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Abstracto. CRM197, material de reaccion cruzada 197, es un mutante de la toxina diftérica (DTx). CRM197
se utiliza en farmacologia como proteina portadora. Recientemente se ha demostrado que CRM197 causa
descomposicion en los filamentos de actina. Con el fin de mostrar la localizacion intracelular de CRM197 y
visualizar la estructura celular a través del citoesqueleto de actina, las células endoteliales fueron cultivadas
y sometidas a CRM197 in vitro. Para abordar la interaccion entre CRM197 y actina se realizaron estudios
tanto experimentales como tedricos. La colocalizacion de CRM197 con filamentos de actina se determind
mediante microscopia de inmunofluorescencia. Después de la incubacion de 24 horas, la pérdida del contacto
célula-célula entre las células fue prominente. Se demostr6 que CRM197 se une a la G-actina mediante
cromatografia de filtracion en gel, y esta union se confirmd mediante el andlisis de Western blot de muestras
eluidas obtenidas después de la cromatografia. Basado en la estructura cristalina, se gener6 el modelo
acoplado del complejo CRM197-actina. La simulacion de dindmica molecular reveld que Lys42, Cys218,
Cys233 de CRM197 interactia con Gly197, Arg62 y Ser60 de G-actina, respectivamente. La union de
CRM197 a la G-actina, la colocalizacion de CRM197 con filamento de actina y el reordenamiento del
citoesqueleto de actina que resulta en la pérdida del contacto célula-célula muestran que la actina aparece a
la vista como molécula objetivo para CRM197. Palabras clave: Filamentos de actina — Material de
reaccion cruzada 197 — Toxina diftérica— Células endoteliales

Abreviaturas: CRM197, material de reaccion cruzada 197; DT, toxina de difteria; FA, fragmento A;
HUVEC, células endoteliales de la vena umbilical humana. transmembrana, el factor de crecimiento epidérmico similar al
factor de crecimiento epidérmico (HB-EGF) del receptor EGF.
CRM197 puede unirse a formas ancladas a membrana (proHB-
EGF) o solubles (S-HB-EGF). proHB-EGF toma papel en la
adhesion célula-célula, y el HB-EGF secretado tiene actividades
mutagénicas (Vinante y Rigo 2013). La expresion génica de HB-
EGF esta regulada al aumento en las transformaciones
oncogénicas, y las propiedades antitumorales de la unién de
CRM197 a HB-EGF se han descrito en detalle (Broker et al.
2011). El efecto citotoxico de la expresion de CRM197 también
se ha demostrado en células de ovario de hamster chino y en la
linea celular de fibroblastos de raton LMTK (Qiao et al. 2008).
CRM197 surge como un agente quimiosensibilizante para las
células de carcinoma de ovario resistentes al paclitaxel (Tang et

Introduccién

CRM197 es un mutante de la toxina diftérica (DTx), un miembro
de la familia de toxinas binarias. CRM197 (58.4 kDa) contiene
dos subunidades como DTx. CRM197 carece de la actividad
enzimatica debido a una sola sustitucion de aminoacidos (Gly52
a Glu) en el fragmento A (FA), y esta sustitucion produce un
producto no toxico (Giannini et al. 1984). En el citosol, el
fragmento A, el dominio catalitico de la toxina nativa, transfiere
la fraccion ADP-ribosa de NAD a eEF2 y causa la detencion de
la sintesis de proteinas, mientras que la mutacion en CRM197

impide la actividad enzimatica, por lo que la sintesis de proteinas
continla (Kageyama et al. 2007). CRM197 se ha utilizado
eficazmente en vacunas como proteina portadora 0 como
adyuvante inmunolégico (Shinefield 2010). CRM197 mantiene
su capacidad de union al receptor DTx, que es una proteina
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al. 2016). La capacidad de transferencia de carga de CRM197 a
través de la barrera hematoencefalica ofrece nuevas
oportunidades en el desarrollo de la administracion de
medicamentos para enfermedades del sistema nervioso central
(Cheny Liu 2012). La trayectoria intracelular de la toxina nativa
se ha estudiado en detalle, pero la AF de CRM197 no se ha
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ilustrado hasta ahora. La endocitosis mediada por receptores de
DTx es seguida por la translocacion de FA a través de la
membrana endosomal que es apoyada por proteinas celulares
que incluyen filamentos de actina y factor de elongacion
eucariota 2 (eEF2) (Varol et al. 2013). Se determiné que la FA
interactuaba tanto con la actina filamentosa (F-actina) como con
la actina globular (G-actina) de manera estequiométrica (Bektas
et al. 2009; Varol et al. 2012). La mayor interaccién posible ha
sido anticipada por simulaciones de dinamica molecular entre
Tyr204 de toxina nativa y Gly48 de G-actina (Unlu et al. 2013).
Se ha propuesto que la unién de la FA a la F-actina se sitte en el
extremo positivo del filamento (Bektas et al. 2009). En
consecuencia, la unién a FA-actina inhibe la polimerizacion que
induce el colapso del filamento en el tiempo. También se ha
informado del efecto perjudicial de CRM197 sobre la F-actina.
Los lisados celulares de células tratadas con CRM197 de 18
horas han sido sometidos a la fragmentacion de actina y se ha
determinado una disminucidon del 65% en la cantidad de F-actina
en granulos post-microsomales. Ademas, los niveles de F-actina
y G-actina se han estimado a partir de la actina filamentosa
soluble en tritdn y se ha reportado un aumento del 50% en la
fragmentacion de la actina (Varol et al. 2012). En este estudio,
nuestro objetivo fue mostrar la distribucion intracelular de
CRM197 y los cambios del citoesqueleto en células endoteliales
de vena umbilical humana cultivadas (HUVEC). También
estamos mostrando la interaccidon proteina-proteina entre
CRM197 y actina mediante analisis de filtracion en gel y
técnicas computacionales de prediccion.

Materiales y métodos

Materiales

Todos los reactivos fueron comprados a Sigma (St. Louis, MO,
USA). El anticuerpo monoclonal murino 7F2 que reacciona con el
fragmento DTx A subunidad (anti-FA) fue comprado a Abcam
(Cambridge, Reino Unido) y el anticuerpo monoclonal especifico
de actina (ratén) de Santa Cruz Biotech (Santa Cruz, CA, EE. UU.).

El boro[3H]hidruro de sodio, actividad especifica 15 Ci/ mM, se
obtuvo de Perkin Elmer (Waltham, MA, USA). La G-actina se
prepar6 como se describié anteriormente (Bektas 2009).

Microscopia de inmunofluorescencia e imagenes

HUVEC (ATCC-CRL-1730) se cultivaron a semiconfluencia en
cubiertas recubiertas de poli-L-lisina en placas de 6 pozos. Después
de una incubacidn de 24 horas, se agreg6 CRM197 (0.8 nM) a los
pozos. El medio se descartd después de 15 minutos de tratamiento
con toxina mutante, y las células se lavaron con solucion salina con
fosfato (PBS). Las células se permeabilizaron en Triton X-100 al
0,01% en PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente, y se
fijaron en paraformaldehido al 2% en PBS durante 30 minutos a 4
°C. Las células se lavaron con PBS nuevamente y se incubaron
con tampon de bloqueo (1% BSA en PBS) durante 1 hora. Para
detectar CRM197, las células se incubaron con el anticuerpo
monoclonal murino 7F2 especifico para la FA. Después de lavarse

con células PBS se incubaron con fluoresceina isotiocianato de
cabra (FITC) marcado con anticuerpo Ig anti-raton. A
continuacion, se detecté F-actina mediante el uso de faloidina-
TRITC. La tincién con F-actina se llevé a cabo también para la
incubacion de 24 horas de CRM197 (0,8 nM). HUVEC se
montaron en vidrio con reactivo antidesvaneccion con DAPI, y se
analizaron en el microscopio de investigacion Olympus BX51 con
lente de inmersién en aceite de 100%. Las imagenes se obtuvieron
con una camara DP72 controlada por el software Olympus DP2-
TWAIN.

Andlisis de areas de contacto célula-célula

Para analizar las areas de contacto célula-célula, el area entre las
células endoteliales(n = 10) se midié mediante el software
Olympus DP2-TWAIN. Los datos de diversas ubicaciones(n =27)
se presentaron como medias + deS. La prueba t no apareada se
utiliz6 para comparar las diferencias entre el control y las células
tratadas con CRM197. Se acept6 significacion estadistica para p
< 0,05.

Triacién reductiva de CRM197

CRM197 (100 mg) se incub6 en presencia de boro[ 3 H]hidruro de

sodio>mMdurante 1 hora a 20°C en 50 mM TrisHCI, pH 7.4.
Después de la incubacion, la muestra se dializ6 y se aplicaron 10
ml de alicuota al filtro GF/A (Whatman). Filtros de fibra de vidrio
que se lavaron sucesivamente en frio al 5% de TCA, éter-etanol
(v/v: 1/1) y éter. Después del secado, los filtros se transfirieron a
viales que contenian 5 ml de 0,4% de 2,5-difeniloxazol en tolueno
y se determind la radiactividad precipitada por TCA en un contador
de centelleo liquido (Packard Tri-Carb1000 TR). La actividad

especifica de [3H]CRM197 se especificO como 8860 dpm/ug.

[3H]CRM197 (30 pg) se incubd con G-actina (20 pg) durante 1
hora a temperatura ambiente en tampén de homogeneizacion (5
mM de fosfato de potasio, pH 7,5, 0,5 mM de ATP, 0,1 mM de

CaCl2,0,5 mM de ditiotereitol y 1 mM de NaN3 ) YiuegoSesometio
a filtracion en gel.

Analisis de filtracion de gel

Las distribuciones de tamafio se analizaron en una columna sefacril
S-100 (Hi-prep 16/60) (GE Healthcare) equilibrada en un sistema
AKTA Prime Plus con tamp6n de homogeneizacién y calibrada
con ribonucleasa (Sr. 13,7 kDa), anhidrasa carbonica (Sr. 29 kDa),
ovoalbimina (Sr. 43 kDa), conalbimina (Sr. 75 kDa), fosforilasa
b (Sr. 97 kDa) y p-galactosidasa (Sr. 116 kDa). La cromatografia
fue monitoreada utilizando el software PrimeView (GE Healthcare
BioSciences). La columna equilibrada habia corrido a 0,8 ml/min
con tampén de homogeneizacion y el volumen de fraccion era de
1 ml. EI CRM197 tritiado se someti6 primero a filtracion en gel y

luego seguido de [SH]CRM197-unic’)n a la actina. La radiactividad
en alicuotas de las fracciones se determiné en 1 ml de solucién de
Bray en un contador de centelleo liquido. La fraccion de columna
nimero 43 correspondiente a 101 kDa se concentrd utilizando
IVSS vivaspin 2 (Sartorius Stedim Biotech, Aubagne, Francia),
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concentrador centrifugo, luego analizado por electroforesis y
Western blotting.

Analisis electroforético y Western blotting

Se realizd electroforesis en gel de dodecil sulfato de sodio-
poliacrilamida (SDS-PAGE) como se describe en Laemmli (1970)
y seguida de Western blotting para detectar actina y fragmento A
de CRM197. PageRuler Prestained Protein Ladder de Thermo
Scientific se utiliz6 como estandares de peso molecular. Las
proteinas se tifieron con azul brillante de Coomassie y se tefiieron
en acido acético al 10%, 50% metanol. Las proteinas separadas
SDS-PAGE se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
(Millipore, MA, USA) que habian sido bloqueadas previamente
con TBS (Solucion salina tamponada tris) Tween (TBST) y BSA
al 0,5% (albumina sérica bovina) durante 1 hora. Las membranas
se incubaron con anticuerpos especificos de actina o anticuerpos
monoclonales especificos de FA 7F2 y luego con conjugados de
fosfatasa alcalina de anticuerpos 1gG anti-raton. Después de tres
lavados con bandas de proteina TBST en membranas de
nitrocelulosa fueron detectados por NBT/BCIP (tetrazolio azul
nitro/5-bromo4-cloro-3-indolilfosfato).

Determinacion computacional para la interaccion CRM197-
actina

Se encontraron estructuras cristalinas de alta resolucion y
secuencias primarias de CRM197 y actina en protein Data Bank
(PDB). Codigo PDB: 4EA0 para CRM197 (Malito et al. 2012) y
3HBT para G-actina (Unlii 2014) se utilizaron para el acoplamiento
proteina-proteina. Pymol y VMD con NAMD (version académica
del software de andlisis de proteinas) se utilizaron para mostrar
posibles superficies de interaccion del complejo CRM197-actina
mediante el mapeo de residuos relacionados de proteinas. Para el
acoplamiento molecular se utilizaron el mddulo proteina-proteina
PIPER (Kozakov et al. 2006) y ClusPro 2.0 (Comeau et al. 2004)
como algoritmos de acoplamiento que estan disponibles en el
sistema de acoplamiento proteina-proteina en los Laboratorios de
Bioinformatica Estructural de la Universidad de Boston. PIPER
utiliza el enfoque de correlacion de la transformada répida de
Fourier (FFT) que proporciona potenciales precisos por pares, por
lo que el nimero de posturas de falsos positivos se reduce
criticamente. La funcion de puntuacion aplicada en PIPER se
asume como la totalidad de los términos que indican
complementariedad de la forma, dessolvacion y contribuciones
electrostaticas. Por otro lado, ClusPro 2.0 ordena las poses dadas a
sus propiedades de agrupamiento. Las areas de interaccion se
exploraron en primer lugar mediante el uso de un modelo
energético simplificado y la teoria de la flexibilidad restringida.
Luego, la puntuacion detallada y el muestreo permitieron centrarse
en areas determinadas. El siguiente paso del algoritmo funciona
para validar el algoritmo de acoplamiento mediante el uso de
RMSD (desviacion cuadratica media raiz) y se utilizo RMSD de
doble I6gica para medir la calidad de la agrupacion de estructuras
donde la agrupacion significa aislamiento de cuencas energéticas
de éareas de energia altamente cargadas. Los calculos de
acoplamiento se completaron en PIPER, DARS (Sefiuelos como
Estado de Referencia) y SDU (Subestimacion basada en

programacion Semide definida) respectivamente. Con el fin de
encontrar posibles conformaciones, DARS se utiliza para producir
condiciones de referencia y la estabilidad de la energia libre fue
analizada por SDU que proporciona optimizacion de energia y
eliminacion de grupos no locales. ClusPro filtra las confirmaciones
acopladas con estructuras casi nativas y las clasifica en funcién de
sus propiedades de agrupacion en clUsteres. El servidor genera los
10-30 mejores complejos acoplados con los rangos mas altos.
Mediante la evaluacion de diez areas de interaccion de acuerdo con
los calculos de energia termodinatica, se determinan las areas
donde la posibilidad de unidn es alta. Para analizar los resultados
tedricos de ClusPRO, se utilizé el sistema de acoplamiento. Estos
analisis entre estructuras complejas de CRM197actin se realizaron
utilizando Z-dock. ElI Z-dock es un protocolo de acoplamiento
basado en cuerpo rigido, que utiliza un algoritmo FFT para realizar
una busqueda 3D de todos los modos de union posibles en el
espacio traslacional y rotacional entre las dos estructuras de
proteinas (Pierce et al. 2011).

La energia de union intermolecular libre entre CRM197 y actina
se calcul6 utilizando NAMD. Para el célculo se utilizaron un total
de 1000 fotogramas que se generaron al final de la simulacion
dinamica molecular. La energia libre de unidn entre los complejos
DGbinding se calculé6 en CHARMM:

Union AG = complejo AG —(receptor G A+ligando GA)

Con el fin de estudiar las consecuencias estructurales, se
analizaron las simulaciones de MD y los archivos de trayectoria
resultantes para
RMSD.

Resultados

Descomposicion del citoesqueleto de actina bajo tratamiento
CRM197

La distribucion de CRM197 en células endoteliales se detectd
mediante FA (Fig. 1A, C). La inmunotincidn de la FA revel6 que
CRM197 estaba dispersa por todo el HUVEC vy la tincién de F-
actina mostro la colocalizacion de CRM197 con el citoesqueleto
de actina en 15 minutos de incubacion (Fig. 1B, C). Tras la
incubacion de 24 horas con CRM197 (0,8 nM), la tincion de F-
actina revel6 la pérdida del contacto célula-célula (Fig. 1E). Se
analizaron las areas de contacto célula-célula y el area entre las
células endoteliales(n = 10) se midié mediante el software
Olympus DP2TWAIN. Los datos de diversas ubicaciones(n =27)
se presentaron como media + deS. Se utilizé la prueba t no
apareada para comparar las diferencias entre el control y el
tratamiento con CRM197
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Figura 1. Tratamiento CRM197 en HUVECs. CRM197 (verde; A, C), F-actina (rojo; B, C, D, E) y nucleo (azul; C). Las flechas indican una distribucién
generalizada de CRM197 (A) después de 15 minutos de incubacién. D y E muestran tincién de F-actina en HUVECs incubados 24 horas en ausencia
(control; D) y en presencia de CRM197 (0,8 nM; E). F. Pérdida del contacto célula-célula a través de areas entre células medida por el software

Olympus DP2-TWAIN.* p <0.05 vs. control, pruebat.

células. Se acepto significacion estadistica para p < 0,05. Tincion
de F-actina para HUVEC en ausencia (control; Fig. 1D) y en
presencia de CRM197 (Fig. 1E) durante 24 horas de incubacion
expuso cambios considerables en las areas de contacto célula-
célula (Fig. 1F). Los cambios en la forma celular debido a la
organizacion citoesquelética de la actina se establecieron
significativos.

Interaccion de CRM197 con actina in vitro

Se demostré que CRM197 se une a la G-actina por filtracion en gel
en Sephacryl S-100. Tras la incubacion de CRM197 tritiado y G-

actina, el complejo [3H] CRM197-actina se hizo evidente como un

nuevo pico (Fig. 2A, linea discontinua) que se eluia en una region
cor-
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respondiendo a unos 101 kDa con una disminucién concomitante

en los tamafios de los picos correspondientes a [3H]CRM197 (Fig.
2A; linea solida). Se determin6 un cambio de casi el 70% de la
radiactividad de 58 kDa a 101 kDa de la regién de peso molecular.
El anélisis electroforético y el Western blotting indicaron la
presencia de actinay CRM197 en la muestra eluida de filtracion en
gel (Fig. 2B). La fraccién concentrada nimero 43 fue sometida a
SDS-PAGE (10 pg por pozo) y Western blotting. Tras una
reduccion del enlace disulfuro interno durante la electroforesis, el
perfil proteico del complejo CRM197-actina aparece como
proteina completa (CRM197, 58 kDa) y como subunidades de
CRM197; fragmento B (37 kDa), fragmento A (24 kDa) ademas
de actina que tiene lugar en masa de 43 kDa (Fig. 2B; carril 2).
Anélisis de Western blot realizado con anti-actina (carril 3) y anti-
FA (carril 4) que mostro tanto la proteina completa CRM197 como
su subunidad, el fragmento A.

B Figura 2. Vinculacién de
CRM197 a G-actina. A
Superposicion de los cromatogramas
de exclusion de tamafio de
[FHICRM197 (linea solida) vy
[PH]ICRM197-complejo de actina
(linea  discontinua). Las flechas
indican los picos de marcadores de
proteinas eluidas (en kDa) de masa
molecular conocida. [*H]EI complejo
de actina CRM197 se hizo evidente
en una region correspondiente a
aproximadamente 101 kDa (ler pico)
y libre [*(HJCRM197 (hombro de ler
pico) permanecio en la misma region
que [*H]CRM197 solo (pico de linea
solida). La radiactividad (recuento
por minuto, cpm) se determind en un

N

! tann

)

contador de centelleo liquido. B. SDS-PAGE mostro6 el perfil de proteinas del analisis de filtracion en gel. Carril 1: estandares de masa molecular
pretensados, carril 2: Tincion de colorante de Coomassie de proteinas eluidas a partir de la fraccion concentrada nimero 43. La muestra en el carril 2
se sometid a un andlisis de Western blot utilizando anti-actina (carril 3) y anti-FA (carril 4).
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Estudios de referencia de acoplamiento y simulacion de dinamica
molecular para el complejo CRM197-actina

Se utilizé el calculo de las energias de union de CRM197 a la
actina, ClusPro 2.0, un servidor automatizado de acoplamiento de
proteinas con programa de modelado molecular. Las
conformaciones acopladas se generaron utilizando DOT, el
programa de acoplamiento basado en el enfoque de correlacion
FFT. Se utilizaron valores predeterminados de 1 A gridstepy 4 A
capas superficiales. Los complejos acoplados fueron seleccionados
y clasificados en base a un método de agrupamiento jerarquico
(Comeau et al. 2004). La estructura del complejo GRM197-actina
fue modelada en el servidor ClusPro. Para puntuar las
orientaciones de acoplamiento del filtro electrostatico, se
incluyeron potenciales de pares de residuos y datos bioquimicos,
ademas de la complementariedad de la superficie.

Los datos de nuestros estudios proporcionan informacioén para
la comprension atomistica de la interaccion CRM197-actina.
Hemos identificado tres puntos calientes y determinado
aminodcidos Lys42, Cys218, Cys233 de CRM197 formando
contactos con Gly197, Arg62, Ser60, respectivamente. La
simulacion de dinamica molecular (DM) del complejo CRM197-
actina se realizo utilizando el campo de fuerza CHARMM (Brooks
et al. 1983).

Ambos complejos de CRM197 y actina se sometieron a todas
las simulaciones de MD del 4tomo para verificar la estabilidad del
complejo durante una larga tirada de MD de 13 ns mediante el uso
de 31.316 moléculas de agua y también para calcular el promedio
del conjunto de energia libre de union entre CRM197 y actina a
partir de las trayectorias de MD. RMSD para todos los atomos de
la columna vertebral, la energia electrostatica, la energia de van der
Waals del complejo CRM197-actina se estudiaron en forma de
trayectorias MD. Los perfiles RMSD siempre permanecieron por
menos de 0,5 nm durante toda la simulacién. El valor RMSD para
el complejo CRM197-actina aumento6 de 0.042 a 0.27 nm a 3.2 ns,
aumento6 constantemente para alcanzar valores de 0.33 nm a 10 ns
y finalmente alcanz6 0.5 nm alrededor de 13 ns que representan un
perfil RMSD constante durante
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Figura 3. Interaccion CRM197-G-actina a partir de estudios de acoplamiento molecular y simulaciéon MD. El complejo acoplado CRM197-G-actin se
ha mostrado en la estructura de dibujos animados. CRM197 y G-actina se han mostrado en color rojo y verde, respectivamente. El sitio de interaccion
del complejo CRM197-Gactin que se muestra en la representacion de la cinta se ha reemplazado en la parte superior izquierda. La vista ampliada de
tres puntos calientes se muestra en el recuadro. Los aminoacidos que interactGian se enfatizan en palos / esferas. Las lineas discontinuas azules indican
el enlace entre los complejos CRM197-G-actina. También se indica la alineacion de la secuencia de ambas estructuras que interacttan.
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simulacion. EI modelo tedrico de contactos de aminoécidos en el
complejo CRM197-actina (dentro de 2.1 A-3.4 A) se muestra en
la Figura 3. De acuerdo con los estudios de referencia de
acoplamiento y la simulacién MD para el complejo CRM197-
actina se encontraron tres puntos calientes y se determinaron las
energias libres entre estos puntos calientes como Ser60 y Cys233
(DG =-17.32 kJ/ mol), Gly197 y Lys42 (DG = -11.26 kJ / mol ),
Arg62 y Cys218 (DG =-8.32 kJ / mol).

Discusion

En este estudio, hemos demostrado el reordenamiento del
citoesqueleto de actina en células endoteliales tras el tratamiento
con CRM197 in vitro. Para abordar la interaccion entre CRM197
y actina, se realizaron estudios tanto experimentales como teoricos.
Nuestros hallazgos indican una distribucion generalizada de
CRM197 en filamentos de actina en células endoteliales
cultivadas. La colocalizacion de CRM197 con filamentos de actina
apoya el hallazgo de la interaccion molecular que se requiere para
la endocitosis de DTx. Ademas, CRM197 difiere de DTx que se ha
demostrado que estd localizado en el &rea perinuclear de LOS
HUVEC (Bektas et al. 2011). Nuestros resultados de filtracion en
gel y anélisis de Western blot muestran que CRM197 puede
interactuar con la G-actina. Este resultado esta respaldado por el
efecto de union in vitro e in vivo previamente informado de
CRM197 a F-actina (Varol et al. 2012). Se ha informado que las
interacciones entre el citoesqueleto de actina y los elementos de la
maquinaria sintética de proteinas median la administracion de DTx
(Varol et al. 2013). El dominio catalitico (residuos 1-193) de la
toxina nativa se transloca desde el compartimento endosomal a
través del dominio T (residuos 200-387). Se ha demostrado que
Tyr204 de toxina nativa interactia con Gly48 de G-actina a través
de estudios de simulaciones de dinamica molecular (Unlii et al.
2013). Nuestros estudios de referencia de acoplamiento y
simulaciones de dinamica molecular para el complejo CRM197-
actina indican tres puntos calientes. Estos puntos calientes de
aminodcidos son Lys42, Cys218, Cys233 de CRM197 formando
contacto con Gly197, Arg62, Ser60 de actina, respectivamente. La
posible interaccion entre Lys42 de CRM197 con Gly197 de actina
es compatible con experimentos de union del complejo FA-actina
que muestran que casi 1 sitio de union esta presente en G- y F-
actina para FA de toxina nativa (Bektas et al. 2009). Los residuos
de aminoécidos 200-387 en CRM197, correspondientes al dominio
T de DTX, incorporan dos residuos de cisteina para interactuar con
la actina, lo que demuestra que el citoesqueleto de actina
proporciona un marco estructural también para el trafico
endosomal de CRM197.

Se sabe desde hace mucho tiempo que CRM197 tiene actividad
de nucleasa (Bruce et al. 1990) y la actina posee un bucle de unién
A la DNAse | (Carlier et al. 2015). Nuestros hallazgos muestran
gque CRM197 comparte el mismo dominio de unién en la actina con
la DNAsa |. CRM197 puede ejercer su actividad de nucleasa
mediante el transporte nuclear basado en actina. El transporte de
p53, proteina supresora de tumores, es un ejemplo de transporte
nuclear basado en actina. Recientemente se ha determinado que el
monomérico es responsable del transporte de p53 al area
perinuclear (Saha et al. 2016).

El citoesqueleto de actina también se ve afectado
indirectamente por toxinas bacterianas a través de proteinas de la
familia Rho (Aktories et al. 2012). Varias toxinas de proteinas
bacterianas como las toxinas binarias clostridiales se dirigen al
citoesqueleto de actina para modificaciones post-traslacionales. La
glucosilacién, la adenilacion, la ADP-ribosilacion y la
desamidacion son modificaciones bacterianas de las Rho GTPasas
que inactivan la actividad enzimatica y, en consecuencia, el
citoesqueleto de actina esta desorganizado. Se ha demostrado que
las modificaciones bacterianas de las Rho GTPasas son detectadas
por la pirina a través de modificaciones aguas abajo en la via del
citoesqueleto de actina (Xu et al. 2014). Ademas de las vias de
sefializacion controladas por Rho GTPasas, se proponen
oligbmeros de actina reticulados para activar nuevas vias de
toxicidad. Recientemente se ha demostrado que el efecto de la
toxina poco abundante se amplifica por las proteinas reguladoras
de la actina aguas arriba mediadas por oligbmeros de actina
reticulados que se forman debido al dominio de reticulacion de
actina de varias toxinas como el colera, la tos ferina y las toxinas
del antrax (Heisler et al 2015). DTx cataliza la transferencia del
grupo ADPribosyl de NAD a eEF2 ademéas tanto DTx como
CRM197 despolimerizan filamentos de F-actina (Varol et al.
2012). En el caso de la inhibicion de la sintesis de proteinas DTx
se acompafia de un trastorno del citoesqueleto de actina.

Se ha demostrado que la forma mutante no toxica de la toxina
de la difteria, CRM197, dafia la F-actina, pero se desconoce si
ejerce algin efecto sobre la proteina de la familia Rho o las
proteinas reguladoras de la actina.

En nuestro estudio, la unién de CRM197 a la G-actina, la
colocalizacion de CRM197 con filamentos de actina y la pérdida
del contacto célula-célula muestran que la actina aparece como
molécula diana para CRM197. En conclusién, CRM197 dafia el
citoesqueleto de actina, por lo tanto, mejoraria la motilidad celular
y, posteriormente, limitaria la comunicacién de célula a célula.
Sugerimos que los cambios en el citoesqueleto de actina de las
células endoteliales bajo el tratamiento de CRM197 pueden ser la
base del efecto previamente informado de CRM197 para la
transferencia de carga a través de la barrera hematoencefalica al
sistema nervioso central.
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