
domain IIT mutants (K490C and N547C) were constructed. Fig.
1 shows the location of these residues in the three-dimensional
CrylAb structure model based in the coordinates of the closely
related CrylAa toxin. In this figure we show an analysis of the
exposition of these residues to the solvent. All residues were
located in exposed regions of the protein with exception of
Val-171 that is located in helix -5 at the center of Domain I and
is buried in the three-dimensional structure (green color in Fig.
1, which is not visible in panels A, B, and C). The other mutants
were located in surface-exposed locations: T122C is located in
the loop between helices a3-a4; G183C in the loop between
helices a5-a6; S324C in loop of strands B3-B4 of domain II;
S$364C in strand 6 of domain II; K490C is located in loop
between strands 14-B15 of domain III and finally, N547C is
found in middle of strand 819 of domain III. The location of all
of these residues in the three-dimensional structure of CrylAb,
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suggests that all residues, with exception of V171C, would be
accessible for the labeling reaction with the fluorescent dyes.
After mutagenesis, plasmids were sequenced and transformed
into an acrystalliferous Bt strain. The crystalline inclusions pro-
duced by all these Bt strain were bipyramidal, similar to the
crystal inclusions produced in the wild-type strain. The crystal
inclusions were solubilized, activated with trypsin and purified
as described under “Experimental Procedures.” The trypsin
activated proteins of all mutants produced a 65 kDa protein
similar to the CrylAb toxin, which were recognized by several
monoclonal and polyclonal CrylAb specific antibodies (data
not shown), suggesting that these mutations did not cause
major structural disturbance in the CrylAb toxin.

Toxicity Effects of Single Cys Mutants Isolated in CrylAb
Toxin—We determined the effect of the different Cys substitu-
tions in the toxicity of CrylAb against M. sexta larvae. Supple-
mental Table S1 shows the 1.C,, lethal values obtained with the
different mutants. All mutants were active against M. sexta lar-
vae showing similar toxicity as the wild type CrylAb protein,
because 95% confidential limits overlapped. These data con-
firmed that the single Cys mutants isolated in this work did not
affect significantly the three-dimensional structure of the toxin.

Characterization of Fluorescent Probes—The fluorescent
probes used in this study were 1,5-IAEDANS and Alexa Fluor-
350. The 1,5-IAEDANS was previously used in a related study
where the insertion of CrylAa and CrylAb toxins into the
membrane, was analyzed (21). Nair and Dean (21) argued that
1,5-IAEDANS fluorophore has a high dipole moment and
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FIGURE 2. Characterization of 1, 5-IAEDANS and Alexa Fluor-350 fluores-
centdyes. Panels Aand Cshow the emission spectra of 1,5-IAEDANS (panel A)
and Alexa Fluor 350 (panel C) in different solvents. Solid line, ethanol; dotted
line, methanol; and gray line, water-soluble phosphate buffer. Panels B and D
show the SternVolmer plots of 1,5-IAEDANS (panel B) and Alexa Fluor 350 (panel
D) after quenching with Kl (dotted line, O) or by acrylamide (solid line, l).

hence increased quantum yield of emission in an aqueous envi-
ronments, that gets quenched inside the membrane vesicles
(21). However, we found that the properties of 1,5-IAEDANS
were mistaken since, in the contrary, 1,5-IAEDANS is a naph-
thalene derivative that is quite dependent upon environment
and severe changes in fluorescence intensity are determined by
degree of aqueous solvation, showing low quantum yield in
water and polar solvents, and much higher quantum yield in
apolar or hydrophobic environments (31, 32). Thus, the fluo-
rescence intensity of 1,5-IAEDANS should increase when
inserted into in hydrophobic environment of the membrane.
To confirm this, we analyzed the fluorescence of 1,5-IAEDANS
in different solvents with different polarity. Fig. 24 shows the
emission spectra of 1,5-IAEDANS in different solvents, show-
ing much higher fluorescence intensity in methanol and etha-
nol than in water soluble phosphate buffer with a correlative
important wavelength shift in emission in the different solvents
(Fig. 24). It was reported that quantum yield of 1,5-IAEDANS
changes from 0.27 in water with A, of emission 520, to 0.69 in
ethanol with a A, ,, of emission of 460 nm (31). Also, we ana-
lyzed the susceptibility of quenching 1,5-IAEDANS by two dif-
ferent soluble quenchers such as KI and acrylamide. Fig. 2B
shows that the fluorescence of 1,5-IAEDANS is not susceptible
to be quenched at all by KI, but it was efficiently quenched by
acrylamide showing an effective K, of 10.1 m~ " (Fig. 2B).

In this work, we also used Alexa Fluor-350 maleimide probe
that is a sulfonate coumarin derivative that reacts with thiol
groups of proteins (33-35), showing an optimal excitation at
346 nm and a bright blue fluorescent emission. The fluorescent
emission of this dye is independent of pH, and is not sensitive to
changes in solvent polarity (33—35). Fig. 2C show that fluores-
cence intensity did not change in the different solvents and the
maximum wavelength of emission showed a shift of only 7 nm

A EVEN
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FIGURE 3. Analysis of labeled mutants in SDS-PAGE. Panels A and B show
wild-type toxin and labeled proteins after trypsin digestion and purification
by anion exchange chromatography. Proteins were loaded in SDS-PAGE
stained with Coomassie Blue. Panels C and D show the visualization of the
purified labeled proteins in the SDS-PAGE by excitation with UV light transil-
luminator. Panels A and C show the mutant proteins labeled with 1,5-
IAEDANS and panels B and D show the mutant proteins labeled with Alexa
Fluor 350. Molecular weight markers used were precision pre-stained plus
standards, all blue (Bio-Rad).

between ethanol and water. In contrast to 1,5-IAEDANS, the
Alexa Fluor 350 was efficiently quenched by KI with an effective
Ky 0f 29.0 M~ %, while acrylamide showed no effect (Fig. 2D).
Labeling CrylAb Mutants with Fluorescent Probes—Cryl Ab
mutants were independently labeled with 1,5-IAEDANS or
with Alexa Fluor-350 and the efficiency of labeling was mea-
sured using the molar extinction coefficient of each probe as
described under “Experimental Procedures.” In general we
found a lower stoichiometry of labeling when proteins were
labeled with 1,5-IAEDANS probe, showing values of 0.6—0.8
mol of 1,5-IAEDANS per mol of toxin. Only mutant V171C
located in domain I showed less efficiency of labeling (0.24 mol
per mol of toxin). Because V171C may be less accessible to the
solvent we opened the structure of Cryl Ab with 6 M urea as was
previously described (22, 36) to facilitate the access of the rea-
gent to this partially buried cysteine. We then labeled this
mutant with Alexa Fluor-350. The efficiency of labeling with
Alexa Fluor-350 was 0.8 to 1.0 mol of Alexa Fluor-350 per mol
of monomeric toxins (supplemental Table S2). Fig. 3, A and B
shows the SDS-PAGE oflabeled proteins with 1,5-IAEDANS or
Alexa Fluor-350, respectively, stained with Coomassie Brillant
Blue dye. All proteins showed similar size to the unlabeled wild-
type CrylAb toxin. The labeling of the toxins was also analyzed
directly on the SDS-PAGE, visualizing the labeled protein by
excitation with UV light transilluminator (Fig. 3, C and D).
When the proteins were labeled with 1,5-IAEDANS, mutants
V171C and S$364C showed low fluorescence in the SDS-PAGE.
In the case of V171C this could be due to the low efficiency of
labeling with the dye as shown in supplemental Table S2). In the
case of mutants S364C and S324C, both of them showed a sim-
ilar ratio of labeling (0.7 mol of 1,5-IAEDANS per mol of toxin),
but their difference in fluorescence intensity observed in the
denaturant SDS-PAGE, was quite significant (Fig. 3C). This
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FIGURE 4. Stern-Volmer plots of labeled mutant toxins in solution and in the membrane-inserted state or after interaction with cadherin or ALP
receptors. Panel A, Alexa Fluor 350-labeled proteins quenched with I™. Panel B, 1,5-IAEDANS-labeled proteins quenched with acrylamide. Quenching of the
fluorescence of labeled mutant toxins was analyzed in solution (solid lines and ) and in the membrane-inserted state after insertion into BBMV (dotted lines and
Q). Panels Cand D, analysis of quenching protection by the interaction with protein receptors of Cry1Ab. The quenching with Kl was analyzed in mutants $364C
and $324C labeled with Alexa Fluor-350, in the absence or in the presence of 10-fold excess of a purified cadherin fragment containing the toxin binding sites
(panel C) or with 20-fold excess the purified ALP receptor (panel D). Solid lines and @, show the result of Kl quenching in absence of receptor protein and dotted

lines and A, show the result of Kl quenching in presence of receptor.

could be explained by the highly sensitive response to the envi-
ronment of the 1,5-IAEDANS in a polar environment where
this dye is severely quenched (Fig. 24), suggesting that residue
$364C is highly exposed to a polar environment after SDS-
PAGE electrophoresis.

Analysis of the Insertion of CrylAb-labeled Mutants into
Brush Border Membrane Vesicles (BBMV)—We isolated BBMV
from 3rd instar M. sexta larvae and analyzed the insertion of
toxin mutants. The interaction of CrylAb proteins with the
membrane was first assayed by Western blot, showing that
labeled mutants have a monomeric structure in solution, but
after interaction with BBMYV, all of them formed oligomeric
structures that were resolved as protein bands of 250 kDa
molecular size in SDS-PAGE as previously described (3) (sup-
plemental Fig. S1).

To analyze the interaction of CrylAb with the M. sexta
BBMYV vesicles, the fluorescence of the labeled single Cys pro-
teins with the two different probes was analyzed, first in the
soluble state and then compared after membrane association.
To determine the degree of solvent exposure of each labeled
residue, we used I or acrylamide, as quenchers for Alexa Fluor
350 or 1,5-IAEDANS fluorescence, respectively. Both quench-
ers yielded linear Stern-Volmer plots (Fig. 4). The apparent
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dynamic quenching constants Kg,, derived from the slopes of
these plots are presented in Table 1.

In the case of quenching with I of Alexa Fluor-350-labeled
mutant toxins, we found that V171C and T122C mutants,
located in domain I, showed a lower susceptibility to be
quenched by I” when they were inserted into the membrane
than in solution, suggesting that these residues were buried into
the membrane environment (Fig. 44). As expected, the effec-
tive K, for I quenching of these toxins was much lower in the
membrane inserted state than in solution, showing a blue shift
in A, of 3nm (Table 1), supporting a more hydrophobic envi-
ronment for these residues when the toxins are inserted into
the membrane. In contrast, residue G183C also located in
domain [, showed similar Stern-Volmer plots in solution and in
the membrane inserted state, suggesting that this residue
remains exposed to the solvent even in the membrane associ-
ated protein (Fig. 44). Regarding domains Il and ITI mutants, we
found no changes in the quenching of Alexa Fluor-350 by I~
with the exception of domain II $364C mutant (Fig. 44). The
fact that mutants S324C, K490C, and N547C showed similar
Stern-Volmer plots in solution and in the membrane-inserted
state, allow us to conclude that all these positions remain
exposed to the solvent upon membrane interaction and do not
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TABLE 1

Insertion ot Cry1Ab into the Membrane

Fluorescent properties of single cysteine mutants labeled with Alexa Fluor 350 probe quenched with Kl or labeled with 1,5-IAEDANS probe

quenched with acrylamide

Apparent dynamic quenching constants K, derived from the slopes of the Stern Volmer plots performed with KI or acrylamide as quenchers. Changes in A, of emission
and K, were analyzed when the proteins were in solution or in the BBMV membrane-inserted state.

A, . Of emission Ker
Toxin Probe-Quencher Solution BBMV Solution BBMV Change after BBMV insertion
nm nm e e
T122C Alexa Fluor 350-KI 439 + 1 437 + 2 112 + 03 6.0+ 0.6 Buried
V171C Alexa Fluor 350-KI 433 = 2 430 * 2 35%03 20*0.1 Buried
G183C Alexa Fluor 350-KI 438 £ 1 437 + 2 10.0 = 0.3 9.8 £ 0.3 No change
$324C Alexa Fluor 350-KI 438 + 1 437 £ 2 91+0.2 97 £03 No change
$364C Alexa Fluor 350-KI 433 £ 2 433 £ 2 48 + 0.6 20=*0.1 Buried
K490C Alexa Fluor 350-KI 438+ 1 439 + 2 50+ 0.5 53+ 04 No change
N547C Alexa Fluor 350-KI 438 + 1 441 + 2 7+06 81+07 No change
T122C 1,5-IAEDANS-acrylamide 493 + 1 488 + 2 6.4 + 0.4 4.8 0.3 Buried
$324C 1,5-IAEDANS-acrylamide 490 * 1 490 = 1 4.2 £0.2 57 £03 No change
K490C 1,5-IAEDANS-acrylamide 490 + 1 492 + 2 3.8 * 0.4 89+ 05 More exposed
N547C 1,5-IAEDANS-acrylamide 488 = 3 475 + 4 2.7 #i05 24+ 05 No change
interact with the membrane bilayer. Mutant N547C located in 40
domain III, showed a slightly higher value in the dynamic 35
quenching constant K, suggesting that this residue increased
its exposure to the solvent when it is inserted into the 20 30
membrane. S 25
. . . =
Regarding to the single Cys mutants that were labeled with g
1,5-IAEDANS, we only analyzed those that showed high fluo- Z 20
rescent emission. We used the neutral acrylamide quencher, ; 15
that is able to penetrate into the interior of the protein but not €
into the hydrophobic core of membrane bilayer (37). The acryl- 10
amide quenching analysis of 1,5-IAEDANS, confirmed that the 5
T122C residue has a buried position when the toxin is interact-
ing with the membrane (Fig. 4B and Table 1). In contrast 1226 — S364C

domain II and III residues S324C, K490C, and N547C,
remained exposed to the solvent. In fact residues S324C and
K490C showed higher quenching when the toxin is inserted
into the membrane, showing higher values of the Kg,, dynamic
quenching constant (Table 1), suggesting that these residues
are more accessible to the solvent when the toxin is inserted
into the membrane.

Mutant S364C is located at the end of strand -6 of domain II
and Fig. 44 shows that this residue showed lower quenching
when the toxin is inserted into the membrane, suggesting that
this residue may be also buried into the lipid bilayer when the
protein is inserted into the membrane. Nevertheless, It is
important to mention, that this residue is close to loop 11, that
plays an important role on protein contacts with cadherin,
APN, and ALP receptors (4—7). We incubated S364C mutant
labeled with Alexa Fluor-350, with 10-fold excess of a purified
cadherin fragment or 20-fold pure M. sexta ALP, and analyzed
its quenching with KI in the presence and absence of these
receptor molecules. As control, we made same incubations with
Alexa Fluor-350 labeled $324C mutant. We found that when
mutant $S364C was bound to cadherin fragment or to ALP, the
quenching with KI was reduced, in contrast with the other
mutant located in domain II, mutant S324C that was quenched
similarly, independently if it is bound to the cadherin receptor
molecule (Fig. 4C), and showed a slight change after interaction
with ALP (Fig. 4D).

Additional support for the close proximity of the Val-171 and
Thr-122 residues to the membrane lipids when the toxin is
inserted into the membrane, come from data on quenching
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CrylAb mutants

FIGURE 5. Quenching of V171C, T122C, and $364C labeled with 1,5-
IAEDANS insertedin the BBMV in the presence of 5-doxyl-PC membrane-
bound quencher. Quenching efficiencies were calculated from fluorescence of
1,5-IAEDANS-labeled toxinsin BBMV with and without thelipid-bound quencher
(n=3).

V171C or T122C 1,5-IAEDANS-labeled proteins with BEBMV
containing 5-doxyl-PC. Because 5-doxyl-PC lipid is mem-
brane-bound quencher, comparison of its quenching ability
yields information about the relative location of the 1,5-
IAEDANS-labeled residues within the bilayer. Fig. 5 shows
that the presence of 5-doxyl-PC in the BBMV induced a sig-
nificant quenching of the fluorescence of the V171C and
T122C mutants labeled with 1,5-IAEDANS. In contrast, 1,5-
IAEDANS-labeled S364C was not quenched at all by
5-doxyl-PC showing that this residue do not interact with
the lipid bilayer (Fig. 5).

DISCUSSION

CrylAb protoxins must go through several structural
changes before reaching their functional pore-forming state.
These steps include solubilization of the crystal and processing
of the protoxin by midgut proteases; binding of monomer to
toxin receptors; oligomer formation and insertion into the
membrane, to form the membrane active pore. Different Cry
toxins, active against different insect orders, also form oligo-
meric structures after interaction with their protein receptors
(9, 13-15, 26, 38). The Cry oligomer is a highly stable structure
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since it is resistant to SDS treatment and boiling suggesting
a strong interaction between monomers (39). It was previously
shown that the CrylA oligomeric structure is a functional
structure that is able to interact with the membrane lipid
bilayer, forming stable pores, in contrast to the monomer that
has marginal interaction with the liposomes (39). In this work,
we showed that binding of monomeric CrylAb mutant toxins
to BBMYV resulted in the formation of a 250 kDa structure, that
remained associated with BBMV (supplemental Fig. $1), sup-
porting that oligomer formation is important for membrane
insertion of CrylAb toxin.

In the case of other pore-forming toxins (PFT) produced by
other bacteria, an oligomeric pre-pore structure is also pro-
duced after receptor binding and the oligomeric structures of
these toxins represents a toxin intermediate before insertion
into the membrane {23). Regarding membrane insertion of
these PFT, it has been documented that insertion into the
membrane involves only small regions of these proteins (23).
There are several examples of PFT that span the membrane
bilayer by forming g-barrel structure, named S3-PET. Other
PET insert clusters of «-helices, and are named c-PFT. In most
ofthe 8-PFT, the insertion into the membrane, involves a subtle
conformational change, where anly a small part of the protein is
located in the lipid environment, while the rest of the protein
remain outside of the membrane (23). In several 2-PET, the
structural region that inserts into the membrane, represents a
small-unstructured loop motive in the soluble protein that
refolds to form a transmembrane B-strand, that will be part of
the A-barrel pore (23). In other cases such as the CDC toxin-
family, important conformational changes from a-helix to
B-strand, have been documented (23, 36). In contrast, a-PFTs,
like colicins, have a dynamic structure that involved the inser-
tion of preformed «-helices into the membrane (23). Also, in
the case of a-PFT cytolysin A from Staphylococcus aureus, a
conformational change must undergo to form the transmem-
brane pore, which is composed of 12 monomers, where only
amphipathic «-helix A1 and part a-helix F1 penetrate the lipid
bilayer (40).

Nair and Dean (21) reported that all domains of CrylA toxin
insert into the membrane, based in fluorescent studies of single
Cys mutants labeled with 1,5-TAEDANS and acryledan (21).
However, their conclusions reached by the analysis of fluores-
cent changes of CrylAb mutants labeled with 1,5-IAEDANS
were incorrect, because 1,5-IAEDANS is highly sensitive to
polar environment, showing much higher fluorescence in
hydrophobic environments, and this dye is not quenched by KI
(Fig. 2) (31, 32). The misinterpretations of their data drove
these authors to incorrect conclusions. In fact, the analysis of
the data of Nair and Dean (21), in view of our observations on
the quenching of 1,5-TAEDANS upon exposure to the solvent
(Fig. 2), indicates that most of domain II and domain III resi-
dues analyzed by them, remained exposed to the solvent, since
most of the Cys mutants analyzed by them showed reduced
fluorescence intensities when inserted into the membrane,
indicating higher exposure to the solvent (21). In addition, we
show that 1,5-IAEDANS fluorescence is not susceptible to be
quenched by KT, indicating that their KI quenching analysis of
1,5-IAEDANS-labeled mutants were not conclusive.
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The most reliable way to determine changes on the exposi-
tion to the solvent, of a particular residue labeled with a fluo-
rescent probe, is the use of soluble hydrophilic collisional
quenchers {30). In this work, we incubated CrylAb toxin with
BBMY at pH 9 since we have previously reported that alkaline
pH enhanced CrylAb membrane insertion and pore formation,
by facilitating a molten globe intermediate which is consistent
with the alkaline pH found in lepidopteran midgut lumen (26,
39). Here we demonstrate that interaction of all Cys mutant
proteins of Cryl Ab with BBMV resulted in the formation of the
250 kDa oligomeric structure (supplemental Fig, S1).

Our data indicate that only a small region of domain T is
involved in membrane insertion and that domain IT and IIT
remain in the surface during pore formation. We report here
that residue Gly-183, located in the loop between o5 and a6 of
domain I, remains exposed to the solyent upon membrane
insertion. These data indicated that notall domain I inserts into
the membrane, supporting the umbrella insertion model,
which proposed that only the hairpin conformed by helices a-4
and «-5 is inserted into the lipid bilayer (10, 16-19). Other
reports have also supported the umbrella model of toxin inser-
tion. Residue Trp-545 of CrylAc toxin, that is located in
domain ITI, remained exposed into the solvent after membrane
insertion as shown by the analysis of W545A mutant (9). FRET
analysis between tryptophan residues of domain I and ANS,
showed that domain I moves apart from domain IT and IITupon
membrane insertion (22). Finally, pore formation activity of
biotin labeled single Cys CrylAa mutants, showed that binding
of streptavidin protein to biotin-labeled residues located in the
loop between helices «-4 and «-5, affected pore formation
activity, confirming that this hairpin is important for pore for-
mation (19).

Our analysis indicated that three residues, two in domain
I{(Val-171 and Thr-122) and one in domain II (Ser-364) were
less exposed to the solvent upon toxin membrane insertion. To
further analyze if the change in solvent exposure of these resi-
dues was due to membrane insertion, quenching by 5-doxyl-PC
lipid incorporated to BBMV was analyzed. The 5-doxyl-PC
phospholipid used as quencher of flucrescence is a good ruler
for probing membrane insertion of peptides labeled with 1,5-
IAEDANS, because it acts over a short distance, without dras-
tically perturbing the membrane. Experiments with 5-doxyl-
PC-labeled phospholipids further demonstrated that Val-171
and Thr-122 residues interact with the lipid bilayer in contrast
to Ser-364 residue that was not quenched in BBMV containing
this quencher lipid suggesting that it remains in the surface, out
side of the lipid core. Furthermore, we show here that interac-
tion with cadherin and ALP receptors that are present in the
BBMY affected the interaction of S364C with the KI collisional
quencher indicating that this residue is less exposed to the sol-
vent upon membrane insertion due to protein-protein interac-
tion with BBMV receptor molecules.

Our results support the umbrella model of toxin insertion
and are in agreement with a recently three-dimensional struc-
ture model of the CrydAa pre-pore oligomer that shows that the
loop formed by helices -4 and «-5 of domain I is the region
that inserts into the lipid bilayer (24.). We agree that the precise
structure of the toxin in its membrane-inserted state still
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remains to be solved; nevertheless, it is clear that only discrete
regions of domain I insert into the membrane and that domains
IT and 11T remain exposed to the solvent.

Acknowledgment—We thank Lizbeth Cabrera for technical
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Supplemental Materials

Table 1-SM. Toxicity of CrylAb wild type and single Cys mutants against Manduca sexta
larvae.

Toxin I.Csong/em’ Location of single Cys residue
(95% fiducial limits)
Cryl Ab wt 2.6 (1.8-3.7) -

T122C 2.9(1.8-4.8) Domain I, loop helices a3-o04
V171C 5.8(3.7-8.6) Domain I, middle of helix o5
G183C 2.9(1.6-5.5) Domain I, loop helices a3-a6
S324C 6.0 (3.0-10.1) Domain IL, loop strands 3-p4
S364C 3.6 (1.4-10.2) Domain II, end of strand B6
K490C 6.6 (1.6-18.2) Domain III, loop strands 14-B15
N347C 5.2(1.5-16.2) Domain III, middle of strand 19

Table 2-SM. Stoichiometry of labeling when single Cys proteins were labeled with 1,5
IAEDANS or with Alexa Fluor-350 probes.

Toxin 1,5-IAEDANS? Alexa Fluor-350°
T122C 0.84 £ 0.05 0.94 +£0.02
G183C ND 0.87
V171C 0.24 + 0.09 1.00+0.03
S324C 0.72+0.1 0.84=+0.04
S364C 0.72+0.09 037+0.08
K490C 0.75 £ 0.08 1.02 £ 0.02
N5347C 0.61 £ 0.06 1.06 = 0.01

"results are presented in mol of fluorescent probe per mol of Cryl Ab toxin
ND, not determined.

Figure 1-SM. Western blot analysis of soluble and membrane associated proteins.

Mutant proteins were analyzed by Western blot after loading in SDS-PAGE using polyclonal
anti-Cryl1 Ab antibody and a secondary goat-anti-rabbit-HRP antibody. The monomeric 65 kDa
structure is observed in solution but after interaction with BBMV the membrane pellet showed
that proteins form oligomeric structures that are observed as 250 kDa bands.

T122C V171C G183C 8324C  S364C K490C N547C

BEMY = + = + =. 4+ = + = 4 = + = +

250 kDa—p '_ . - . b r
-

65 kDa —pn - ams - - A~ —
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